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RESUMO

INTEGRACAO CORTICAL DURANTE OS PROCESSOS DE MEMORIA AVERSIVA
NO LAGARTO Tropidurus hispidus: UMA AVALIACAO DO POTENCIAL DE
CAMPO LOCAL E REGISTRO UNITARIO DE NEURONIOS. Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas. Heitor Franco Santos, 2023.

INTRODUCAO: Estudos eletrofisioldgicos contribuem para o entendimento acerca dos
processos de memorias: formagao, consolidagdo e evocagdo, em diferentes tipos de memoria.
Compreender como esses processos ocorrem em diferentes grupos de animais pode contribuir
para o esclarecimento de aspectos evolutivos, como funciona a comunicacao entre regides do
cérebro e sobre mecanismos fisioldgicos envolvidos. Nesse contexto, se inserem os estudos de
memoria em lagartos, cujos cortices possuem homologias ja descritas com o hipocampo de
mamiferos e investigar a génese eletrofisiologica pode ter papel chave para uma melhor
compreensdo do fendmeno, tano a nivel de atividade de campo, quanto a nivel de célula.
OBJETIVOS: avaliar a integra¢do dos cortices dorsomedial e lateral do lagarto Tropidurus
hispidus durante os processos de memdria aversiva e iniciar o processo de caracterizacao da
atividade elétrica de neurdnios piramidais do cortex dorsomedial. METODOS: Foram
utilizados lagartos da espécie 7. hispidus em dois experimentos. Experimento I (n = 30):
avaliacdo de memoria. Os animais foram divididos em grupos: grupos muscimol (MUS) e
controle (CTL) para cada um dos processos de aquisi¢ao, consolidagio e evocagdo da memoria
aversiva. No modelo de exposi¢do ao estimulo aversivo, temos treino e teste (ambientacao e
exposicdo (gato ou gaiola)). Foram realizadas cirurgias para implantes dos eletrodos (cortex
dorsomedial (CDM) e cortex lateral (CL)) e canulas guias no cortex lateral, respectivamente
para registro e modulagdo farmacologica. A modulacdo dos processos de memoria ocorre
através da intervengdo farmacologica do muscimol (agonista inibitoério) no CL, com avaliacdo
eletrofisiologica por eletrodos. A infusdo da droga foi diretamente no CL e respeitado cada
processo de memoria. Foram avaliados o comportamento (congelamento) e anélises no dominio
do tempo e da frequéncia. No experimento II (n = 5): caracterizagdo do registro de neurdnios
(por fixacao de célula inteira) do tipo piramidais do CDM do hipocampo reptiliano. Foram
descritas caracteristicas intrinsecas do neurdnio. RESULTADOS: Os resultados associam a
resposta de congelamento diante da tarefa, o grupo MUS AQ realiza menor tempo de
congelamento comparado aos outros. O grupo MUS AQ apresentou resultados que ndo se
emparelham com o seu controle ou outros grupos. Na avaliag¢do funcional, o grupo MUS AQ
ndo dissocia a exposi¢do ao gato, do periodo de ambientacdo. No dominio da frequéncia o
MUS AQ também apresentou prejuizos para a atividade de poténcia, coeréncia e acoplamento
que sdo indicativos para formagdo de memoria. Ao analisarmos o contexto geral, foi percebido
que o efeito principal da infusdo foi no processo aquisi¢do e apresentou dependéncia da
comunicag¢do entre 0 CL e CDM. Ao caracterizarmos as correntes idnicas do neuronio piramidal
do CDM, foi revelada a presenga de correntes curtas e longas que provavelmente estdo
associadas ao potassio e um padrio eletrofisioldgico que parece ser preservado entre diferentes
répteis, que pode estar relacionado ao padrio de frequéncias lentas. CONCLUSAO: A
perturbacdo na integracao entre a via CL-CDM prejudica a formagdo da memoria, sendo a
integracdo importante para a aquisi¢do de memoria aversiva. O registro de neuronios revelou
correntes repolarizantes que podem influenciar a comunicagdo geral dos neuronios. Por fim, o
cortex telencefélico do 7. hispidus apresenta homologia funcional ao hipocampo mamifero e os
achados do presente estudo contribuem com o conhecimento da neurobiologia da memoria e
caracteristicas da evolucdo neuronal em diferentes grupos de vertebrados.

Palavras-chave: Eletrofisiologia, Répteis, Hipocampo, Aprendizagem
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ABSTRACT

CORTICAL INTEGRATION DURING AVERSIVE MEMORY PROCESSES IN THE
LAGLARTO Tropidurus hispidus: AN AVALUATION OF LOCAL FIELD
POTENTIAL AND NEURON REGISTRATION. PhD in Physiological Sciences. Heitor
Franco Santos, 2023.

INTRODUCTION: Electrophysiological studies contribute to understanding memory
processes, such as encoding, consolidation, and recall, in different types of memory.
Understanding how these processes occur in different groups of animals can contribute to
elucidating evolutionary aspects, such as interregional communication in the brain and the
physiological mechanisms involved. In this context, studies on memory in lizards are relevant,
as their cortices have homologies with the mammalian hippocampus, and investigating their
electrophysiological genesis can play a key role in better understanding the phenomenon at both
the field activity and cellular levels. OBJECTIVES: This study aimed to evaluate the integration
of the dorsomedial and lateral cortices in the lizard Tropidurus hispidus during aversive
memory processes and initiate the characterization of the electrical activity of pyramidal
neurons in the dorsomedial cortex. METHODS: T. hispidus lizards were used in two
experiments. Experiment I (n = 30) focused on memory evaluation. The animals were divided
into muscimol (MUS) and control (CTL) groups for each of the acquisition, consolidation, and
evocation processes of aversive memory. The aversive stimulus exposure model included
training and testing phases (habituation and exposure to a cat or a cage). Surgeries were
performed to implant electrodes in the dorsomedial cortex (DMC) and lateral cortex (LC) and
to insert guide cannulas in the lateral cortex for recording and pharmacological modulation,
respectively. Memory processes were modulated through pharmacological intervention using
muscimol (an inhibitory agonist) in the LC, with electrophysiological evaluation using
electrodes. The drug infusion was directly into the LC, respecting each memory process.
Behavior (freezing) and time and frequency domain analyses were performed. In Experiment
IT (n = 5), neuronal recordings (whole-cell patch-clamp) were conducted to characterize
pyramidal neurons in the DMC of the reptilian hippocampus, focusing on intrinsic neuronal
properties. RESULTS: The results showed that freezing response during the task was reduced
in the MUS AQ group compared to the other groups. The MUS AQ group exhibited results
that did not match its control or other groups. In functional evaluation, the MUS AQ group did
not dissociate exposure to the cat from the habituation period. In the frequency domain, the
MUS AQ group also showed impairments in power activity, coherence, and coupling, which
are indicative of memory formation. When considering the overall context, it was observed that
the main effect of the infusion was on the acquisition process and depended on communication
between the LC and DMC. Characterization of ionic currents in pyramidal neurons of the DMC
revealed the presence of short and long currents likely associated with potassium and an
electrophysiological pattern that appears to be preserved across different reptiles and may be
related to slow frequency patterns. CONCLUSION: Disturbances in the integration between
the LC-DMC pathway impair memory encoding, highlighting the importance of integration for
aversive memory acquisition. Neuronal recordings revealed repolarizing currents that may
influence overall neuronal communication. Finally, the telencephalic cortex of T. hispidus
shows functional homology with the mammalian hippocampus, and the findings of this study
contribute to the knowledge of memory neurobiology and neuronal evolution characteristics in
different groups of vertebrates.

Keywords: Electrophysiology, Reptiles, Hippocampus, Learning
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Resumo para a Sociedade

INTEGRACAO CORTICAL DURANTE OS PROCESSOS DE MEMORIA AVERSIVA
NO LAGARTO Tropidurus hispidus: UMA AVALIACAO DO POTENCIAL DE
CAMPO LOCAL E REGISTRO UNITARIO DE NEURONIOS. Heitor Franco Santos,
2023.

A capacidade de formar e evocar memorias sdo processos importantes na vida dos
animais. Ao longo das ultimas décadas, muitos estudos foram desenvolvidos, com diferentes
animais, para se conhecer sobre os mecanismos envolvidos nas diferentes etapas dos processos
de memoria. Compreender como a memoria ocorre em outros animais, que nao apenas os
humanos ou seres muito semelhantes a eles, possibilita um entendimento mais amplo desses
processos ao longo da evolugdo das espécies e, inclusive, podem nos ajudar a compreender
possiveis problemas relacionados a memoria dos animais. Para estudar essas memorias os
pesquisadores utilizam diversas técnicas, entre elas, testes comportamentais, analises
morfoldgicas de estruturas cerebrais, avaliagdes moleculares, manipula¢des farmacologicas e
registros das atividades elétricas do cérebro dos animais. Esta lltima técnica ¢ muito utilizada
em humanos através do eletroencefalograma. Entretanto, alguns pesquisadores querendo
compreender os processos fisiologicos de memorias aversivas em outros grupos de animais,
comecaram a realizar avaliagdes da atividade elétrica cerebral em lagartos.

Seguindo essa ideia, nosso grupo de pesquisa implantou eletrodos para coletar
atividades elétricas do cérebro de uma lagartixa, chamada cientificamente de Tropidurus
hispidus, quando exposta a um gato doméstico, que ¢ considerado um predador natural dessa
lagartixa. Os experimentos também contaram com a injecao de uma droga capaz de bloquear a
atividade de estruturas cerebrais e, essa droga, foi injetada em alguns animais antes serem
expostos ao gato, em outros, logo apds observarem o gato e para um outro grupo de animais,
minutos antes de serem reexpostos ao ambiente que no dia anterior eles viram o gato. Esse
projeto possibilitou um maior entendimento de como areas do cérebro dessa espécie de lagarto,
envolvidas com o processo de memoria, atuam. NoOs verificamos que quando uma area
envolvida com o processamento de informagdes visuoespaciais era bloqueada, a atividade
elétrica de uma outra area do cérebro que atua no processo de aquisicao de memorias aversivas
era diminuida, mostrando a participacdo desta estrutura, principalmente, na etapa inicial do
processamento da memoria. Além disso, observamos que o registro elétrico desta area
apresentou maior atividade em uma frequéncia elétrica mais baixa, semelhante ao que se

observa no cérebro de mamiferos quando estdo em repouso.
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Depois dessa etapa nds decidimos conhecer um pouco mais sobre as células que estdo
nesta area cerebral envolvida com a formagdo de memoria, para compreender o comportamento
das células durante o experimento anterior. Sendo assim, removemos esta estrutura do cérebro
de alguns animais, separamos as células e através de equipamentos especificos registramos a
atividade elétrica de algumas das células. Descobrimos que um tipo particular de célula
(neurdnio), chamado neurdnio piramidal, que estd presente na estrutura estudada, apresenta
caracteristicas biofisicas, como o potencial de membrana e variedade de correntes semelhantes
ao que ¢ observado em outros animais. Essa caracterizacdo ¢ bem preliminar, mas abre
perspectivas para novos estudos relacionados ao papel dessas células nos processos de
memoria.

O presente estudo no ajuda a entender melhor como a memoria funciona em diferentes
tipos de animais e trazem novas descobertas a neurociéncia, contribuindo para nossa

compreensao geral do funcionamento do cérebro.
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1 INTRODUCAO

Os estudos de fisiologia animal comparada objetivam a compreensao das homologias
entre diferentes grupos de animais e seu papel evolutivo entre as espécies. Comportamentos
preservados ao longo da evolugdo podem ser analisados sob diversas abordagens, entre elas, as
anatomicas, moleculares e fisiologicas. Um importante mecanismo fisioldgico para os animais
¢ a memorizagao, pelo cérebro, de experiéncias (MCGAUGH, 2000).

A memoria pode ser analisada quanto ao tempo, tipo e conteudo. Ela ¢ influenciada por
emocdes que modulam a intensidade com a qual as memorias foram consolidadas, o medo ¢
um componente emocional associativo a memoria (FERBINTEANU, 2019). O medo ¢ um
componente preservado nos vertebrados, dos mamiferos aos peixes (FONT, 2019; NAIM et al.,
2020). O medo ¢ capaz de promover respostas fisiologicas, que pode intensificar as vias
neuronais responsaveis por sua formacao e que contribui para a fixagdo da memoria (ASOK;
KANDEL; RAYMAN, 2019). Outro importante mecanismo esta associado aos estimulos
sensoriais como a visdo, que auxiliam tanto no processo de formacao, quanto na evocagao e
fortalecem as vias mnemonicas (CHANG; HUANG, 2012). Desse modo, o contexto associativo
¢ capaz de transmitir caracteristicas mnemonicas nos processos de aquisi¢do, consolidacdo e
evocacao das mesmas (JOHANSEN et al., 2011).

Ao compreender as etapas de formagao, consolidacao e evocagao da memoria € possivel
explorar caracteristicas que contribuem ao entendimento de seus processos, tendo em vista que
a aquisi¢do definimos como a aprendizagem, a consolidagdo como os processos adaptacao
neuronal e evocagao o ato de recordar os fatos (LUCHKINA; BOLSHAKOV, 2019). Quando
essa investigacdo tem uma perspectiva evolutiva, proporciona uma compreensao mais
detalhada de como se desenvolveram os processos mnemdnicos. Um exemplo, € a compreensao
desses processos em répteis.

O encéfalo reptiliano € reconhecido por sua alta plasticidade e capacidade regenerativa,
sendo considerado o principal ancestral que apresenta a organizagdo morfofuncional mais
proxima entre aves € mamiferos (BINGMAN; RODRIGUEZ; SALAS, 2016; PIMENTEL et
al., 2021; STRIEDTER, 2016). As respostas dos répteis a situagdes extremas revelam
condi¢cdes que sdo ancestrais sobre adaptacdes neuro-funcionais aos comportamentos
observados em mamiferos e aves (CARLSON, 2004).

Nos répteis, o encéfalo possui as areas do telencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo e
cerebelo. O cortex do telencéfalo estd associado ao hipocampo reptiliano, subdividido em

regides do cortex medial, dorso medial e dorsal, que apresentam homologia as regides do



hipocampo mamifero (NAUMANN et al., 2015; PIMENTEL et al., 2011). Além deles, ha o
cortex lateral que foi declarado como uma importante via de interpretacao sensorial, que o torna
homélogo ao cortex entorrinal (MARTINEZ-GARCIA et al., 1986). A comunicagio da regido
do cortex lateral com os cortices dorsal, dorsomedial e medial, parecem homologas a integragao
do coértex entorrinal e hipocampo mamifero (NAUMANN; LAURENT, 2017; SQUIRE;
STARK; CLARK, 2004). Entende-se, que o coértex lateral participa como um eixo de
interpretagdo e direcionamento da informagdo principalmente visual, mais evidéncias
cientificas sdo necessarias para saber qual seria a importdncia da regido para as respostas
comportamentais. De maneira semelhante, tem se buscado compreender essa relagdo sensorio-
cognitiva e de comunicagao integrada entre regides do cérebro em mamiferos (SYMANSKI et
al., 2020), como a dependéncia do hipocampo com a formacdo e evocagdo de memorias
explicitas com outras areas como o cortex entorrinal e neocortex mamifero.

Avaliar a comunicagao entre regides do cérebro ¢ uma ferramenta chave para esclarecer
sobre mecanismos da formac¢ao da memoéria (MUTHUKRISHNAN; SONI; SHARMA, 2020).
Em répteis € necessario compreender acerca da integracdo entre os nucleos do cortex e avaliar
como ocorre a participagdo nos processos de formacdo da memoria em répteis para estreitar
conhecimentos acerca de caracteristicas evolutivas. Além disso, os estudos de caracterizagao
prévia do hipocampo reptiliano, apresentam alta aglomeracdo de neurdnios piramidais no
cortex dorsomedial (PIMENTEL et al., 2011). Acreditamos que a atividade destas células
possui papel importante no processamento de informagdes mnemonicas € da resposta a vias
eferentes do cortex lateral e dorsal. A regido dorsomedial sendo de transicao entre o medial e
dorsal, integra a maior quantidade de neuronios piramidais, os quais no hipocampo de
mamiferos estdo associados ao processo de aquisicao e consolidacdo da memoria (JARRARD,
1993; WILMOT; PUHGER; WILTGEN, 2019).

Uma forma de se investigar os processos de memoria ¢ através da atividade elétrica dos
neurdnios em campo, visto que os potenciais evocados podem estar relacionados a eventos e
como a intervengdo sobre a atividade dos nucleos podem alterar respostas comportamentais
(HILLYARD, 2016; KNYAZEV, 2007; NORIMOTO et al., 2020). Além disso, investigar a
atividade elétrica do neuronio isolado, pode nos ajudar a compreender acerca de semelhangas e
diferencgas entre classes evolutivas e como esses aspectos podem contribuir para as respostas da
interacao entre os neuronios (EINEVOLL et al., 2013). Visto que, ja foram descritas
caracteristicas preservadas em neurdnios de mamiferos que foram encontradas em répteis

(FADOOL; WACHOWIAK; BRANN, 2001).



Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido pesquisas na area de fisiologia comparada
sobre os aspectos neurais, comportamentais € mnemonicos na espécie de lagarto tropical
Tropidurus hispidus ha duas décadas (MACEDO-LIMA et al., 2016; MARCHIORO et al.,
2005, 2012; MEDEIROS, 2019; PIMENTEL et al., 2021; SANTOS, 2018, 2021). Em estudos
recentes (SANTOS, 2018, 2021), foi demostrado que o cortex dorsal, homo6logo ao hipocampo
mamifero (NAUMANN; LAURENT, 2017), possui papel importante nos processos de
memoria aversiva nessa espécie, o modelo de avaliagdo de memoria foi realizado através de
inibi¢do da atividade e registro eletrofisiologico do cortex dorsal em etapas sobre os processos
de memoria. Mas ainda ndo esta clara a participacdo do cortex dorsomedial e lateral.

Nesse sentido, afim de investigar sobre a alteracdes da atividade eletrofisiologica do
hipocampo reptiliano nos processos de memoria, foi levantada a questao se o cortex lateral pode
influenciar sobre a atividade do cortex dorsomedial nos processos da memoria. Além disso, no
intuito de compreender quais as caracteristicas eletrofisiologicas dos neurdnios piramidais do
cortex dorsomedial foi dado inicio ao processo de caracterizacdo biofisica dos neurdnios

piramidais do cortex dorsomedial do 7. hispidus.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Memoria

A reproducdo de um saber, s6 € possivel porque possuimos memoria. A memoria €
definida como a capacidade de reter informagdes e recupera-las, envolvendo uma sequéncia de
processos bem estabelecidos: aquisicdo, consolidacio e evocagdo de informacgdes
(IZQUIERDO, 1989). A aquisi¢do representa a fase em que sdo selecionadas as informacgoes
que serdo eventualmente armazenadas. Durante a fase de consolidacdo, as informacgdes
selecionadas passam por um sistema modulador que podem atribuir maior ou menor grau de
seletividade, incluindo altera¢des plasticas no sistema nervoso dos animais. Por sua vez, a fase

de evocagao consiste em recordar algo que foi armazenado (IZQUIERDO; MEDINA, 1997).

Os processos que contemplam a memorizagdo estdo associados aos eventos de
comunicagdo cerebral. E necessario um centro integrador de informagdes, que possua a
capacidade de armazenar e utilizar dessas informacdes. Essa ¢ a funcdo da memoria: usar de
informagdes aprendidas (MCGAUGH, 2000). Cada individuo aprende e aplica os
conhecimentos de maneira Unica, por isso, existe uma diversidade de respostas
comportamentais que sio reflexos da interpretacdo da informagdo aprendida. Partindo desse
contexto, pode-se compreender porque individuos semelhantes desenvolvem respostas
diferentes ao mesmo estimulo. Por exemplo, numa situagdo de risco eminente, vai existir os
que fogem, lutam ou congelam e ainda ha aqueles que desenvolvem transtornos traumaticos

(JOHANSEN et al., 2011).

As memorias podem ser classificadas quanto a natureza (implicita ou explicita) e quanto
ao tempo (curta ou longa duragdo) (FERBINTEANU, 2019). As memorias explicitas, também
conhecidas por memorias declarativas, geralmente narram as vivéncias do individuo
(SCHACTER, 2012). Ja o modo como reagimos, que concerna da interpretacao e resposta que
damos aquela situagdo, € como definimos a memoria implicita (BAILEY; KANDEL; HARRIS,
2015). Por sua vez, as memorias implicitas podem ser subclassificadas em memorias de
procedimentos ou de condicionamento, como tocar um instrumento musical ou reagir a um
estimulo aversivo (memodrias aversivas) (NURDAL; FAIRCHILD; STOTHART, 2021).
Memorias de curta duragdo sio memorias que nos ocorrem para enfatizar situagcdes que
vivenciamos numa jornada de segundos a poucas horas. Elas sdo resistentes a eventos que
poderiam prolongar a memorizagdo e nao caracterizam fendmenos neuronais que modificam o

cérebro (ASOK et al., 2019). J&4 a memoria de longa duragdo envolvem uma escala de tempo



maior e sdo mediadas por fendmenos que ocorrem no cérebro para armazena-las, como eventos
de plasticidade neuronal, potenciagdo de longa duragdo e formagdao de engramas (NEVES;
COOKE; BLISS, 2008). Mesmo assim, a associagdo entre as memoria de curto prazo e longo
prazo € necessdria, pois a de curto prazo pode ser um gatilho para a formacdo da memoria de
longo prazo, ja que as vias de acdo das duas podem ser providas da mesma fonte neuronal

(KANDEL; SQUIRE, 2000; MCGAUGH, 2000).

A fungdo neuronal esta envolvida nos processos de memoria € isso contribuiu com o
sucesso evolutivo de varios organismos (SHETTLEWORTH, 2010). Durante as experiéncias
que os organismos vivenciam, o comportamento pode ser alterado em respostas as experiéncias
armazenadas. Assim, percebe-se que o processo de aprendizado ¢ inerente ao sujeito que esta
em constante adequacdo (ROBERTS, 2019). No processo de aprendizagem, a comunicagao
promovida pelos neurdnios passa a ser intensificada e redes de comunicagdo podem ser

moldados em um processo plastico que favorece a memorizagao (BABILONI et al., 2009).

A principal via de plasticidade ¢ a integracdo sensorial e interpretagdo sobre os
estimulos. Os estimulos sensoriais, projetam-se aos nucleos encefalicos responsaveis pela
resposta e ativam a interpretacao da informagao (HILLYARD, 2016). O estimulo visual, por
exemplo, induz resposta plastica na consolidacao de memoria (SCHURGIN; FLOMBAUM,
2018) ¢é processado e passa pelo talamo sensorial que direciona a informagao para o hipocampo.
O hipocampo que ¢ o centro da formacao das memorias declarativas, intensifica o processo de
consolida¢ao (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). No hipocampo, essa informacao ¢ processada
continuamente (IZQUIERDO et al., 1999), gerando alteragdes morfofisioldgicas, como o
brotamento sindptico, aumento da excitabilidade neural a eventos (SANTIAGO, RAMON ;
CAJAL, 1893).

Além da integragdo sensorial, outro fator que aumenta significativamente a qualidade
dos processos de memoria ¢ o aspecto emocional (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; METZ,
2007). As emogdes sao gatilhos de associacdo que respondem a medida que os eventos sdao
intensificados caracteristicas como felicidade, prazer, estresse, raiva, ou medo (SAGASPE;
SCHWARTZ; VUILLEUMIER, 2011). O nucleo de neuronios mais envolvido com as emogdes
¢ a amigdala e esse nlicleo possui uma relacdo estreita com a intensidade da formacgdo da
memoria (IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; SAH et al., 2003). A amigdala ¢ um dos
centros de resposta emocional e processa as emogdes como o medo em humanos ou

comportamento tipo medo em outros animais (ASOK; KANDEL; RAYMAN, 2019). A



caracteristica de resposta ao medo ¢ essencial para se definir o conceito de memoria associativa,

em que pode-se definir a memoria aversiva (DALMAY et al., 2019).

Todos esses aspectos apresentados moldam as caracteristicas do individuo. Assim, as
novas experiéncias serdo dependentes das memorias anteriores (DEBANNE; INGLEBERT;
RUSSIER, 2019). Para isso, existe um tipo de memoria que auxilia nessa transicdo, a memoria
de trabalho. Ela intermedia entre a tomada de decisdo e as experiéncias consolidadas. (DUDALI,

KARNI; BORN, 2015; SQUIRE, 2004).
2.1.1 Memoria Aversiva

Na luta pela sobrevivéncia, os seres vivos estdo continuamente avaliando ameacas e
riscos. Ao responder a estes, eles muitas vezes recorrem a respostas defensivas reflexas que
sinalizam padrdes como luta, ou fuga, ou congelamento (ROELOFS, 2017). Estas respostas ndo
sdo apenas reacdes momentaneas, mas frequentemente deixam um residuo duradouro na forma

de uma memoria soélida.

A memoria aversiva tem aplicacdes importantes na compreensdo de transtornos
relacionados ao trauma, como transtorno de estresse pos-traumatico, panico e fobias. Ao
entender como os organismos atribuem significado aversivo a certos estimulos, podemos
ganhar uma maior compreensao de como as memorias traumaticas se formam e como elas
podem ser tratadas (LIKHTIK; JOHANSEN, 2019). Associado a esse tipo de memoria, ha o
medo que ¢ uma resposta fisiologica de carater aversivo e associativo (TSVETKOV et al.,
2015). O medo ¢ uma emog¢ao poderosissima que pode desenvolver gatilhos para a formagao
de memoria. Esta associagdo de respostas aversivas/amedrontadoras a certos estimulos, esta
intrinsecamente ligada a sobrevivéncia.

O conceito de estimulo condicionante, nos ajuda a entender como essas memorias
associativas se formam (WASSERMAN; MILLER, 1997). O organismo responde a fortes
estimulos ativando as vias mnemonicas, € essa exposi¢ao pode levar a formagdo de uma
memoria associativa (ASOK; KANDEL; RAYMAN, 2019). Isto ¢ particularmente evidente em
situagdes que envolvem trauma, onde a memoria do evento traumatico esta fortemente
associada ao agente estressor. A resposta ao aversivo ¢ demonstrada em todos os animais
(LEDOUX, 2012) e pode ser compreendido dois fatores: o agente estressor € o contexto
aversivo. O agente estressor € o componente ativo, que interage e leva ao mecanismo de luta-

fuga-congelamento (LEDOUX, 2014). J& o contexto aversivo, pode ser representado pelo



ambiente em que ocorre o encontro. Essas sdo respostas comportamentais e fisiologicas da

condicao associada ao contexto aversivo.

A formagdo da memoria aversiva, que estd intrinsecamente associada as vias
neurofisioldgicas de consolidacdo, envolve a ativacao da amigdala e de regides corticais (LEE;
LEE; KIM, 2017). Essa interacdo contribui para a formagdo do engrama, que ¢ o tragco da
sinalizacdo consolidada no cérebro (JOSSELYN; TONEGAWA, 2020). Apesar do nosso
conhecimento avangado sobre a formacdo da memoria aversiva em mamiferos, as funcoes
mnemonicas em grupos menos derivados, como os répteis, sdo pouco compreendidas. Alguns
estudos sugerem que os mecanismos de formagdo de memoria podem ter sido conservados dos
répteis para os mamiferos (FONT, 2019; LADAGE et al., 2012b; SANTOS, 2016), ndo esté
claro como essas estruturas se integram e participam dos diferentes mecanismos fisiologicos

dos processos de memoria.

Dessa forma, estudos devem focar na comparagdo entre a fungdo do hipocampo
mamifero e o hipocampo reptiliano, para entender melhor a evolugdo desses processos de
formacao de memoria. Essas pesquisas ajudariam a esclarecer como diferentes organismos se
adaptaram para responder a estimulos aversivos em seus respectivos ambientes € como essas

adaptacdes influenciaram os mecanismos dos processos de memadria.
2.1.2 Memoéria em Répteis

A formagdo de memoria em répteis tem sido extensivamente investigada em diversos
contextos comportamentais, como localizagdo espacial, interacdo social, contexto aversivo,
nao-aversivo e discriminagao de cores (DAVIS; BURGHARDT, 2011; LEAL; POWELL,
2012; GUTNICK; WEISSENBACHER; KUBA, 2020). A investigacdo sobre aspectos
mnemonicos em répteis demonstra que o estresse € fator ponderador da aprendizagem aversiva

(GIACHERO; CALFA; MOLINA, 2015; THAKER et al., 2010; CLAUNCH et al., 2017).

A avaliagdo da formacdo de memoria em répteis apresenta desafios uUnicos,
principalmente devido a incompatibilidade entre protocolos tipicos de laboratorio,
desenvolvidos para mamiferos, e as necessidades ambientais dessas espécies. No entanto, €
importante destacar que os répteis sdo criaturas adaptadas a enfrentar e resolver desafios em
ambientes naturais ou semi-artificiais, o que pode resultar em incompatibilidade entre os
protocolos tipicos de laboratorio desenvolvidos para mamiferos e as capacidades cognitivas

dessas espécies (KANG; GOULET; CHAPPLE, 2018).



Um estudo explorou a formagao de memoria aversiva em filhotes de lagartos, utilizando
um condicionamento alimentar em diferentes pratos com caracteristicas de palatabilidade
distintas. Eles observaram que os lagartos foram capazes de memorizar a disposi¢ao original
dos alimentos e a sua palatabilidade, evidenciando uma capacidade de aprendizagem e
formagao de memoria em resposta a estimulos aversivos. Os lagartos demonstraram ser capazes
de memorizar a disposi¢do original dos alimentos e a sua palatabilidade, sugerindo uma
capacidade de aprender e formar memorias em resposta a estimulos aversivos (SHANBHAG;

AMMANNA; SAIDAPUR, 2010).

Em outro estudo, foi demonstrada a capacidade de tartarugas aquaticas para a
aprendizagem social por meio de condicionamento observacional (DAVIS; BURGHARDT,
2011). Por outro lado, uma anélise feita com lagartos da espécie Eulamprus quoyii revelou que,
em ambientes semi-naturais, esses animais conseguem localizar um refugio seguro ap6s um
estimulo aversivo, mantendo essa memoria por um periodo de 3 a 4 dias (NOBLE; CARAZO;
WHITING, 2012). Clark et al. (2014) também demonstraram capacidades cognitivas
sofisticadas em lagartos, neste caso na espécie Bassiana duperreji. Estes lagartos parecem ser
capazes de realizarem associagdes complexas, como discriminagdo de cores e determinagdo de
escolha espacial, habilidades tteis na solugdo de labirintos e na resposta a ameacas predatorias
(KOZLOWSKA et al., 2015). Esses estudos ilustram uma gama diversificada de capacidades
cognitivas e de memoria em répteis, embora o entendimento completo desses processos ainda
esteja em desenvolvimento. Essas descobertas ampliam a nossa compreensao da complexidade

cognitiva possivel nos répteis

As evidéncias de que répteis sdo capazes de formar memoria sdo reforgadas através do
lagarto Psammophilus. dorsalis, que é capaz de encontrar um refigio seguro. Quando
submetido a abordagem do teste de aprendizagem reversa, o P. dorsalis executa com sucesso a
tarefa. O resultado provoca a evocagao da memoria e provavelmente promove o processo de
reconsolidagdo e ressignificacio da memoria formada, que reflete em adaptagdo na

aprendizagem e comportamento (BATABYAL; THAKER, 2019).

Pesquisas realizadas com o lagarto Eulamprus quoyii t€m fornecido insights valiosos
sobre a formacao de memoria em répteis. Os comportamentos demonstrados por esses lagartos
exibem uma flexibilidade impressionante em resposta a diferentes paradigmas de
aprendizagem. Foram observadas habilidades de aprendizagem espacial, aprendizagem social
de filhotes a partir de adultos, manipulagao de objetos artificiais e discriminag¢ao de cores como

parte de um regime de recompensa condicionada (NOBLE; BYRNE; WHITING, 2014).



Paralelamente, estudos com o lagarto Uta stansburiana tém mostrado resultados promissores
na busca por entender a formacao de memoria espacial em répteis. Este lagarto tem sido usado
como um modelo experimental pelos pesquisadores Ladage et al. (2012, 2017), refor¢ando a

compreensdo do processamento de memaoria nesses animais.

Além disso, estudos com o Tropidurus hispidus t€m mostrado resultados promissores em
relacdo a formagdo de memodria em répteis. Em pesquisas recentes, foram observadas
semelhancas entre o cortex telencefalico do T. hispidus e o hipocampo reptiliano, bem como
nucleos que se assemelham as regides neocorticais. Essas descobertas ressaltam a importancia
funcional de certos nucleos corticais no processamento de informacdes. Por exemplo, o cortex
medial e dorsal e amigdala do T. hispidus mostraram expressao de genes imediatos relacionados
a memoria (SANTOS, 2016), o cortex dorsal também tem sido associado a todos os processos
de memodria (SANTOS, 2018). Além disso, observou-se um padriao -eletrofisiologico
caracterizado pela faixa de delta e aumento da interagdo entre delta e gama em um modelo de
memoria aversiva (SANTOS, 2021). Esses estudos fornecem insights valiosos sobre as

adaptagcdes morfofisioldgicas do T. hispidus e seu papel na formagao de memoria."

Em suma, estes estudos tém contribuido para uma compreensao mais aprofundada do
funcionamento cognitivo em répteis. Além disso, as pesquisas t€ém destacado a relevancia da
homologia estrutural e funcional do cortex entre diferentes espécies. Essas descobertas podem
fornecer informagdes importantes sobre as semelhangas e diferencas nos comportamentos e
habilidades cognitivas entre organismos da mesma espécie (coespecificos) e de diferentes
espécies (heteroespecificos). Estas comparagdes podem trazer novas perspectivas para o estudo
das habilidades cognitivas e da formacdo da memodria em um amplo espectro de espécies

animais.

2.2 O hipocampo em vertebrados ndo-mamiferos

O encéfalo vertebrado ¢ uma estrutura complexa que desempenha um papel crucial em
processos cognitivos € comportamentais. Embora haja uma grande variedade de espécies de
vertebrados, as diferentes regides do encéfalo sdo geralmente homdlogas entre as diferentes
classes. Uma das regides mais estudadas ¢ o telencéfalo, que ¢ a maior por¢ao do encéfalo dos
mamiferos e se subdivide em dois hemisférios e é responsavel pela grande maioria dos
comportamentos e respostas adaptativas (BRISCOE; RAGSDALE, 2019). Em répteis, aves e

mamiferos compreende areas denominadas de Palio de onde se deriva o telencéfalo (Figura 1)
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(BINGMAN; RODRIGUEZ; SALAS, 2016; STRIEDTER, 2016). Por sua vez, este se
subdivide em porgdes diferentes e que, apesar de manter algumas fungdes em comum, espécies

mais derivadas passaram a apresentar novas fungdes associadas a atividade neural dessas areas.

Nos répteis, o palio da origem ao telencéfalo que possui o cortex e € subdividido em
trés folhetos laminares como ocorre com o hipocampo mamifero (BRISCOE; RAGSDALE,
2019; MARTINEZ-GARCIA; MARTINEZ-MARCOS; LANUZA, 2002). Na primeira
camada, ¢ comum registrar a presenga de interneuronios dispersos, que formam a camada mais
espessa € 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 neurdnios excitatdrios e somaticos (camada celular). A terceira camada, o plexiforme
interno, compde a disposi¢ao mais discreta e estreita na dire¢ao do cortex medial, constituido
por sua maioria por interneurénios (NAUMANN; LAURENT, 2016). Nos mamiferos, a regido
do palio da origem ao surgimento do neocortex cerebral e do hipocampo, esse que apresenta
caracteristicas mais proximas do cortex reptiliano. O cortex do telencéfalo € responsavel pela
grande maioria dos comportamentos e respostas cognitivas em mamiferos e esta conectado ao

diencéfalo (MELLEU et al., 2013).

O diencéfalo, em mamiferos € dividido em trés partes principais: o tdlamo, o hipotalamo
e o epitdlamo. O talamo ¢ responsavel pela integracdo de informacdes sensoriais e pela
regulacdo do ciclo sono-vigilia, enquanto o hipotdlamo est4 envolvido em fung¢des reguladoras,
como aregulacao do apetite, da sede, da temperatura corporal e do ciclo circadiano. O epitdlamo
¢ responsavel pela regulacdo da glandula pineal e pela produgdo de melatonina, um hormdénio
importante na regulacdo do sono (LANUZA et al., 1998). O tdlamo também esta presente nos
répteis e para sua maioria, essa regido ¢ composta por nicleos que sdo responsaveis pela
interacdo visual e da projecdo da via visual para o telencéfalo dos répteis (MANGER;
SLUTSKY; MOLNAR, 2002; NAUMANN; LAURENT, 2017). Os répteis sao animais com
uma capacidade e resposta visual muito bem desenvolvida, o que favorece um campo de visao
e dependéncia desse sistema sensorial, maior do que para outros grupos de animais

(BELEKHOVA, 1985; NAUMANN; LAURENT, 2017).

Essa descri¢do permitiu que Colombo & Broadbent (2000) estabelecessem uma relagdo
inicial entre o desenvolvimento do cortex nao-mamifero e hipocampo mamifero através da
equivaléncia ontogenética e funcional entre eles. A correspondéncia existente entre o cortex
reptiliano e o hipocampo mamifero parece estar mais relacionada a fungdo porque sua

comunicagdo apresenta caracteristicas evolutivamente preservadas (STRIEDTER, 2016). Essa
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relacdo também pode ser observada ao analisar vias visuais, que fornecem aferéncias tanto para

o hipocampo reptiliano quanto para o mamifero (BELEKHOVA, 1985).

A extensao do trato dptico possui correspondéncia com o coliculo visual dos mamiferos,
localizado no mesencéfalo, que também se comunica com o tdlamo (NAUMANN et al., 2015).
Essa rede de informacdes integradas retino-taldmica possui extensa comunicagao com a regiao
dorso ventricular e afere ao cortex (KAAS, 2016). Em iguanas, ja foi demonstrado que a regido
dorso ventricular ¢ bem desenvolvida e apresenta conexao com vias sensoriais visuais em
abundancia e menor interagdo com os outros sentidos como tato e audicdo (MANGER;

SLUTSKY; MOLNAR, 2002).

3 Regiéo do pallium

REPTIL AVE MAMIFERO
NCx
PD
@“D‘
RDV

Figura 1 — Diagrama esquematico de cortes coronais do telencéfalo de diferentes grupos de vertebrados. Na
imagem, destaca-se o pallium indicado pela cor cinza. Cortex dorsal (CD), cortex dorsomedial (CDM), cortex
lateral (CL),cortex medial (CM), Hipocampo (Hc), neocortex (Nex), palio dorsal (PD), palio medial (PM), regido
ventricular dorsal (RDV). Fonte: adaptado de SUZUKI et al., 2014.

O conhecimento sobre a origem e a diferenciacao das regioes do encéfalo dos répteis €
fundamental para compreendermos o cortex reptiliano. Essa compreensao aprofundada nos
permite analisar as interagdes e comunicacdes entre as diferentes regides cerebrais,
proporcionando uma visdo mais clara da morfologia tipica do cortex reptiliano, bem como das
suas vias de comunicagdo interna e aferéncias sensoriais. O cortex reptiliano, anteriormente, ¢
segmentado em medial, dorsal e lateral (COSANS; ULINSKI, 1990). Essa segmentacao

permite avaliar as projecdes sensoriais que se dirigem do nucleo somatossensorial no talamo.
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Por exemplo, € possivel investigar as projecdes da retina para o teto dptico, assim como dos
nucleos geniculado lateral e esférico, que enviam vias indiretas e diretas para o cortex

(REINER; KARTEN, 1985) onde se desenvolve a interpretagdo visual.

No ambito funcional, cada regido cortical do cortex reptiliano possui fungdes distintas.
O cortex medial (CM), dorsomedial (CDM), dorsal (CD) e lateral (CL) apresentam
caracteristicas e desempenham papéis especificos na organizagdo cerebral (STRIEDTER,
2016). Vale ressalta que por¢cdes mais laterais estabelecem comunicagdo direta com regides
talamicas, principalmente de regides visuais. As vias de comunicagao do CL projetam vias ao
CD, CDM e CM, que se diferenciam por sua constituicio morfoldgica (PIMENTEL et al.,
2011) e participam do processamento de estimulos visuais (YANG et al., 2020). No cortex
lateral ja foi descrita a ocorréncia de neuronios nao piramidais e globulares (PIMENTEL et al.,
2011), esses neurdnios sdao dos tipos colinérgicos e gabaérgico com aferéncias ao nucleo do
dorsomedial (MARTINEZ-GARCIA et al., 1986). Esses neurénios desempenham um papel
importante na transmissdo de informacdes sensoriais para o processamento realizado nos

nlcleos dorsomedial e outras regides do cortex reptiliano.

O volume do hipocampo também esta relacionado com a maior quantidade de respostas
comportamentais e capacidade cognitiva (ROTH; PRAVOSUDOV, 2009). Estudos
compararam o desenvolvimento do cortex entre lagartos, criados em laboratorio, desde o
nascimento, com lagartos capturados na natureza e mostraram maior desenvolvimento do
cortex dorsal dos animais capturados na natureza (territorialista e ndo territorialista), quando
comparado aos de laboratério (LADAGE et al., 2012a). A exposi¢ao ambiental, juntamente
com a diversidade de estimulos, desempenha um papel importante no desenvolvimento do
cortex e do hipocampo, resultando em uma maior plasticidade das regides ativas € um aumento
de volume, quando influenciado por fatores ambientais (ROTH et al., 2012). O cértex 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 (HAMPTON; SHETTLEWORTH, 1996).

No contexto ecologico, observa-se que o desenvolvimento do encéfalo varia com as
situagdes vivenciadas e evidencia respostas comportamentais adaptativas. Isso pode variar entre
individuos da mesma espécie ou populacdes distintas (LADAGE et al., 2013). Assim, andlises
de sobrevida de lagartos de nichos diferentes, demonstram desenvolvimento estrutural diferente
dentro de mesmas espécies. Exemplo dessa divergéncia foi observada no lagarto Uta

stanburiana, em que a dependéncia do volume cortical variou de forma dependente das
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experiéncias ambientais vivenciadas, independente do comportamento ser territorialista, que €

caracteristico da espécie (LADAGE et al., 2016).

Funcionalmente o hipocampo mamifero pode ser comparado ao cértex medial e dorsal
dos répteis (NORTHCUTT; BUTLER, 1974; STRIEDTER, 2016). Foi descrito que o ancestral
comum a esses dois grandes grupos, os amniotas, se desenvolveu nos animais vertebrados

(SUZUKI; HIRATA, 2014) e preservaram caracteristicas morfofuncionais dos cortices.

Estudos eletrofisiologicos tém evidenciado semelhangas no padrdo de resposta elétrica
em processos comportamentais similares, como o sono (BELEKHOVA; AKULINA, 1976;
GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991; SHEIN-IDELSON et al, 2016a;
TODOROVA; ZUGARO, 2019). A compreensdao das homologias entre as diferentes regides
do encéfalo vertebrado ¢ de grande interesse para entender a evolugdo dos processos cognitivos
e comportamentais. O estudo das homologias do encéfalo pode contribuir para a identificagdo
dos processos moleculares e celulares envolvidos na geracdo de comportamentos complexos

em diferentes espécies vertebradas.

2.3 A cletrofisiologia da comunicagdo cerebral

Um dos métodos de investigagdo para se compreender a atividade cerebral ¢ através da
eletrofisiologia. Nesse contexto, ¢ importante indicar que existem métodos de avaliacdo de
campo e registros de atividade a nivel celular. Além disso, esses métodos se complementam em
resposta, porque ¢ possivel compreender os diferentes estados da comunicagdo das células

excitaveis.

A nivel de neurdnio ¢ possivel avaliar a caracteristicas biofisicas do neurdnio isolado
como as caracteristicas das correntes i0nicas, alteragdes no potencial de membrana, limiar de
excitabilidade, tipos de canais e ions presentes no neurdnio e avaliar se a resposta foi excitatoria
ou inibitdria. No entanto, quando ¢ avaliado a nivel de campo, em que ¢ realizada a aquisi¢ao
do sinal com base na regido ou nucleo neuronal em questio, obtemos a resposta
eletrofisiologica da soma de eventos oscilatorios de extensas comunicagdes neuronais

(RAGHAVAN; FEE; BARKHAUS, 2019).

A aquisi¢do de campo de varios registros simultaneos, deriva da integracdo de varias
atividades sinapticas entre os neuronios (RAMA; ZBILI; DEBANNE, 2018). A principal razao

para isso € que a integracao sinaptica ¢ diversa o suficiente para permitir a soma de todos esses
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pequenos eventos, que contribuem significativamente para o sinal registrado (BUZSAKI,

2012), Figura 2.

Diagrama do potencial de agio Diagrama do potencial de repouso

Potencial de membrana (mV)

Tempo (ms)
Figura 2 — Diagramas da variagio de potencial de membrana. A esquerda é listrado um potencial dependente
da condutancia catidnica durante a deflagragdo do potencial de acdo (Diagrama do potencial de acdo) e a direita,
um potencial de repouso (Diagrama do potencial de repouso). Fonte: autoria propria.

Os potenciais de agdo, em geral, tém duragdo curta e ndo contribuem significativamente
para o potencial de campo. No entanto, durante periodos de sincronia, excepcionalmente alta
da atividade de pico, esses eventos breves se somam e geram uma forte assinatura no potencial
de campo (Figura 3) (SCHOMBURG et al., 2012). O nivel de sincronia dos eventos neuronais

e entre regides diferentes tem um impacto enorme para o potencial de campo (COLGIN, 2011).
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Figura 3 — Ilustracdo das caracteristicas do potencial de membrana induzidas pela interacdo dipolo
neuronal. Em azul ¢ apresentada o alinhamento neuronal que favorece maior poténcia através da soma de estimulo
e da caracteristica dipolo, que favorece o sincronismo de informac¢do. Em amarelo ha o ndo-alinhamento neuronal
que favorece o cancelamento dipolo e reduz a comunicacdo neuronal. Ambas as caracteristicas modulam a
aquisicdo de sinais da poténcia de campo com aumento ou da poténcia do potencial elétrico registrado,
respectivamente. Fonte: autoria propria.

O registro da bioeletricidade celular tem acompanhado o desenvolvimento da ciéncia,
devido a necessidade de se aprofundar o conhecimento sobre as caracteristicas funcionais, que
estdo associadas as funcdes cerebrais e como o cérebro responde eletrofisiologicamente ao
eventos comportamentais (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 Osseo de animais em laboratorio. Esse evento, reafirmou os conceitos publicados por
Galvani (1791), sobre a ocorréncia da bioeletricidade em que as células tinham caracteristicas
excitdveis e desenvolviam respostas, como contracdo muscular quando os nervos foram
submetidas a estimulos elétricos. Além disso, Caton (1875) estabeleceu que aquela atividade
elétrica registrada poderia ter funcdo cognitiva e funcional 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 caracteristicas elétricas em
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diferentes areas do cérebro e foi base para estabelecer o eletroencefalograma. Foi possivel
estabelecer tipos de ondas oscilatorias com ritmos alfa e beta, respostas diretas a estimulos e
respostas comportamentais, provaveis vias de origem e propagagdo das correntes elétricas
(BERGER, 1929; OP DE BEECK; NAKATANI, 2019). Durante o EEG, os eletrodos captam
os campos elétricos produzidos da atividade i6nica dos neurénios. Como o registro ocorre na
por¢ao extracelular, os eletrodos estacionados em regides espaciais especificas do escalpo sao
capazes de captar sinais positivos e negativos. Essa eletropositividade ou negatividade ocorre
por causa da soma das oscilagdes de cada célula, que caracterizam os estados de atividade em

frequéncias maiores ou menores (OP DE BEECK; NAKATANI, 2019).

Por causa do principio de conservagdo, a ocorréncia positiva e negativa do fluxo das
correntes deveria ser expressamente zero, mas o motivo desse fato nao ocorrer esta intimamente
relacionado as constantes mudancas que ocorrem na base de comunicagdo neuronal. Cada
evento registrado sofre influéncia de tempo, origem, do ritmo de cada regido cerebral e das
interacdes entre elas. Desse modo, as ondas sdo registradas em oscilagdo positiva e negativa

(EGUILUZ et al., 2005).

A variabilidade de resposta entre as regides caracteriza o comportamento (BUZSAKI;
ANASTASSIOU; KOCH, 2012). E esses campos elétricos registrados sdo de dificil
compreensdo quando ndo existe um contexto, assim ¢ importante a padronizagio

eletrofisiologica com base em tarefas para auxiliar a interpretagao.

Os campos elétricos podem ser gravados por eletrocorticograma (ECoG), através de
eletrodos colocados na superficie cerebral e por potenciais de campo profundo através de
eletrodos introduzidos em regides do encéfalo. O registro pode estar sujeito a aquisicdo de
ruidos de fundo aos processos dindmicos. Processos esses que podem produzir dindmicas de:
assincronia irregular, sincronia irregular e sincronia regular entre os campos e neurdnios
(BABILONI et al., 2017, OLCAY; KARACALI, 2019). Essas dindmicas cerebrais sao auto
organizaveis, ou seja, sao produtos de interagdo entre atividades de cada regidao, além de
criticamente estarem suscetiveis a estimulos externos e internos diversos. Desse modo, as
interagdes neuronais produzem campos elétricos oscilatorios auto induziveis ou trabalham com
base na comunicagdo através da coeréncia entre regides distintas (TINGLEY et al., 2018).

O cérebro ¢ um grande oscilador que transita entre estados sincronos e assincronos. Com
0 tempo, essa estrutura poderia tender a uma sincronizagdo e gerar processos patoldgicos, a

exemplo: epilepsia (MANTEGAZZA, 2018). Mas, as perturbacdes, sejam os estimulos
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externos ou regides que se comunicam entre si, acabam por impedir a sincronizagao patologica
(regular).

Por esse motivo, o cérebro naturalmente ¢ um oscilador de sincronizagao irregular.
Sendo ele, um macrossistema derivado em atividade das diversas respostas neuronais, a melhor
saida para trabalhar com os eventos eletrofisiologicos foi caracterizando-os em fun¢ao do tempo
e da frequéncia (COLGIN, 2016; LESTING et al., 2013). Essas interagdes sdo de dificil
interpretagdo, por isso, a utilizagcdo de técnicas de analise que extraia padrdes de frequéncia e
organizagdo funcional (SOLOMON, 1991; YI ef al, 2022) sdo importantes por denotar
caracteristicas especificas como a atividade comportamental e processos mnemonicos, dado

que esses fendmenos sdo correlacionados entre si (HELFRICH; KNIGHT, 2019).
2.3.1 Excitacao e inibicio da dinAmica cerebral

O registro neuronal envolve aspectos quimicos e fisicos, que estdo envolvidos na
comunicagdo intrinseca dos processos de excitagdo e inibicdo promovendo respostas do
organismo ao ambiente (DRAGOI; BUZSAKI, 2006). A comunicagdo sindptica entre
neurdnios pode gerar campos elétricos que variam ao longo do tempo e produzem sinais

registraveis como o mencionado potencial de campo local.

A atividade cerebral que gera oscilagdes e ritmos depende de varios fatores que pode
promover mudangas na rede neural, conferindo propriedades que ddo ritmo as oscilagdes lentas
e rapidas (BUZSAKI, 2004). Essa capacidade de interagcdes sincronas registrada no cérebro
pode instigar respostas associadas a evocacdo de memoria durante potenciais evocados
relacionados a eventos (VAZ et al., 2019). Os potenciais evocados estdo relacionados a
estimulos sensoriais, motores ou cognitivos, enquanto os ritmos espontaneos estdo relacionados
ao processo de excitacdo celular e sdo respostas sensiveis a mudangas na rede neural, podendo
estar associados a respostas cognitivas especificas, sendo registrados com alta resolucao tempo-

espacial (HELFRICH; KNIGHT, 2019).

Os comportamentos neurais sao caracterizados por bandas distribuidas pelo espectro de
frequéncia, como a delta (1-4 Hz), teta (5-8 Hz), alfa (9-12 Hz), beta (13-35 Hz), gama (36-300
Hz) e as oscilagdes de alta frequéncia, conhecidas como sharp-waves e ripples
(aproximadamente 300 Hz ou mais) (BUZSAKI, 1986; TIMO-IARIA; PEREIRA, 1971). Esse
padrao de atividade € comum em humanos e animais durante suas fases comportamentais. O
padrao de frequéncia teta tem sido extensamente estudado em mamiferos, uma vez que esta

presente tanto em estados de alta atividade comportamental quanto em periodos de imobilidade
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ou sono (KNYAZEV, 2007; SENZAI; BUZSAKI, 2017; TORTELLA-FELIU et al., 2014). A
distribuicao das bandas de frequéncias tem diferentes significados em suas distintas regioes 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 ¢ o que

mantém o aspecto de sincronia irregular do macrossistema cerebral (EGUILUZ et al., 2005).

Recentemente, foi demonstrada a influéncia da banda delta (1 a 4 Hz) em processos
motores, de memdria espacial e na fungdo cognitiva de mamiferos (FURTUNATO et al., 2020).
Em répteis, ainda ha poucos estudos sobre o perfil dominante da atividade elétrica do cérebro
desses animais, mas sabe-se que a atividade de frequéncia delta € mais expressa do que as outras
(GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991; NORIMOTO et al., 2020). Além disso,
quando ha aumento da poténcia de atividade de frequéncias teta ¢ gama ocorre reducdo da

poténcia de bandas delta associado a ocorréncia de atividade mnemonica (SANTOS, 2021).

A frequéncia e a duragdo de disparos tém sido avaliada como caracteristicas preservadas
da comunicagdo sinaptica (BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013). As frequéncias delta
ou teta podem estar sincronizadas com oscilagdes de frequéncia mais rapida, como a gama, e
desempenham atividades relacionadas a comportamentos especificos ou processos de
consolidagdo da memoria (CALISKAN; STORK, 2018). No hipocampo, a ocorréncia de
oscilagdes teta, codifica preferencialmente a localizacdo espacial e tende a agrupar as

informagdes no cérebro de mamiferos (AMEMIYA; REDISH, 2018).

A sincronizacdo natural de atividade neuronal, como a sincronia irregular, ¢
frequentemente observada no hipocampo (LEVESQUE et al., 2018). Essa coeréncia de
atividade entre nucleos de neurdnios ¢ avaliada para compreender como esta a comunicagao
entre eles (NUNEZ; SILBERSTEIN, 2000). A teoria da comunicacdo através da coeréncia
sugere que grupos de neurdnios apresentam dependéncia funcional para a executar fungdes
especificas (COLGIN, 2011; GONZALEZ et al., 2020). Parte da sincronia depende da atividade
elétrica do cérebro, que esté relacionada com a atividade de canais i6nicos, como os canais para
sodio, potassio e calcio. Esses que desempenham papel fundamental na geracdo e propagacdo
dos potenciais de acdo produzem a atividade elétrica global do cérebro (BEAN, 2007). Em
mamiferos as caracteristicas biofisicas dos neurdnios foram avaliadas a nivel de potencial de
repouso a -70 a -60 mV, capacitancia tipica em 0,5 a 2 uF/cm? e corrente i6nica de 250 a 500
pA (MALIK et al., 2016). Estudos recentes tém demonstrado a importancia de canais 10nicos
especificos no aumento da excitabilidade da atividade elétrica do cérebro e em processos

cognitivos, como a consolidacdo da memoéria em mamiferos (DEBANNE; INGLEBERT;



19

RUSSIER, 2019; KADIR; STACEY; BARRETT-JOLLEY, 2018; SILVA et al., 2021). Além
disso, a atividade elétrica do cérebro pode ser aumentada ou diminuida por fatores ambientais,
como luz e temperatura e por processos inflamatérios (ZOVKIC; GUZMAN-KARLSSON;
SWEATT, 2013).

Em estudos realizados em répteis, como tartarugas (Sternotherus odoratus) e espécies
do género Liolaemus (L. bellii e L. nigroviridis), foi observado que o pico das correntes ionicas
atinge cerca de 4 a 180 pA. Além disso, foram identificadas caracteristicas especificas do
potencial de membrana, variando entre -59 e -54 mV, e uma capacitancia de 4,2 pF. Também
foi observado que a condutincia ao sodio ¢ cerca de duas a trés vezes maior do que a
condutancia ao potassio. Além disso, a corrente de potassio apresenta duas fases de a¢do, uma
curta (transiente) e outra mais prolongada (retardada) (FADOOL; WACHOWIAK; BRANN,
2001; LABRA; BRANN; FADOOL, 2005).

Independente do grupo de animais, alteracdes que atingem o fluxo i6nico e geragdo de
potenciais de a¢do, tende a atingir fungdes cognitivas, emocionais, visto que isso pode estar
relacionado a alteragdes na percepgdo sensorial e nos processos de memoria. A regido do
hipocampo ¢ uma das mais importantes para promogao dos processos de memoria (SQUIRE;
STARK; CLARK, 2004). A posi¢ao privilegiada do hipocampo permite a integragdo de vastas
regides do cortex associativo, primdrio e associagdo espago-tempo (VAZ et al., 2019). A
comunica¢do entre regides cerebrais separadas se torna facilitada quando trabalham em
conjunto e oscilam em sintonia. Isso aumenta a probabilidade do sinal recebido envolver redes
neuronais locais no processamento, pois os potenciais de acdo podem chegar durante um
periodo de maior excitabilidade neuronal e garantir uma melhor resposta comportamental
(GELINAS, 2019; SINGER, 2018).

Estudos tém demonstrado que quanto maior a fosforilacao de canais id6nicos especificos,
como os canais de célcio tipo L (LTCCs) ocorre aumento da excitabilidade, entretanto com
canais de potassio dependentes de voltagem (Kv) ocorre diminui¢do da excitabilidade do
hipocampo (DJEBARI et al., 2021; INGLEBERT; DEBANNE, 2021). A atividade elétrica do
hipocampo pode ser modulada por esses canais idnicos e por outros fatores, como a atividade
sindptica atividade de genes imediatos a ativacdo de neurdnios e de genes tardios associados a
fosforilacdo de canais e brotamento dendritico (PU et al., 2018). Todos esses fatores contribuem

para o progresso da formagao e consolida¢do de fendmenos mnemonicos.

Durante a formag¢ao de memoria, por exemplo, as ondulagdes de alta frequéncia sdo

capazes de aumentar a atividade neuronal durante a transmissdo da informagdo nas redes de
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memorias (BUZSAKI et al., 1992). Quando avaliado a nivel de canal LTCCs que tém papel
importante na formagao e consolidacao da memoria (DEBANNE; INGLEBERT; RUSSIER,
2019). Durante a consolidagao da memoria, as oscilagdes na banda de ondas intermediarias (10
a 25 Hz) podem agir como gatilho a sincronizagdo no cérebro, que induz aumentos robustos na

excitabilidade e refor¢a a rede neuronal local e vizinha (BUZSAKI, 2004).
2.3.2 Canais ionicos como resistores da atividade neuronal

Os canais i0nicos sdo estruturas proteicas transmembranares que conectam o meio
intracelular e extracelular. Em sua composi¢ao, os canais possuem diferentes morfologias que
se diferenciam em ativagdo, no entanto os mais comuns sdo os dependentes de voltagem e os
dependentes de ligante (RAMA; ZBILI; DEBANNE, 2018). Como os canais regulam o fluxo
dos ions, eles sdo considerados resistores de corrente i0nica, esse controle se da pela mudanga
conformacional das proteinas que podem permitir a passagem ou interrup¢ao do fluxo. O canal
dependente de ligante ¢ um dos que contribui para a comunicagdo sindptica nos neurénios, visto
que a propagag¢ao da informagao ¢ dependente da ocorréncia do potencial de agao no neuronio.
O potencial de a¢do depende dos estimulos de receptores dependentes de ligantes, porque ¢ a

sensibilizacdo do soma neuronal que provoca o estimulo desencadeador do potencial de agao.

(RAGHAVAN; FEE; BARKHAUS, 2019).

O ato de excitar ou inibir a atividade dos neurénios ¢ modulada respectivamente pelos
receptores glutamatérgico e Gabaérgico (RAGHAVAN; FEE; BARKHAUS, 2019). Esses
receptores desempenham papel importantissimo na fung¢do cognitiva e participam de eventos
mnemonicos como a potenciagdo de longa duracdo e a depressdo de longa duracio (NABAVI

etal.,2014).

Para os canais glutamatérgicos, o fluxo de ions catidnicos se d4 através do sodio e célcio.
O influxo de sodio (por canais AMPA) altera o potencial de membrana do corpo celular e libera
a obstrucado causada pelo magnésio no poro do receptor NMDA, dessa forma, a condutancia ao
calcio ¢ liberada. Em sequéncia, o influxo de célcio gera ativacao enzimatica e de precursores
de fosforilacao que induz efeitos gendmicos como o aumento da producao de novos receptores,
como também impedindo a dessensibilizacdo do neuronio. Essa resposta sindptica induz o
desenvolvimento de vias de arborizagdo dendritica, consolidacdo dos tragos de memoria,
aumento da excitabilidade neuronal, que ocorre principalmente na regido hipocampal
(JENSEN; LISMAN, 2005). Desse modo, esses eventos vinculados a potenciacdo de longa
duracdo contribuem para a formagao de memoria (IZQUIERDO; MEDINA, 1997).
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Por outro lado, o canal gabaérgico pode inibir o processo de potenciacdo de longa
duragdo. Enquanto os ions sddio e célcio contribuem para a sensibilizagao e despolarizam, o
que facilita eventos de potenciagdo, o ion cloreto tem funcdo dessensibilizante e hiperpolariza
o neurénio (NABAVI et al., 2014). O efeito da ag@o hiperpolarizante pode resultar no efeito
contrario e induzir a retragao dendritica e axonal, redugdo da excitabilidade, e ter resultados
diferentes na formagao da memoria. Quando existe uma rede vasta e ha densidade sinaptica na
constituicdo do trago de memoria, a depressao de longa duragdo pode ser benéfica porque vai
contribuir com a fixa¢do do traco e eliminar os excessos. No entanto, quando a depressao
antecede o estabelecimento da rede de memdria, ocorre o prejuizo na formacao e na resposta

cognitiva do individuo (HUANG et al., 2007).

No contexto do presente trabalho foi focada a importancia da sinalizacao gabaérgica,
porque para bloquearmos os processos de aquisi¢do, consolidacio e evocagao, utilizaremos de
um agonista gabaérgico, o muscimol. O muscimol ¢ um composto psicoativo de cogumelo da
espécie Amanita muscaria e provoca o efeito depressor, por sua caracteristica inibitoria no
sistema nervoso central (JOHNSTON, 2014). Além disso, esse composto ¢ utilizado na
investigacdo direta em modelos de avaliagdo de memoria e sobre aspectos eletrofisiolégicos na

atividade cerebral (DEFEUDIS, 1980; LAI et al., 2015).

Os canais Gabaérgicos sdo canais i6nicos que permitem o fluxo de ions cloreto para
dentro de um neurdnio em resposta a liga¢do de moléculas neurotransmissoras de GABA. Esse
influxo de ions cloreto com carga negativa torna mais dificil para o neurénio gerar um potencial
de a¢do e pode ser entendida como uma inibi¢ao da atividade ou filtro seletivo das informagdes
do neurdnio (BEAN, 2007). A inibi¢ao dos neurdnios Gabaérgicos pode desempenhar um papel
importante na formagao e recuperagdo da memoria. O GABA ¢ o principal neurotransmissor da
via de sinaliza¢ao inibitéria no cérebro e sua liberagdo pode suprimir a atividade de outros
neurdnios (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). O sistema Gabaérgico esta envolvido na regulagao
do equilibrio entre a atividade excitatoria e inibitoria em circuitos neurais, o que ¢ essencial

para a funcdo cerebral normal (MARTIN; GRIMWOOD; MORRIS, 2000).

Agentes farmacoldgicos que bloqueiam ou induzem a transmissao GABAérgica no
hipocampo alteram o comportamento tipo ansioso € modula a retencdo da memoria em roedores
(ZARRABIAN et al., 2017). Além disso, técnicas optogenéticas que permitem a manipulacao
precisa dos neurdnios Gabaérgicos demonstraram que a inibigdo seletiva desses neurdnios em
nucleos envolvidos com ansiedade ¢ medo pode reduzir o processo de formagdo da memoria

aversiva (GIACHERO; CALFA; MOLINA, 2015).
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A relacdo entre a excitar e inibir vias GABA¢rgica e a memoria ¢ complexa e depende
do contexto especifico e das demandas da tarefa. Além disso, os efeitos modulatérios da via
GABA¢érgica podem variar dependendo do momento da inibi¢do ou excitacdo em relagdo a
tarefa de memoria (JACOB; MOSS; JURD, 2008). Evidéncias sugerem que a inibicao
GABA¢érgica, em nucleos responsaveis pela atividade mnemodnica desempenha prejuizos na
formacgao e recuperagao da memoria (MARTIN; GRIMWOOD; MORRIS, 2000). J&, quando
sdo vias indiretas da atividade mnemonica a excitagdo pode aprimorar etapas da formagao,
entretanto, quando ocorre inibi¢do pode prejudicar as mesmas etapas mnemonicas
(ZARRABIAN et al., 2017). Assim, pontuamos que modular a atividade dos neurdnios
Gabaérgicos ¢ dependente do ntcleo e de diferentes estagios do processamento de memoria,
como a aquisi¢ao, consolidagdo e evocagdao (DEFEUDIS, 1980; ROOZENDAAL; MCEWEN;
CHATTARII, 2009)

Durante a aquisi¢do, informagdes sensoriais sdo transformadas em uma representacao
neural que pode acionar a memoria operacional e induzir a formagdo de memoria de curto ou
longo prazo (ZOVKIC; GUZMAN-KARLSSON; SWEATT, 2013). Durante esse processo,
inibir vias de inibi¢ao pode resultar em prejuizos cognitivos e comportamentais, ja foi mostrado
que a inibigdo de vias GABA¢rgicas do cortex visual em etapas de formacdo da memoria

prejudica a capacidade associativa da memorizagao (SHEN ez al., 2011).

A consolidacdo da memoria envolve o processo de estabilizar as memorias recém-
formadas e integra-las as redes de conhecimento existentes. A inibi¢do dos neurdnios
Gabaérgicos durante a consolidagdao também pode melhorar o desempenho da memoria. A agdo
dos neurdnios Gabaérgicos na amigdala ¢ capaz de filtrar as sinapses diretas do hipocampo e
cortex pré-frontal e magnificar a retencdo das informagdes associadas a contextos emocionais

(LIKHTIK; JOHANSEN, 2019).

Durante a evocagao, a inibi¢cao dos neuronios Gabaérgicos também pode influenciar os
processos de recuperacdo. Por exemplo, estudos mostraram que a inibi¢do dos neurdnios
Gabaérgicos no cortex pré-frontal, uma regido cerebral envolvida na memoria de trabalho e na
fun¢do executiva, pode melhorar a recuperacdo da memoria em uma tarefa de memoria espacial
(JACOB; MOSS; JURD, 2008).

No entanto, grande parte das investigagdes sobre os efeitos da modulagao gabaérgica ¢
realizada em mamiferos e pouco se sabe da influéncia desses neurdnios sobre aspectos
cognitivos e comportamentais dos répteis. Contudo, foi declarado recentemente que nos répteis

as espécies Trachemys scripta elegans e Pogona vitticeps possuem uma vasta variedade de
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neurdnios gabaérgico e um pouco menos expressivo os tipos de neurdnios glutamatérgico
(TOSCHES et al., 2018), e esses dados reforcam a ideia de que a grande quantidade de
neurdnios glutamatérgicos nos mamiferos foram derivados de um folheto embrionario diferente

do observado de seus ancestrais aminiotas.

Em resumo, os receptores Gabaérgicos desempenham um papel crucial na rede de
interpretacdo e filtro informacional, que ¢ um mecanismo essencial para regular a atividade

neural no cérebro.

2.3.3 A dinamica oscilatoria

A maioria das oscilagdes cerebrais tém origem modulada, pois a ocorréncia das
oscilagdes é resultante da interacio entre potenciais excitatérios e inibitorios pos-sinapticos. E
da inibi¢io que se varia e transporta as informagdes excitatorias em carga (BUZSAKI, 2010).
Quando o processo de comunicagdo entra em sincronizagao, pode-se registrar sincronizacao de
fase que ¢ um mecanismo que responde a periodos de plasticidade neuronal e esta atrelado aos
processos cognitivos no organismo (VALENCIA; FROESE, 2020). Para avaliar essa interagao
¢ utilizada a andlise, que através da fase de oscilacdo da frequéncia, avalia o indice de
modulagdo dessa com amplitudes de frequéncias maiores. Essa ferramenta ¢ denomina
acoplamento de frequéncia cruzada e calcula o indice de modulagdo (TORT et al., 2010). No
hipocampo de mamiferos, foi onde se realizou a compreensao das possiveis interacdes entre as
fases de oscilagdes teta com amplitudes de ondas gama (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 ¢ compreendido como um sincronismo entre
respostas neuronais funcionais e ndo funcionais que interagem e se distribuem em osciladores
neuronais. O cruzamento de fase reflete a identidade caracteristica de certas frequéncias entre
interacdes neuronais (SIEGEL; DONNER; ENGEL, 2012; SIEMS; SIEGEL, 2020). A fungao
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 fase-fase ¢ sensivel tanto a for¢a quanto a consisténcia do relacionamento
de fase entre os dois sinais. Assim a avaliagdao de acoplamento pode ser realizada na interagao
fase-amplitude (MUNIA; AVIYENTE, 2019; TORT et al., 2009), em que a fase de disparo de

frequéncias baixas interfere ao modular a amplitude de frequéncias maiores, ou no acoplamento
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fase-fase de interacdo entre bandas de frequéncias diferentes (BELLUSCIO et al., 2012). O
acoplamento de frequéncia cruzada pode remeter a evidéncia de formagdo de memoria porque
esta atrelado a processos sinapticos conhecidos como potenciagdo de longa duracao e depressao
de longa duragdo que sdo componentes chaves para modulagdo da formag¢do da memoria,
organizagdo e depreciacdo mnemonica (BABILONI et al., 2009).

O acoplamento de amplitude ou acoplamento de fase-amplitude busca compreender
como a interagdo entre processos sinapticos 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
(HULSEMANN; NAUMANN; RASCH, 2019; WEAVER et al., 2016). O processo de
acoplamento de amplitude permite avaliar interagdes neurais de funcao cognitiva com fungdes

distintas (SIEGEL; DONNER; ENGEL, 2012).

A interacao do resultado do acoplamento fase-amplitude ¢ interpretada como a forga de
acoplamento capaz de aumentar a resposta da amplitude de frequéncias maiores, por oscilagoes
mais lentas (BELLUSCIO et al., 2012). O acoplamento de fase-amplitude esta associado a
memoria de trabalho, eventos que foram consolidados, ou na ocorréncia de interagdo teta-gama
(VALENCIA; FROESE, 2020). Em mamiferos, o acoplamento de frequéncia ocorre
principalmente na regido dos neurdnios granulares em cesto, células de localizacdo (do inglés
place cells), no hipocampo (BONNEFOND; JENSEN, 2015). A interag¢do ocorre entre os picos
amplitude na comunicagdo em fluxo dos neurénios ao acoplamento de frequéncia cruzada. Isso
pode evidenciar a transferéncia de informacdes e plasticidade dependente de tempo. Os achados
sobre acoplamento de frequéncia cruzada, fase-amplitude, podem ajudar na compreensao dos

processos de consolidag@o e ou evocagdo de memorias (FELL; AXMACHER, 2011).

Em répteis, a prevaléncia das oscilagdes em frequéncia ¢ predominante para frequéncias
baixas, 1 — 4 Hz, com diminui¢do de amplitude para frequéncias maiores (GAZTELU;
GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991) essa caracteristica pode indicar um aspecto importante
da organizagdo funcional dos neurdnios reptilianos, que ¢ a formacao de memoria. A descrigdao
de caracteristicas oscilatorias tem destaque para tartarugas e lagartos: Pseudemys scripta
elegans (GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991; TROYER; BLANTON;
KRIEGSTEIN, 1992), Gecko gekko (GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991),
Pogona vitticeps (NORIMOTO et al., 2020; SHEIN-IDELSON et al., 2016), Iguana iguana
(AYALA-GUERRERO; MEXICANO, 2008) e Tropidurus hispidus (SANTOS et al., 2023).
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2.4 Tropidurus hispidus como modelo animal

O T. hispidus, ordem Squamata, familia Sauria, género Tropidurus tem habitats
diversificados, que se adapta bem a varios biomas, desde a mata atlantica a caatinga. Presente
em grande quantidade no nordeste brasileiro, o lagarto passou por adaptagdes que os permitiram
conquistar, com sucesso, ambientes urbanos (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
acomodacdo) e predacdo alimentar por causa do acumulo de insetos nos ambientes favoraveis
ao seu desenvolvimento (PARRIS, 2016). Assim, as habilidades necessarias a sobrevivéncia
fizeram-se melhoradas para essa adaptacgao, tais como possivelmente a manutencdo da memoria

baseada na aprendizagem associativa ao novo ambiente (CALLAGHAN et al., 2019).

O modo como o lagarto responde a estimulos, sejam eles aversivos como passaros, gatos
e cdes domésticos (KAPFER, 2010) ou atrativos, como besouros pequenos, formigas e larvas
de insetos (ALBUQUERQUE et al.,, 2018) depende de suas experiéncias anteriores
(MCGAUGH, 2000).

O T. hispidus ¢ um animal com comportamento tipico de senta-e-espera. Ele exibe
preferéncia competitiva ao dominio do microambiente e sucesso no habitat, com habilidades
sobre recursos e sobre os predadores (JOHNSON; MUNSHI-SOUTH, 2017; OLIVEIRA et al.,
2019; SHOCHAT et al., 2010). No ambiente antropizado, essa espécie desenvolve taticas de
sobrevivéncia que sao especializadas ao espago (DE ANDRADE, 2019). Esse aspecto da
especializacdo pode remeter a aprendizagem e uso de memorias retrogradas (BATABYAL;
THAKER, 2019), como por exemplo, recordar de um dos seus principais predadores (DE
ANDRADE, 2019). Sua organizacdo ao ambiente refor¢ca que o animal, possa ter aprimorado
habilidade de aprendizagem, principalmente associativa, por exemplo em cores de alimentos,
configuragdo visual dos predadores, locais de refiigio que devem ser labeis ao potencial

aversivo e comparado com a experiéncia (SHETTLEWORTH, 2010).

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa, representado por pesquisadores dos
laboratorios de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE) e Neurofisiologia
(LNFS), da Universidade Federal de Sergipe, vem desde 2003 trabalhando com o 7. 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 formagao hipocampal (MACEDO-LIMA et al., 2017). Estudos que
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buscaram avaliar mecanismos sobre memoria através de estimulos aversivos condicionados e
provas de labirinto, t€m encontrado importantes resultados. Eles denotam a formacao de
memoria aversiva no 7. hispidus, através da avaliagdo comportamental, expressao de
marcadores de ativacdo neuronal, de estresse neuronal em nucleos do cortex do telencéfalo
desses animais, bem como reatividade a expressdo de enzimas associadas a oxidacdo e
expressao de oxido-nitrico que tem respostas positivas no provavel aumento na liberacao de
neurotransmissores nas fendas sinapticas neuronais que refor¢am a capacidade associativa e

provavel formac¢ao da memoria (SANTOS, 2016; MEDEIROS, 2019).

O citado grupo de pesquisa trabalhou inicialmente com o modelo de formagdo de
memoria aversiva no 7. hispidus. A abordagem foi investigada por exposi¢do dos animais a um
gato doméstico (Felis catus) como estimulo aversivo. Santos (2016) avaliou a expressao de
ZIF-268 no contexto de formagao de memoria aversiva e observou aumento da expressao dessa
proteina na regido do telencéfalo e na amigdala. Macedo-Lima et al. (2017) apresentaram a
ocorréncia de neuronios NADPH+ no CM com aumento da neurogénese e proliferacdo na
regido CM. Santos (2018) investigou a participagdo do CD nos processos de memoria e
constatou que inibir seu nticleo provoca prejuizos nos processos mnemonicos. Medeiros (2019)
observou que tarefas aversivas aumentam a expressao de NADPH e 6xido nitrico em neurdnios
nitrérgicos nas regioes do telencéfalo durante tarefas aversivas. Pimentel et al. (2021) sugere
que ha migragdo de neurénios com formacao de novas vias sindpticas no cortex telencéfalo.
Santos (2023) padronizou variaveis eletrofisiologicas no cérebro do Tropidurus hispidus e
investigou sobre mudangas de atividade no CD em resposta a estimulo e formac¢ao de memoria,
e foi observado que no CD ocorre aumento de atividade de frequéncias gama na tarefa
mnemonica. Estudos preveem que a atividade eletrofisioldgica cortical dos répteis se
desenvolve com atividade de baixa frequéncias com predominancias entre 1-5 Hz, comparadas
a atividade em vigilia de mamiferos e aves que se desenvolvem de 4-15 Hz com eficiéncia
cognitiva e eletrofisiologica, mantendo suas fungdes fisiologicas (BUZSAKI; LOGOTHETIS;
SINGER, 2013; EGUILUZ et al., 2005; GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991;
KNYAZEYV, 2012). Nossas pesquisas na area da eletrofisiologia corroboram as previsoes e
observamos modulag¢des nessas bandas de frequéncia no cortex dorsal acerca da funcionalidade

durante tarefas comportamentais.
Afim de se compreender como interagem os ntcleos do hipocampo reptiliano do 7.
hispidus sobre tarefa aversiva e como ¢ o padrao de atividade unitaria dos neurdnios piramidais

do hipocampo reptiliano. O presente trabalho visa investigar a caracterizacao eletrofisioldgica
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do perfil da atividade do CDM e CL através potencial de campo local registrado em sincrono
do lagarto 7. hispidus durante uma exposicao aversiva. Além disso, caracterizar a atividade do
neurdnio piramidal unitario que esta presente no CDM. O CL ¢ uma regido que tem uma
interacdo dependente das vias visuais e projeta para o CDM informagdes aos neurdnios
piramidais (extremamente presentes no nucleo) que integram uma ampla rede aferente do

hipocampo reptiliano (Figura 4).

A Telencéfalo Teto optico B
Teto éptico Talamo @Nucleo esférico Telencéfalo
@ Nucleo geniculado
lateral
Talamo

Retina

Figura 4 — Vias sensério visuais no encéfalo do Tropidurus hispidus que envolvem a participacio do cortex
lateral. Em A visdo lateral do encéfalo do Tropidurus hispidus e indicagdo do segmento das areas: telencéfalo,
talamo e teto optico. Em B Da retina sdo projetadas duas vias de distribuicdo visual. Em preto as setas indicam a
projecdo visual que é regulada e processada pelo teto Optico-talamo-regido dorso-ventricular-cortex lateral. Em
azul claro estd a projecdo visual que ¢ inicialmente processada tdlamo no nucleo geniculado lateral que projeta
diretamente ao cortex lateral. Em azul e preto a comunicacdo integrada do cortex lateral ao dorsomedial. Regido
dorso-ventricular (RDV), cortex dorsomedial (CDM) e cortex lateral (CL)Fonte: autoria propria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Avaliar a integracdo dos cortices dorsomedial e lateral do lagarto Tropidurus hispidus
durante os processos de memdria aversiva e caracterizar a atividade elétrica de neurdnios

piramidais do cértex dorsomedial.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a participagdo do cortex dorsomedial na aquisi¢do de uma memoria
aversiva;

e Avaliar a participagdo do cortex lateral na aquisicdo de uma memoria aversiva;

e Compreender a interagdo eletrofisioldgica entre regioes distintas (CDM-CL) do
telencéfalo reptiliano em tarefa de memoria aversiva;

e Verificar o efeito da ativacao de canais GABA na modulagao eletrofisiologica e
da interagdo entre os nicleos CDM-CL;

e Analisar o congelamento como comportamento.

e Analisar caracteristicas eletrofisiologicas de neurdnios piramidais do cortex

dorsomedial.
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4 METODOS

4.1 Declaragao ética

O presente estudo possui aprovagdo das organizagdes nacionais de meio ambiente
(ICMBIi0/SISBio) para captura, manutencao e utilizacdo do lagarto 7. hispidus para fins
cientificos (SISBio n. 58575). O estudo também possui protocolo no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen ASC92D?9).
Foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Animais (CEPA), sob niimero de protocolo
2285290621 (APENDICE 1), em acordo com os preceitos da Lei n°11.794, de 8 de outubro de
2008 (Lei Arouca), do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA).

4.2 Animais para experimento

Foram utilizados 35 lagartos da espécie tropicais Tropidurus hispidus, machos, de idade
adulta ~1 ano (ALBUQUERQUE et al, 2018) e foram capturados na proximidade das
coordenadas: latitude (-10.609307°) e longitude (-37.355263°), datado pelo aparelho WGS-84,
Malhador, Sergipe, Brasil. Para serem incluidos nos experimentos, os lagartos deveriam
apresentar comprimento rostro-cloacal entre 9 e 13 cm, com massa variante entre 40 e 60

gramas.

Foi utilizado um gato da espécie Felis silvestris catus, adulto, como contexto aversivo.
Vale ressaltar que durante todas as etapas foi utilizado o mesmo gato, que nao foi submetido a
nenhum tratamento de tosa, banho ou uso de odorizantes, pelo menos nos trés meses que

antecederam os experimentos.

43 Acomodagao e criagao

Os animais foram mantidos em terrarios (0,8 x 0,6 x 0,5 m de dimensdes), com lotacao
de no maximo 5 animais por terrario, construido de forma a assemelhar-se ao seu habitat
natural. O ambiente foi enriquecido com pedras, lampadas de calor (100W), assoalho composto
por uma camada de 5 cm de areia lavada e peneirada, onde os animais poderiam recolher-se
durante a noite. Os animais foram alimentados com larva de Tenébrio molitor diariamente,

hidratados com agua potavel e mantidos em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas (Iampadas
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sendo acesas as 6 h). Antes do inicio do experimento, os animais passaram por 5 dias de
ambientacao no laboratorio. A finalidade deste procedimento foi habitua-los ao novo ambiente,

para reduzir possiveis estresses € ao experimentador que conduziria os testes.

4.4  Drogas

No presente estudo foi utilizado o muscimol, composto isolado do cogumelo género
Amanita (Sigma, EUA), para avaliar o efeito farmacologico sobre os testes comportamentais
(JOHNSTON, 2014). Além disso, os lagartos foram anestesiados com o cloridrato de cetamina
(Ketamina®, Agener Unido), cloridrato de xilazina (Xylazin®, Agener Unifio) e realizada a
assepsia das escamas com agua oxigenada (ADV Farma). Por fim, foi utilizado para perfusao

o tiopental sodico (Cristalia).

4.5  Delineamento experimental

O presente estudo foi dividido em dois experimentos, como apresentados a seguir:

Experimento I: avalia¢do da integracao cortical em tarefa de memoria aversiva

Para investigar acerca da integracdo entre os nucleos do cortex lateral e dorsomedial
sobre o contexto da memoria aversiva, nds realizamos o seguinte experimento e coletamos 10
animais para cada um dos processos de memoria: aquisi¢do, consolidagdo e evocacao, num total

de 30 animais.

Nesse experimento, os lagartos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implante
de eletrodos e canulas. Os animais foram divididos em dois grupos (CTL e MUS) e submetidos
a um protocolo de memoria aversiva, com duracao de dois dias seguidos (dia 1 — treino (TR) e
dia 2 — teste (TT)).

No primeiro dia, dia de treino, os animais de ambos os grupos foram colocados,
individualmente, em uma caixa de experimentacao (0,8 x 0,6 x 0,5 m ) onde permaneceram por
5 min, condicdo denominada de ambientacdo (AMB). Depois desse periodo o animal foi
exposto, por 5 min, a uma gaiola contendo um gato, condi¢ao denominada de exposi¢ao (EXP).

Ap0s esses procedimentos, os animais foram devolvidos para o terrario de alojamento.

No segundo dia, 24 h ap6s o treino, os animais foram novamente posicionados na caixa

de experimentagdo, permaneceram por 5 min e, apds, esse periodo, foram expostos por 5 min a
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uma gaiola vazia. Apds esses procedimentos, os animais foram novamente devolvidos para o

terrario de alojamento.

O protocolo citado acima foi realizado trés vezes utilizando animais diferentes. O
objetivo da repeti¢cdo foi avaliar cada um dos processos de memoria aquisi¢ao, consolidacao e
evocagdo. Desse modo para podermos diferenciar os processos € grupos, nas andlises
comportamentais e de padronizagdo em fun¢do da frequéncia, declaramos complementos a
nomeagao dos grupos CTL e MUS, respectivo a cada processo de memodria AQ, CON e

_EVO.

Vale ressaltar que, 3h antes das atividades experimentais de treino e teste, os animais
foram retirados do terrario de acomodacao e foram isolados em caixas individuais (0,2 x 0,1 x
0,12 m).

No protocolo de aquisi¢ao, 15 min antes do inicio da fase de treino, os animais do grupo
MUS AQ (n=5), ainda na caixa de isolamento, foram infundidos com muscimol. Foi utilizado
um volume de 0,2 pl de muscimol (concentracao de 0,25 pg/ul). Para o grupo CTL AQ (n=5)

foi realizada infusao de salina 0,9% com o mesmo volume, Figura 5.

No protocolo de consolidacao, imediatamente apds a fase de exposi¢do, os animais
foram reconduzidos até a caixa de isolamento, onde foram infundidos com muscimol (grupo
MUS CON, n =5) ou salina (grupo CTL_CON, n =5), Figura 5.

No protocolo de evocagdo, 15 min antes do inicio da fase de teste os animais foram
infundidos com muscimol (grupo MUS EVO, n=5) ou salina (grupo CTL_EVO, n=35), Figura
5.

No inicio das sessdes de treino e teste os animais das trés fases experimentais foram
acoplados a um sistema de registro eletrofisiologico, através do implante em seu cranio.
Durante todo o experimento comportamental, os animais foram gravados por uma camera de
video. Apos todos os experimentos, os animais tiveram os cérebros coletados e analisados para

verificar a posicao das canulas e dos eletrodos.
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Figura 5 — Delineamento experimental. Etapa 1: linha do tempo do processo de aquisi¢do, com grupos CTL AQ
e MUS_AQ . Etapa 2: linha do tempo do processo de consolida¢do, com grupos CTL_CON e MUS_CON. Etapa
3: linha do tempo do processo de evocagdo, com os grupos CTL_EVO e MUS_EVO. Em cada etapa, os animais
foram isolados 3 horas antes da tarefa que ocorreu no treino e teste, sob condi¢cdes de ambientagdo (AMB) e
exposicao (EXP). Os animais foram infundidos com salina (S) ou muscimol (M). Todos os eventos ocorreram
através do registro eletrofisiologico de 10 minutos divididos entre as condic¢des.

4.5.1 Cirurgia estereotaxica

Foram utilizados eletrodos ndo oxidaveis, revestidos com pléstico e teflonados com
esmalte para limitar captacao dos arredores. Os eletrodos possuem dimensao de contato de 0,42
mm e foram reduzidos com broca cirurgica para 0,2 mm, o comprimento da base para o apice
de contato do eletrodo tem dimensdo de 2 mm e foram reduzidos a 1 mm para contato com
cortex lateral e 0,5 mm para contato com cortex dorsomedial.

As canulas para intervengdo farmacolodgica foram confeccionadas a partir de seringas

hipodérmicas de calibre de 0,3 mm.

Os animais do experimento foram anestesiados com cetamina (20 mg/kg) e xilazina (2
mg/kg) por via intraperitoneal. Com a certificacdo do animal completamente anestesiado, o
cranio passou por assepsia, foram retiradas as escamas para visualiza¢cdo da glandula pineal e o
local foi desinfetado com 4gua oxigenada (10 volumes) e fixado no aparelho estereotaxico
(Insight, Brasil). O animal foi submetido a cirurgia de implante eletrodos e canulas, seguindo

as coordenadas adotado referencial inicial a glandula pineal como descrito por Smeets,
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Hoogland e Lohman.(1986) (Figura 6) (MEDEIROS, 2019; PIMENTEL et al.,2011; SMEETS;
HOOGLAND; LOHMAN, 1986) e padronizado por trabalhos anteriores desenvolvidos no
laboratério (MEDEIROS, 2019; SANTOS, 2018, 2021). Foram realizados sete orificios no
cranio do animal, onde dois eletrodos, um em cada hemisfério, foram aproximados no cortex
dorsomedial: AP:3,0 mm; ML: £1,5 mm; DV: 0,5 mm (todos os grupos) e dois eletrodos, um
em cada hemisfério, no cortex lateral: AP:1,5 mm; ML: £3,0 mm; DV: 1,0 mm (todos os
grupos), Figura 7-A; duas canulas, uma em cada hemisfério, para intervengao farmacoldgica no
cortex lateral: AP:1,5 mm; ML: £1,5 mm; DV: 2,2 mm e angulo de 60° (todos os grupos),
Figura 7—- C, D e E; parafuso para aterramento AP:+0,5 mm; ML: £3,0 mm; DV: 0,5 mm (todos
os grupos); Figura 7-E. Para fixagdo foi feito um capacete de acrilico através da mistura da
resina acrilica autopolimerizavel Jet liquido-classico, ver Figura 8 para visualizar a disposi¢ao
dos eletrodos e canulas. Apds uma semana em recuperagdo, os animais foram submetidos ao

protocolo experimental.
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ML: 1500 pm ~ 1,5 mm AP: 2000 pm ~ 2,0 mm

Figura 6 — Padrao de referéncia anatomica do Tropidurus hispidu. Em A e B estdo referenciados os padrdes de
dimensionamento referéncia espacial para selecdo de regides especificas. Adaptado (MEDEIROS, 2019).
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Figura 7 — Ilustracio esquematica da distribuicio dos eletrodos no telencéfalo do 7. hispidus. (A-a) visdo real
do cérebro do squamata, (A) visdo esquematica do posicionamento dos eletrodos na vista superior, com projecao
de corte transversal do telencéfalo e bulbo olfativo em B e C e corte coronal em D do telencéfalo do lagarto; (B)
vista superior do encéfalo do T. hispidus com posicionamento dos eletrodos nas areas caracterizadas dos nucleos
corticais; (C) vista de corte transversal com posicionamento dos eletrodos nas regides do cortex dorsomedial (cinza
escuro) e lateral (cinza claro) do telencéfalo; (D) distribuigdo lateral do telencéfalo com a distribuigdo dos
eletrodos; (E) vista coronal do telencéfalo com énfase no cortex, onde os eletrodos foram posicionados e estdo em
contato com os nucleos dorsomedial e altera, além da presenga das canulas no cortex lateral. Fonte: Imagem
(acervo proprio).
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estereotaxico
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reptiliano

Il Regides alvo

Posicao final
dos eletrodos
e canulas

Posicao de eletrodos
e canulas

Figura 8 — Esquema ilustrativo do processo de implantacéo e distribuicio dos eletrodos no cranio do lagarto
Tropidurus hispidus. (A) Simulag¢ao do posicionamento estereotaxico para o lagarto Tropidurus hispidus; (B) vista
superior do posicionamento dos eletrodos; (C) vista superior do posicionamento dos eletrodos diretamente nas
regides do cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL), em cada um dos X esta identificado a regido de inser¢éo dos
eletrodos com base na anatomia de cada animal. Fonte: Imagem (acervo proprio).

4.6  Registro eletrofisiologico durante tarefa mnemonica

Todos os experimentos ocorreram em horario controlado das 08 horas as 14 horas, na
sala de aquisicao eletrofisioldgica, com o aparato dentro da gaiola de faraday, para controle de
interferéncias eletrofisioldgicas. A obtengdo do dado eletrofisioldgico ocorreu com o aparelho

Brainnet BNT 36 que dispde de 32 canais de registro analogico e 4 digitais com capacidade de
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processamento de 16 bits. Foram utilizados 5 canais de registro analdgico, dos quais 4 foram
para aquisi¢cdo analdgica do registro eletrofisiologico dos eletrodos distribuidos espacialmente
no telencéfalo do 7. hispidus, o quinto canal foi utilizado como referéncia para controle de
aquisicdo. O Brainnet dispde de conexdo direta com o computador via programa EMSA
aquisition. Através do programa foi possivel registrar, filtrar (60 Hz) e processar ruidos maiores
que 0,5 mV do sinal para analises posteriores. O sinal eletrofisioldgico foi gravado a taxa de

amostragem de 600 Hz.
4.6.1 Microinjeciao

As microinje¢des intra-cortex de solugdo salina ou muscimol nos animais foram
realizadas de forma intercalada com o auxilio de agulhas gengivais (30 gauges), conectadas a
um tubo de polietileno (I mm de didmetro), conectados a uma microseringa de 10 pL
(Hamilton, EUA). Foi utilizada uma bomba de infusdo (Insight, Brasil) com um fluxo de 0,20
puL/min. Ap6s o periodo de cada microinje¢do, as agulhas foram mantidas no interior do cérebro

por mais 1 min com a finalidade de evitar o refluxo das substancias injetadas.

Experimento II: Caracterizagao eletrofisiologica em modelo unitario de neurénio

Para caracterizarmos as correntes iOnicas presentes nos neurdnios piramidais do cortex
dorsomedial, nés realizamos os procedimentos de preparo do tecido, dissociagdo dos neurdnios

e o registro através da técnica de fixagdo de voltagem do patch-clamp.
4.6.2 Preparo de tecido in-vitro para registro eletrofisiologico

Cinco lagartos foram profundamente anestesiados com cetamina (20 mg/kg) e xilazina
(2 mg/kg). Apos a perda do reflexo da cdrnea, os animais foram decapitados e foram
rapidamente transferidas para uma solugao cerebrospinal artificial (SCA) resfriada (lagarto: 126
mM NaCl, 3 mM KClI, 1,8 mM CaCl,, 4 mM MgCl, , 24 mM NaHCOs;, 10 mM HEPES, 0,72
mM NaH; PO4, 20 mM glicose, pH 7,4) borbulhada com gés carbogénio (95% Oz, 5% CO»)
(adaptado de (FADOOL; WACHOWIAK; BRANN, 2001; LABRA; BRANN; FADOOL,
2005)), com temperatura entre 2 - 4 °C.
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4.6.3 Dissociacdo aguda de neuronios

Antes da dissociacao realizada nos animais do presente estudo, foram realizados varios
testes piloto para determinacdo do melhor protocolo a ser utilizado. Nessa etapa, utilizamos
técnicas de dissociagdo aguda: puramente mecanicas em solugdo salina, apenas com o uso da
papaina em SCA (sob diferentes concentragdes: 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL,
0,125 mg/mL) e com a papaina + tripsina (graduadas em: 200 U/mL + 500 U/mL, 100 U/mL +
250 U/mL, 50 U/mL + 200 U/mL) com base em protocolos de dissociagdo de neurénios em
répteis (FADOOL; WACHOWIAK; BRANN, 2001; LABRA; BRANN; FADOOL, 2005).
Com base nos resultados apresentados nesse teste piloto, adotamos a base da propor¢ao: papaina
+ tripsina em 50 U/mL + 200 U/mL, respectivamente. O protocolo de preparo enzimatico
envolve as concentragdes enzimdaticas em unidades de atividade, aqui estd declarada as
quantidades corrigidas para uma solu¢do de 100 mL com papaina a 50 U/mL e tripsina a 200
U/m. Primeiro prepara-se a solucdo cerebral artificial com: NaCl: 147 mM x (58,44 g/mol) x
0,001 = 8,580 g, KCI: 4 mM x (74,55 g/mol) x 0,001 = 0,298 g, MgCl12-6H20: 1 mM x (203,31
g/mol) x 0,001 = 0,203 g, HEPES: 10 mM x (238,31 g/mol) x 0,001 = 2,383 g, D-glucose: 11
mM x (180,16 g/mol) x 0,001 = 1,982 g. Para as enzimas em 100 mL da solu¢do (assumindo
que ambas tém uma atividade especifica de 10.000 unidades/mg): Papaina: 50 U/mL x 100 mL
= 5.000 U de atividade total, quantidade de papaina = 5.000 U / 10.000 U/mg = 0,5 mg e
tripsina: 200 U/mL x 100 mL = 20.000 U de atividade total, quantidade de tripsina = 20.000 U
/10.000 U/mg =2 mg. Na Figura 10, observamos o melhor aspecto da morfologia da membrana

para escolha do neur6nio isolado pos protocolo de dissociagao.

Os encéfalos foram removidos ap6s quatro minutos no liquido SCA e com tesoura de
iridectomia foi separado o cortex do telencéfalo e foi picotado para imersao em solugdo com
papaina + tripsina e livre de Ca?" (em mM: NaCl: 147, KCI: 4, MgCI2-6H,O: 1, HEPES: 10,
D-glicose: 11; Papaina: 50 U/mL e Tripsina: 200 U/mL) e mantidos durante 10 minutos a 30°C
para dissociagdo quimica. As fatias foram lavadas 3 vezes em solugdo tampao HEPES-SCA, e
os neurdnios foram dissociados mecanicamente por agitagdo com pipetas Pasteur polidas a fogo
em tampao HEPES resfriado. Os neuronios foram mantidos em SCA para posterior registro

eletrofisiologico.
4.6.4 Registro de neuronios

Durante as gravacdes, a solugdo externa foi de SCA oxigenado e a solugdo interna da

pipeta de patch foi de: KCI: 20 mM, HEPES: 10 mM, Aspartate (assuming K-aspartate): 130
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mM, MgCl,-6H,0: 2 mM, NaCl: 5 mM e Anfotericina: 0,234 mM, em pH de 7,2. Foi avaliado
o registro de potencial de acdo e neurdnios do cortex telencefalico reptiliano. As ponteiras
apresentaram resisténcia entre 5 ¢ 7 MQ na ponta com Step1 : 68,2, Step2 : 43,4, no aparelho
Narishige PC-10. O tecido foi selado para produzir uma resisténcia (entre 28 - 32 MQ), desde
que ndo houvesse morte da célula, pois foi necessario romper o interior succionado para
produzir um meio citoplasmatico com o interior da micropipeta , que permitiu uma leitura das

caracteristicas de capacitancia, resistividade e de potencial de membrana da cé¢lula selada.

Ap6s selar o neurdnio, durante o registro foi utilizado dois protocolos: no primeiro
protocolo, o neuronio foi submetido ao protocolo de whole-cell de fixagdo de voltagem, em que
o potencial foi mantido em -70 mV, inicialmente aplicamos um pulso para -120 mV (3 ms),
depois despolarizamos para +20 mV (2 ms), repolarizamos a 0 mV (1 ms), seguido de
hiperpolarizagdo para -90 mV (3 ms), por fim, retornamos ao potencial de repouso pré-
estabelecido em -70 mV (1 ms). No segundo protocolo: o neurénio foi submetido a um
protocolo de corrente/voltagem, em que a voltagem foi de -120 mV a 30 mV ao passo de 20
mV para avaliar as correntes (Figura 9). Os sinais foram pré-amplificados através do Axon
1550A, amplificados e digitalizados pelo Axopatch 200B (Patch Clamp Amplifier, AXON
INSTRUMENTS, Artisan Technology Group ®) para processamento off-line através do
ClampFit. O eletrodo foi cuidadosamente posicionado na célula alvo com micromanipuladores,
para registro de neur6nio piramidal (cortex dorsomedial — do hipocampo reptiliano),

selecionados através de microscopio invertido Nykon na lente objetiva de 400x (Figura 10-H).

A B
Whole-cell protocolo patch-clamp Protocolo de Voltagem
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Figura 9 — Protocolos de registro neuronal pelo protocolo de whole-cell e escada de voltagem. Em A esta o
protocolo de whole-cell de fixagdo de voltagem. Em B esta o protocolo de escada de voltagem, em que foi realizado
o incremento de voltagem de 20 mV, dos -120 mV aos 30 mV.
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Figura 10 — Imagens de neurdnio do cortex reptiliano do Tropidurus hispidus submetidos a processos de
dissociacées fisico/quimicas. Legenda: Aumento de 400 vezes, escala de 62,5 um, fotos com énfase na morfologia
piramidal. Em sequéncia temos: A (dissociagdo mecanica — baixa viabilidade), B (dissociagdo com papaina a 2
mg/mL), C (dissociagdo com papaina a 1 mg/mL), D (dissociagdo com papaina a 0,5 mg/mL), E (dissociacdo com
papaina + tripsina a 200 U/mL + 500 U/mL), F (dissociagdo com papaina + tripsina a 100 U/mL + 250 U/mL),
G (dissociagdo com papaina + tripsina a 50 U/mL + 200 U/mL), H (dissociagdo com papaina + tripsina a 50
U/mL + 200 U/mL). A ultima foto aponta a pipeta selada com o neurdnio para registro unitario. Fonte: autoria
propria.

& A

4.7 Analise dos dados

Os dados foram analisados através dos programa R (RStudio 2023.03.0+386 "Cherry
Blossom") (R Posit Software, PBC, 2023), MATLAB (versao 2020 (MathWorks, Natick, MA,
USA)) e Clampfit (versao 10.7) (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.7.1 Videos comportamentais

Todos os videos gravados tiveram os pardmetros comportamentais quantificados
manualmente. O principal objetivo foi avaliar o tempo de congelamento, para isso, avaliamos
a caracteristica de frequéncia respiratoria (alta e baixa) com o posicionamento dos membros
(em flexdo — imobilidade, relaxados — congelamento), diferenciando o congelamento da
tanatose que consideramos a combina¢do dos membros relaxados e frequéncia respiratdria
baixa. Também quantificamos movimentos de cabeca (lateralizagdo) e membros, locomogao,
esquiva da gaiola e aguardamos 10 segundos para retornar a contagem de congelamento com
base em estudos previamente padronizados (MEDEIROS, 2019; SANTOS, 2018, 2016).
Avaliamos também o periodo em que os movimentos foram realizados pelo 7. hispidus, afim
de correlacionar com artefatos ou respostas fisioldgicas e comportamentais pertinentes ao sinal
eletrofisiologico. No Apendice 1 sdo apresentados mais detalhes sobre a analise dos padrdes

comportamentais observados durante o experimento.
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Os dados coletados foram divididos entre ambientagdo e exposi¢do, para diferenciar o
periodo de exposi¢do ao gato ou o periodo de reconhecimento ao espago. Os movimentos foram

quantificados em sua totalidade para diminuir o viés das respostas individuais.

Assim configuramos o modelo de analise, com base na biblioteca de analises robustas
para dados comportamentais que corrige as andlises com base no desvio padrdo dos individuos
(WRS2 em R - MAIR; WILCOX, 2020). Nesse modelo demos prioridade as comparagdes entre
grupos e processos de memoria. Desse modo, realizamos uma ANOVA de duas vias robusta,
ao considerar grupos e processos de memoria, com reamostragem de 5000 vezes, distribuigao
de Mahalanobis, desvio de 10 % para média truncada e teste pds-koc de tukey para descriminar
diferencas entre os grupos a partir do tempo de congelamento, por fim, foi considerado valor
de p < 0,05 como significativo, também avaliamos o tamanho do efeito do modelo da ANOVA.
A figura do comportamento de congelamento foi criada em ggplot2 (WICKHAM, 2016). Para
detalhes, visualizar o codigo redigido em R, link: https://github.com/FR-
heitor/POP/blob/main/Congelamento.R.

4.7.2 Sinal eletrofisiolégico

Antes de qualquer procedimento com os dados, nds identificamos os ruidos nao
vinculados ao comportamento e nao caracteristicos da margem de aquisi¢ao de -0,5 a 0,5 mV,
para ajustar ao periodo de registro. Rodamos as anélises com base na média dos sinais dos

eletrodos, pos tratamento.

No Apéndice 2 sdo apresentados mais detalhes sobre os pardmetros utilizados nas
analises seguintes. Apenas a caracterizagdo descritiva dos neurdnios nao apresenta uma

descri¢cdo de parametros no apéndice.
4.7.2.1 Anélise no dominio do tempo — analise de dados funcionais

A andlise no dominio do tempo avaliou padrdes de comportamento do sinal
eletrofisiologico no desenvolvimento temporal para os nucleos CDM e CL. Com base na analise
comportamental, foi considerado que a analise na totalidade do tempo deve respeitar a presenca
das condi¢des ambientagdo e exposicdo. Desse modo, avaliamos que o grupo CTL nao
apresenta diferengas entre si e, portanto, aleatoriamente selecionamos 5 animais para compor
essa analise, a selegado foi realizada com no MATLAB com a fungao randi([1 15],[1 5]). *Refaca

se os numeros forem repetidos.
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Examinamos os dados brutos originais para identificar tendéncias, padrdes e possiveis
outliers por meio de graficos de linha de cada sujeito e de cada condigdo. Em seguida,
realizamos o pré-processamento dos dados, incluindo a suavizagdo das curvas temporais usando
a analise da biblioteca functional data analysis funs (FDAfuns) (RAMSAY; SILVERMAN,
1997; RAMSAY, 2022), garantindo que os parametros escolhidos: como o niimero de bases
(200) e a ordem das bases (4), minimo de nimero harmonicos (2, aos considerar 1 para a
ambientacdo e 1 para a exposicdo), taxa de amostragem (600 Hz) e lambda (le-6) como
parametro de suavizacdo; foram adequados para capturar a complexidade dos dados (sugere-se
olhar 0 ebook Optimal Score Book, link:
https://www.psych.mcgill.ca/misc/fda/downloads/OptimalScoreBook.pdf). Apdés o pré-
processamento, realizamos uma andlise exploratoria de componentes principais (RAMSAY;
SILVERMAN, 1997) nos dados suavizados para cada combinagdo de grupo (CTL e MUS),
memoria (aquisi¢do, consolidacdo e evocagdo) e dias (treino e teste). Avaliamos os valores
proprios e as autofungdes resultantes para entender a estrutura subjacente dos dados. Para
visualizar os resultados da andlise de componentes principais plotamos a média, os autovalores
e as autofuncdes para cada combinacdo de grupo e condi¢do. Comparamos as médias
harmonicas das autofungdes para identificar possiveis diferengas entre os grupos e as condicdes.
Em seguida, realizamos andlises estatisticas nos escores harmonicos para investigar possiveis
diferencgas entre os grupos e as condigdes, quanto mais divergente fossem os valores harmonicos
mais distantes estaria o grupo dos outros. Para detalhes, visualizar o codigo redigido em

MATLAB, link: https://github.com/FR-heitor/POP/blob/Analise_no_dominio_do_tempo.m

Para analisar os grupos através dos valores harmonicos, consideramos integrar as
variaveis de avaliagdo de grupos + dias (treino e teste), para cada um dos nucleos analisados
(cortex dorsomedial e lateral). Avaliamos os pressupostos de homogeneidade de varidncia
através do teste de levene (através da biblioteca “rstatix” (KASSAMBARA, 2021)) e
analisamos a distribui¢do ggplot (através da biblioteca “stats”), posteriormente realizamos a
ANOVA de uma via para analisar as diferencas nos escores harmonicos que explicam a
dispersao dos grupos em suas diferencas na exposi¢cao ¢ ambientacdo. O modelo de anova foi
criado a partir da biblioteca “stats” e a analise realizada através da biblioteca “rstatix”, essas
bibliotecas se auxiliam na producdo dos resultados em R. Por fim, avaliamos o tamanho do
efeito dessas comparagdes através da biblioteca “effectsize” (BEN-SHACHAR; LUDECKE;
MAKOWSKI, 2021). Para avaliar onde se encontravam as comparagdes entre os grupos, nos

utilizamos a biblioteca “emmeans” (LENTH, 2021) através do pods-teste de Tukey. Para
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detalhes, visualizar o codigo redigido em R, link: https://github.com/FR-

heitor/POP/blob/main/Analise_dados funcionais_valores harmonicos.R

4.7.2.2 Anélise no dominio das frequéncias - Caracterizacdo das bandas de frequéncias

Para a analise no dominio das frequéncias, considerando que caracteristicas individuais
de cada grupo devem ser investigadas, resolvemos manter os grupos controle para cada
avaliacdo experimental. As analises a nivel de frequéncia quebram os dados em segdes ¢ se
diferenciam da avaliagdo na totalidade do tempo, o que poderia prejudicar a visualizagdo de

eventos intrinsecos desses animais.

As bandas de frequéncia foram definidas com base em estudos prévios para lagartos
Iguana iguana, Pogona vitticeps e Tropidurus hispidus (AY ALA-GUERRERO; MEXICANO,
2008; NORIMOTO et al., 2020; SANTOS, 2021; SHEIN-IDELSON et al., 2016), onde
buscamos cruzar as informacodes acerca da faixa de frequéncias mais observadas e quais as que
surgiam com a intervengao experimental. Utilizamos filtros para avaliar a composi¢ao do sinal,
o filtro criado foi designfilt tem os tipos low-pass (passa-baixa), bandstop (bloqueio de
frequéncia), highpass (passa-alta). Nos escolhemos os tipos bandstop para impedir ruidos de
60 Hz e de seus harmdnicos (multiplos de 60 Hz, que se tornam ruidosos ao sinal), além do tipo
highpass para impedir oscilagdes abaixo de 1 Hz, que sdo superiores a 0,5 mV e prejudicam a
analise das ondas lentas e foram aplicados ao sinal através da fung¢do filtfilt. Dessa maneira

podemos reduzir a ocorréncia de sinais que contaminassem as analises de poténcia.

Para declarar as bandas, uma importante ferramenta para o filtro estd vinculada ao
pacote eeglab do MATLAB (DELORME; MAKEIG, 2011), da qual utilizamos a fungao eegfilt
para avaliar pontos de ancoragem no sinal e utilizamos a funcdo de Hilbert para extrair os
valores absolutos do sinal, assim definimos cinco bandas: banda 01 (2 — 4 Hz - delta), banda 02
(6 — 12 Hz - teta), banda 03 (15 — 25 Hz - beta), banda 04 (29 — 34 Hz - gama) e banda 05 (40
— 50 Hz - gama) (Figura 11). E importante declarar que foi considerado com base tedrica que
cada animal e nucleo podem trabalhar em faixas de oscilagao propria, assim respeitamos o que
foi visualizado através da amostragem (PALVA; PALVA, 2018). Para detalhes, visualizar o
codigo em MATLARB, link: https://github.com/FR-
heitor/POP/blob/Analises no_dominio_da frequencia.m — acessar a secdo: %%Declarar

bandas de frequéncia.
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Desse modo, foi realizada a extra¢do dos dados com base na fun¢do de Welch (pwelch
no MATLAB, com parametros: srate = 600, window = 5*srate, overlop = window™*0,2, nfft =
2713) para definir a prevaléncia das bandas de frequéncia relativas a poténcia do sinal, onde
utilizamos dos valores de poténcia e filtros de frequéncia para extrair as bandas de interesse e
calculamos a média de cada faixa de banda e dividimos pela soma das médias de cada uma
delas, para definir a maior ocorréncia relativa entre elas. Para detalhes, visualizar o codigo, link:
https://github.com/FR-heitor/POP/blob/Analises no _dominio da frequencia.m - acessar a

secdo: %% Frequéncia relativa.

Decomposi¢io de frequéncias no tempo
' 0.1
" |\ L 1 | I i

|

|

30 i
11

]

20 )
Il

|

i [ | ;\
. T e AL TR o
'M*l‘]'.:!l“_, |‘pk Ihull‘?lw il l\“'|

50

40

Frequéncia (Hz)
Poténcia

i)
-‘Jld |
f

bl 1
I

0 100 200~~~ 300 ™~ 400 500 600

~
~

- Tempo (s) ~ o

- Decomposigao dos sinais S~

Delta

Teta y

Beta

Gama W

|
Sinal [JM‘
|
1

1 L 1 ! 1

295 295.5 296 296.5 297 297.5 298
Tempo(s)



44

Figura 11 — Caracterizacao das bandas de frequéncias para analise do sinal eletrofisiologico no dominio da
frequéncia. Legenda: apresentado o sinal bruto (branco) e um espectrograma colorido (paleta de cores quentes)
da presenca das frequéncias no tempo. Um recorte é realizado no tempo (3 s) para expor, na caixa em recorte, a
presenca das bandas melhor ajustadas a dindmica do sinal eletrofisiologico. Fonte: autoria propria.

4.7.2.3 Analise de densidade de espectro de poténcia

Utilizamos a densidade de espectro de poténcia, com a padronizacdo desses dados na
distribuicdo temporal, foi realizada andlise dos canais do cortex dorsomedial e lateral atraveés
da fungdo de Welch (SOLOMON, 1991). Os parametros escolhidos foram: srate = 600,
window = 5*srate, overlop = window*0,2, nfft = 2*13, da fun¢ao (pwelch), para extrair o perfil
do espectro eletrofisiologico das areas gravadas, cortex dorsomedial e lateral, nos dias de treino

e teste, sob as condi¢des de ambientagdo e exposi¢do para 0s grupos.

Para a analise estatistica, realizamos o teste de normalidade de Anderson-Darling, que
¢ uma maneira de avaliar se uma amostra de dados se ajusta a uma determinada distribui¢ao
tedrica - neste caso, uma distribui¢do normal. Este teste ¢ crucial para a validade de nossas
analises paramétricas subsequentes, pois muitos testes estatisticos assumem a normalidade dos
dados. As bandas de atividade (01 — 05) apresentaram um valor de p > 0,05, com um valor
médio de p de 0,6, indicando que podemos assumir a normalidade desses dados. Também
realizamos a andlise de variancia Bartlett, que ¢ um teste para verificar a homogeneidade das
variancias entre os grupos. Esta analise também ¢ importante para as nossas analises estatisticas
subsequentes, pois muitos testes paramétricos requerem que as variancias entre os grupos sejam
iguais. Nossos dados apresentaram um valor de p > 0,05 (valor médio de p = 0,8), sugerindo

que as variancias dos grupos sdo homogéneas.

Foram realizados testes T de Student, os dados foram divididos entre as bandas de
interesse e investigados sobre as condigdes de AMB vs, EXP (medidas pareadas) ou AMB
(CTL vs. MUS, no processo de aquisicdao) ou EXP (CTL vs. MUS, nos processos de aquisi¢ao,
consolida¢do e evocacdo) (medidas independentes) e avaliado o tamanho do efeito das
comparagoes pelo teste de Cohen corrigido e os valores de p significativos (p < 0,05).

Para avaliar as comparagdes entre os grupos, foram considerados os periodos base na
manipulacdo farmacoldgica pela droga muscimol. Isso ajuda a avaliarmos efeitos do muscimol
sobre a atividade eletrofisiologica. Assim, consideramos o delineamento experimental, para
definirmos as comparagdes com base na infusao do muscimol. Durante a aquisicao o muscimol

¢ infundido 15 min antes do treino, durante a consolidagdo imediatamente apds o treino e na
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evocacdo sdo 15 min antes do teste. Consideramos o momento da aquisicao (treino e teste),
consolidacdo (teste) e o momento da evocacdo (teste) como os candidatos para essa
comparacao.

Além disso, para cada uma das comparagdes, foi gerado um fator de normalizacao, cuja
funcdo ¢ ajustar a poténcia das bandas de frequéncia, permitindo uma melhor visualizacdo e
comparac¢do das tendéncias de aumento ou redugdo entre os diferentes grupos ou condigdes.
Esse fator foi calculado com base na média das médias dos sinais comparados. Ao aplicar este
fator de normalizagdo, dividindo-o por cada valor de poténcia, podemos examinar as mudancas
relativas na poténcia do sinal, em vez de focar nos valores absolutos, tornando mais facil a
detec¢do de mudangas sutis que podem ser ocultadas quando as diferencas absolutas de poténcia
sao grandes. As analises foram realizadas em MATLAB. Para detalhes, visualizar o codigo,
link: https://github.com/FR-heitor/POP/blob/Analises no dominio da frequencia.m - acessar
a se¢do: %% Espectro de densidade; % Analise dos valores de poténcia entre as condigdes
AMB vs. EXP; % Analise dos valores de poténcia entre as condigdes AMB/EXP (CTL vs.
MUS).

4.7.2.4 Analise de coeréncia

A analise de coeréncia vai avaliar o quanto da comunicagao entre o cortex dorsomedial
e lateral estavam proximas, o que nos leva ao indicativo de funcionalidade entre as areas. Esta
técnica utiliza a transformada de Fourier para decompor o sinal de LFP em diferentes
frequéncias e, em seguida, calcula a coeréncia através da funcao mscohere em MATLAB, com
os seguintes parametros: srate = 600, window = 5*srate, overlop = window*0,5, nfft = 213,
entre duas fontes de sinal. Além disso, para a andlise comparativa, entre os dias de treino e teste,
para os grupos CTL ou MUS, para os processos de aquisi¢cao, consolidacao e evocacao, foram
realizados testes T Student e foi considerado valor de p < 0,05 como significativo. Para detalhes,
visualizar 0 codigo, link: https://github.com/FR-

heitor/POP/blob/Analises no_dominio_da frequencia.m - acessar a secdo: %% Coeréncia.

4.7.2.5 Analise de interagao ¢ fase

Para essas analises tivemos o cuidado de analisar o sinal com sinais reduzidos apenas

pela redugdo manual, para evitar a perda de dados de fase do sinal original.
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Para avaliar a sincronia entre os nucleos, foram realizadas analises de avaliacao de fase,
o valor de frequéncia de fase (VFF) ou phase locking value (ajustado pelo acoplamento fase-
amplitude)(GONZALEZ et al., 2020; PALVA; PALVA, 2012; TORT et al., 2009, 2010). A
VFF ¢ a medida de sincronizacdo de fase, desse tipo de analise, entre dois sinais. Foi usado na
analise de dados neurais para quantificar o grau de coeréncia entre diferentes regides do cérebro

ou neuronios.

O VFF ¢ definido como o valor absoluto da média do exponencial complexo da
diferenca de fase entre dois sinais: VFF = |[E(exp(i*A0))|, onde AB ¢ a diferenca de fase entre
os dois sinais em cada ponto no tempo, € ‘E’ € o operador de expectativa ao longo do tempo. O
VFF varia de 0 a 1, onde um valor de 0 indica nenhuma sincronizacgao entre os sinais ¢ um valor
de 1 indica sincronizagdo perfeita, mas importante denotar que sdo valores dependentes do
experimento. Um modelo exemplo segue os parametros: vetor de frequéncias lentas (1 a 10
Hz), vetor de frequéncias rapidas (10 a 50 Hz), largura da banda de fase lenta (3 Hz) e de fase
rapida (10 Hz), além disso, foram filtrados os sinais com base na fung@o do eegfilt e para extrair
os valores do angulo de fase foi utilizada a transformada de Hilbert.

Por fim, para extrair o indice de modulagdo através da funcdo plv_phase modindex,
com base na estrutura do cédigo de Gonzalez et al. (2020) em MATALAB. Para detalhes,
visualizar o cddigo: link: https://github.com/FR-heitor/POP/blob/main/VFF-exemplo.m.

Para comparar dos dados do indice de modulacao de frequéncia de fase (IM - VFF) foi
utilizada a anova de trés vias para avaliar os grupos, as condi¢des e os dias para cada um dos
processos memoria, os pressupostos foram avaliados através do teste de Levene para
homogeneidade de varidncia e avaliamos a distribuicdo os residuos através do ggplot.
Avaliamos o indice de modulagdo para o acoplamento das bandas delta-beta (&/p), delta-
gama(baixa) (0/ym), delta- gamagia) (0/ym), teta-beta (0/P), teta-gamavaixa) (0/ym), teta-gamayai)
(6/ym). As andlises estatisticas foram feitas no programa R. Para detalhes, visualizar o cddigo,
link: https://github.com/FR-heitor/POP/blob/main/Analise VFF.R.

Para avaliar a modulagdo intrinseca de cada nucleo, foi optado por analisar o
acoplamento de fase-amplitude através do método desenvolvido pelo Laboratério de
Neurofisiologia Computacional (TORT et al., 2010). Um modelo exemplo da estrutura do
codigo de acoplamento fase-amplitude possui os seguintes parametros: vetor de fase (1 a 10
Hz), vetor de amplitude (10 a 50 Hz), comprimento de banda de fase (3 Hz) e banda de
amplitude (5 Hz). Além disso, foi utilizada a funcdo eegfilt para filtrar o sinal com base nos

vetores + bandas, para extrair os valores de angulo de fase das frequéncias lentas e da amplitude
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das frequéncias rapidas através da funcdo de Hilbert. Por fim, utilizamos a fungado
Modelndex v2 para extrair os valores de indice de modulagdao (IM — AFA) em MATLAB. Para
detalhes, visualizar 0 codigo, link: https://github.com/FR-
heitor/POP/blob/Analises no_dominio da frequencia.m - acessar a se¢do: %% Analise de

acoplamento de fase-amplitude.

Para comparar dos dados do indice de modulacao de fase-amplitude (IM - AFA) foi
utilizada a anova de trés vias para avaliar os grupos, as condi¢des e os dias para cada um dos
processos memoria. Avaliamos o indice de modulagdo para o acoplamento das bandas delta-
beta (6/P), delta-gama (6/y). As andlises estatisticas foram feitas no programa R. Para detalhes,

visualizar o cddigo, link: https://github.com/FR-heitor/POP/blob/main/Analise AFA.R

4.7.2.6 Avaliacao das varidveis comportamentais com as do dominio da frequéncia

A Analise de Componentes Principais (ACP) foi usada para simplificar a complexidade
de conjuntos de dados de alta dimens3o, a0 mesmo tempo em que retém suas caracteristicas
mais bem definidas. Esta técnica foi usada para simplificar conjuntos de dados complexos,

identificamos tendéncias, padroes e visualizamos a relagao entre multiplas variaveis.

Foram consideradas as varidveis independentes: grupo, condicdo, dias, processo de
memoria (aquisi¢ao, consolidagdo e evocagao), periodo da infusao do muscimol e uma variavel

de interagdo entre todas as VlIs.

Foram consideradas as variaveis dependentes: valores de poténcia extraidas da
densidade de espectro de poténcia tanto do cortex dorsomedial quanto do lateral, os indices de
modulacdo de VFF, os indices de modulacdo de AFA, nimero de movimentos realizados entre
ambientacao e exposi¢ao.

Como parametros da analise foram definidos clusteres para integrar as analises as
variancias explicadas. Essa analise foi realizada com base em K-médias (k-means), onde foi
avaliada a distancia quadratica da distribuicdo dos individuos no entorno de sua dispersao.
Foram calculados pontos de ancoragem elipticos para fixacdo das varidveis que se associassem

a essa distribuigdo. Para, por fim, definir grupos que explicassem a variancia das amostras.

A ACP transformou os dados originais através da transformada Z para eliminar as
unidades de cada varidvel. Assim as variaveis foram correlacionadas, em um novo conjunto de
varidveis descorrelacionadas chamadas componentes principais. O primeiro componente

principal foi a combinagdo linear das variaveis de poténcia tanto do cortex lateral quanto do
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dorsomedial, que explicam a maior parte da variabilidade nos dados. O segundo componente
principal foi a combinagao das variaveis de VFF que foram corrigidas pelas de AFA e explicam

a maior parte da variabilidade restante.

No R, a ACP pode ser realizada com a ajuda do pacote FactoMineR. Este pacote fornece
fungdes para realizar a ACP, bem como uma série de outras andlises multivariadas. Ele fornece
uma saida que inclui valores proprios, escores de componente principal, regressdes sobre as
variaveis, correlagdes entre as variaveis € com as componentes principais. Depois de realizar a

ACP com FactoMineR, o pacote factoextra pode ser usado para visualizar os resultados.

Para detalhes completos da analise, incluindo os parametros utilizados, consulte a rotina

disponivel em: https://github.com/FR-heitor/POP/blob/main/Analise PCA.R.

4.7.2.7 Descricao do padrao biofisico da membrana do neurdnio piramidal

A analise consiste da descri¢do dos dados de 18 neuronios selados e registrados. Dos 18
neurdnios, 3 neurdnios nao apresentaram aquisi¢do da membrana e 15 foram registrados nos
modelos de whole-cell voltage-clamp e comparados com registros de outros répteis na literatura
para verificarmos o padrdo de potencial de membrana, capacitancia e corrente que estdo
presentes em células piramidais no hipocampo reptiliano do Tropidurus hispidus. Todas as
medidas foram coletadas através do programa de avaliacdo de registro de célula, o Clampfit
que ¢ um programa gratuito disponibilizado pela Molecular Devices.

Vale ressaltar que a analise aqui descrita é puramente descritiva e investiga apenas as
caracteristicas basicas desses neuronios piramidais do nticleo do coértex dorsomedial do lagarto
Tropiudurus hispidus. Mas proporciona impacto no desenvolvimento e conhecimento da

ciéncias acerca da caracteristicas evolutivas da génese e desenvolvimento dos neurdnios.
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5 RESULTADOS
5.1 Analise comportamental

Mensuramos o principal comportamento apresentado pelo Tropidurus hispidus, que € o
congelamento, como um fator de aprendizado, comparando a exposi¢do a estimulos aversivos
e neutros durante o treino e teste. Para a andlise do congelamento durante a ambientagdo foi
observado efeito no processo de memoria (F(2, 11,89) = 5,73, p = 0,01, 6 = 0,46), em que o
grupo MUS AQ apresentou menor tempo de congelamento comparados a todos os grupos
apenas no treino. Durante a exposi¢ao foi observado efeito de grupo (F(1, 6,01) = 9,69, p =
0,02, 6 = 0,46) e processo de memoria (F(2, 8,66) = 9,27, p = 0,007, ¢ = 0,26). O grupo
MUS AQ apresentou os menores tempos de congelamento, quando comparado a todos os
grupos tanto no treino quanto no teste (Figura 12). A avaliacdo do congelamento nos mostra
que provavelmente houve um prejuizo mnemonico associado a exposicdo do lagarto ao
estimulo aversivo, quando inativamos o nucleo do cortex lateral (CL) durante o processo de
aquisicdo. Esse evento pode estar associado a comunicagdo do CL com areas de projecdo ao

cortex, o que pode ter inibido reagdes emocionais ao contexto também.
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Figura 12 — Tempo de congelamento dos animais submetidos ao protocolo de memédria aversiva.
Representagdo em boxplot para o comportamento de congelamento. O “*’ indica p <0,05 e que o grupo muscimol
MUS_AQ apresentou menor tempo de congelamento em comparagdo aos grupos no treino e ‘#’ quando avaliado
no teste.

5.2 Analise no dominio do tempo

Para a andlise funcional do cortex dorsomedial, as fungdes retratam no treino que o
aumento de amplitude ocorre com a exposi¢do ao estimulo aversivo e reexposicdo ao espago
durante o teste. O inverso ¢ observado quando avaliamos a habituacdo no treino e exposi¢ao
ao estimulo neutro no teste (Figura 13-A e C). A andlise funcional mostrou haver dois
grupamentos (Tabela 1), em que diferenciamos a exposicao da ambientagdo. Foi encontrado
que a maior alteracdo observada ¢ associada a exposi¢do durante a tarefa (Figura 13-B e D). E

que a dispersdo entre os grupos foi amostrada através dos harmonicos.

Tabela 1 — Dados extraidos da analise de dados funcionais através de componentes principais, do CDM.

Analise de dados funcionais

Condicdo Grupo Autofunc¢ao % de Variancia Explicada Autovalor
Treino
; s
o
MUS_AQ ) 004 1277
o
MUS_CON ! oot )
wosevo | o0 21
Teste
! i
0
wsao ]
o
MUS_CON ! T )
MUS_EVO : 0/50% 05

Nota: cortex dorsomedial (CDM).

Ao avaliarmos o cortex dorsomedial durante a etapa do treino para os grupos, foi
observado efeito de grupo para a exposi¢ao (F (3,16) =4,808, p=0,01 e 6= 0,47) e ambientagao
(F (3,16) = 5,4, p = 0,006 e 6 = 0,53) (Figura 13-E). Durante o treino, para a exposi¢ao, foi
mostrada a maior dispersdao dos individuos do grupo MUS AQ, que explica a diferenga na
poténcia e frequéncia do sinal em comparacao aos grupos MUS CON (p=10,003) e MUS EVO

(p=0,01) e ao grupo CTL (p = 0,01). Da mesma forma na ambientacao, a maior dispersao do
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grupo foi do grupo MUS AQ em comparagdo aos grupos MUS _CON (p = 0,002), MUS_EVO
(p=0,002) e CTL (p=0,01).

Para a etapa de teste foi observado efeito de grupo para a exposi¢ao (F (3,16) = 3,969,
p=0,027 e 0 = 0,43) e ambientacao (F (3,16) = 10,23, p = 0,0005 e ¢ = 0,66) (Figura 13-E).
Durante o teste, para a exposi¢do, percebemos um aumento na dispersdo dos individuos do
grupo MUS _EVO que explica a diferenga na poténcia e frequéncia do sinal em comparagdo ao
grupo MUS AQ (p = 0,007), MUS CON (p = 0,03) e CTL (p = 0,01). Da mesma forma na
ambientac¢do, a maior dispersdo do grupo foi do grupo MUS EVO em comparag@o aos grupos
MUS AQ (p =0,003), MUS _CON (p =0,03) e CTL (p =0,0001).

Assim, fica condicionado que o aumento de amplitude do sinal sobre as condi¢des dos
grupos MUS AQ e MUS EVO também estd associado a infusdo da droga do muscimol
injetado no cortex lateral que projeta sinapses diretas ao cortex dorsomedial. Esses neuronios
do cortex lateral sao mais globulares e apresentam um perfil inibitorio, entdao € provavel que a
inibicdo dessa via de transmissao gabaérgica, tenha alterado o padrao eletrofisioldgico do cortex

dorsomedial.

A andlise funcional sobre o sinal do cortex lateral também encontrou estruturas de
agrupamento, semelhantes ao observado para o cortex dorsomedial (Figura 14-A e C). Também
foram encontrados dois grupamentos que explicaram as caracteristicas da reexposi¢ao na

ambientacdo e exposicao (ao estimulo neutro) (Figura 14-B e D).

Tabela 2 - Dados extraidos da analise de dados funcionais através de componentes principais, do CL

Analise de dados funcionais

Condicdo Grupo Autofuncdo % de Variancia Explicada Autovalor
Treino
0
S i sy
wsao s
0
MUS_CON ! Yoot ; 3
MUS_EVO ! a0 "
Teste
] i
MUS_AQ ) 0% 2035
MUS_CON ! T 8:;‘
MUS_EVO ) 1230% o3

Nota: cortex lateral (CL).
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Ao avaliarmos o cortex dorsomedial durante a etapa do treino para os grupos, foi
observado efeito de grupo para a exposicao (F (3,16) = 2,254 p =0, 1) e ambienta¢ao (F (3,16)
= 13,47, p = 0,0001 e 6 = 0,72) (-E). Durante o treino, para a exposi¢do, foram destacadas
diferencas o grupo MUS AQ em comparacao aos grupos MUS CON (p =0,001) e MUS EVO
(p = 0,03) e ao grupo CTL (p = 0,04). E na ambientacao, a maior dispersao do grupo foi do
grupo MUS AQ em comparagdo aos grupos MUS CON (p = 0,00007) e MUS _EVO (p =
0,00008) e ao grupo CTL (p = 0,0001).

Para a etapa de teste foi observado efeito de grupo para a exposicao (F (3,16) = 4,729,
p = 0,015 e 6 = 0,47) e ambientacdo (F (3,16) = 6,309, p = 0,005 e ¢ = 0,54) (Figura 13-E).
Durante o teste, para a exposi¢cdo, percebemos um aumento na dispersdao dos individuos do
grupo MUS_EVO que explica a diferenca na poténcia e frequéncia do sinal em comparagdo ao
grupo MUS AQ (p = 0,006), e CTL (p = 0,0041). Da mesma forma na ambientagdo, a maior
dispersao do grupo foi do grupo MUS EVO em comparacao aos grupos MUS AQ (p = 0,005)
e CTL (p = 0,00008).

Os agrupamentos extraidos para cortex dorsomedial e lateral, nos grupos CTL,
MUS CON e MUS EVO, explicitam que hda uma divisdo entre as condigdes de treino
(exposicao ao estimulo aversivo) e teste (exposicdo ao estimulo neutro) e também entre as
condi¢des de ambientagdo e exposicdo. O mesmo nao ocorreu para o grupo MUS AQ, que
denota um prejuizo na fase de aquisi¢ao da memoria aversiva causada pela inativacao do cortex
lateral antes da fase de treino. A analise também reportou que a infusdo do muscimol também
afetou ao grupo MUS EVO, mas ndo impediu que o sinal apresentasse um padrao de resposta
semelhante ao observado no treino. Isso nos leva a compreender que a participagao do cortex

lateral, pode impactar na etapa da aquisi¢do mnemonica.
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Figura 13 — Analise temporal dos dados do cortex dorsomedial (CDM) dos animais submetidos a tarefa de
memoria aversiva. Em A valores do treino (TR) e em C do teste (TT) esta presente o dado médio de cada grupo
dos dados complexos suavizados, além dos niimeros de grupamentos utilizados para definirmos autovalores e
autofungdes. Em B (TR) e em D (TT) esta presente os sinais suavizados e extraidos em autofung@o que caracteriza
a caracteristica mais proeminente do sinal eletrofisioldgico no tempo. Em E apresentamos que as maiores a
dispersao em boxplot da ambienta¢do (em preto) e exposi¢do (em vermelho) e quais diferengas ocorrem para o
grupo MUS AQ que apresentou valor harmoénico maior que os outros grupos durante o treino. As diferengas
observadas foram destacadas com ‘*’ para a ambientagdo contra exposi¢do e ‘#’ para a exposi¢do entre 0s grupos
através do teste de ANOVA de uma via.
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Figura 14 — Analise temporal dos dados do cortex lateral (CL) dos animais submetidos a tarefa de meméria
aversiva. Em A valores do treino (TR) e em C do teste (TT) esta presente o dado médio de cada grupo dos dados
complexos suavizados, além dos ntimeros de grupamentos utilizados para definirmos autovalores e autofungdes.
Em B (TR) e em D (TT) esta presente os sinais suavizados e extraidos em autofun¢do que caracteriza a
caracteristica mais proeminente do sinal eletrofisioldgico no tempo. Em E apresentamos que as maiores a dispersdo
em boxplot da ambientacdo (em preto) e exposi¢do (em vermelho) e quais diferencas ocorrem para o grupo
MUS_AQ que apresentou valor harmonico maior que os outros grupos durante o treino ¢ MUS_EVO durante o
teste. As diferencas observadas foram destacadas com ‘* para a ambientacdo contra exposi¢do ¢ ‘# para a
exposicao entre os grupos através do teste de ANOVA de uma via.
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5.3 Andlise no dominio das frequéncias

Analisamos o comportamento eletrofisiologico para padronizar as bandas de frequéncia
para cada fase experimental: aquisi¢ao, consolidagdo e evocagao.

As andlises de decomposi¢ao do sinal complexo revelam a distribui¢ao inicial das
bandas de frequéncia proeminentes. Foram caracterizadas seis bandas diferentes: banda 01 (2 a
4 Hz), banda 02 (6 a 12 Hz), banda 03 (15 a 25 Hz), banda 04 (29 a 33 Hz) e banda 05 (35 a
50). O sinal eletrofisiologico coletado tanto no nucleo CDM e CL do telencéfalo apresentaram
dominio de frequéncias entre 1 a 4 Hz (Figura 15), sendo o trecho de 2 a 4 Hz o que mais variou
dentro da banda de frequéncia. O padrido de oscilagdo de 1 Hz foi presente em todos os sinais
coletados e ndo foi observada mudanga significativa sobre sua ocorréncia independente do

contexto apresentado, logo tomamos a varia¢do de 2 a 4 Hz (banda 01).

A variagao de amplitude média foi avaliada dentro de -0,5 a 0,5 mV, com base nas
analises de dominio do tempo, (Figura 16) onde consideramos a etapa de controle do registro
eletrofisiologico importante para padronizar as caracteristicas do sinal bruto que foram
mantidas para as analises seguinte, como mencionado na metodologia.

Com a padronizacdo, definimos a faixa de frequéncias de 1 a 55 Hz para analises de
densidade de espectro e poténcia, coeréncia e acoplamento de fase. Selecionamos as bandas de

acordo com Santos (2021) e Norimoto (2020) e separamos nas bandas de 01 a 05 (Figura 17).
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Figura 15 — Frequéncia relativa presente nos registros eletrofisiologicos do lagarto Tropidurus hispidus.
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Figura 16 — Sinal bruto extraido do lagarto Tropidurus hispidus. Apresentacao do sinal bruto relacionado ao
Cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL).
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Figura 17 — Fragmentacio do sinal eletrofisiologico na condi¢do de ambientagdo para o lagarto Tropidurus
hispidus. Em A temos o sinal bruto padronizado no intervalo de amplitude de 0,5 mV no tempo de 300 segundos.
Em B apresentamos um trecho de 3 segundos do sinal, para apresentar a fragmentacdo das frequéncias de o
compdem. Em C separamos o sinal bruto em sinais senoidais de acordo a banda estabelecida anteriormente. Em
D temos as poténcias das bandas de 01 a 05.
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54  Densidade de espectro de poténcia (DEP)

A avaliacdo do dominio das frequéncias esta associada ao padrdo de oscilagdo de
atividade neuronal. A frequéncia de atividade registrada variou entre as condi¢des dos grupos
controle (CTL) e muscimol (MUS) principalmente para o processo de aquisi¢do, mas ndo para
consolidacdo e evocacdo, durante a fase de treino (TR) e teste (TT), durante a ambientagdo

(AMB) e exposic¢ao (EXP), para os ntcleos do cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL).

5.4.1 DEP - Grupo controle

Foram analisadas as poténcias das bandas de acordo com a padronizacao realizada na

descri¢cao metodologica para os trés processos mnemonicos analisados.

Para a aquisi¢do (CTL_AQ), durante a fase de treino, o nticleo do cortex dorsomedial
apresentou aumento da atividade das bandas 01 (t(4) = 3,07, p = 0,009, d’ =1,08) e 04 (t(4) =
2,22, p=0,03, d’ = 0,8), quando comparados os periodos de ambientagao e exposi¢ao. Para a
avaliacdo de teste houve aumento da atividade das bandas 02 (t(4) = 2,97, p=0,01, d’ =1,05) e
03 (t(4) =1,96, p= 0,04, d’ = 0,7) da ambientagdo para a exposi¢do (Figura 18-D).

J& para o nucleo do cortex lateral foi observado aumento da atividade das bandas 01
(t(4) =2,19,p=0,03, d’ =0,78) e 04 (t(4) = 2,25, p = 0,02, d’ = 0,79), quando comparados os
periodos de ambientacdo e exposi¢do. Para a avaliacdo de teste ndo houveram alteragdes
significativas da atividade entre ambientagdo e exposi¢do em todas as bandas (Figura 19-D).

O aumento de poténcia das bandas 01 e 02 declaram o envolvimento com a atividade de

reconhecimento e das bandas 03 ¢ 04 com a formagao e evocacdo da memoria.

Para a consolidacdo (CTL_CON), durante a fase de treino, o nucleo do cortex
dorsomedial ndo apresentou diferencas da atividade das bandas 01-05, quando comparados os
periodos de ambientagdo e exposi¢ao. Para a avaliagdo de teste observamos aumento da
atividade das bandas 01 (t(4) = 3,91, p= 0,008, d’ = 1,75) e banda 02 (t(4) = 2,79, p = 0,02, d’
=1,25), quando comparados os periodos de ambientacdo e exposic¢ao (Figura 22-D).

Para o nticleo do cortex lateral o ocorreu aumento da atividade da banda 01 (t(4) = 2,35,
p = 0,03, &’ = 1,58), quando comparados os periodos de ambientagdo e exposi¢do. Para a
avaliacdo de teste observamos aumento da atividade das bandas 01 (t(4) =4,43,p=10,01,d’ =
1,98) e banda 02 (t(4) =2,62, p=0,02,d’ = 1,17 (Figura 23-D), quando comparados os periodos

de ambientagdo e exposi¢ao.
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E importante denotar que o aumento da poténcia da banda 01 e 02, principalmente no
teste, reforca a ideia de que as bandas de baixa frequéncia nesses animais tem um papel

importante no contexto cognitivo ¢ de processamento da informag¢ao no cérebro dos répteis.

Para a evocacio (CTL_EVO), durante a fase de treino, no nticleo do cortex dorsomedial
foi observado aumento da atividade das bandas 02 (t(4) = 5,49, p = 0,005, d’ = 4,9), banda 03
(t(4)=4,48,p=0,01,d’ =4,0), banda 04 (t(4) = 4,62, p = 0,009, d’ = 4,13) e banda 05 02 (t(4)
=4,03,p=0,02, d’ =3,6), quando comparados os periodos de ambientacao e exposi¢cdo. Para
a avaliacao de teste houve aumento da atividade das bandas 01 (t(4) = 3,2, p=0,001 , d’ =2,8),
04 (t(4)=4,77,p=0,0003 , d’ =4,3) e 05 (t(4) = 4,96, p=0,0001 , d’ = 4,5) da exposicao para
ambientacao (Figura 26-D).

Quanto ao nucleo do cortex lateral nao foi observado aumento da atividade das bandas
de 01 — 05, quando comparados os periodos de ambientacao e exposi¢ao. Para a avaliagao de
teste foi aumentada a poténcia nas bandas 01 (t(4) = 6,32, p=10,003 ,d’ =5,65), 03 (t(4) =3, p
=0,04 ,d’ =2,68), 04 (t(4)=4,7,p=0,009 ,d’ =4,2) e 05 (t(4) = 9,51, p=0,0006 ,d’ = 8,51)
quando comparados os periodos de ambientacdo e exposi¢ao (Figura 27-D).

Para a comparagdo entre esses eventos, podemos perceber a importancia do aumento da
poténcia das bandas lentas em pareamento as bandas de alta frequéncia, pois nos indica a
capacidade do T. hispidus de responder a tarefas de memoria. Quando suas fungdes estdo

preservadas.

5.4.2 DEP - Grupo MUS

Ao avaliar o grupo MUS avaliamos a atividade do cortex dorsomedial e cortex lateral

para os processos de aquisi¢do, consolidagao e evocacao da memoria.

Para a aquisicio (MUS_AQ), durante a fase de treino, o nticleo do cortex dorsomedial
nao apresentou diferenca da atividade das bandas 01 — 05, quando comparados os periodos de
ambientacdo e exposi¢do. Para a avaliacdo de teste, também nao houve diferenca na atividade

das bandas 01 — 05 da ambientagdo para a exposi¢do (Figura 20-D).

Para o nucleo do cortex lateral nao foi observada diferenga da atividade das bandas 01
— 05, quando comparados os periodos de ambienta¢do e exposicdo. Para a avaliagdo de teste
também nao apresentou diferenca na atividade das bandas 01 — 05 da ambientacdo para a

exposicao (Figura 21-D).
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Percebe-se o prejuizo provocado pelo efeito do muscimol no cortex lateral ao
dorsomedial também, o que nos indica um prejuizo significativo das funcdes de memoria.
Também ¢ possivel observar que a inibigdo apresenta um efeito agudo com aumento de

poténcias.

Para a consolidacio (MUS_CON), durante a fase de treino, o nucleo do coértex
dorsomedial apresentou aumento da atividade das bandas 02 (t(4) =2,37,p= 0,03 ,d’ = 1,06)
e 04 (t(4) =227, p=0,04 , d” = 1,02), quando comparados os periodos de ambientacao e
exposicdo. Para a avaliacdo de teste ndo houve diferenca na atividade das bandas 01 — 05 da
ambientacdo para a exposi¢ao (Figura 24-D).

Quando avaliado o ntcleo do cortex lateral apresentou aumento da atividade das bandas
02 (t(4)=2,33,p=0,03,d =1,05) e 04 (t(4) = 2,23, p= 0,04, d’ = 0,99), quando comparados
os periodos de ambientacdo e exposi¢do. Para a avaliagao de teste nao apresentou diferenga na

atividade das bandas 01 — 05 da ambientagdo para a exposicao (Figura 25-D).

Obtemos resultados semelhantes ao grupo CTL para o treino, mas para o teste parece
ter havido um prejuizo associado a inibi¢do. No entanto, apenas a poténcia das bandas ¢
insuficiente para declarar o prejuizo, visto que na analise funcional nao foi percebido prejuizos

claros.

Para a evocacdo (MUS_EVO), durante a fase de treino, o nucleo do cortex dorsomedial
apresentou aumento da atividade das bandas 01 (t(4) = 2,74, p = 0,03, d” = 1,06), foi
marginalmente significativa para a banda 02 (t(4) = 2,11, p = 0,05, d’ = 0,94), quando
comparados os periodos de ambientagdo e exposi¢do. Para a avaliacao de teste também houve
aumento na atividade das 01 (t(4) = 2,58, p = 0,03, d’ = 1,15), quando comparado entre
ambientacao e exposi¢ao (Figura 28-D).

Quando avaliado o nucleo do CL foi observado aumento da atividade das bandas 01
(t(4)=2,74,p=10,03,d’=1,06) e 02 (t(4)=2,29,p=0,04,d’ =1,02), quando comparados os
periodos de ambientagdo e exposi¢do. Para a avaliagdo de teste ndo apresentou diferenga na

atividade das bandas 01 — 05 da ambientacao para a exposicao (Figura 29-D).

Para a inibi¢do durante o processo de evocacdo, o grupo ndo responde da mesma
maneira, com prejuizos declarados como ocorreu com o processo de aquisi¢do. Durante a
evocagao os animais apresentaram aumento da poténcia das bandas 01 e 02 e refor¢a que as

baixas frequéncias sdo esséncias para a fungdo cognitiva desses animais.
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5.4.3 Interacio entre CTL e MUS

Na etapa da aquisi¢ao (Figura 30) para o nicleo dorsomedial do cértex, durante o treino,
na ambientacdo ao comparar as bandas de frequéncias entre os grupos CTL_AQ e MUS AQ
apenas a banda 02 apresentou aumento da poténcia para o grupo MUS AQ comparado ao
CTL_AQ (t(8)=2,33, p=0,04, d’ = 1,47), para a exposi¢do mantem-se a maior poténcia para
o MUS AQ ao CTL_AQ para a banda 02 (t(8) = 2,33, p=0,04, d’ = 1,47).

Durante o teste, observamos que mesmo apos o efeito do muscimol foi observado
aumento da poténcias das bandas de frequéncia do CTL_AQ para o MUS AQ na ambientagao,
para as bandas 02 ((8) = 9,59, p = 0,00001, d’ = 3,03), bandas 03 (t(8) = 6,32, p = 10,0002, d’ =
2), bandas 04 (t(8) = 5,26, p = 0,0007, d’ = 1,66) e bandas 05 (t(8) = 3,64, p = 0,0065, d’ =
1,15). Para a exposicao consideramos o resultado anterior e a priori foi apresentado aumento
das bandas 02 (t(8) = 2,86, p = 0,01, d’ = 2,49), bandas 03 (t(8) = 2,11, p = 0,03, d’ = 1,09),
bandas 04 (t(8) = 2,13, p=0,033, d’ = 0,9) e bandas 05 (t(8) = 1,93, p = 0,045, d’ = 0,79), mas
ndo para a banda O1.

Para o nucleo lateral do cortex, durante o treino, na ambientagcdo ao comparar as bandas
de frequéncia entre os grupos CTL AQ e MUS AQ nao foram observadas diferencas entre os

grupos, para a exposi¢ao mantem-se o que foi observado na ambientacao.

Para o teste, na ambientagdo, ao comparar as bandas de frequéncia a maior atividade do
nucleo refere-se ao grupo CTL AQ comparado ao MUS AQ, que apresentou a maior atividade
para as bandas 01 ((8) = 4,27, p=0,003,d” =2,71), 03 (t(8) = 3,48, p = 0,008, d’ =2,20) e 05
(t(8) =3,36,p=0,01, d’ = 2,13) e marginal para a banda 04 (t(8) = 2,07, p=10,07,d’ = 1,13).
Para a exposicao nao foram observadas diferengas entre CTL _AQ e MUS AQ.

Desse modo, pode-se declarar que o efeito da inibicao do cortice lateral foi prejudicial
ao grupo MUS_AQ ao impedir a formagao e evocagdo da memoria ao comparar com o grupo
CTL _AQ.

Na etapa de consolidacdo (Figura 31) avaliamos o teste, para o CDM durante a
ambientacdo o grupo CTL CON apresentou aumento de atividade comparado ao MUS CON
para as bandas 04 (t(8) = 13,52, p = 0,02, d’ = 1,84) e marginal para banda 05 (t(8) = 10,94, p
= 0,06, d’ = 1,36), durante a exposi¢ao para as bandas 02 (t(8) = 3,73, p = 0,006, d’ =2,36), 03
(t(8) =5,84, p=0,0004, d’ = 3,69), 04 (t(8) = 12,19, p = 0,000002, d’ = 7,71) e 05 (t(8) = 10,44,
p = 0,000006, d’ = 6,61).
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Para o nucleo do coértex lateral, durante a ambientacao foi observada diferencas
significativas para o grupo CTL CON com maior poténcia do que MUS CON apenas para a
banda 04 (t(8) = 4,08, p = 0,003, d’ = 2,58), durante a exposi¢ao nao houve diferenca entre
CTL _CON e MUS CON.

Através dessa observacdo, ¢ possivel associar que a resposta presente na avaliagdo
isolada com o grupo MUS CON parece ter sigo prejudicada em algum nivel, embora nao seja

possivel diferenciar o observado do comportamento e da andlise funcional.

Na etapa de evoca¢ao (Figura 32) avaliamos o teste, para o nucleo do cortex
dorsomedial durante a ambientacgao, foi observado aumento da poténcia do grupo MUS EVO
para o CTL_EVO na banda 01 com diferenga significativa (t(8) = 3,05, p = 0,02, d’ = 1,93),
durante a exposi¢do a banda 03 apresentou maior poténcia do grupo MUS EVO para o
CTL_EVO (1(8) =2,55,p=0,03, d’ = 1,62).

Para o nucleo do cortex lateral durante a ambientagdo, foi observado aumento da
poténcia do grupo MUS para o CTL _EVO na banda 01 com diferenca significativa (t(8) = 2,43,
p =0,04, d’ = 1,54), durante a exposi¢ao ndo houve diferenca entre CTL_EVO e MUS EVO.

Por fim, o grupo MUS EVO parece conflitar o resultada da densidade de poténcia da
evocagdo quando associamos a resposta observada na andlise funcional. Porque a andlise de
densidade de poténcia mostrou a capacidade desses animais de reapresentarem o potencial

evocado do treino para o teste.
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Figura 18 — Avaliacdo do espectro de densidade de poténcia do grupo controle (CTL) para o cortex
dorsomedial (CDM), durante o processo de aquisi¢cio de memdria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto
e das bandas presentes para ambientacdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre
bandas de frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a
densidade do espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de
frequéncias durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagdo entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2,
B3, B4 e B5) para AMB vs. EXP. Em E, apresentac@o do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico
reptiliano na regido do CDM (em preto). ). O grupo controle apresenta caracteristicas adquiridas no treino durante
o processo de aquisicdo de memoria que é observada através da reprodugdo no teste. Foi utilizado teste t para as
comparagdes.
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Figura 19 — Avaliacio do espectro de densidade de poténcia do grupo controle (CTL) para o cortex lateral
(CL), durante o processo de aquisicio de meméria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto e das bandas
presentes para ambientagdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre bandas de
frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a densidade do
espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de frequéncias
durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagao entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2, B3, B4 ¢ BS)
para AMB vs. EXP. Em E, apresenta¢do do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico reptiliano
na regido do cortex lateral (CL - em preto). O grupo controle apresenta caracteristicas adquiridas no treino durante
o processo de aquisi¢do de memoria que € observada através da reprodugdo no teste. Foi utilizado teste t para as
comparagdes par a par.
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Figura 20 — Avaliacido do espectro de densidade de poténcia do grupo muscimol (MUS) para o cortex
dorsomedial (CDM), durante o processo de aquisi¢cio de memdria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto
e das bandas presentes para ambientacdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre
bandas de frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a
densidade do espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de
frequéncias durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagdo entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2,
B3, B4 e BS5) para AMB vs. EXP. Em E, apresentac@o do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico
reptiliano na regido do cortex dorsomedial (CDM - em preto). O grupo muscimol ndo apresenta alteragdes
significativas da poténcia durante a aquisicdo, em que ¢ observado prejuizo de funcdo através da ndo
correspondéncia eletrofisiologica no dominio da frequéncia. Foi utilizado teste t para as comparagdes par a par.
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Figura 21 - Avaliacio do espectro de densidade de poténcia do grupo muscimol (MUS) para o cortex lateral
(CL), durante o processo de aquisicio de meméria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto e das bandas
presentes para ambientagdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre bandas de
frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a densidade do
espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de frequéncias
durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagdo entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2, B3, B4 ¢ BS)
para AMB vs. EXP. Em E, apresentacdo do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico reptiliano
na regido do cortex lateral (CL - em preto). O grupo muscimol apresenta prejuizo durante a aquisi¢do que ¢é
observada através da ndo correspondéncia da analise eletrofisiologica no dominio da frequéncia. Foi utilizado teste
t para as comparagdes.
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Figura 22 - Avaliacdo do espectro de densidade de poténcia do grupo controle (CTL) para o cértex
dorsomedial (CDM), durante o processo de consolidacio de memdria aversiva. Em A, apresentamos o sinal
bruto e das bandas presentes para ambientagdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido
entre bandas de frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em
C, a densidade do espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas
de frequéncias durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagao entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2,
B3, B4 ¢ BS) para AMB vs. EXP. Em E, apresenta¢do do encéfalo com marcagdo do ntcleo do cortex telencefalico
reptiliano na regido do CDM (em preto). Observa-se uma reprodugdo de caracteristicas percebidas do grupo
controle, do treino para o teste, durante a consolidagdo, com correspondéncia da analise eletrofisiologica no
dominio da frequéncia. Foi utilizado teste t para as comparagoes.



67

e WA n
A VNS

MMMMM MA“

ey AMMWMM
198 1985 199 199.5 200 200 5 201
Tempo (s)

AMB EXP R
40 510°

Poténcia

o
'

Frequéncia (Hz)
X
=

Poténcia

ar.= =L P EPE e e e
300 400 500

ML(D)—|— ML (E)

Tempo (s) 5

5:10 P
©
o

N &

L 3

— o

©

Q

c 0 o

‘g 110

o

o

w

Poténcia

Sidiair o) el e st ot bRt B
100 200 300 400 500
Tempo (s)

. AMB.
m EXP.

N —— AMB.
——EXP.

O
Poténcia (log)
o '5 o
— —
*
;}
-5
o
Poténcia norm
o —
= =

Banda da frequéncia (Hz)

40 58

Frequéncia (Hz) Banda da frequenma Hz

Figura 23 - Avaliacio do espectro de densidade de poténcia do grupo controle (CTL) para o cértex lateral
(CL), no processo de consolidacio de memoria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto e das bandas
presentes para ambientagdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre bandas de
frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a densidade do
espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de frequéncias
durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagao entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2, B3, B4 ¢ BYS)
para AMB vs. EXP. Em E, apresentag@o do encéfalo com marcag@o do nucleo do cortex telencefélico reptiliano
na regido do cortex lateral (CL - em preto). Observa-se uma reprodug@o de caracteristicas percebidas no grupo
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Figura 24 - Avaliacdo do espectro de densidade de poténcia do grupo muscimol (MUS) para o cortex
dorsomedial (CDM), durante o processo de consolidacio de meméria aversiva. Em A, apresentamos o sinal
bruto e das bandas presentes para ambientagdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido
entre bandas de frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em
C, a densidade do espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas
de frequéncias durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparacao entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2,
B3, B4 ¢ BS5) para AMB vs. EXP. Em E, apresentac@o do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico
reptiliano na regido do cortex dorsomedial (CDM - em preto). Observa-se uma reproducdo de caracteristicas
percebidas no grupo muscimol, do treino para o teste, para a consolidagcdo, com correspondéncia da analise
eletrofisiologica no dominio da frequéncia. Foi utilizado teste t para as comparagdes.
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Figura 25 — Avaliacdo do espectro de densidade de poténcia do grupo muscimol (MUS) para o cértex lateral
(CL), durante o processo de consolida¢io de meméria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto ¢ das bandas
presentes para ambientagdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre bandas de
frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia ¢ ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a densidade do
espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de frequéncias
durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagao entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2, B3, B4 e B5)
para AMB vs. EXP. Em E, apresenta¢do do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico reptiliano
na regido do cortex lateral (CL - em preto). Observa-se uma reproducdo de caracteristicas percebidas do grupo
muscimol, do treino para o teste, para a consolidagdo, com correspondéncia da analise eletrofisiologica no dominio
da frequéncia. Foi utilizado teste t para as comparagdes.
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Figura 26 — Avaliacio do espectro de densidade de poténcia do grupo controle (CTL) para o coértex
dorsomedial (CDM), durante o processo de evoca¢io de memoria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto
e das bandas presentes para ambientagdo (AMB) e exposicdo (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre
bandas de frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a
densidade do espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de
frequéncias durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagdo entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2,
B3, B4 ¢ BS) para AMB vs. EXP. Em E, apresenta¢@o do encéfalo com marcagdo do nucleo do cortex telencefalico
reptiliano na regido do CDM (em preto). Para o grupo controle foram observadas caracteristicas reproduzidas do
treino para o teste no processo de evocagdo. Foi utilizado teste t para as comparagdes.
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Figura 27 — Avaliacio do espectro de densidade de poténcia do grupo controle (CTL) para o cortex lateral
(CL), durante o processo de consolidacdo da meméria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto e das bandas
presentes para ambientagdo (AMB) e exposi¢do (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre bandas de
frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a densidade do
espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de frequéncias
durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagao entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2, B3, B4 ¢ BYS)
para AMB vs. EXP. Em E, apresentacdo do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico reptiliano
na regido do CL (em preto). Para o grupo controle foram observadas caracteristicas reproduzidas do treino para o
teste no processo de evocagao. Foi utilizado teste t para as comparacdes.
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Figura 28 — Avaliacio do espectro de densidade de poténcia do grupo muscimol (MUS ) para o cortex
dorsomedial (CDM), no processo de evocacdo da memdria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto ¢ das
bandas presentes para ambientacdo (AMB) e exposicao (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre bandas
de frequéncias: 0-20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a densidade
do espectro de poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de frequéncias
durante o treino (TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagao entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2, B3, B4 e BS)
para AMB vs. EXP. Em E, apresentagdo do encéfalo com marcacdo do nucleo do cortex telencefalico reptiliano
na regido do CDM (em preto). Nao foram observados prejuizos do grupo muscimol durante a evocagdo, quando
avaliamos a atividade reproduzidas das bandas de frequéncia, no seu dominio. Foi utilizado teste t para as
comparagoes.
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Figura 29 — Avaliacdo do espectro de densidade de poténcia do grupo muscimol (MUS) para o cortex lateral
(CL), no processo de evocacdo da memoria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto e das bandas presentes
para ambientagdo (AMB) e exposicdo (EXP). Em B, o espectrograma esta divido entre bandas de frequéncias: 0-
20 Hz e 20-40 Hz de acordo com a poténcia e ocorréncia ao longo do tempo. Em C, a densidade do espectro de
poténcia foi normalizada para evidenciar melhor os picos de atividade das bandas de frequéncias durante o treino
(TR) e teste (TT). Em D, temos a comparagdo entre as bandas de 01 a 05 (B1, B2, B3, B4 e B5) para AMB vs.
EXP. Em E, apresentacdo do encéfalo com marcagdo do nicleo do cortex telencefalico reptiliano na regido do CL
(em preto). Nao foram observados prejuizos do grupo muscimol durante a evocagao, quando avaliamos a atividade
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Figura 30 — Avaliacdo comparativa entre grupo controle (CTL) e muscimol (MUS), durante o processo de
aquisiciio. Treino a esquerda e Teste a direita, comparamos a poténcia do grupo controle (CTL) e muscimol (MUS)
para as bandas 01 a 05, comparativamente AMB vs. AMB e EXP vs. EXP, tanto para o nicleo do cortex
dorsomedial (CDM) e cortex lateral (CL). Valores significativos * p < 0,05. Percebe-se que durante o treino o
grupo MUS tem poténcias maiores do que o grupo CTL e o inverso é observado no teste. Foi utilizado teste t para
as comparagoes.
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Figura 31 — Avalia¢io comparativa entre grupo controle (CTL) e muscimol (MUS), durante o processo de
consolidacdo. Apenas para o teste, comparamos a poténcia do grupo controle (CTL) e muscimol (MUS) para as
bandas 01 a 05, comparativamente AMB vs. AMB e EXP vs. EXP, tanto para o ntcleo do cortex dorsomedial
(CDM) e cortex lateral (CL). Valores significativos * p < 0,05, *’ marginalmente significativos p < 0,06. Para a
consolidacdo observamos que do grupo MUS para o CTL durante o teste, para o CDM apresentou menor poténcia
durante a exposicao, ja para o CL ndo foi observada diferenga. Foi utilizado teste t para as comparagoes.



76

- 1 cTL
EVOCACAQO - (teste) 1 mus
CDM CL Banda 1
—_— * —_— * —

£ 2 £ 2 E 2
2 24 24
g £ g
0
AM EXP - EXP
Banda 2
g g2 €7,
o ] o]
£ £1 £1 g
2 o g g ©
0
EXP - EXP
Banda 3 Banda 3
3 ey 4 g2 =
s} 5] s} S o
£ £1 £1 £1 %
b 4 ki 5
0 0 T ol©
EXP - EXP EXP - EXP
. 515142 Banda 4
£ £ 2 — —
£ 5 E2 E
£ £ 1 o S
= = €1 £1
(o] [a] —— 4
= = o g g
- 0 0
EXP - EXP A EXP - EXP
Banda 5
— —2 Banda 5
£E°0 £ Q 20 E
(=] (=] = —
E1 9 12 18 g, g,9
° 5 |8 - - o)
%0 o = 0 < o] & @ |

AMB - AMB

m
>
T
m
>
T
>
=
™
>z
=
@
-
x
o
m
x
o

Figura 32 — Avaliacio comparativa entre grupo controle (CTL) e muscimol (MUS), durante o processo de
evocaciio. Apenas para o teste, comparamos a poténcia do grupo controle (CTL) e muscimol (MUS) para as bandas
01 a 05, comparativamente AMB vs. AMB e EXP vs. EXP, tanto para o nticleo cortex dorsomedial (CDM) e
cortex lateral (CL). Valores significativos * p < 0,05, *’ marginalmente significativos p < 0,06. Para a evocagdo
observamos que o grupo MUS durante o teste, para o CDM apresentou menor poténcia durante a exposi¢ao, ja
para o CL, nao foi observada diferencas. Foi utilizado teste t para as comparagoes.

Em resumo apresentamos a tabela que indica se houve aumento (+), redugao (-)
ou neutralidade (0) entre as fases de ambientagdo e exposi¢cdo, para o treino ¢ teste e para os
grupos CTL e MUS nos processos de aquisi¢do, consolidacdo e evocacdo . Esses dados nos
ajudam a entender que para o parametro da poténcia, o maior prejuizo estd associado ao
processo de aquisicdo de memoria aversiva, pois foi nesse passo que se observa a maior
quantidade de prejuizos acumulados.

Tabela 3: Resumo dos resultados através da analise do espectro de poténcia

Poténcia

Grupo Treino Teste Processo mnemonico
Ambientagdo  Exposi¢do  Ambientacdo  Exposigdo

CTL_AQ - + + - Acuisica

MUS AQ 0 0 0 0 quisigao

CTL_CON ) N i N Consolidagdo

MUS CON - + - +

CTL EVO - + - + Evocagdo
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MUS EVO - + + -
Nota: Grupo Controle: na aquisicdo (CTL_AQ), consolidagdo (CTL_CON), evocag¢do (CTL_EVO), Grupo
Muscimol: na aquisicdo (MUS_AQ), consolidagdo (MUS_CON), evocagdo (MUS_EVO); no treino e teste na fase
de ambientacdo ¢ exposi¢ao.

5.5 Coeréncia de sinal

A coeréncia do sinal foi avaliada entre os nucleos cortex dorsomedial e lateral com base
na avaliagdo das frequéncias através do valor de poténcia do estimador de periodizagdo teoria
da comunicagdo através da coeréncia. Além disso, foi avaliado através do valor de fase de
frequéncia (VFF) entre os nucleos para cada grupo para os trés processos estudados: aquisi¢ao

(Figura 33), consolidagao (Figura 34) e evocagao (Figura 35).

5.5.1 Coeréncia para o Grupo CTL

Para a aquisi¢do, os nticleos do cortex dorsomedial e lateral apresentaram alta coeréncia
durante toda a atividade, aumentando durante o processo de exposi¢ao ao estimulo aversivo,
assim, foi observado uma coeréncia média durante o treino de 0,92 e durante o teste de 0,31, e
apontou sobre a faixa de frequéncias (0:0,07:50) que durante o treino em todos os animais do
grupo controle foi maior do que no teste (t(683) = 78,65, p < 0,001). Para a consolidagdo, a
coeréncia média no treino foi de 0,76 e no teste de 0,8 (1(683) = 12,43, p < 0,001). Para a
evocagao, a coeréncia média no treino foi de 0,72 e no teste de 0,42 (t(683) = 62,08, p <0,001).
A coeréncia de atividade para o grupo controle nos mostra a participagao ativa da comunicacao
direta entre os ntcleos durante a exposi¢do aversiva ao gato, no entanto, ela é reduzida numa

reexposicao sem a presenca do estimulo aversivo.

5.5.2 Coeréncia para o Grupo MUS

Para a aquisi¢cdo, os nucleos do dorsomedial e lateral apresentaram alta coeréncia
durante toda a atividade, aumentando durante o processo de exposicdo ao estimulo aversivo.
Foi observado uma coeréncia baixa durante o treino de 0,01 ¢ média durante o teste de 0,49,
comparativamente o treino para o grupo MUS obteve menor coeréncia do que no teste (t(683)
= 174,94, p < 0,001). Para a consolidacdo, a coeréncia média no treino foi de 0,96 e no teste
de 0,5, o que aponta uma redu¢do da coeréncia (t(683) = 43,71, p < 0,001), inversamente a
aquisi¢do, mas muito semelhante com os resultados do grupo controle. Para a evocagao, a

coeréncia média no treino foi de 0,94 e no teste de 0,4, o que aponta uma reducao da coeréncia
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também (t(683) = 64,08, p < 0,001). Com a coeréncia de atividade reduzida no grupo MUS
durante a aquisi¢cdo, podemos perceber que a dependéncia da comunicagao através da coeréncia
do CL para o CDM ¢ prejudicada e traz prejuizos quanto a aquisi¢do da informag¢do. Quando
seguir ao proximo topico de avaliacdo de fase, percebe-se que na aquisicdo o grupo MUS tem
um padrdo de comunica¢do com valores de coeréncia reduzidos, o que torna aleatérias as
ocorréncias de associacdo de fase-fase que esta associada a indugdo de atividade do cortex

lateral ao dorsomedial.

5.5.3 Coeréncia entre as fases dos nacleos

O teste reporta que ha efeito de grupo (F(2,24) =94,15,p <0,001, 6 =0,89) ao comparar
os valores de coeréncia para delta-beta. O grupo MUS AQ apresenta o menor valor de
coeréncia em delta-beta comparado aos outros grupos. Apresentamos as principais diferencas

na andlise de pos-teste de bonferroni na Tabela 4.

Tabela 4 — Avaliacio de pos-teste entre/intra grupo CTL e MUS (VFF: 6—)

Pos-TT entre os grupos - VFF: 6—f3 t gl p

CTL TR EXP - MUS CON TR EXP -11.46 24 7,37E-09
MUS_AQ TR EXP - MUS_CON TR EXP -10.03 24 1,02E-07
MUS CON TR EXP - MUS_EVO TR EXP 12.23 24 1,93E-09
MUS _CON TR EXP - MUS_EVO TT EXP 11.86 24 3,62E-09
MUS _AQ TT EXP - MUS_CON TR EXP -9.07 24 6,91E-07
MUS CON TT EXP - MUS CON TR EXP -26.40 24 2,11E-14

Nota: siglas — delta (J), beta (3), grupo controle (CTL), grupo muscimol (MUS), treino (TR), teste (TT), EXP
(exposicao). Valor de p corrigido pelo numero de comparacao (gl) pelo pos-teste de Bonferroni.

Para os valores de coeréncia para delta-gamawaixa) reporta efeito de grupo (F(2,24) =
150,71, p < 0,001, 6 =0,92) a0 comparar os valores de coeréncia para delta-gamaaixa). O grupo
MUS AQ também apresenta o menor valor de coeréncia comparado aos outros grupos.

Apresentamos as principais diferencas na analise de pos-teste de bonferroni na Tabela 5.

Tabela 5 — Avaliaciio de pos-teste entre/intra grupo CTL e MUS (VFF: 8—ym)

Pos-TT entre os grupos — VFF: §—ym t gl p
CTL AQ TR EXP - MUS CON TR EXP -9.94 24 1.22E-07
CTL_ AQ TT EXP -MUS_CON TR EXP -8.01 24 6.40E-06

MUS AQ TR AMB -MUS _CON TR EXP -6.60 24 1.50E-04



MUS_AQ TT AMB - MUS_AQ TT EXP
MUS_AQ TT EXP - MUS_CON TR EXP
MUS_AQ TR EXP — MUS_CON TR EXP
MUS_CON TR AMB — MUS_CON TR EXP
MUS_CON TT EXP - MUS_CON TR EXP
CTL TR EXP - MUS_AQ TR EXP
MUS_CON TR EXP — MUS_EVO TT EXP

-7.02
-6.26
-8.27
-31.72
-33.31
-10.31
8.65

24
24
24
24
24
24
24
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5.72E-05
3.32E-04
3.69E-06
2.10E-14
2.10E-14
5.98E-08
1.63E-06

Nota: siglas — delta (0), gama baixa (ym), grupo controle (CTL), grupo muscimol (MUS), treino (TR), teste (TT),
ambientacdo (AMB), exposicdo (EXP). Valor de p corrigido pelo nimero de comparagio (gl) pelo pos-teste de

Bonferroni.

Para os valores de coeréncia para delta-gamai) foi reportado efeito de grupo (F(2,24)

=94,79,p < 0,001, 6 = 0,89) a0 comparar os valores de coeréncia para delta-gamaaita). O grupo

MUS AQ também apresentou o menor valor de coeréncia em delta-gamagiwa) comparado aos

outros grupos. Apresentamos as principais diferencas na andlise de pos-teste de bonferroni na

Tabela 6.

Tabela 6 — Avaliaciio de pos-teste entre/intra grupo CTL e MUS (VFF: —yM)

Pos-TT entre os grupos — VFF: §—-yM t gl p

MUS_AQ TR AMB -MUS_AQ TR EXP -4.60 24 3.19E-02
MUS_AQTT EXP - MUS_CON TR EXP -4.99 24 1.19E-02
MUS_CON TR AMB - MUS_CON TR EXP -63.51 24 8.17E-26
MUS_CON TT EXP - MUS_CON TR EXP -21.21 24 1.30E-14
MUS_CON TR EXP - CTL TT EXP 6.76 24 1.50E-04
MUS_CON TR EXP -MUS_EVO TT EXP 6.76 24 1.49E-04
MUS_CON TR EXP —MUS _EVO TR EXP 5.68 24 2.10E-03

Nota: siglas — delta (0), gama alta (YM), grupo controle (CTL), grupo muscimol (MUS), treino (TR), teste (TT),
ambientacdo (AMB), exposicdo (EXP). Valor de p corrigido pelo nimero de comparagdo (gl) pelo pos-teste de

Bonferroni.

Para os valores de coeréncia para teta-beta o teste reporta efeito de grupo (F(2,24) =

22,39,p<0,001, 6 =0,65) ao comparar os valores de coeréncia para teta-beta. O grupo controle

durante o teste apresenta o maior valor de coeréncia em teta-beta comparado aos outros grupos.

Apresentamos as principais diferencas na analise de pos-teste de bonferroni na Tabela 7.

Tabela 7 — Avaliacio de pos-teste entre/intra grupo CTL e MUS (VFF: 0—)

P6s-TT entre os grupos — VFFF: 6—3 t gl p

CTLTT AMB - CTL TT EXP -12.23 24 1.92E-09
CTL TT EXP - CTL TR EXP 12.08 24 2.49E-09
CTLTT EXP - MUS AQ TT EXP 4.64 24 1.43E-02
CTL TT EXP - MUS _EVO TT EXP 4.64 24 1.43E-02
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CTLTT EXP - MUS_CON TR EXP 5.26 24 3.43E-03
CTL TT EXP -MUS EVO TR EXP 5.26 24 3.43E-03
CTL TR EXP - CTL TT EXP -5.15 24 4.50E-03
MUS CON TT AMB - CTL TT EXP -5.12 24 4.81E-03
MUS CON TR AMB - CTL TT EXP -4.66 24 1.38E-02

Nota: siglas — teta (0), beta (B), grupo controle (CTL), grupo muscimol (MUS), treino (TR), teste (TT),
ambientacdo (AMB), exposi¢do (EXP). Valor de p corrigido pelo nimero de comparagio (gl) pelo pos-teste de
Bonferroni.

Para os valores de coeréncia para teta-gamaaixa) 0 teste apontou efeito de grupo (F(2,24)
=44,36,p < 0,001, c=0,79) ao comparar os valores de coeréncia para teta- gamaaixa). O grupo
controle durante o teste apresenta o maior valor em teta- gamagaixa) cCOmparado aos outros
grupos. Apresentamos as principais diferencas na analise de pos-teste de bonferroni na Tabela

8.

Tabela 8 — Avaliaciio de pos-teste entre/intra grupo CTL e MUS (VFF: 6—ym)

Pos-teste entre os grupos — VFFF: 6—ym t gl p

CTLTT AMB -CTL TT EXP -19.87 24 5.73E-14
MUS CONTT AMB —CTL TT EXP -6.00 24  9.31E-04
CTL TR AMB - CTL TT EXP -22.36 24 3.88E-15
CTL TT EXP - MUS CON TT EXP 5.27 24  5.82E-03
CTL TT EXP - CTL TR EXP 24.96 24  3.08E-16
CTL TT EXP - MUS TT EXP 5.27 24 5.83E-03
CTL TT EXP — MUS TR EXP 5.44 24 3.81E-03

Nota: siglas — teta (0), gama baixa (ym), grupo controle (CTL), grupo muscimol (MUS), treino (TR), teste (TT),
ambientacdo (AMB), exposicao (EXP). Valor de p corrigido pelo nimero de comparacdo (gl) pelo método de
Bonferroni.

Para os valores de coeréncia para teta-gamaaia) observamos efeito de grupo (F(2,24) =
167,03, p < 0,001, 6 = 0,93) ao comparar os valores de coeréncia para teta-gamaita). O grupo
controle durante o teste apresentou o maior valor de coeréncia para teta-gamagia) em
comparagdo aos outros grupos. Apresentamos as principais diferencas na analise de pos-teste

de bonferroni na Tabela 9.

Tabela 9 — Avaliaciio de pos-teste entre/intra grupo CTL e MUS (VFF: 6—yM)
Pos-TT entre os grupos - VFFF: 6-yM trazdio gl  p-valor
MUS TT EXP AQUISICAO - CTL TT EXP CONSOLIDACAO -6.52 24 2.64E-04
CTL TT AMB CONSOLIDACAO - CTL TT EXP CONSOLIDACAO  -28.51 24 1.39E-17
CTL TT EXP CONSOLIDACAO - MUS TT EXP CONSOLIDACAO 8.28 24 4.71E-06
CTL TT EXP CONSOLIDACAO - CTL TR EXP CONSOLIDACAO 31.38 24 1.48E-18
CTL TT EXP - CTL TT AMB 7.92 24 1.05E-05
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CTLTT EXP - MUS _EVO TT AMB 7.92 24 1.05E-05
CTL TT EXP - MUS EVO TT EXP 8.28 24 4.72E-06

Nota: siglas — teta (0), alta (YM), grupo controle (CTL), grupo muscimol (MUS), treino (TR), teste (TT),
ambientacdo (AMB), exposicao (EXP). Valor de p corrigido pelo nimero de comparagdo (gl) pelo método de
Bonferroni.

Esse resultado revela uma nio centralizacdo do indice de modulagdo de fase para o
grupo MUS durante a aquisi¢do, o que o torna diferente do padrdo observado durante a
consolidagdo e evocacgao. Durante a consolidagdo, o grupo MUS que nao sofria efeito direto da
infusdo farmacologica, foi o grupo que apresentou maior atividade coeréncia comparados aos
grupos aquisi¢do e evocagdo. O grupo MUS na evocagdo foi o que apresentou menor atividade
de coeréncia de fase entre aquisi¢do e consolidagcdo, mas entre ambientacdo e evocagdo seguiu
o padrao de aumento, que foi observado no grupo controle.

Em resumo apresentamos a Tabela 10, que indica se houve aumento (+), reducao (-) ou
neutralidade (0) entre as fases de ambientagdo e exposi¢ao, para o treino e teste € para os grupos
nos processos de aquisi¢do, consolidagdo e evocacdo. Esses dados nos ajudam a entender que
para o parametro da coeréncia e valor de VFF, o maior prejuizo esta associado ao processo de
aquisicdo de memoria aversiva, pois foi nesse passo que se observa a maior quantidade de

prejuizos acumulados.

Tabela 10: Resumo dos resultados acerca da coeréncia e valor de VFF

Coeréncia

Grupo Treino Teste Processo mnemonico
Ambientagdo  Exposi¢do  Ambientacdo  Exposigdo

CTL AQ + + + + Aduisica

MUS AQ i i i i quisi¢éo

CTL_CON N N - N Consolidagao

MUS CON + + - -

CTL_EVO N N - N Evocagao

MUS EVO + + -

Nota: Grupo Controle: na aquisicdo (CTL_AQ), consolidacio (CTL_CON), evocagdo
(CTL_EVO), Grupo Muscimol: na aquisicdo (MUS AQ), consolidacgdo (MUS CON),
evocacdo (MUS_EVO); no treino e teste nas condi¢des de ambientagdo e exposi¢ao.
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Figura 33 — Coeréncia de atividade entre o cértex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) para treino e teste,
durante o processo de aquisicio de memoria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto do potencial de campo
local (PCL) do cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) em treino ¢ teste. Em B, o sinal de CDM e CL foi
sobreposto e separado entre treino (TR) e teste (TT) para confirmar a coeréncia em C. Em C, a forga da coeréncia
esta apresentada para as frequéncias de 1 — 50 Hz. Em D e E, apresentado o indice de modulagdo (Ind Mod) do
valor de frequéncia de fase (VFF) para o grupo controle (CTL) e muscimol (MUS), em que avaliamos a capacidade
do cortex lateral induzir padrao de banda de frequéncia no cortex dorsomedial, respectivamente. A escala de cor
das figuras D ¢ E indica uma escala de calor. Os dados expressdo como a comunicagdo entre os nucleos do cortex
dorsomedial (CDM) e lateral (CL) estava durante o processo de aquisi¢do de memoria aversiva, no grupo MUS

ndo ¢ observada coeréncia do sinal entre TR e TT, além de ndo haver uma centralizagdo do VFF comparada ao
controle.
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Figura 34 — Coeréncia de atividade entre o cértex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) para treino e teste,
durante o processo de consolidacdo de memdria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto do potencial de
campo local (PCL) do cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) em treino e teste. Em B, o sinal de CDM e CL foi
sobreposto e separado entre treino (TR) e teste (TT) para confirmar a coeréncia em C. Em C, a forga da coeréncia
estd apresentada para as frequéncias de 1 — 50 Hz. Em D e E, apresentado o indice de modulagdo (Ind Mod) do
valor de frequéncia de fase (VFF) para o grupo controle (CTL) e muscimol (MUS), em que avaliamos a capacidade
do cortex lateral induzir padrdo de banda de frequéncia no cortex dorsomedial, respectivamente. A escala de cor
das figuras D e E indica uma escala de calor. Os dados expressdo como a comunicagdo entre os nticleos do cortex
dorsomedial (CDM) e lateral (CL) estava durante o processo de consolidagdo de memoria aversiva, ndo ¢
observada diferengas na coeréncia do sinal, mas no valor de VFF observamos menor relagdo do grupo MUS

comparado ao CLT.
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Figura 35 — Coeréncia de atividade entre o cértex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) para treino e teste,
durante o processo de evocacio de memoria aversiva. Em A, apresentamos o sinal bruto do potencial de campo
local (PCL) do cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) em treino e teste. Em B, o sinal de CDM e CL foi
sobreposto e separado entre treino (TR) e teste (TT) para confirmar a coeréncia em C. Em C, a forga da coeréncia
esta apresentada para as frequéncias de 1 — 50 Hz. Em D e E, apresentado o indice de modulagao (Ind Mod) do
valor de frequéncia de fase (VFF) para o grupo controle (CTL) e muscimol (MUS), em que avaliamos a capacidade
do cortex lateral induzir padrdo de banda de frequéncia no cortex dorsomedial, respectivamente. A escala de cor
das figuras D e E indica uma escala de calor. Os dados expressao como a comunicagdo entre os nucleos do cortex
dorsomedial (CDM) e lateral (CL) estava durante o processo de evocagdo de memoria aversiva, em que ndo foram

observadas diferencas entre os grupos.
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5.6  Acoplamento de frequéncia cruzada (AFA)

O acoplamento de frequéncia-amplitude foi avaliado para os processos de aquisi¢ao
(Figura 40), consolidacao (Figura 41) e evocacao (Figura 42). Foi observada uma relacao de

interacdo entre os grupos a niveis de diferentes indices de modulagao.

Ao comparar os valores de indice de modulacdo delta-beta no cortex dorsomedial,
observou-se efeito de tempo (F(1,24) = 8,44, p = 0,008, 6 = 0,26) e memoria (F(2,24) = 4,67, p
= 0,01, o = 0,28). Os valores de indice de modulagdo sao maiores durante o teste do que no
treino (p = 0,04) (Figura 36). Quando avaliado os valores de indice de modulagdo delta-gama,
também foi observado efeito de condicao (F(1,24) =6,51,p=0,017,6=0,21),em que 0o IM ¢
maior para a EXP do que AMB (p = 0,02), e marginalmente significativo para efeito dos
processos de memoria (F(2,24) = 3,21, p= 0,05, 6 = 0,21) e efeito de grupo (F(1,24) = 3,67, p
=0,05, o =0,13) (Figura 37).
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Figura 36 — Interaciao do modelo fatorial para acoplamento de fase-amplitude (AFA - delta-beta) dos grupos
controle (CTL) e muscimol (MUS), do niicleo do cortex dorsomedial (CDM), durante os processos de
memoria. No eixo y estd indice de modulagdo (IM) do acoplamento entre delta-beta (6/f3) para o nticleo do cortex
dorsomedial (CDM). No eixo x estd a esquerda a tarefa que envolve a ambientagdo (AMB) e exposigao (EXP). Os
resultados estdo apresentados distribuidos nos trés processo de memoria, em que € observado o menor IM para o
grupo MUS na aquisicao.
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Figura 37 — Interacio do modelo fatorial para acoplamento de fase-amplitude (AFA - delta-gama) dos
grupos controle (CTL) e muscimol (MUS), do niuicleo do cortex dorsomedial (CDM), durante os processos
de memoria. No eixo y estd indice de modulagdo (IM) do acoplamento entre delta-gama (3/y) para o nticleo do
cortex dorsomedial (CDM). No eixo x esta a esquerda a tarefa que envolve a ambientagdo (AMB) e exposi¢do
(EXP). Os resultados estdo apresentados distribuidos nos trés processo de memoria, em que ¢ observado o menor
IM para o grupo MUS na aquisigao.

Ao comparar os valores de IM de delta-beta no cortex lateral observou-se efeito de
tempo (treino vs. teste) (F(1,24) = 13,01, p = 0,02, ¢ = 0,35) (Figura 38). Além disso foi
observado que durante o teste aumentou o indice de modulagdo comparado ao treino (p <
0,001). J& para os valores de indice de modula¢do delta-gama foi observado efeito de tempo
(treino vs. teste) (F(1,24) = 10,56, p = 0,03, 6 = 0,31) e memoria (F(1,24) = 13,01, p=0,02, ¢
= 0,35). Foi observado aumento do indice de modulagio na exposi¢do comparado a
ambientacdo (p = 0,003) e também foi observado para o processo de memoria da evocagao
comparado a aquisi¢ao (p = 0,04) (Figura 39).
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Figura 38 — Interacio do modelo fatorial para acoplamento de fase-amplitude (AFA - delta-beta) para os
grupos controle (CTL) e muscimol (MUS), do niicleo do cortex lateral (CL), durante os processos de
memoria. No eixo y estd indice de modulagdo (IM) do acoplamento entre delta-beta (6/) para o niicleo do cortex
lateral (CL). No eixo x estd a esquerda a tarefa que envolve a ambientacdo (AMB) e exposicao (EXP). Os
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resultados estdo apresentados distribuidos nos trés processo de memoria, em que € observado o menor IM para o
grupo MUS na aquisicao.
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Figura 39 — Interacdo do modelo fatorial para acoplamento de fase-amplitude (AFA - delta-gama) para os
grupos controle (CTL) e muscimol (MUS), do niicleo do cortex lateral (CL), durante os processos de
memoria. No eixo y estd indice de modulacdo (IM) do acoplamento entre delta-gama (3/y) para o nucleo do cortex
lateral (CL). No eixo x estd a esquerda a tarefa que envolve a ambientagdo (AMB) e exposi¢cdo (EXP). Os
resultados estdo apresentados distribuidos nos trés processo de memoria, em que € observado o menor IM para o
grupo MUS na aquisicio.

De maneira geral, o acoplamento fase-amplitude esta presente no processo de formacao
de memoria nos lagartos, principalmente quando observamos que a correspondéncia de
coeréncia de comunicagao entre os nucleos € correspondida. Quando o muscimol agiu na etapa
da aquisi¢do ao impedir a coeréncia de atividade entre o CL e CDM, percebemos que ndo houve
modulagdo significativa do grupo MUS na aquisicdo, principalmente quando avaliamos a
reexposicdo a tarefa e esperamos um aumento do acoplamento de fase-amplitude, o que foi
observado nas etapas de consolidacdo e evocagdo. O indice de modulagdo mostra a
funcionalidade da regido cerebral sobre fun¢des cognitivas.
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Figura 40 — Acoplamento fase-amplitude do grupo controle (CTL) e muscimol (MUS), do niuicleo cortex
dorsomedial (CDM) e lateral (CL) para treino (TR) e teste (TT), durante o processo de aquisicio de
memoria aversiva. Treino (TR) e teste (TT) estdo apresentados em dois blocos, separados entre o grupo controle
(CTL_CON) e muscimol (MUS_CON) que foram apresentados através de espectrogramas da ambienta¢ao (AMB)
e exposi¢do (EXP) nas frequéncias de 2-4 Hz (8) e 4-8 Hz (0). Os acoplamentos estdo dispostos em graficos de
barra para: de 2-4 (§) Hz modulando a amplitude de 20-30 () Hz e 40-50 (y) Hz, que indicam o indice de
modulacdo (IM (&/B) e IM (8/y)) da ambientagdo (AMB - barra preta) contra exposicao (EXP - barra vermelha),
respectivamente. A escala de cor indica a for¢a do indice de modulagdo (IM) para cada banda de frequéncia e

condi¢des experimentais. O ‘*’ indica as diferengas da exposigdo para a ambientagdo.
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Figura 41 — Acoplamento fase-amplitude do grupo controle (CTL_CON) e muscimol (MUS_CON), do
ntcleo cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) para treino (TR) e teste (TT), durante o processo de
consolidacio de memoria aversiva. Treino (TR) e teste (TT) estdo apresentados em dois blocos, separados entre
o grupo controle (CTL_CON) e muscimol (MUS_CON) que foram apresentados através de espectrogramas da
ambientacdo (AMB) e exposi¢cao (EXP) nas frequéncias de 2-4 Hz (d) e 4-8 Hz (). Os acoplamentos estdo
dispostos em graficos de barra para: de 2-4 (§) Hz modulando a amplitude de 20-30 () Hz e 40-50 (y) Hz, que
indicam o indice de modulacao (IM (&/f) e IM (6/y)) da ambientacdo (AMB - barra preta) contra exposi¢ao (EXP
- barra vermelha), respectivamente. A escala de cor indica a for¢a do indice de modulagdo (IM) para cada banda
de frequéncia e condigdes experimentais. O “*’ indica as diferengas da exposigdo para a ambientagdo.
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Figura 42 — Acoplamento fase-amplitude do grupo controle (CTL_EVO) e muscimol (MUS_EVO), do
nucleo cortex dorsomedial (CDM) e lateral (CL) para treino (TR) e teste (TT), durante o processo de
evocacio de memoria aversiva. Treino (TR) e teste (TT) estdo apresentados em dois blocos, separados entre o
grupo controle (CTL _CON) e muscimol (MUS CON) que foram apresentados através de espectrogramas da
ambientacdo (AMB) e exposicdo (EXP) nas frequéncias de 2-4 Hz (d) e 4-8 Hz (0). Os acoplamentos estdo
dispostos em graficos de barra para: de 2-4 (8) Hz modulando a amplitude de 20-30 () Hz e 40-50 (y) Hz, que
indicam o indice de modulacdo (IM (&/B) e IM (8/y)) da ambientagdo (AMB - barra preta) contra exposi¢do (EXP
- barra vermelha), respectivamente. A escala de cor indica a forca do indice de modulacdo (IM) para cada banda
de frequéncia e condi¢des experimentais. O ‘*’ indica as diferencas da exposi¢@o para a ambientagao.
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Em resumo apresentamos a Tabela 11, quando indica se houve aumento (+), reducao (-
) ou neutralidade (0) entre as fases de ambientacdo e exposicao, para o treino e teste e para os
grupos CTL e MUS nos processos de aquisi¢do, consolidagdo e evocacao. Esses dados nos
ajudam a entender que para o parametro do acoplamento de fase-amplitude, o maior prejuizo
estad associado ao processo de aquisi¢do de memoria aversiva, pois foi nesse passo que se
observa a maior quantidade de prejuizos acumulados.

Tabela 11 — Resumo dos resultados sobre o acoplamento de fase amplitude (AFA)

AFA

Grupo Treino Teste Processo mnemonico
Ambientacdo Exposicdo Ambientagdo  Exposi¢ao

CTL_AQ + + + + Aquisica

MUS AQ i i 0 0 quisi¢ao

CTL_CON N N N N Consolidacao

MUS CON - + - +

CTL_EVO N N N N Evocagao

MUS EVO - + - +

Nota: Grupo Controle: na aquisicdo (CTL_AQ), consolidagdo (CTL_CON), evoca¢do (CTL_EVO), Grupo
Muscimol: na aquisicdo (MUS_AQ), consolidagdo (MUS_CON), evocagdo (MUS_EVO); no treino e teste na fase
de ambientagdo e exposi¢do. Acoplamento de fase-amplitude (AFA).

5.7 A aquisicao prejudicada pelo muscimol

Tendo em vista a vasta dimensionalidade dos dados apresentados, foi possivel observar
que a maior alteracao do ponto de vista mnemonico, foi associado a etapa da aquisi¢ao. Isso
porque observamos uma atividade com aumento da poténcia das bandas de frequéncias maiores
dos grupos infundidos com muscimol comparadas aos grupos controle. A coeréncia de
atividade também foi significativamente alterada, que relatam prejuizo na comunicacdo do
cortex lateral com o dorsomedial. Além de um acoplamento de fase-amplitude reduzido quanto

ao processo da memoria.

A andlise sintetiza as variaveis em trés componentes principais, com autovalores de 7,51
(Dim-1), 4,35 (Dim-2) e 3,56 (Dim-3) que explicam a variancia dos dados em 70,1% de todos
os dados (Figura 43).

Para a Dim-1, temos a prevaléncia das poténcias associadas ao nicleo CDM e CL. A
poténcia das bandas de frequéncia do cortex dorsomedial e lateral explicam a variancia dos
dados em grande parte (tabela). Além disso € possivel visualizar o MUSCIMOL como um fator
preponderante na atividade das poténcias (r = 0,268, p = 0,003); o grupo MUS (evocagao —
teste; aquisi¢do — treino) durante o pico de agdo do muscimol na ambientagdo, apresentou um

aumento da poténcia estimada para a dimensdo 1 (Beta = 5, p < 0,001; Beta = 2, p < 0,05,
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respectivamente) o que correlaciona diretamente aos grupos MUS_AQ e MUS_EVO o aumento

da poténcias das bandas durante o treino e teste, respectivamente.

Para a Dim-2, temos a prevaléncia de caracteristicas do valor de fechamento de fase, em
que a coeréncia ¢ maior quanto maior a interagao entre os nucleos. Essa dimensao est4 associada
ao modelo fatorial apresentado anteriormente: memoria:grupo:dias:tarefa, em que apresentou
moderada participagdo na variancia explicada de 38% (R? = 0,38, p = 0,0008), que foram
divididos pelos grupos (R*= 11%, p = 0,004) e etapa de avaliagdo de memoria (R*= 6%, p =
0,02), que somados exlpicam 55% da variancia.

Para a Dim-3, a caracteristica chave ¢ o acoplamento de fase-amplitude (AFA) que
avalia o aumento da amplitude de frequéncias altas com a dire¢do do angulo de frequéncias
baixas, que permitem interpretar eletrofisiologicamente como uma tarefa pode estar sendo
respondida pelo animal. O modelo fatorial de interacdo explicou 40% da variancia explicada
(R2=0,4, p=10,0001). Os dias (treino e teste) explicam 7,2% da variancia, a tarefa (AMB e
EXP) explicam 5% e a etapa mnemonica explicam 7%, que somados explicam 59,2% da

variancia da dimensao.

A correlacdo dos indices de modulagdo pode ser consultada na Tabela 12.

Tabela 12 — Indices de correlagdo das componentes principais com as variaveis

Dimensdo Variavel Correlagdo (1) p-valor
Dim-1 Poténcia (CDM, Banda Teta) 0,925 <0,001
Poténcia (CDM, Banda Alfa) 0,9 <0,001
Poténcia (CDM, Banda Beta) 0,89 <0,001
Poténcia (CDM, Banda Gama) 0,9 <0,001
Poténcia (CL, Banda Beta) 0,915 <0,001
Poténcia (CL, Banda Alfa) 0,914 <0,001
Poténcia (CL, Banda Gama) 0,909 <0,001
Infusdo de Muscimol 0,268 0,003
Dim-2 Coeréncia (CL -> CDM, Delta-Gama (alta)) 0,875 <0,001
Coeréncia (CL -> CDM, Teta-Gama (baixa)) 0,871 <0,001
Coeréncia (CL -> CDM, Teta-Beta) 0,868 <0,001
Coeréncia (CL -> CDM, Delta-Gama (baixa)) 0,846 <0,001
Coeréncia (CL -> CDM, Teta-Gama (alta)) 0,810 <0,001
Coeréncia (CL -> CDM, Delta-Beta) 0,793 <0,001
Dim-3 Acoplamento de Fase-Amplitude (CDM, Delta-Gama) 0,935 <0,001
Acoplamento de Fase-Amplitude (CL, Delta-Gama) 0,921 <0,001
Acoplamento de Fase-Amplitude (CL, Delta-Beta) 0,9 <0,001
Acoplamento de Fase-Amplitude (CDM, Delta-Beta) 0,877 <0,001
Infusdo de Muscimol 0,22 0,01

Nota: Para a Dim-1, o MUSCIMOL foi identificado como um fator preponderante na atividade das poténcias
(r=0,268, p=0,003); o grupo MUS (evocagao — teste; aquisi¢ao — treino) durante o pico de agdo do muscimol
na ambientagdo, apresentou um aumento da poténcia estimada para a dimensao 1 (Beta =5, p <0,001; Beta
=2, p <0,05, respectivamente).
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Figura 43 — Avaliacdo do efeito do muscimol sobre processos mnemaonicos. Reduzimos as varias dimensdes
em duas principais dimensdes que apontam o maior efeito de acordo com a variancia dos grupos, associada a
poténcia das (POT em uV?) e coeréncia (VFF) dos dados sobre a perspectiva do modelo experimental proposto,
para a modulagdo do processo de aquisi¢do pela interagdo dos nucleos do cortex lateral (CL) > cortex dorsomedial
(CDM), bandas delta-beta (6/B), delta-gamaaixa) (6/Ym), delta-gamagaiw (6/ym), teta-beta (6/B), teta- gama(baixa)
(0/ym), teta- gama(alta) (8/ym).

5.8  Andlise do sinal de neurdnios piramidais

Apresentamos os resultados descritivos com base no protocolo whole-cell com fixagao
de voltagem e da avaliagdo corrente-voltagem. Avaliamos os registros unitarios de 15 neurénios
também as caracteristicas do potencial de membrana, capacitincia e corrente dos neurdnios
piramidais do hipocampo reptiliano. Com base nesses dados, conseguimos caracterizar que o
potencial de repouso de membrana dos neurdnios piramidais estd em -65,8 £2.24 mV (n= 15,
[-88; -54]), com capacitancia em 11,07 £ 0,59 pF (n =15, [8,46; 16,55]) a corrente de saida esta
em 95,37 £ 1,91 pA (n=15,[76,37; 122,05]), ja a corrente de entrada ocorre em -60,99 + 1,29
pA (n=15,[-47,55; -89,59]).

Essas caracteristicas sdo importantes, pois nos auxiliam a enxergar as distribui¢des dos
picos de correntes presentes na grande maioria dos sinais coletados através dos 15 neurdnios,

que apresentaram registro eletrofisioldogico adequado. Foram observadas 5 correntes,
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declaradas em “a”, “b”, “c”, “d” e “e”, dessas correntes a “a” esta associada a uma corrente de

r

cloreto, “b” estd associado a uma corrente curta de potéssio, “c” ¢ uma corrente de sddio, “d” ¢

[ P4

uma corrente retardada de potassio, “e” uma corrente retificadora.

As correntes apresentam caracteristicas especificas com a variacdo de voltagem e
enfatiza-se a grande participagdo da provavel corrente de potassio em todas as etapas da

variacdo de potencial.

A Figura 44 mostra o modelo aplicado na interpretacdo dos resultados em Whole-cel
voltage clamp que apresentamos o modelo de correntes que foram registradas nos neurénios
piramidais. Esses dados nos auxiliam na compreensao de mecanismos acerca da atuagao do
potencial de campo local no registro eletrofisioldgico dos ntcleos.

Figura 44 — Caracterizacio do perfil das correntes idnicas em neurdnios piramidais.

B
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Legenda: Em A esta presente o protocolo de Whole-cell voltage clamp para registro do perfil eletrofisiologicas das
correntes i0nicas caracteristicas do neuronio piramidal. Em B esta temos os intervalos e voltagens especificas
utilizadas no protocolo A. Em C esta presente as correntes idnicas mais observadas: “a”, “b”, “c”, “d” e “e”. Em
D esta presente o fluxo das correntes idnicas mediante a flutuacdo do potencial de membrana estabelecido pelo
protocolo A. Em E ocorre o processamento cruzado entre a corrente e a variagdo do protocolo de Whole-cell
voltage clamp. Em F apresentamos o pico e vale das correntes transientes e capacitivas. “a” corrente de cloreto,
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[IP%1) (TR L)

“b” corrente transiente de potassio, “c” corrente de sodio”, “d” corrente capacitiva de potassio, “e” corrente
retificadora.

6 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos a integracao dos cortices dorsomedial e lateral do lagarto
Tropidurus hispidus durante os processos de memdria aversiva, além de caracterizar a atividade
elétrica de neurdnios piramidais no cortex dorsomedial. Durante a inibi¢cdo farmacologica do
cortex lateral, observamos prejuizos na comunicagdo com o cortex dorsomedial, refletidos em
alteracdes no comportamento de congelamento, na avaliagdo ao longo do tempo e na frequéncia
da atividade cerebral do grupo MUS durante a aquisi¢do da memoria aversiva. Essas alteracdes
resultaram em dificuldades no processo de aquisicdo da memoria aversiva no lagarto estudado.
Além disso, em relagdo as caracteristicas biofisicas dos neurdnios piramidais do cortex
dorsomedial, observamos que o potencial de membrana em repouso ¢ semelhante ao observado
em mamiferos roedores, enquanto as correntes registradas sdo comparaveis entre lagartos,

tartarugas e de magnitudes menores do que as registradas em mamiferos.

Para iniciar a discussdo, ¢ importante abordar a caracteristica comportamental de
congelamento. Estudos anteriores investigaram o processo de formagdo da memoria aversiva
em lagartos da espécie T. hispidus. Esses estudos demonstraram que, ap6s a exposi¢ao a um
gato doméstico, os lagartos apresentaram alteragdes comportamentais, como um aumento no
comportamento de congelamento durante a fase de treinamento. Além disso, na fase de teste,
quando os lagartos foram expostos apenas a gaiola vazia, eles também apresentaram um maior
tempo de congelamento em comparagao aos animais que nao foram expostos ao gato doméstico
durante o treinamento (MEDEIROS, 2019; SANTOS, 2018, 2016). Em nosso estudo, seguindo
um protocolo semelhante, também observamos um aumento no comportamento de
congelamento dos lagartos durante a exposi¢do ao gato doméstico e durante a reexposi¢cdo a
gaiola vazia durante a fase de teste. Além disso, observamos que a inibi¢do do cortex lateral
durante a fase de aquisicdo alterou esse padrdo comportamental, o que indica um possivel
prejuizo nos processos de memoria. Esses resultados reforcam a perspectiva de que memorias
associadas a emogdes tém um papel importante no aprendizado e indicam que ocorreram
alteracdes na comunicac¢do neuronal durante o processo de formagao da memoria aversiva.

A variabilidade eletrofisiologica ao longo do tempo tem sido descrita em estudos com
humanos, para enfatizar que diferentes eventos e comportamentos podem ser percebidos através

do registro eletrofisiologico. Em estudos recentes, com humanos, o condicionamento foi
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associado a exposi¢do a sequéncia de fotos que variavam fenotipos emocionais e avaliaram a
capacidade de reacao emocional € a memorizagdo de sequéncia de eventos, em que foi revelada
diferencas funcionais que diferenciam comportamentos heterogéneos no registro
eletrofisiologico. Essa perspectiva enfatiza a necessidade de métodos diferentes para explorar
os dados e caracterizar eventos eletrofisioldgicos. Quando se analisa a comunicagdo neuronal
ao longo do tempo, ¢ possivel distinguir a funcionalidade, em que o sinal oscila com padroes
distintos durante a tarefa e como os individuos ficam distribuidos para cada condigdo
(SCHEITHAUER et al., 2019; Y1 et al., 2022). Nossos achados corroboram o que ha descrito
na literatura porque foram observados diferentes niveis de amplitude no mesmo sinal quando
se avalia as condigdes impostas no periodo de registro. Esses pontos remetem as condigoes de
ambientacdo e exposi¢do do animal na tarefa mnemonica, em que fica evidente que um conjunto
de dados responderam ao periodo de ambientag¢do e outro conjunto ao periodo da exposicao.
Por fim, o grupo MUS AQ apresenta a maior dispersdo em relagdo aos outros grupos, o que
sugere que, para esse grupo, a tarefa nao foi diferenciada como nos outros grupos, indicando a
possibilidade de um efeito atenuado da inibicdo farmacologica do cortex lateral na resposta

eletrofisiologica durante a tarefa mnemonica.

Ao examinar perfis heterogéneos no sinal, a partir da perspectiva funcional, foi
necessario partir para a caracterizagdo em funcao da frequéncia. Para os répteis ja ha relatos na
literatura de que a faixa de frequéncia dominante desse grupo de répteis senta-e-espera esta
entre 1 —4 Hz tanto em registro durante o sono quanto despertos. Enquanto que a presenca de
faixas de frequéncias maiores (> 20 Hz) est4 associada a presenca de estimulos externos ou de
fusos de sono REM observado em dareas do cortex medial (Gekko gecko), regido dorso-
ventricular (Pogona Viticeps) e dorsal (Gekko gecko, Pseudemys e T. hispidus) (GAZTELU;
GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991; NORIMOTO et al., 2020; SANTOS, 2021). No entanto,
para os répteis que sdo forrageadores como a Iguana iguana, nas etapas de atividade
comportamental foi observado que sua faixa de atividade est4 entre 8 — 12 Hz e durante o sono
reduz para 5 —9 Hz (AYALA-GUERRERO; MEXICANO, 2008). Uma importante observagao
da relacao das bandas de atividade esta associada a banda 01, de menor frequéncia, que possui
a maior amplitude durante toda a atividade animal experenciada. Essa diferenciacdo aumenta a
variabilidade de atividade eletrofisioloégica e diferencia comportamentos entre diferentes
individuos, o que pode indicar que ha diferencas para outros animais também. Nossos

resultados mostraram que os nucleos dorsomedial e lateral também preservam essa
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caracteristica da baixa frequéncia e parece estar associado a manutencdo da atividade

comportamental dos répteis.

Além disso, quando os répteis sdo expostos a situagdes estressoras, observa-se um
aumento da poténcia de frequéncias mais altas, como foi observado para o G. gecko e
Pseudemys. Para essas espécies, a avaliagdo foi realizada com os animais anestesiados, € o
estresse causado por meio da exposicdo a jatos de ar pressurizados em suas narinas resultou em
aumento da poténcia em frequéncias maiores que 20 Hz (GAZTELU; GARCIA-AUSTT;
BULLOCK, 1991). No entanto, para o 7. hispidus, a exposicao a estimulos aversivos no cortex
dorsal j& demonstrou um aumento persistente na poténcia para frequéncias acima de 15 Hz,
tanto durante o treino quanto durante o teste (SANTOS, 2021). No presente estudo, os lagartos
desafiados em uma condi¢do normotipica durante a tarefa de exposi¢ao aversiva foram capazes
de reproduzir aumentos na poténcia das frequéncias de 12 a 35 Hz, tanto no cortex dorsomedial
quanto no cortex lateral. No entanto, ao avaliar os lagartos que receberam a infusdo agonista
GABA¢érgica para modular o processo de aquisi¢do, observamos um padrdo de poténcia que
variou entre reducdes e aumentos nas bandas de frequéncia lentas a rapidas. Lai et al. (2015)
observaram que o efeito da infusdo de muscimol resulta em uma reducdo aguda seguida de um
processo de recuperagdo da poténcia normo-tipica das bandas de frequéncia basais de ratos
Wistar jovens machos adultos. Esse efeito de redugdo e recuperagdo € caracteristico do efeito
agudo do muscimol e do decaimento de atividade na faixa de meia-vida. Essa avaliagdo permite
compreender aspectos observados em fung¢ao do tempo e da frequéncia, uma vez que durante a
tarefa mnemonica, o efeito do muscimol prejudicou a poténcia do sinal neuronal durante o

processo de aquisi¢ao.

Trabalhos envolvendo investigacdo eletrofisioldgica de atividades de memoria t€m
avaliado ocorréncias de frequéncias teta e gama, assim como variagdes em suas poténcias, em
mamiferos humanos e ndo-humanos (DUZEL; PENNY; BURGESS, 2010). Um estudo
realizado por Steenland, Li e Zhuo (2012) demonstrou que a regido do cortex cingulado
anterior, que se comunica extensivamente com o hipocampo e a amigdala, apresentou um
aumento significativo da poténcia nas bandas de frequéncia de 2 a 4 Hz durante a etapa de
habituacao e condicionamento, de 4 a 7,5 Hz durante o treinamento e de 13 a 20 Hz durante o
intervalo entre os estimulos em um modelo de memoria aversiva condicionada (som e choque)
em camundongos machos jovens. Essas altera¢des nas bandas de frequéncia foram observadas
durante a avaliacdo de risco e evocacdo da memoria. Similarmente, respostas semelhantes

foram observadas em estudos envolvendo estimulos condicionantes (exposi¢ao ao gato como
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contexto aversivo) com o lagarto Tropidurus hispidus (SANTOS, 2021), ou para eventos de
estresse agudo, como apresentado pelo registro no G. gecko (GAZTELU; GARCIA-AUSTT;
BULLOCK, 1991). Durante o presente estudo com o Tropidurus hispidus, observamos um
aumento da amplitude do sinal em frequéncias maiores (> 4 Hz), confirmando que o estimulo
externo afeta o potencial de campo e que essa ¢ dependente da tarefa condicionante. Além disso,
¢ importante ressaltar que a prevaléncia da banda 01 (1 — 4 Hz) contribui para o aumento de

poténcia das frequéncias na faixa de 15 e 50 Hz.

Tanto em mamiferos nao-humanos (BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013)
quanto em humanos (KIM; WOO; WOOQ, 2017) a atividade estressora mantem niveis altos de
atividade na faixa entre 15 e 50 H. Essa condigao esta caracterizada a correlacao desses eventos
com a maior sinalizagdo entre neuronios nos nucleos registrados. A presenga de frequéncias
altas ¢ muito importante porque reflete um aumento de atividade neuronal que ocorre tanto a
exposicdo quanto na reexposicdo a situagdes estressoras (EINEVOLL et al., 2013). Essa
percep¢ao indica uma alteragdo significativa nos grupos estudados, o que ¢ relevante para a
evocacdo da informacdo no dia do teste. No grupo MUS AQ, a avaliagcdo do registro ndo ¢
reproduzida do treino para o teste, sugerindo que o aumento da atividade na faixa beta-gama
requer a integragdo preservada entre os nucleos para uma aprendizagem efetiva da tarefa. Além
disso, a relagdo observada no grupo MUS AQ pode estar associada ao papel do cortex lateral
no cortex dorsomedial. Ao considerar a composi¢ao do cortex lateral, é possivel entender que
o mecanismo de regula¢do inibitdria e excitatoria, proporcionado pela diversidade de neuronios
gabaérgicos e glutamatérgicos, participa do ciclo de resposta oscilatéria do cortex dorsomedial.
A inibigdo do cortex lateral pode desempenhar um papel importante nas alteragdes na poténcia

das bandas de frequéncia durante a aquisi¢do e evocagao da memoria.

Estudos realizados com répteis, como o G. gecko (senta-e-espera) e Emys orbicularis
(BELEKHOVA, 1981; GAZTELU; GARCIA-AUSTT; BULLOCK, 1991) mostrou que
através de estimulos luminosos diretamente na retina (padrao de feixes pulsados) e de odores
(dieta alimentar) foi percebido aumento de atividade em faixas de frequéncias altas. E para o
Pogona vitticeps observou-se um aumento de poténcia na faixa de frequéncias acima de 30 Hz
e acima de 150 Hz durante o sono com movimento rapido dos olhos (SHEIN-IDELSON et al.,
2016a). Contudo, quando consideramos a dindmica do aumento da atividade eletrofisiologica
de frequéncias maiores com a prevaléncia de frequéncias delta (1 — 4 Hz) durante a tarefa,
podemos avaliar a condig@o de coeréncia entre nlicleos, acoplamento de fase-amplitude e valor

de acoplamento de fase-fase (VFF) que tem sido reportada como evidéncia de atividade
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mnemonica (AXMACHER et al., 2006). Foi observado neste trabalho uma dependéncia
associativa da fase de frequéncias menores com a amplitude de frequéncias maiores, na
interacao entre banda 2-5 Hz com 25-55 Hz. Essa caracteristica pode indicar a formacao de
memoria nesses lagartos, j4 que esta fortemente associada a tarefa de memoria(FELL;

AXMACHER, 2011).

As caracteristicas de poténcia entre os nucleos durante a tarefa podem ser melhor
investigadas, quando se avalia a coeréncia entre os nucleos. A coeréncia ja foi associada a
dependéncia da interagdo com tarefas de aprendizado, pois pode ou nao resultar numa
deficiéncia das etapas mnemodnicas (BENCHENANE et al., 2010). Estudos que realizaram a
manipulacdo farmacologica, mas ndo registraram eletricamente, perceberam que a manipulagao
de nucleos ndo hipocampais (CINALLI et al., 2020; SCHULTHEISS et al., 2019) e
hipocampais (CROUCH et al., 2018; SENZAI, BUZSAKI, 2017) de ratos Wistar, durante
tarefas de memoria, resultou em prejuizo nas etapas de aquisicao e consolidagdo quando tiveram
suas areas inibidas pois prejudicaram a comunicagao entre os nucleos responsaveis por essas
etapas de memorizagdo. No trabalho de Cinalli et al. (2020), eles inibiram o cortex perirrinal
que se comunica com o hipocampo e observaram um prejuizo de memorizagdo associado ao
evento da tarefa. No presente estudo, a inibicdo do cortex lateral para a integragdo entre os
nlcleos apresentou reducdo da coeréncia de atividade e em uma modulagdo difusa entre a
bandas de frequéncia, que caracteriza as respostas diferentes para a poténcia registrada nos
animais controle. Assim, avaliamos o processo de aquisi¢ao prejudicado quando associamos o

comportamento, poténcia e coeréncia do sinal.

A comunicagdo através da coeréncia depende de fatores delimitados associados a banda
de atividade e frequéncia que modula sua comunicagio (GONZALEZ et al., 2020). Estudos
tem relatado a ocorréncia de alteracdes eletrofisiologicas em ntcleos inibidos
farmacologicamente para tratamento de transtornos como o transtorno do estresse poOs-
traumatico (DIERSCHNABEL, 2018; [IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016) e de prejuizos
quanto a memoéria de trabalho (KIM; WOO; WOO, 2017). A resposta difusa observada no
presente estudo, quando o nucleo foi modulado na etapa da aquisi¢cao, ou durante a evocagao
parecem ter sido associadas ao efeito do muscimol, de neurdnios gabaérgico (nao piramidais),
que estao presentes no plexo celular externo e na camada celular do cortex lateral, que enviam
projegdes inibitdrias ao cortex dorsomedial. O que foi percebido pelo aumento de amplitude e
poténcia de frequéncias maiores (> 4 Hz) e em resposta a administracdo de muscimol e do pico

de atividade da droga no ntcleo.
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Como a modulagdo de comunicacdo varia com o condicionamento farmacolédgico
(FURINI; MY SKIW; IZQUIERDO, 2014), interpreta-se que o prejuizo observado no processo
de aquisicdo, mas ndo na consolida¢do e evocagdo, parece estar relacionado com o tipo de
memoria avaliada, a aversiva. Em estudos anteriores foi observado que o nucleo do cortex
dorsal foi participativo em todos os processos de memdria, tanto da perspectiva farmacologica,
quanto eletrofisiologica (SANTOS, 2018, 2021), mas neste estudo foi avaliada a integragao

dependente do cortex lateral e dorsomedial e ndo apenas do ntcleo isolado.

A avaliagdo contexto dependente da presenga do agente estressor € um importante fator
para a comunicacdo neuronal durante tarefas mnemonicas contexto dependente da percepgao
visual (ROBERTS, 2019). No lagarto Egernia stokesii e na tartaruga Pseudemys nelsoni foi
observado que as dicas visuais foram os estimulos sensoriais mais fortes que promoveram o
aprendizado de tarefas de memoria social e espacial, pois a abordagem foi incentivar a
alimentagdo através do incentivo social (individuos do mesmo grupo) ou através de dicas para
encontrar o alimento (B; DWA; MJ, 2021; DAVIS; BURGHARDT, 2011). Dada a interagao
da comunicagdo através da coeréncia, ¢ observado o VFF pode mostrar dependéncia do
contexto quando avaliamos o VFF com a inativacdo do nacleo do CL pelo muscimol na
integracdo com o CDM. Além disso, o aumento dos indices de modulagdo de VFF observados
na integragdo dos ntcleos indica um forte indicio da comunicagdo entre eles e confirma que,
nos grupos controle e muscimol que ndo foram afetados pelo efeito da droga, a modulagdo de

VFF foi dependente do contexto e esta relacionada a tarefa de memoria.

Os valores de coeréncia entre baixas frequéncias e alta frequéncias revela a comunicagao
através da coeréncia (GONZALEZ et al., 2020). Estudos com humanos jovens revelaram a
associa¢do entre nucleos visuais e a formag¢ao de memorias emocionais entre frequéncias teta-
alfa e gama (SAUSENG et al., 2005; WIANDA; ROSS, 2019). A banda de frequéncia
dominante nos lagartos deste trabalho estd na faixa de frequéncias delta de mamiferos e a
coeréncia ¢ maior nessa faixa. Além disso, os valores de acoplamento também apresentam um
peso na mesma banda que se vincula as frequéncias na faixa de beta e gama. Contudo, o0 maior
indice de modulagao foi percebido para a faixa de delta-gama para a integragdo entre os nucleos
do cortex lateral com o dorsomedial. Portanto, a integragdo foi importante para a formacao de
memoria, principalmente no ambito do processo de aquisi¢do e foi dependente do contexto da

tarefa.

Os aspectos do contexto da tarefa ja foram apontados em humanos e ratos Wistar adultos

como indutores de autorregulagio de atividade em nucleos responsaveis pelo processamento da
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memoria. A interagdo que ocorre entre picos de poténcia com a fase de frequéncias € observada
em regides de neurdnios organizados em cesto durante tomada de decisdao, condicionamento
aversivo e reconhecimento de tarefas (MORMANN et al., 2005; TAVARES; TORT, 2022).
Contudo, em lagartos a ocorréncia de acoplamento foi percebida no nucleo do cortex dorsal
onde se encontram neurénios em cesto, que estdo distribuidos ao longo do cortex medial,
dorsomedial e dorsal (PIMENTEL et al., 2011). No T. hispidus foi observado acoplamento de
fase-amplitude no cortex dorsal durante a tarefa de condicionamento aversivo (SANTOS,
2021). No presente trabalho, foi constatado o aumento do acoplamento de atividade,
principalmente, do cortex dorsomedial durante a exposi¢do ao estimulo aversivo e na
reexposicao no teste. Nosso maior indice de modulagao ocorre entre bandas delta e gama e com
menor intensidade para a associa¢do de delta e beta. O resultado dessa interagdo ¢ declarado
como uma organizagdo espaco-temporal das células locais e da integragdo com outros nucleos

(ISOMURA et al., 2006).

Uma vez observada as caracteristicas da atividade elétrica do cortex dorsomedial,
decidimos por investigar a atividade elétrica de neurdnios desse nucleo, uma vez que ele €
formado principalmente por neurdnios piramidais (PIMENTEL et al, 2011). Registros
realizados em neurdnios olfativos de tartarugas Sternotherus odoratus (FADOOL;
WACHOWIAK; BRANN, 2001) e lagartos Liolaemus espécies (L. bellii e L. nigroviridis)
(LABRA; BRANN; FADOOL, 2005) apresentaram aspectos como potencial de membrana,
capacitancia e correntes de entrada e saida semelhantes entre animais diferentes. Quanto as
caracteristicas observadas no registro dos neurdnios, 0s mesmos parametros parecem estar

preservados nesses répteis.

As caracteristicas como como resisténcia de membrana, condutancia e correntes sdo
semelhantes ao que declaramos e sdo evolutivamente proximas de animais mais derivados,
como mamiferos (ROUTH et al, 2009). Ainda assim, as caracteristicas de corrente,
capacitancia e resisténcia sdo maiores em mamiferos do que nos neurdnios reptilianos
(BARBOSA et al., 1996; LEE; LEE, 2017), além disso o tamanho desses neuronios sao maiores
do que os dos répteis. Para possibilitar o registro dos neurdnios a resisténcia de selamento
precisava ser maior do que ¢ observado em neurdnios mamiferos, embora o potencial de
membrana estivesse em média muito semelhante ao observado em neurénios hipocampais,
principalmente da regido ventral. Quanto ao fluxo de correntes ionicas, foi limitado a cerca de
um terco do valor tipicamente observado em neurdnios mamiferos (FADOOL;

WACHOWIAK; BRANN, 2001). Em neur6nios do hipocampo mamifero ¢ observado que a
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condutancia ao sodio ¢ aumentada nas regides do hipocampo, e esse comportamento aumenta
a condutancia para o calcio que participa dos processos de plasticidade tanto no brotamento
axonal quanto na disponibilidade de receptores NMDA ¢ AMPA (MALIK et al., 2016). Nossos
resultados em comparacao aos mamiferos, nos leva a crer que a condutancia ¢ influenciada pelo
Ca?" e ativa correntes de cloreto quando hiperpolarizadas. Ja as correntes de potassio, do tipo
longa, assim como as observadas no lagarto L. nigoviridis, repolarizam o tecido e dificultam a
capacidade dos neurdnios de atingirem o limiar de potencial de acdo e por efeito podem
dificultar a abertura de canais para s6dio ao longo da membrana (LABRA; BRANN; FADOOL,
2005).

Em mamiferos foi observada que as fases de atividade delta, no hipocampo, estdo
associadas a aprendizagem de memoria espacial (TODOROVA; ZUGARO, 2019). O principio
da comunicagdo através da coeréncia faz parte dos processos de memoria e da atividade
comportamental (FURTUNATO et al., 2020; LOPEZ-AZCARATE et al., 2013). Além disso,
as adaptacdes ao longo da evolugdo colaboram para a diversidade de comportamentos
(BUZSAKI; LOGOTHETIS; SINGER, 2013). A preservagio de caracteristicas
eletrofisiologicas como a banda de frequéncias lentas, para estados de repouso e sono, esta
associada a percepc¢ao do animal com o ambiente e suas caracteristicas comportamentais, como
no caso do T. hispidus que € senta-e-espera. A poténcia do sinal eletrofisiologico revela um
aumento da atividade durante tarefas visualmente ativas e respostas sobre a memoria que sao
moduladas por interacao farmacoldgica, o que permite interpretacdes acerca de como proceder
com drogas que modulam processos da memoria. Apontamos que a coeréncia entre nicleos
também participa de etapas da memoria, mas esta associada a situagdes funcionais da memoria
para o nosso modelo. Dessa forma, o presente trabalho mostra caracteristicas evolutivas que
estdo preservadas entre animais de diferentes derivagdes € a ocorréncia de caracteristicas

homologas entre essas espécies.

7 CONCLUSAO

Sobre a participacdo dos nucleos corticais nos processos de memoria, temos o cortex
dorsomedial que parece participar dos trés processos de memoria, com énfase na aquisicao. J&
o cortex lateral parece participar como um mediador de informagdes sensoriais nos trés
processos de memoria. Quanto a integragdo do cortex dorsomedial e lateral sobre os processos

de memoria aversiva, percebemos que o principal componente esta associado a aquisi¢do da
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memoria. A inibi¢do do cortex lateral alterou significativamente o dominio das frequéncias
lentas e aumenta a poténcia de frequéncias rdpidas, reduziu a coeréncia de atividade e
acoplamentos de fase-fase e fase-amplitude no processo de aquisicdo da memoria aversiva.
Quanto ao comportamento, foi observado que o congelamento ¢ uma caracteristica preservada
nos processos de memoria, mas durante o processo de aquisicdo a inibicdo prejudica a
ocorréncia desse comportamento defensivo. Apesar de preliminar, a descricdo do potencial
neuronal apresentou influéncia de correntes repolarizantes que retardam a geragao do potencial

de acdo.

8 LIMITACAO E PERSPECTIVA

As limitacdes do presente estudo estdo relacionadas a caracterizacdo inicial das
caracteristicas biofisicas dos neurénios piramidais dos lagartos, pois utilizamos da técnica de
dissociacao aguda para neurdnios e isso pode alterar caracteristicas biofisicas intrinsecas, logo
declaremos que avaliar através de outras perspectivas pode ser interessante para comparar
resultados. Deve-se enfatizar que o objetivo do presente trabalho ¢ dar inicio a perspectiva das
propriedades biofisicas dos neuronios reptilianos, afim de ser base para estudos posteriores com
base em nossos achados. E notavel que estudos futuros precisam estabelecer a relagdo direta
entre os experimentos de memoria com lagartos e as alteragdes nas propriedades biofisicas dos
neurdnios em questao.

Dessa maneira, estabelecemos perspectivas acerca dos trabalhos que podem utilizar de
matrizes multi-eletrodo que registrem neurdnios a nivel celular. Além, de avaliar a participagao

dos canais 10nicos e suas respostas.
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APENDICE 1

Esse apéndice foi criado para aportar esclarecimentos acerca de parametros e fungdes
declaradas nos métodos.

Aqui, iniciamos com a apresentacdo do nimero de movimentos realizados pelos
lagartos:

Para essa analise foram considerados os movimentos horizontais ¢ de lateralizacdo da
cabeca, movimentos completos de esquiva (afastar-se do gato ou da gaiola) ou de
reconhecimento (aproximando-se do gato ou da gaiola) e movimentos de contracdo ou

relaxamento dos membros. Veja a figura representativa (Figura 45).

Laterizac#o de cabeca Rotacéo de cabega

Aproximar ou distanciar Rotac&o do corpo

Relaxado

Figura 45 - Descricio dos tipos de movimentos motores do lagarto Tropidurus hispidus

Por expectativa, os grupos devem apresentar a distribuicdo dos movimentos diferentes
da ambientagdo para a exposi¢do, considerado que o nimero de movimentos deveria ser
reduzido quando expostos ao gato, afim de ndo despertar o interesse da ameaga/predador.

Observamos que o grupo MUS AQ ndo apresentou um desempenho satisfatorio,
mantendo niimeros altos de movimento. Todos os outros grupos reduziram o nimero de

movimentos durante a exposi¢ao.
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Uma andlise avaliando o nimero de movimentos na ambientagdo, seguindo os mesmos

parametros do congelamento, apresentou efeito de do processo de memoria (F(2, 11,24) = 4,46,

p=0,03, c =0,23). Outra analise, foi feita para avaliar o nimero de movimentos na exposicao,

em que o efeito foi observado para o grupo (F(2, 12,59)=7,13, p=0,029, 6 = 0,41) e processos

de memoria F(1, 12,59) = 22,79, p=0,0001, c = 0,76). O grupo que mais realizou movimentos

foi o MUS_AQ comparado aos outros, tanto no treino quanto no teste para a condi¢do de

exposi¢ao (Figura 46).
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Figura 46 - Niimero de movimentos realizados na ambientacio (AMB) e exposicio (EXP). Foi realizada
ANOVA de duas vias para avaliar o efeito da condicdo (treino e teste) e dos grupos (controle (CTL) e muscimol
(MUS)), durante os processos de aquisi¢do (CTL_AQ e MUS_AQ), consolidagdo (CTL_CON ¢ MUS CON) e
evocagdo (CTL_EVO e MUS_EVO). A anélise de pds-teste de Tukey, mostrou que o grupo MUS _AQ apresentou

maior nimero de movimentos comparado aos outros grupos (#) e no treino contra o teste (*).
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APENDICE 2

declaramos sobre os parametros utilizados nas funcdes de analise

eletrofisiologica. Com base nos movimentos, avaliamos quando foi necessario remover trechos

do sinal em que a informacao foi perdida.

Para as analises de dados funcionais foram utilizados os seguintes parametros:

1.

Numero de bases (200): Este ¢ o nimero de fungdes de base usadas para criar a
representacdo suavizada da curva. Ao ajustar os dados a um modelo de fungado
de base, estamos basicamente tentando representar nossos dados como uma
combinagdo de fungdes de base (como polindmios, splines, etc.). O nimero de
fungdes de base define o nimero maximo de caracteristicas distintas que o
modelo pode capturar nos dados. Escolher o nimero certo de bases ¢ essencial:
muito poucas podem ndo capturar adequadamente a complexidade dos dados,
enquanto muitas podem resultar em overfitting.

Ordem das bases (4): Este ¢ o grau das fungdes de base usadas. Por exemplo, se
voce esta usando fungdes de base polinomiais, uma ordem de 4 significaria que
a fun¢do de base mais complexa usada seria um polindmio de quarto grau.
Minimo de numero harmodnicos (2): Este ¢ o nimero minimo de harmonicos
usados na andlise. Na analise harmoénica, que ¢ um tipo de andlise de séries
temporais, os harmonicos sdo fungdes sinusoidais usadas para decompor a série
temporal em componentes de frequéncia diferentes.

Taxa de amostragem (600 Hz): Este ¢ o numero de amostras coletadas por
segundo. Uma taxa de amostragem mais alta pode capturar mais detalhes do
sinal, mas também pode levar a mais ruido e requer mais recursos
computacionais.

Lambda (1e-6): Este ¢ um parametro de suavizacdo. A suavizagdo € usada para
reduzir o ruido nos dados. Um lambda maior levara a uma suaviza¢ao maior (isto
¢, uma curva mais "suave"), enquanto um lambda menor resultard em menos
suavizagdo. A escolha do lambda pode ser um equilibrio entre reduzir o ruido e

preservar os detalhes dos dados.
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Sobre o eegfilt da biblioteca EEGLAB:

A funcdo eegfilt ¢ usada para aplicar um filtro digital (FIR) de passagem de banda,
passagem alta ou passagem baixa aos dados EEG. Com essa fung¢ao, vocé pode especificar a
faixa de frequéncias que deseja isolar e, em seguida, a fungdo eegfilt aplica o filtro apropriado

para remover as frequéncias fora dessa faixa.

Por exemplo, se vocé estiver interessado em examinar a atividade na banda de
frequéncia alfa (1-4 Hz), vocé pode usar a fungao eegfilt para remover todas as frequéncias que

nao estdo nessa faixa. Isso pode ser util para reduzir o ruido e isolar sinais de interesse.

Sobre a analise da transformada de Hilbert:

O principal beneficio da Transformada de Hilbert ¢ que ela permite a obtencao da forma
analitica de um sinal. A forma analitica de um sinal ¢ uma representagao complexa que inclui
informacgodes tanto de amplitude (ou envelope) quanto de fase do sinal. Esta forma analitica ¢
composta pelo sinal original mais a sua transformada de Hilbert, o que efetivamente produz um
sinal complexo.

A Transformada de Hilbert pode ser usada para extrair a amplitude instantanea e a fase

de um sinal de varias maneiras:

1. Amplitude Instantanea: A amplitude instantanea (ou envelope) de um sinal ¢ o
modulo do sinal analitico. Esta € a distancia entre a origem e o ponto no plano
complexo que corresponde ao sinal analitico em um determinado momento.

2. Fase Instantanea: A fase instantinea ¢ a funcao arco tangente da parte imaginaria
dividida pela parte real do sinal analitico. Este valor indica a fase do sinal em

um determinado momento.

A fungao de filtragem, com o eegfilt do EEGLAB, combinada com a Transformada de
Hilbert, pode ser usada para analisar a atividade oscilatoria em uma faixa especifica de
frequéncias. A ideia ¢ primeiramente filtrar o sinal na faixa de frequéncia de interesse (por
exemplo, a banda delta, teta, alfa, beta ou gama em EEG) e entdo aplicar a Transformada de
Hilbert ao sinal filtrado para extrair a amplitude instantanea e a fase do sinal naquela faixa de
frequéncia. Esta combinacdao permite a analise detalhada da dinamica do sinal em diferentes

bandas de frequéncia.
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Para as andlises de espectro de densidade de poténcia e magnitude de coeréncia:

Para o espectro de densidade de poténcia com base na fun¢do de Welch (pwelch), foram

utilizados os seguintes pardmetros:

A funcao de Welch ¢ uma técnica utilizada para estimar a densidade espectral de

poténcia ( power spectrum density - PSD) de um sinal. A PSD ¢ uma fun¢ao matematica que

descreve como a poténcia de um sinal ¢ distribuida com a frequéncia. A fung¢do de Welch

melhora a estimativa da PSD calculando a PSD de segmentos separados do sinal e depois

tirando a média dessas estimativas. Essa técnica reduz o erro na estimativa da PSD.

Os principais parametros da fung¢do de Welch sao:

1.

Tamanho da janela (window = 5*srate): este ¢ o tamanho dos segmentos em que
o sinal ¢ dividido para calcular a PSD. Escolher o tamanho da janela apropriado
¢ importante, pois um tamanho de janela muito grande pode nao capturar
variagdes rapidas na PSD, enquanto um tamanho de janela muito pequeno pode
resultar em uma estimativa de PSD mais ruidosa.

Sobreposicao (overlap = window*0,2): este € o nimero de pontos que cada
segmento de janela se sobrepde com o proximo, o que significa que cada
segmento se sobrepde com o proximo em 20% do tamanho da janela. Ter overlap
¢ util para minimizar o efeito de janela, que ocorre quando a PSD ¢ calculada
sobre segmentos discretos do sinal.

nfft = 2*13: este ¢ o numero de pontos usados no calculo da transformada de
Fourier. O nimero de pontos na transformada de Fourier pode afetar a resolucdo

da estimativa da PSD.

4. Taxa de amostragem (srate = 600 Hz): a frequéncia de amostragem do sinal.

Por fim, a analise de coeréncia utilizou a fungdo mscohere para sistematizar a magnitude

da coeréncia numa faixa de frequéncias, no nosso caso, entre 1 a 55 Hz. A magnitude ¢

normalizada para restringir os valores de 0 a 1, onde zero € coeréncia zero e 1 coeréncia total.
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Pardmetros para as andlises de acoplamento fase-fase e fase-amplitude:

Analise de Frequéncia de Fase (VFF):

Vetor de frequéncias lentas (1 a 10 Hz): Este € o intervalo de frequéncias consideradas
"lentas" para a analise. Essas frequéncias sdo geralmente associadas a ritmos cerebrais como o
delta e o teta.

Vetor de frequéncias rapidas (10 a 50 Hz): Este € o intervalo de frequéncias consideradas
"rapidas" para a analise. Frequéncias nessa faixa sdo tipicamente associadas a ritmos cerebrais
como o alfa, beta e gama.

Largura da banda de fase lenta (3 Hz): A largura de banda ¢ definida para incrementar
a largura de banda para avaliar a modulagdo a partir do vetor de frequéncias lentas. Neste caso,
refere-se ao intervalo de frequéncias em torno das frequéncias "lentas" que estdo sendo
consideradas na analise.

Largura da banda de fase réapida (10 Hz): Semelhante a largura da banda de fase lenta,

mas para as frequéncias "rapidas".

Andlise de Acoplamento de Fase-Amplitude:

Vetor de fase (1 a 10 Hz): Este ¢ o intervalo de frequéncias para as quais a fase do sinal
sera analisada.

Vetor de amplitude (10 a 50 Hz): Este ¢ o intervalo de frequéncias para as quais a
amplitude do sinal sera analisada.

Comprimento de banda de fase (3 Hz): Este ¢ o intervalo de frequéncias em torno das
frequéncias para as quais a fase estd sendo analisada.

Banda de amplitude (5 Hz): Este ¢ o intervalo de frequéncias em torno das frequéncias

para as quais a amplitude est4 sendo analisada.
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lagarto. Foi averiguado diariamente a armadilha afim de se visualizar se houve ou nio captura. Apds a captura, o animal é lagado com fio

de nailon na vara. Depois sdo conduzidos a um caixote com areia para transporte até o local de aclimatagio.

Local do experimento: Laboratoério de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva.

Sao Cristoforam, 30 de novembro de 2021

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Margal
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sdo Cristéforam/SE - tel: 55 (79) 3194-6510/ 6511
Horario de atendimento: 2% a 6 das 8h as 12h e das 14h as |8h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 2285290621


mailto:cepa.ufs@gmail.com

ANEXOS B

| PROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

PR @C FIS Quais os mistérios por tras da

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICA
memdria e quais as caracteristicas

evolutivas?

Titulo do trabalho:
INTEGRAQﬂO CORTICAL DURANTE OS
PROCESSOS DE MEMORIA AVERSIVA NO

LAGARTO Tropidurus hispidus: UMA AVALIAGAO
DO POTENCIAL DE CAMPO LOCAL E REGISTRO
UNITARIO DE NEURONIOS

Discente: Heitor Franco Santos
Orientador: José Ronaldo dos Santos

Dessa forma, pensamos em um modo de
investigar as partes do cérebro, registrar a
é importante para o ) comunicagao entre elas e avaliar a caracteristica

animais ( do neurdnio envolvido na meméria

Formar e evocar memoria

1
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quando 7

enfrentamos E que gera reagdes
ameacas: \e diferentes em varios
"memdria aversiva" tlpos de seres

E para completar a
memé6ria pode depender
da interacao de varias
partes do nosso cérebro

Selecionamos duas areas do J
cérebro do nosso lagarto, o
Tropidurus hispidus, para
investigar e alterar sua
comunicagao
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Para avaliar a meméria do tipo aversiva, que se
relaciona ao medo e pode evoluir a trauma ou

ba

Expomos o lagarto ao
gato, porque o gato é um
tipo de ameaca para os
pequenos lagartos

f E bloqueamos a

comunicacao entre as
partes do cérebro
envolvidas com a

interpretacao visual e

com a memorizagao

/~ Em 3 diferentes etapas

= | Antes de ser exposto ao gato
= 7 Depois de ver o gato
= 3 Antes de ser reexposto

Ao avaliarmos

caracteristicas dos
neurdnios do lagarto,

percebemos que N

existem semelhancgas
do potencial de
membrana e correntes

O potencial de

transtorno

O lagarto passou pelo treino:

7 (=

S 2/ ' 93&

T. hispidus | Mamifero

OG0

membrana revela
caracteristicas associadas a
condutancia, correntes, capacitancia

Todas essas sdo caracteristicas as quais
associamos o modelo resistor-capacitor ao
modelo de membrana e canal idnico

| Antes de ser exposto ao gato

IWL*M A m(/'Wn" o

A

7 Depois de ver o gato

'WJIL“’J‘ ot \"‘"i ‘m\, Ji,‘--,'tJ.\!m'\-w,\b’,]»',t, I n o
|

3 Antes de ser reexposto Y.

'l\l"vﬁﬁJ‘\n'unJ‘U“‘.“u‘*]nfM“-"}Fn'W‘f'-’\f-/‘\\"rﬂhlu'.ﬂ'ﬂ"“.“fﬂﬁ"-!Ll\h,'\

Houve prejuizo da comunicagdo e
a memorizacgdo foi prejudicada

"\  N&o houveram
prejuizos para a
memorizagdo,
mas pequenas
diferencgas foram

observadas na
sincronizagio
durante a etapa 3

Em mamiferos e humanos
ocorrem eventos semelhantes,
como observamos nos lagartos, e
isso contribui para declarar que
evolutivamente € algo que se
mantém

ROCFIS ©

‘laEnn PROGRAMA DE POS-CRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS L N c E

Por fim, nosso estudo n

os ajuda a entender melhor

como a memoria funciona em diferentes tipos de
animais e traz novas descobertas a neurociéncia,

contribuindo para nossa compreenséo geral do
funcionamento do cérebro
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