686

t,

SLUENDD CRESCI4

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

EDSON LIMA SANTOS

PARTICIPACAO DO CORTEX DORSAL REPTILIANO NOS
PROCESSOS DE AQUISICAO, CONSOLIDACAO E
EVOCACAO DA MEMORIA AVERSIVA NO LAGARTO
Tropidurus hispidus (Spix, 1825)

SAO CRISTOVAO

2018



EDSON LIMA SANTOS

PARTICIPACAO DO CORTEX DORSAL REPTILIANO
NOS PROCESSOS DE AQUISICAO, CONSOLIDACAO
E EVOCACAO DA MEMORIA AVERSIVA NO
LAGARTO Tropidurus hispidus (Spix, 1825)

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal de Sergipe, como requisito
parcial para obtengcdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Fisiologicas.

Orientador: Prof. Dr. José Ronaldo Dos Santos

SAO CRISTOVAO

2018



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

S237p

Santos, Edson Lima
Participacdo do cortex dorsal reptiliano nos processos de
aquisicao, consolidacdo e evocacdo da memoria aversiva no

lagarto Tropidurus hispidus (Spix, 1825) / Edson Lima Santos ;

orientador José Ronaldo dos Santos. — Sao Cristovao, SE, 2018.
75 f.

Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Fisiologicas) -
Universidade Federal de Sergipe, 2018.

1. Sistema nervoso — Evolucdo. 2. Hipocampo. 3. Répteis. 4.
Coértex. 5. Memoria. |. Santos, Jose Ronaldo dos, orient. Il. Titulo.

CDU 612.821.2/.3:598.1




EDSON LIMA SANTOS

PARTICIPACAO DO CORTEX DORSAL REPTILIANO
NOS PROCESSOS DE AQUISICAO, CONSOLIDACAO
E EVOCACAO DA MEMORIA AVERSIVA NO

LAGARTO Tropidurus hispidus (Spix, 1825)

Dissertacdo apresentada ao programa de POs-
Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Federal de Sergipe, como requisito
parcial para obtengcdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Fisioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. José Ronaldo Dos Santos

Orientador: Prof. Dr. José Ronaldo dos Santos

1° Examinador: Prof. Dr. Eduardo José dos Reis Dias

2° Examinador: Prof. Dr. Luis Felipe Souza da Silva



Dedico este trabalho aos meus pais, Silvaneide
e José Antdnio, que nunca mediram esforgos
para proporcionar a melhor educacéo e bem-

estar para seus filhos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus, por permitir-me concluir mais uma etapa da minha
vida. Gratiddo, aos meus pais, Silvaneide e José Antbnio, por serem exemplos de
pessoas determinadas e lutadoras, os quais nunca mediram esforcos para me
proporcionar o melhor crescimento pessoal, profissional e bem-estar. Muitas vezes

abdicando os seus sonhos.

Ao meu irméao, Elisson agradeco, por toda ajuda e apoio hos momentos de estresse.

Obrigado por me animar nos momentos dificeis.

Ao meu orientador e amigo, Dr. José Ronaldo dos Santos pela oportunidade,
confianga, ensinamentos, paciéncia e perseveranca ao longo desses dois anos.
Obrigado, por toda inspiracdo do saber, da ciéncia e conhecimentos cientificos que
me levaram ao amadurecimento e conclusdo deste trabalho. Um exemplo de pessoa
e profissional. Obrigado, pela amizade dentro e fora do ambiente de laborato6rio. Sou

e serei muito grato por tudo!

Ao Prof. Dr. Murilo Machioro, por todo o seu apoio, bom humor, sugestbes e

guestionamentos enriquecedores.

A Prof. Dra. Deise Maria Furtado de Mendonga por ter-me dado a primeira

oportunidade de contato com a pesquisa em laboratorio.

Aos integrantes da familia LNFS e LaNCE, onde cresci pessoalmente e
profissionalmente e fiz grandes amigos, o quais foram de grande importancia na minha
trajetéria: Edson Rezende, Thassya Fernanda, Auderlan Mendonca, Pollyana Leal,
Livia Lins, Jodo Melo, Karenine Holanda, Luciano Gois em especial a Katty Anne
Medeiros, Rodolfo Silva, Heitor Franco, Milena Monteiro, Marcos Menezes e Marina

Sousa, por todo apoio e ajuda na realizacdo dos experimentos.
Ao LaFICO, em especial a Thiago Henrique por toda ajuda e cordialidade.

Aos IC’s e amigos, Leila Barros, Rayr Antonio, Mylaine Mendonca e Wesley Santos,

por todos os momentos de risos e descontragdes.



Vi

Aos meus grandes amigos da graduacéo, Leila Menezes, Myrela Santos e Edson
Rezende, pela amizade e apoio, vocés foram pecas importantes nessa minha

trajetoria.

A Dayana Mara, por todo carinho, conselhos e apoio durante essa fase da minha vida.

Por aturar, os meus momentos de estresses e “paranoias”. Obrigado por tudo!

A banca PROASA, pelo acompanhamento e sugestdes, para um melhor desempenho

e realizacado do presente estudo.

Aos professores, Carla Vasconcelos, Luis Felipe e Ricardo Guimaraes, pelas
contribuicbes e questionamentos dados, contribuindo, assim, para um melhor

trabalho.

A todos professores, do Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Fisiologicas pelos

ensinamentos, que contribuiram para a minha formacéo.

Ao secretario do Procfis, Renivan, por toda ajuda, cordialidade e paciéncia para

resolver todas as burocracias.
A Universidade Federal de Sergipe, pela disponibilidade do ambiente fisico.
A CAPES, FAPITEC/CNPq, pelo apoio financeiro.

Por fim, durante todo o momento em que escrevia esses agradecimentos, fiquei com
medo de esquecer e ser injusto com alguém. Entéo, agradeco a todos 0s amigos e
colegas que “ganhei” durante a trajetéria da minha vida (Ensino Fundamental e Médio,
Graduacdo e Mestrado) os quais fazem parte e que de alguma forma me ajudou,

torceu ou apoiou durante esses dois anos, sou muito grato a vocés!



vii

“A vida nao é o que a gente viveu, e sim a
gue a gente recorda, e como recorda para
conta-la.”

Gabriel Garcia Marquez



viii

RESUMO

PARTICIEACAO DO CC’)RTI%X DORSAL REPTILIANO NOS PROCESSOS DE
AQUISICAO, CONSOLIDACAO E EVOCACAO DA MEMORIA AVERSIVA NO
LAGARTO Tropidurus hispidus (Spix, 1825), Edson Lima Santos, Sdo Cristovao,
2018.

As memorias de contexto aversivo Sao extremamente importantes para a
sobrevivéncia dos animais no ambiente. Em mamiferos, por exemplo, sabe-se que
regides encefalicas como a amigdala e o hipocampo possuem papeis fundamentais
na formacdo de memdrias aversivas. Porém, no grupo dos répteis, mesmo havendo
homologias cerebrais com os mamiferos, pouco se sabe sobre os processos de
formacao desse tipo de memoria. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a participacdo do cortex dorsal reptiliano na memoaria aversiva do lagarto
Tropidurus hispidus. Foram utilizados 36 lagartos machos adultos. Os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas guias na regido do
cortex dorsal. Sete dias apds, os animais foram separados em dois grupos: Controle
(CTR) e Muscimol (MUS), os quais foram distribuidos em trés experimentos:
Experimento | - aquisicdo de memoria aversiva (1 microinje¢cdo de MUS (n=6) ou
salina (n=6), 15’ antes do treino); Experimento Il - consolidacdo de memdria aversiva
(1 microinjecdo de MUS (n=7) ou salina (n=7), logo apds sessdo de treino); e
Experimento 1l - evocacdo da memoria aversiva (1 microinjecdo de MUS (n=5) ou
salina (n=5), 15’ antes da sesséo teste). Os animais foram submetidos a uma tarefa
em campo aberto quadrado, dividida em duas sessdes: treino e teste, com intervalo
de 24 h. Para cada sessdo, 0os animais passaram pelas fases de habituacdo e
exposicao (10’ cada). No treino, a fase de habituacdo correspondeu ao tempo de
exploracdo do animal ao aparato, enquanto que a fase de exposicao caracterizou-se
pela apresentacdo de uma gaiola gradeada contendo um gato doméstico. No teste,
os procedimentos foram semelhantes ao dia 1, porém, na fase de exposicdo, 0s
animais foram apresentados somente a gaiola vazia. Nos Experimentos | e II,
metodologicamente distintos, os resultados foram semelhantes. Foi observado que os
animais do grupo MUS, de ambos o0s experimentos, apresentaram maior tempo de
congelamento (p<0,05) e laténcia (p<0,05) para realizacao do primeiro movimento na
fase de exposicdo em comparacao a habituacédo do treino. Ja na fase de exposicao
do teste, ndo houve diferenca entre os respectivos grupos MUS ou CTR para o
congelamento (p=0,125; p=0,375, | e Il, respectivamente) e laténcia (p=0,437;
p=0,187, | e Il, respectivamente). No Experimento lll, verificamos que os animais do
grupo MUS, durante a fase de exposicdo do treino, apresentaram maior tempo de
congelamento (p<0,05), menor numero de quadrantes visitados (p<0,05) e
deslocamentos iniciados (p<0,05) guando comparado com a fase de habituacdo. Na
fase de exposicédo do teste, os animais ndo apresentaram esse aumento (p=0,312,
p=0,250 e p=0,315, respectivamente). Diante disso, 0 presente estudo mostrou
indicios de que a regidao do cortex dorsal reptiliano do T. hispidus influencia nos
processos de aquisicdo, consolidacdo e evocacdo da memoria aversiva, mas essa
estrutura ndo € necessaria para que 0s animais apresentem respostas aversivas.

Palavras-chave: Sistema nervoso - Evolucado; Hipocampo; Répteis; Cortex; Memoria.



ABSTRACT

REPTILIAN DORSAL CORTEX PARTICIPATION IN THE PROCESSES OF
ACQUISITION, CONSOLIDATION AND EVOCATION OF AVERSIVE MEMORY IN
THE LIZARD Tropidurus hispidus (Spix, 1825), Edson Lima Santos, S&o Cristévao,
2018.

The aversive memories context are extremely important for animal survival in the
environment. In mammals, for example, encephalic regions such as the amygdala and
hippocampus have essential role in aversive memory formation. However, in reptiles
group, even with brain homologies to mammals, there are few studies about this type
of memory formation processes. The aim of the present study was to evaluate the
reptilian dorsal cortex involvement in the aversive memory of lizard Tropidurus
hispidus. Thirty-six adult male lizards were used. The animals were submitted to
stereotaxic surgery for guide cannulas implantation in the region of dorsal cortex.
Seven days later, the animals were separated into two groups: Control (CTR) and
Muscimol (MUS), which were distributed in three experiments: Experiment | - aversive
memory acquisition (1 microinjection of MUS (n = 6) or saline (n = 6), 15 'before
training) ; Experiment Il - aversive memory consolidation (1 microinjection of MUS (n
=7) or saline (n = 7) soon after training session); and Experiment Il - aversive memory
evocation (1 microinjection of MUS (n = 5) or saline (n =5), 15 'before the test session).
The animals were submitted to a square open field task, divided into two sessions:
training and test, with a 24 h interval. For each session, the animals passed through
the habituation and exposure phases (10' each). On training, the habituation phase
corresponded to the animal's exploration time in the apparatus, while the exposure
phase was characterized by the presentation of a barred cage containing a domestic
cat. On test, the procedures were similar to training, however, in the exposure phase,
the animals were presented only to the empty cage. The results were similar in the
both experiments. It was observed that the animals of MUS group from both
experiments showed higher freezing time (p <0.05) and latency (P <0.05) for
performing movement in the first exposure phase compared to the training habituation.
In the test exposure, there was no difference between MUS or CTR groups for freezing
(p =0.125, p =0.375, | and I, respectively) and latency (p = 0.437, p =0.187, | and II,
respectively). In experiment Ill, we observed that the animals of MUS group, during
training exposition phase, showed higher freezing time (p <0.05), lower visited
quadrants number (p <0.05) and higher and initiated displacements (p <0.05) when
compared to the habituation phase. In the exposure phase of test, the animals did not
show this increase (p = 0.312, p = 0.250 e p = 0.315, respectively). Therefore, the
present study showed evidences that the reptilian dorsal cortex of T. hispidus
influenced the acquisition, consolidation and evocation of aversive memory processes,
but it seems that did not interfere in the animals present with aversive responses
process.

Keywords: Nervous system - Evolution; Hippocampus; Reptiles; Cortex; Memory.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a neurobiologia da memoria aversiva tem sido estudada por
varios pesquisadores (MAREN, 2001; MYERS; DAVIS, 2007), com o objetivo de
melhor compreensdo dos aspectos e mecanismos mnemonicos envolvidos na
aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de memoria aversiva em vertebrados,
especialmente em mamiferos (ABEL; LATTAL, 2001; SCHMIDT et al., 2017). Esse
tipo de memodria € de suma importancia para a manutencdo da vida de qualquer
individuo no ambiente. Entretanto, os estudos da memaria aversiva em outros grupos

de vertebrados ndo mamiferos sdo escassos. Entre eles, os lagartos.

Na neurobiologia evolutiva/comparativa, os estudos com lagartos estdo sendo
cada vez mais utilizados. Nesses, algumas espécies como Gallotia galloti (DELGADO-
GONZALEZ et al., 2011), Tarentola mauritanica (PEREZ-CANELLAS; GARCIA-
VERDUGO, 1996), Podarcis siculus (FAVORITO et al., 2017), Podarcis hispanicus
(MOLOWNY; NACHER; LOPEZ-GARCIA, 1995), Gekko gecko (SMEETS;
HOOGLAND; LOHMAN, 1986), Uta stansburiana (LADAGE et al., 2017) e Tropidurus
hispidus (DE CARVALHO-PIMENTEL et al., 2011; MARCHIORO et al., 2005;
SANTOS, 2010; SANTOS, 2016; MACEDO-LIMA, 2013), vém sendo utilizadas para a
melhor compreensao dos processos evolutivos do cérebro. Entre eles, os mecanismos

de memorias.

H& mais de 10 anos, nosso grupo de pesquisa em Ciéncias Fisiolégicas vem
realizando diversos estudos no campo da neurobiologia evolutiva, em busca de um
modelo animal filogeneticamente menos derivado na cadeia evolutiva quando
comparado aos mamiferos, com a finalidade de desenvolver o enriquecimento tedrico
sobre os mecanismos mnemonicos em lagartos. Nessa linha de pesquisa existem
lacunas, devido a maioria dos estudos estarem voltados para grupos de vertebrados
como os mamiferos, os quais apresentam conexdes neuronais muitos mais densas e
complexas que os grupos de vertebrados considerados filogeneticamente menos

derivados, como os répteis.

Em um dos trabalhos mais recentes do nosso grupo de pesquisa, Santos
(2016), tentando desenvolver um novo paradigma de avaliacdo comportamental frente

aos estimulos aversivos, utilizado como modelo animal o lagarto Tropidurus hispidus



(Spix, 1825), demonstrou um aumento significativo da expressao de ZIF268 (um
indicador de plasticidade neural) em regifes encefalicas do hipocampo reptiliano
desses animais, 24 horas ap0s a apresentacédo de um estimulo de perigo. Entretanto,
o papel do coértex dorsal reptiliano nos processos especificos de formacéo,

consolidacéo e evocacdo da memoria permanece desconhecido.

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a participacédo do
cortex dorsal reptiliano na memoaria aversiva do lagarto Tropidurus hispidus. Estudos
como esse, poderdo contribuir para um maior esclarecimento sobre os mecanismos
neurobioldgicos envolvidos no processo de formagéo, consolidagdo e evocacgdo de
memdérias aversivas em um grupo de vertebrados menos derivados. Além disso, a
presente investigacdo contribui para a compreensdo, de como 0s processos de
memoria evoluiram ao longo das espécies de vertebrados. Por apresentarem
homologias micro e macroestruturais entre o coértex reptiliano e o hipocampo de
mamiferos, serd que essas mesmas estruturas compartilham entres sim homologias

funcionais.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Memoéria

Durante a passagem e permanéncia dos seres vivos em um ambiente, eles sao
expostos a diversos acontecimentos e fatores que, de alguma forma, influenciam em
seu modo de viver e de se manter no meio. Esses acontecimentos podem ser
armazenados e recuperados ao longo de sua vida, influenciando no comportamento
individual e em grupo (ABEL; LATTAL, 2001; BLANCHARD; BLANCHARD, 2008;
OKUYAMA, 2018; STEIMER, 2002; SZAPIRO et al., 2002).

Os estudos relacionados a neurobiologia evolutiva das espécies vém tentando,
no ultimo século, esclarecer os processos relacionados a formacdo das memoarias e
como elas influenciam na vida de certos organismos. Essa busca realizada por
diversos pesquisadores, ano apds ano, tem como finalidade elucidar os mecanismos
mnemaonicos sobre a formagdo das memoérias em diferentes grupos de animais e,
deste modo, contribuir para o esclarecimento das lacunas do processo evolutivo
desses mecanismos nos diferentes grupos (BOSMAN; ABOITIZ, 2015; MEDINA,;
ABELLAN, 2009; MEDINA; ABELLAN; DESFILIS, 2013; MONTIEL; ABOITIZ, 2018;
TOSCHES et al., 2018; VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTER, 2009). N&do obstante,
mesmo com o crescente numero de estudos relacionados a memoria, muito de seus
mecanismos, em alguns grupos de vertebrados, ainda ndo estdo totalmente

esclarecidos.

A memodria é definida como a capacidade que os organismos possuem de reter
e reconstruir conhecimentos vividos, bem como aqueles adquiridos ao longo do
tempo. Enquanto a aprendizagem é o processo de aquisicao de novas informacoes.
Portanto, a memoria é uma das mais complexas funcdes relacionadas ao sistema
nervoso central, pois, envolve uma gama de estruturas, bem como mecanismos
moleculares que atuam em conjunto na realizacdo desse processo. Muito do que &
conhecido desses mecanismos sdo provenientes de estudos em invertebrados e em
alguns mamiferos, que ao serem comparados aos humanos possuem morfologia
neural menos complexa (KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014).

A memoria pode ser classificada quanto ao tempo de retencao (curto, medio e

longo prazo) e quanto a natureza (declarativa ou explicita e ndo declarativa ou



implicita). A memoria declarativa compreende fatos, acontecimentos e locais, ou seja,
uma memoria que pode ser relatada. Esse tipo de memdria tem como substrato areas
como o hipocampo e areas corticais proximais. Ja as memadrias nao declarativas
envolvem habilidades motoras e sensoriais, possuindo como principais areas de
recrutamento, o cerebelo, o corpo amigdaloide (amigdala) e o estriado (SQUIRE,
2004). A memoria aversiva € um tipo de memoria ndo declarativa e esta envolvida
com processos de estimulos ou recompensas, ligados fortemente a componentes
emocionais (ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008).

2.2. Memoaria Aversiva/Medo

Durante o processo de formacdo de memorias, em especial a aversiva, a
ansiedade/medo desempenha papel importante no mecanismo de manutencéo dessa
atividade cerebral (BLANCHARD; BLANCHARD, 2008; ESPERIDIAO-ANTONIO et
al., 2008; TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015). Em geral, as pesquisas que envolvem
memorias aversivas também contribuem para a compreensdo do papel do medo
nesse processo. Nesse sentido, tem sido crescente o numero de trabalhos que se
propdem investigar como ocorre a aquisi¢cao e expressao do comportamento de medo.
Entretanto, a maioria dos estudos se baseiam em modelos que utilizam os métodos
de condicionamento pavloviano, em ratos e camundongos (MAREN, 2001,
CRISANTO et al., 2015; ISAACS; MACGREGOR; ANNETT, 2015; MYERS; VIANNA
et al., 2003), Estes trabalhos contribuiram significantemente para a compreenséao de

como se processa 0 comportamento de medo.

Entre as estruturas que possuem envolvimento com memdria, expressao de
medo e extincdo (ressignificacdo) de memoarias aversivas, destaca-se a substancia
cinza periaquedutal (OLIVEIRA et al., 2004; VIANNA et al., 2001), cértex pré-frontal
(CANTO-DE-SOUZA; MATTIOLI, 2016; GEORGE; KOOB, 2011; PENNINGTON;
ANDERSON; FANSELOW, 2017; PETERS; KALIVAS; QUIRK, 2009),
amigdala/complexo amigdaloide (ISAACS; MACGREGOR; ANNETT, 2015; JANAK;
TYE, 2015; OLIVEIRA et al., 2004; ROOZENDAAL; MCEWEN; CHATTARJI, 2009;
SEIDENBECHER et al., 2003; TSVETKOV et al., 2015; WELLMAN et al., 2017) e 0
hipocampo (DAUMAS et al., 2005; DE OLIVEIRA CRISANTO et al., 2015; ISAACS;



MACGREGOR; ANNETT, 2015; JI; MAREN, 2008; LEE; KESNER, 2004; MCEOWN;
TREIT, 2010; SEIDENBECHER et al., 2003).

Essas regides demonstram estarem envolvidas com processos de formacao de
memorias ligados ao medo ou estimulos aversivos. Lesdes na regido ventral da
substancia cinzenta periaquedutal é capaz de reduzir o congelamento induzido por
estimulo de choque em patas de ratos durante experimentos de medo condicionado,
mas essas lesbes nao foram capazes de alterar o congelamento induzido apds a
estimulacdo da porcdo dorsal da substancia cinza periaquedutal (VIANNA et al.,
2001). Estimulagbes na porcéo dorsal da substancia cinza periaquedutal também s&o
capazes de gerar comportamento de congelamento e fuga, mas lesdes na regido da
amigdala ndo mostraram afetar o surgimento desses comportamentos, indicando que
0s comportamentos defensivos gerados pela por¢do dorsal da sustancia cinza

periaguedutal ndo séo dependentes da funcao amigdalar (OLIVEIRA et al., 2004).

InjecBes de anisomicina (inibidor de sintese proteica), uma hora antes da
sessdao de treino diretamente no cértex pré-frontal medial prejudica a consolidacéo de
memoria de estimulo aversivo em camundongos apresentados ao protocolo de
esquiva inibitéria, mostrando o papel dessa estrutura no processo de consolidacdo da
memoéria (CANTO-DE-SOUZA; MATTIOLI, 2016). Em ratos, lesbes na regido
ventromedial do cortex pré-frontal ndo alteram a experiéncia traumatica de um choque
e a lembranca associativa do trauma ocorrido no dia anterior, embora essas lesées
nao tenham causado um impacto na aquisicdo e nem na expressdo do medo.
Segundo os autores desse Ultimo estudo (PENNINGTON; ANDERSON; FANSELOW,
2017), essa regido pode ser responsavel pela regulacdo do medo contextual quando

se tenta dar um novo contexto a esse trauma causado pelo choque.

Em ratos, injecdes de anisomicina na amigdala sdo capazes de prejudicar a
consolidacdo da memoria de estimulos aversivos intensos, no momento em que 0s
animais sao reexpostos ao contexto aversivo do dia anterior. O mesmo ocorre quando
essas injecbes ocorrem na regido do hipocampo dorsal (CANTO-DE-SOUZA;
MATTIOLI, 2016). O medo condicionado tanto em roedores como em humanos
compartilham semelhancas nos processos de formacéo de memdria de longo prazo.
Entre elas, a relacdo do medo com a ativacdo do nucleo amigdaloide e as

interconexdes entre 0s nucleos existentes na amigdala e entre outras regides corticais



e subcorticais (JANAK; TYE, 2015). Vale ressaltar ainda, que além de ter papel na
expressdo de medo, a amigdala também desempenha papel na relacdo de
condicionamento a drogas, juntamente com o nucleo accumbens e cortex pré-frontal
(PETERS; KALIVAS; QUIRK, 2009).

Apesar da vasta literatura de estudos relacionados a neurobiologia de meméria
de carater aversivo, estes estudos sdo, na maioria, relacionados a animais
pertencentes ao grupo dos mamiferos. Nos répteis, esses mecanismos, funcdes e
areas cerebrais envolvidas ndo estéo totalmente elucidados. Apesar de possuir varios
estudos na literatura, muitos desses trabalhos realizados com espécies pertencentes
a esse grupo, envolve questdes de ecologia comportamental em ambientes naturais
(HAWLENA; PEREZ-MELLADO, 2009), comportamento sexual e territorial
(GOLINSKI; JOHN-ALDER; KRATOCHYVIL, 2011; HOOPS et al., 2017; JOSSERAND
et al.,, 2017; NEUMAN-LEE et al., 2017), diferencas comportamentais e biologicas
entre sexos (BAECKENS; DRIESSENS; VAN DAMME, 2016; COHEN; ROACH,;
WADE, 2012; COHEN; WADE, 2011; HEWS; HARA; ANDERSON, 2012), evolucao e
variagdo morfolégica (GARCIA-ROA et al., 2017; METZGER; HERREL, 2005;
PYRON; BURBRINK; WIENS, 2013; VITT et al., 1997), processo de miogénese
(RUPIK et al., 2012), avaliacdo de comportamentos a agentes estressores em
ambientes naturais ou seminaturais (ARAGON; LOPEZ; MARTIN, 2008; HAWLENA;
PEREZ-MELLADO, 2009; NOBLE; CARAZO; WHITING, 2012), técnicas de perfuséo
e cirurgias estereotdxicas (GREENBERG, 1982; HOOPS, 2015; SMEETS;
HOOGLAND; LOHMAN, 1986), anatomia, histologia e caracterizacdo de estruturas
encefalicas (DE CARVALHO-PIMENTEL etal., 2011; FAVORITO etal., 2017; HOOPS
et al., 2017; IGLESIA; LOPEZ-GARCIA, 1997; LADAGE et al., 2017; LANUZA et al.,
1998; LOPEZ-GARCIA et al., 2002; MACEDO-LIMA et al., 2017; MARCHIORO et al.,
2005, 2012; MARTINEZ-GARCIA et al., 1986; MOLOWNY et al., 1987; RAMIREZ et
al., 1997; SMEETS; HOOGLAND; LOHMAN, 1986; VONEIDA; SLIGAR, 1979),
expressdo de genes durante o desenvolvimento embrionario neuronal (DESFILIS et
al., 2018), alimentacéo, parasitas e canibalismo entre espécies (ANJOS et al., 2013;
DA SILVA et al., 2013; FILHO et al., 2017; HAWLENA; PEREZ-MELLADO, 20009;
METZGER; HERREL, 2005; PASSOS; MONTEIRO; NOGUEIRA, 2016; ROCHA et
al., 2008), expressdo de genes de plasticidade neuronal (SANTOS, 2010),
neurogénese (DELGADO-GONZALEZ et al., 2011; LADAGE et al., 2017; LOPEZ-



GARCIA et al., 1988; LOPEZ-GARCIA et al.,, 2002; MARCHIORO et al., 2005;
MOLOWNY; NACHER; LOPEZ-GARCIA, 1995; PEREZ-CANELLAS; GARCIA-
VERDUGO, 1996), aprendizado e formacdo de memoria de contexto visuo-espacial
(DAY, B. L.; CREWS; WILCZYNSKI, 2001; DAY, L. B.; CREWS; WILCZYNSKI, 1999;
FOA et al., 2009; GAALEMA, 2011; LADAGE, L. D. et al., 2012; NOBLE; CARAZO;
WHITING, 2012).

Santos (2016), desenvolveu um modelo animal na espécie de lagarto
Tropidurus hispidus (Spix, 1825), para estudar a memaria aversiva e seus aspectos
neurobioldgicos. O modelo consiste em apresentar um gato domeéstico durante 10
minutos, como forma de estimulo aversivo. A tarefa é repetida no dia seguinte e,
guando apresentados a gaiola, mesmo na auséncia do gato, os lagartos apresentam
comportamento de congelamento. Além disso, 0 mesmo autor verificou aumento da
imunorreatividade para a proteina Zif268 em areas como o cértex dorsal e a amigdala,
mostrando o possivel envolvimento dessas areas com a expressdo do medo e ou

aspectos de memarias aversivas.

2.3. Homologias Cerebrais e a Memoéria Aversiva

Durante o processo de evolucdo do sistema nervoso em diferentes espécies, 0
surgimento de novas estruturas pode ter possibilitado a origem de novas fungdes, ou
até mesmo, o aperfeicoamento de funcdes ja existentes. Hartley e Phelps (2010),
mostraram que ndo sé a amigdala esta envolvida no mecanismo de modulacdo e
expressdes comportamentais relacionados ao medo, mas uma rede de integragcao que
envolve outras estruturas na modulacdo dessa emoc¢ao, como: o hipocampo, o nicleo
estriatal, o cortex pré-frontal ventromedial e dorsolateral. Além disso, a amigdala
também se associa ao cértex motor, modulando a resposta ao medo condicionado
(ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008). As projecdes do nucleo central da amigdala
para outras regides cerebrais podem ter funcdo de modular o comportamento do
animal de acordo com repetitivos estimulos aversivos (ABRAHAM; NEVE; LATTAL,
2015).

Ja é conhecido que em mamiferos, o comportamento relacionado ao medo &

modulado por areas cerebrais primitivas, tais como a corpo amigdaloide/amigdala e o



hipocampo reptiliano, as quais formam a maior parte do cérebro dos répteis. Além
disso, o hipocampo de mamiferos, que esta intimamente relacionado aos processos
de formacdo de memoria, apresenta-se como estrutura homéloga ao cortex reptiliano.
Por exemplo, o cortex medial dos répteis é considerado homélogo ao giro denteado
de mamiferos, por apresentarem neurbnios glutamatérgicos reativos ao zinco que
estdo presentes nesta area e se projetam para o cortex dorso-medial o qual é
homologo ao Corno de Ammon area 3 (CA3). Células do cortex dorso-medial
projetam-se para o cortex dorsal, uma regido homologa ao Corno de Ammon éarea 1
(CA1) em mamiferos (MOLOWNY et al., 1987). Essas homologias mostram que
modelos animais com lagartos podem ser promissores nas investigacbes da

neurobiologia comparativa, no ambito dos processos mnemaonicos.
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Figura 1: Homologias cerebrais entre os grupos dos mamiferos e répteis. Fonte: Adaptado
de NAUMANN, et al. (2015).
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Estudos com humanos e modelos animais, vém mostrando a importancia e
participacdo do hipocampo em relacédo a diversos comportamentos e relagdo com a
formacdo dos diversos tipos de memaorias, mas em particular a funcéo das diferentes
sub-regides do hipocampo como as regibes CA1l e CA3 em contextos de sua
participacdo na memoria (DAUMAS et al., 2005; FAROVIK; DUPONT; EICHENBAUM,
2010; GRUART; MUNOZ; DELGADO-GARCIA, 2006; JAVAD-MOOSAVI et al., 2017;
TRIMPER et al., 2017).

Sabe-se que a regido CA1 em mamiferos é a unica via de saida do hipocampo
para o cortex (VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTER, 2009), sendo assim lesdes nessa

area acarretam numa difusdo na comunicacao entre o hipocampo e areas corticais e



subcorticais, como a amigdala, interferindo na formacé&o de alguns tipos de memodrias,
tais como as memorias de contextos emocionais (OCAMPO; SQUIRE; CLARK, 2017).

Diversos sdo os estudos de investigacdo da sub-regido CA1 do hipocampo e
sua relacdo como os processos de formacdo de memodrias. Injecdes intra-CALl de
inibidores de transcricdo génica sdo capazes de inibir a extingdo de memorias de
contexto aversivo do protocolo de esquiva inibitéria em ratos (VIANNA, M. R. et al.,
2003). A inibicdo da cascata de sinalizacdo da proteina cinase mTOR na regido CAl
do hipocampo dorsal é capaz de prejudicar a consolidacdo de memdrias de contexto
aversivo, mostrando que a sinalizagdo de mTOR é necessaria para a formacao da
memoria de medo (BEKINSCHTEIN et al., 2007). mTOR também possui envolvimento

na recuperacdo de memoria de esquiva inibitéria em ratos (PEREYRA et al., 2018).

Os receptores NMDA de glutamato e as vias de sinalizacdo da PKA e da
CaMKIl, nas regides da amigdala basolateral e hipocampo dorsal na sub-regido em
CAL1 sdo necessarios para que ocorra extingdo de memaria na esquiva inibitéria, isso
guando ocorre injecfes de antagonistas dos receptores NMDA ou inibidores da
sinalizacao de PKA e CaMKII (MYSKIW et al., 2010).

Microinjecdo encefalica de Muscimol, uma agonista seletivo GABAérgico na
sub-regiado CAl1 do hipocampo dorsal, demonstram afetar a consolidacdo e
reconsolidacdo da memoria aversiva de ratos que foram expostos a tarefa de esquiva
inibitéria, mostrando que o agonismo dos receptores GABA-A do sistema GABAérgico

€ capaz de influenciar a formacédo de memorias (AMARAL et al., 2007).

As sub-regibes CAl1 e CA3 do hipocampo dorsal de ratos, possuem e
desempenham papeis importantes e diferentes na aquisicdo e consolidacdo de
memoria de medo ao contexto, enquanto CA3 e responsavel por unificar uma resposta
contextual a regido CA1 e bastante envolvida com a consolidacdo no processo de
consolidacéo do contexto (DAUMAS et al., 2005).

Hall; Thomas; Everitt (2001), mostraram atraves da expressao da proteina
Zif268, que durante a recuperacdo da memoria de medo contextual em ratos, os
nacleos da amigdala e a regido CA1l hipocampal apresentam aumento da sua
expressdo, mostrando que os neurbnios dessa regido também sdo ativados no

momento da recuperacdo da memoria de medo.
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Como apresentado anteriormente, o envolvimento da regiao hipocampal CA1
em processos de medo e memorias aversivas é bem conhecido. Entretanto, pouco se
sabe sobre esses mecanismos em grupos menos derivados do que os mamiferos
possuem areas homologas a essa regido. Esse € o caso dos lagartos. Investigacdes
nesse sentido podem ajudar a preencher lacunas evolutivas sobre o surgimento,
caracteristicas e especializacfes de fungdes atribuidas a esse nucleo em diversos

grupos de vertebrados.

2.4. Memaoria em Répteis

Neurocientistas vém utilizando e buscando novos modelos experimentais
como forma de abranger e tentar elucidar questdes comportamentais evolutivas entre
as diferentes espécies, esses estudos abrangem invertebrados e vertebrados. No
grupo dos vertebrados 0s animais mais utilizados sdo mamiferos e, atualmente, os
répteis vém sendo utilizados como possiveis modelos para investigar mecanismos
neurobiolégicos, dentre eles os que envolvem processos de memorias (DAY; CREWS;
WILCZYNSKI, 2001; LADAGE et al., 2012; SANTOS, 2016; STRIEDTER, 2016).

Algumas espécies de répteis vém sendo utilizadas como modelo experimental,
tais como, Tupinambis teguixin (VONEIDA; SLIGAR, 1979), Iguana iguana (BUTLER,;
NORTHCUTT, 1899), Gallotia galloti (MOLOWNY et al., 1987; DELGADO-
GONZALEZ et al., 2011), Tarentola mauritanica (PEREZ-CANELLAS; GARCIA-
VERDUGO, 1996), Podarcis siculus (FAVORITO et al., 2017), Podarcis hispanicus
(MOLOWNY; NACHER; LOPEZ-GARCIA, 1995; MOLOWNY etal., 1987; MARTINEZ-
GARCIA et al., 1986; LOPEZ-GARCIA et al., 1988), Gekko gecko (SMEETS;
HOOGLAND; LOHMAN, 1986), Anolis carolinensis (GREENBERG, 1982), Uta
stansburiana (LADAGE; COBB IRVIN; GOULD, 2017) e Tropidurus hispidus (DE
CARVALHO-PIMENTEL et al., 2011; MARCHIORO et al., 2005; SANTOS, 2010;
SANTOS, 2016; MACEDO-LIMA, 2013), mostrando a viabilidade e importancia do
estudo envolvendo répteis, principalmente os lagartos como modelos animais na

neurobiologia comparativa/evolutiva.

Memorias de contextos espaciais vem sendo relacionadas a comportamentos

ecologicos importantes, tais como escolha de parceiros, territorialidade, navegacéo
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no ambiente, busca e aquisi¢cdo de alimentos. Essas habilidades em aves e mamiferos
demandam uma grande participacdo do hipocampo desses animais. Entretanto em
répteis, estudos realizados em machos da espécie Uta stansburiana, os quais
apresentam trés distintos tipos de morfos em diferentes nichos espaciais, esse
trabalho mostrou que machos que possuiam grande territério apresentavam também
um maior volume do cortex dorsal, sub-regido do cértex reptiliano, homologa ao
hipocampo de mamiferos, quando se comparado ao que possuiam territérios menores
ou nenhum territério (LADAGE et al., 2009).

Experimentos realizados com a mesma espeécie de lagarto, em laboratorio,
utilizando o labirinto de Barnes, um paradigma muito utilizado para avaliar a presenca
e desempenho de memdria espacial em mamiferos, mostraram gque essa espécie
possui memoaria espacial, uma vez que o animal conseguiu seguir e tracar uma trilha
para exploracéo de um objeto no local correto (LADAGE et al., 2012; LADAGE; IRVIN;
GLOUD, 2017).

Lesdes na regido do cortex dorsal e medial de lagartos da espécie Aspidoscelis
inornatus, sdo capazes de causar um déficit na aquisicdo de memarias espaciais. Os
animais de lesdo na regido dorsal apresentaram um aprendizado lento na aquisi¢cao
da memodéria. Essa lesdo também interfere na tentativa para uma solucédo da tarefa,
enquanto que lesdes na regido medial interferem na aquisicdo e prejudicam
severamente a navegacao do animal (DAY; CREWS; WILCZYNSKI, 2001).

Apesar do grande numero de trabalhos apontarem para uma possivel
ocorréncia de memarias espaciais em lagartos, alguns autores defendem a teoria de
que esses animais ndo possuem memoéria espacial (DAY; CREWS; WILCZYNSKI,
1999). Possivelmente, o uso de metodologias e delineamentos experimentais distintos
sejam responsaveis pelos resultados controversos apresentados na literatura. Um
outro ponto importante a ser destacado, é que outros tipos de memadria sdo pouco
explorados nesse grupo de vertebrados, o que prejudica na compreensao dos

mecanismos evolutivos envolvidos nos processos de memarias aversivas.
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2.5. Tropidurus hispidus como Modelo Experimental em Neurobiologia

O Lagarto Tropidurus hispidus, pertence a ordem Squamata, a subordem
Sauria e a familia Tropiduridae. Possui comprimento rostro-cloaca de 7-13 cm quando
adultos e sua distribuicdo vai desde a Amazonia até a Argentina, sendo no Brasil,
encontrado principalmente na regido Nordeste (ABREU et al., 2002). O principal
ecossistema em que esse lagarto vive é a caatinga, mas também esse animal pode
ser encontrando em diversos habitat, entre eles ambientes antropizados (VANZOLINI
et al., 1980; VITT et al., 1997).

Figura 2: Lagarto Tropidurus hispidus (Spix, 1825; Squamata: Tropiduridae). Foto: Rony P.S.
Almeida/UFS.

O primeiro estudo de neurociéncia com essa espécie foi desenvolvido por
Marchioro et al. (2005), indicando que ocorre neurogénese pos-natal, principalmente
na vida adulta, através da visualizacdo de células progenitoras marcadas
nuclearmente com BrdU, localizadas subjacente ao cortex medial, cortex dorsomedial,
cortex dorsal e cortex lateral. Outro trabalho realizado pelo mesmo grupo de pesquisa
mostra a ativacdo de genes de expressdo imediata (ZIF268), um indicador de
plasticidade neuronal na area ocupada pelo corpo amigdaloide/amigdala e hipocampo

reptiliano, apds a exploracdo de ambiente enriquecido (SANTOS, 2010).



13

Segundo De Carvalho-Pimentel et al. (2011), o telencéfalo do Tropidurus
hispidus segue um padrao decorrentes dos Squamatas que mostra a distribuicdo de
terminais neurais enriquecidos com zinco no telencéfalo desse animal, tais como,
partes do cortex, septo, striatum e corpo amigdaloide/amigdala, seguindo padrées
encontrados em outras familias de lagartos. Ademais, todas as areas do cOrtex desse
lagarto apresentaram marcagéo positiva de neurénios NADPH-diaforase, exceto na
camada celular do cortex medial (MACEDO-LIMA, 2013).

Santos (2016), demonstrou que o Tropidurus hispidus possui aumento da
expressao de ZIF268 nas regides do hipocampo reptiliano, principalmente na regiao
do cortex dorsal reptiliano, como também na regido do corpo amigdaloide/amigdala,
apos serem apresentados a um estimulo aversivo, um gato doméstico (Felis catus).
Seus resultados demonstram um possivel envolvimento dessas estruturas nos
processos mnemonicos de formacao desse tipo de memaria, mas o papel que o cértex
dorsal reptiliano desempenha nos processos de formacdo das memarias aversivas

neste grupo ainda ndo esta totalmente elucidado.

Estes trabalhos, tomados em conjunto, colaboram ao demonstrar a viabilidade
do uso do Tropidurus hispidus como um modelo da familia Tropiduridae nos estudos
da neurobiologia evolutiva comparativa. Uma andlise mais aprofundada do
envolvimento do cortex dorsal reptiliano em aspectos comportamentais relacionados
aos componentes de aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de memorias aversivas,
contribuird para a compreensdo de mecanismos envolvidos nas bases bioldgicas-
evolutivas do comportamento animal, ndo somente no grupo dos répteis, mais
também entre diferentes grupos de vertebrados, esclarecendo aspectos envolvidos
com 0s processos mnemodnicos de formacdo de memodrias, principalmente as

memorias aversivas.
3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a participagéo do cortex dorsal reptiliano na meméria aversiva do lagarto

Tropidurus hispidus.
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3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o papel do cértex dorsal reptiliano no processo de aquisicdo da memoéria
aversiva no lagarto Tropidurus hispidus;

e Avaliar o papel do cortex dorsal reptiliano no processo de consolidacdo da
memoaria aversiva no lagarto Tropidurus hispidus;

e Avaliar o papel do cortex dorsal reptiliano no processo de evocacao da memoaria

aversiva no lagarto Tropidurus hispidus.
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4. MATERIAL E METODO
4.1. Aspectos Eticos

Todos os procedimentos experimentais, foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Sergipe (CEPA - UFS) sob nimero
de protocolo 42/2017 (Anexo |) e com autorizacdo de captura e experimentacao de
animais da fauna silvestre, pertencentes a espécie Tropidurus hispidus, emitida pelo
IBAMA sob nimero de protocolo ICMBIio/SISBio 5857-5.

4.2. Animais

Foram utilizados 36 lagartos adultos da espécie Tropidurus hispidus, machos
com tamanho rostro-coacla entre 9-13 cm de comprimento e pesando entre 40-60g.
Todos os animais foram capturados utilizando uma vara contendo um laco na ponta,
uma adaptacdo do método de Strong; Leatherman; Brattstrom (1993). Os animais
foram capturados aos arredores da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Cidade
Universitaria Professor José Aloisio de Campos (10° 55’ 30" S e 37° 05’ 59” W) e
mantidos em terrarios de acomodacao, um aquario de vidro com dimensdes 80 x 60
x 50 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente), em temperatura ambiente.
Cada terrario possuia uma tampa de vidro perfurada para permitir a livre circulacédo
de ar e equipado com uma lampada de calor, com a finalidade de mimetizar o
ambiente natural do animal e permitir a termorregulacéo. Essa lampada permaneceu
ligada por 12 horas/dia, coincidindo com a fase de claro do animal. Os animais foram
alojados em 5 animais por terrario e com livre acesso a agua (pequenos vasos no solo
simulando pequenas “pogas de agua”) e comida (Adultos/jovens de formigas do
género Atta e larvas da espécie do coledptero Tenebrio molitor). O assoalho do terrario
era composto por uma camada de 5 cm contendo areia, cascalhos e matéria organica

(raizes e folhas), onde os animais poderiam se enterrar durante o dia e noite.

Durante os trés experimentos foi utilizado um gato doméstico (espécie Felis
catus), esse animal foi utilizado como um possivel estimulo aversivo por em ambientes
antropizados ser encontrado como lagartos da espécie Tropidurus hispidus. O gato

utilizado nos testes teve livre acesso a agua e ragcao entre cada intervalo do teste.
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Quando nao estava participando dos testes, 0 gato permanecia em sua casa de
acomodacéo.

4.3. Delineamento Experimental

O presente estudo foi dividido em 3 experimentos: Experimento | — Aquisicao
da memoria aversiva; Experimento Il — Consolidacdo da memoria aversiva;
Experimento Il — Evocacdo da memoaria aversiva. Os animais foram divididos em n =
10-14 por experimento. Por sua vez, cada experimento foi constituido de dois grupos

experimentais (Controle e Muscimol, n =5 -7 por grupo).

Apbs 4 dias no terrario de acomodacao, os animais de todos os experimentos
e grupos foram submetidos a cirurgia estereotaxicas para implantacdo de céanulas
guias na regido do cortex dorsal. Sete dias apds a cirurgia os animais de cada
experimento foram divididos aleatoriamente em 2 grupos: Controle (CTR) e Muscimol
(MUS), quando foram submetidos a tarefa experimental.

A tarefa era dividida em duas sessofes: treino e teste, com intervalo de 24 h. As
sessfes de treino e teste foram divididas em duas fases: habituacdo e exposicao.
Ambas as fases foram realizadas em um campo aberto quadrado, medindo 80 x 80 x
60 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente). Apds 0s animais serem
colocados no centro exato do interior do campo aberto, eles passaram por um periodo
de habituacdo de 10 minutos (fase de habituacédo) e logo apds esse tempo, foi
colocada no campo aberto uma gaiola gradeada, contendo um gato doméstico (fase
de exposicao) durante um periodo de 10 minutos. Apos o periodo de exposicdo, 0s
animais foram devolvidos aos seus terrarios de origem, onde permaneceram até o dia
seguinte. Na sessao de teste, os animais novamente foram submetidos a fase de
habituacdo (10 minutos), seguida da fase de exposicdo. Entretanto, na fase de
exposicao (10 minutos), os animais foram apresentados somente a gaiola vazia
(Figura 3). Apos os experimentos, os animais foram perfundidos com a finalidade de
avaliar o sitio de injecdo. ApOs cada sessdo, as paredes internas do campo foram
higienizadas com uma solugéo de alcool a 10%. As fases de habituacdo e exposi¢édo

foram filmadas e posteriormente analisadas quanto ao numero de quadrantes
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cruzados; numero de comportamentos de deslocamento iniciados; tempo total de

congelamento e tempo de laténcia para a realizagcado do primeiro movimento.

O delineamento dos trés experimentos € semelhante, variando apenas o
momento da microinjecdo encefélica de salina (Grupo Controle — CTR, que receberam
microinjecdo de salina 0,9%) ou Muscimol (Grupo Muscimol — MUS, tratado com
0,25ug/ul de Muscimol). No Experimento I, os animais receberam uma Unica
microinjecdo encefalica, diretamente no cortex dorsal, de salina ou Muscimol, 15
minutos antes do treino. No Experimento Il, os animais foram injetados, unicamente,
apos a sessdo de treino. Enquanto que, no Experimento Ill, os animais foram

injetados, unicamente, 15 minutos antes da sesséo de teste (Figura 3).

EXPERIMENTO | EXPERIMENTO II EXPERIMENTO Ill
4
Acomodagao
(4 dias) ;
l Salina ou Muscimol
(15 min antes do treino)
r / (Aquisigio)
Habituagao
(10 min)
DIA 1 (Treino) — B

Exposigédo f
(10 min) \
D3 b, Vv Salina ou Muscimol

(logo apés o treino)
(Consolidagéo)

Intervalo
(24 horas) f

Salina ou Muscimol
(15 min antes do teste)

(evocagéo)
Habituacao
(10 min)
DIA 2 (Teste) —
Exposigao PERFUSAO PERFUSAO PERFUSAO
(10 min) ‘
~ |
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Figura 3: Esquema ilustrativo do delineamento experimental.

4.4, Cirurgia Estereotaxicas

Para a realizagdo das cirurgias estereotaxicas, foram utilizadas as coordenadas
do A Forebrain Atlas of the Lizard Gekko gecko (SMEETS; HOOGLAND; LOHMAN,
1986), para a localizacdo correta para aplicacado das injecdes intra-cortex dorsal de
salina ou Muscimol. Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina
(Ketamina®, Agener Unido) e cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Uni&ao) por via
subcutanea (SC) nas doses (20 mg/kg e 2 mg/kg, respectivamente). ApoOs a retirada
das escamas e limpeza da superficie do cranio, os animais foram fixados a um
aparelho estereotéaxico (Insight, Brasil), e como o auxilio de um bisturi as escamas
foram removidas e partes moles afastadas, para a exposicdo dos 0ssos da caixa
craniana. A torre do estereotaxico foi angulada a 20° as coordenadas foram
determinadas utilizando-se a glandula pineal do animal (conhecida também como, “o
terceiro olho” dos lagartos) como referéncia: anteroposterior (AP), + 2,0 mm e
mesolateral (ML), + 1,3 mm. Em seguida, foram realizadas duas perfuracdes no cranio
dos animais (uma de cada lado), com uma broca odontolégica. Apds as perfuracdes
do cranio, foram inseridas duas canulas guias intra-cortex dorsal (coordenada
dorsoventral — DV de -1,0 mm) de 10 mm e fixadas ao cranio com acrilico

odontolégico.

4.5. Microinjecéo

As microinjecdes intra-cortex dorsal de solucdo salina ou Muscimol nos animais
foram realizadas de forma intercalada com o auxilio de agulhas gengivais (30 gauges),
conectadas a um tubo de polietleno (Imm de diametro), conectados a uma
microseringa de 10uL (Hamilton, EUA). Foi utilizada uma bomba de infusdo (Insight,
Brasil) com um fluxo de 0,20 puL/min. Apoés o periodo de cada microinjecéo, as agulhas
foram mantidas no interior do cérebro por mais 1 min com a finalidade de evitar o

refluxo das substéncias injetadas.
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4.6. Drogas

No presente estudo foram utilizadas as seguintes drogas: Muscimol agonista
GABAérgico (Sigma, EUA), Cloridrato de ketamina (Ketamina®, Agener Unido) e

Cloridrato de xilazina (Calmiun®, Agener Unido).

4.7. Perfusdo dos Animais e Processamento dos Cérebros

Apos o periodo de realizacdo do teste de campo aberto, ao final da sesséo teste
de cada experimento, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina
subcutanea (SC). Com o animal completamente anestesiado foi realizado um acesso
a cavidade toracica seccionando-se a pele e parte moles, expondo a cavidade e feita
a retirada da caixa toracica para a exposi¢ao do coracdo. Posteriormente, realizada
uma insercdo de uma agulha no ventriculo do animal, através do apice do coracéo, e
um volume de 150 ml de solucdo salina 0,9% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4,
heparinizada, foi injetado com auxilio de uma bomba peristaltica durante 10 minutos.
Em seguida, foram injetados 300 ml de uma solucéo fixadora de paraformaldeido a
4% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4, durante 20 minutos. Apoés a perfuséo, os cérebros
foram removidos e mergulhados em uma solucédo de paraformaldeido + sacarose a
30% a 4°C, por 24h. Depois de permaneceram nessa solucao, os cérebros foram
retirados e armazenados em uma solucdo de sacarose 30%, em ambiente ao abrigo
da luz, também a 4°C. Para passar por analise do local da injecéo atingiu a area de

desejada.

4.8. Avaliagdo Comportamental e Processamentos de Dados

Todos os videos foram gravados com a utilizagdo de uma camera acoplada no
teto sobre a regido onde se encontrava a aparato do campo aberto e 0s parametros
comportamentais quantificados por um software de rastreamento animal (Any-maze,

Stoelting, EUA) e também foram quantificados manualmente pelo pesquisador.

Ap6s a finalizacdo dos trés experimentos, Experimento I: Aquisicdo da memoéria

aversiva; Experimento II: Consolidagdo da memoria aversiva e Experimento Il
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Evocacdo da memodria aversiva, em ambos os dias de sessao treino e sesséo teste,
foram analisados os seguintes para@metros comportamentais: niumero de quadrantes
visitados; numero de comportamentos de deslocamento iniciados; tempo total de
congelamento e tempo de laténcia para a realizacdo do primeiro movimento. Para
avaliar o nimero de quadrantes visitados por cada lagarto durante os experimentos,
os videos obtidos durante as gravagles, foram divididos virtualmente em 16
guadrantes de mesmo tamanho, onde foram contabilizados a cada visita e onde o
primeiro quadrante visitado era aquele onde o animal era posto pelo pesquisador na
hora do inicio de cada fase do experimento comportamental. Também, foram
contabilizados o nimero de vezes que o animal realizava um movimento que resultaria
em um deslocamento, mesmo que, 0 animal ndo cruzasse outro quadrante. No dado
comportamental de tempo total de congelamento do animal, foi o medido o tempo que
0 animal se mantia totalmente imovel sem esbocar nenhum movimento voluntério,
onde so foram considerados tempos de imobilidade maiores de 20 segundos. Por fim,
foram contabilizados o tempo gasto para que o animal realizasse seu primeiro
movimento de deslocamento, tomando como base o inicio de cada fase dos
experimentos, obtendo assim a laténcia para que esse movimento ocorresse. Os
dados obtidos de ambos os experimentos foram processados e analisados pelo
software estatistico Prism 6.0 (Graphpad Software Inc, EUA).

4.9. Analise Estatistica

Para se comparar os valores obtidos em todos os parametros comportamentais
entres os grupos durante os periodos de habituacdo e exposicao, foi utilizado o teste
de Mann-Whitney. O teste de Wilcoxon, foi utilizado para se comparar os dados
obtidos no mesmo grupo durante os periodos de habituacdo e exposicdo que 0s
animais foram apresentados. Os dados de todos os trés experimentos foram
expressos com mediana e intervalos interquartis (Q1 e Q3). Os testes com valores de

p<0,05, foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS
5.1. Experimento |: Aquisicdo da memoria aversiva.

Para o numero de quadrantes visitados, o teste de Wilcoxon mostrou uma
reducao significativa da atividade locomotora dos lagartos do grupo Controle (p<0,05)
durante a sessao de treino, na exposicéo (Mediana = 1,00; Q1 = 1,00 — Q3 = 1,00) em
relacdo a habituacao (3,50; 23,75 — 1,25) (Figura 4A). Porém, nos animais do grupo
Muscimol essa diferenca entre os periodos de habituacdo (1,00; 7,00 - 1,00) e
exposicao (1,00; 1,00 — 1,00), ndo foi encontrada (p=0,375).

Durante o periodo de habituacédo, foi mostrado pelo teste de Mann-Whitney que
também ndo houve diferenca (p=0,1500) no numero de quadrantes visitados pelo
grupo Controle habituacéo (3,50; 23,75 - 1,25) em comparac¢ao ao grupo Muscimol
habituacao (1,00; 7,00 - 1,00). No periodo de exposicéo essa diferenca no niumero de
guadrantes visitados pelo grupo Controle (1,00; 1,00 - 1,00) e grupo Muscimol (1,00;
1,000 - 1,000), também nao foi considerada estatisticamente significativa (p=0,500)
(Figura 4A).

Na sessao de teste, o teste de Wilcoxon mostrou uma reducéo significativa
(p<0,05), entre os valores encontrados para 0 numero de quadrantes visitados para o
grupo Controle, na exposicao (1,00; 9,00 — 1,00) em relacéo a habituacao (6,00; 34,00
— 3,00) (Figura 4B). Mas, quando comparados os valores encontrados entre o grupo
Muscimol habituac¢édo (1,00; 2,00 — 1,00) e Muscimol exposicéo (3,00; 3,00 — 1,00),

nao foi encontrada diferenca significativa (p=0,375).

Durante o periodo de habituacédo, o teste de Mann-Whitney mostrou uma
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Muscimol (1,00: 2,00 — 1,00) e
Controle (6,00; 34,00 — 3,00), demonstrando uma reducédo no numero de quadrantes
visitados pelo grupo Muscimol, quando comparado ao grupo Controle. Entretanto, na
exposicdo nao foi observada diferenca estatisticamente significativa (p=0,408),
guando comparados aos valores apresentados pelos grupos Controle (1,00; 9,00 —
1,00) e Muscimol (3,00; 3,00 — 1,00) (Figura 4B).
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Figura 4: Atividade locomotora apresentada pelos lagartos na sesséo de treino e de teste no
Experimento de aquisicdo da memoéria aversiva. Em A, nUmero de quadrantes visitados pelos
animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B, nimero de quadrantes visitados
pelos animais do grupo Controle e Muscimol na sessdo de teste. Durante os periodos de
exposi¢cdo os animais de ambos grupos Controle e Muscimol, apresentaram uma reducéo da
atividade locomotora, quando comparados aos periodos de habituacdo. Os dados foram
representados com mediana e intervalos interquartis. Foram utilizados os testes de Wilcoxon
ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Quanto ao numero de comportamento de deslocamentos realizados durante a
sessdo de treino, o teste de Wilcoxon demonstrou que n&do houve diferenca
estatisticamente significativa (p=0,125), quando comparados os dados encontrados
no grupo Controle entre habituacéo (5,50; 16,00 — 0,50) e exposi¢ao (0,0; 0,0 — 0,0).
Resultado semelhante é observado, quando comparados os dados no grupo Muscimol
na habituacéo (1,00; 4,00 — 0,0) e na exposic¢éo (0,0; 0,0 — 0,0) (p=0,125; Figura 5A).

Durante o periodo de habituacdo, o teste de Mann-Whitney demonstrou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa (p=0,076), entre 0s grupos
Controle (5,50; 16,00 — 0,50) e Muscimol (0,0; 0,0 — 0,0). Igualmente, o teste revelou
auséncia de diferenca (p=0,999) durante a exposi¢céo entre os grupos Controle (0,0;
0,0 — 0,0) e Muscimol (0,0; 0,0 — 0,0) (Figura 5A).

Na sessdo de teste, o teste de Wilcoxon demonstrou uma reducao
estaticamente significativa (p<0,05) no nimero de comportamentos de deslocamento
dos animais, quando comparados os dados entre grupo Controle comparando a
exposicao (0,0; 15,00 — 0,0) e a habituacdo (16,50; 31,75 — 1,25). Mas, ndo foi
observada uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,0625), quando
comparados os dados apresentados durante a habituacdo (0,0; 2,00 — 0,0) e
exposicao (2,00; 4,00 — 0,0), do grupo Muscimol (Figura 5B).

Durante o periodo de habituacédo, o teste de Mann-Whitney mostrou uma
reducao estatisticamente significativa (p<0,05), entre os grupos Muscimol (0,0; 2,00 —
0,0) e o Controle (16,50; 31,75 — 1,25). Entretanto essa diferenca néo foi observada
(p=0,398) entre os grupos Controle (0,0; 15,00 — 0,0) e Muscimol (2,00; 4,00 — 0,0),
durante a exposicao (Figura 5B).
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Figura 5: Atividade locomotora apresentada pelos lagartos na sesséo de treino e de teste no
Experimento de aquisicdo da memodria aversiva. Em A, nidmero de comportamentos de
deslocamento iniciados pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B,
namero de comportamentos de deslocamento iniciados pelos animais do grupo Controle e
grupo Muscimol na sesséao teste. Durante os periodos de exposicao os animais de ambos
grupos Controle e Muscimol, apresentaram uma reducdo do numero de deslocamentos
iniciados, quando comparados aos periodos de habituagdo. Os dados foram representados
com mediana e intervalos interquartis. Foram utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-
Whitney e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Para o tempo de congelamento total, o teste de Wilcoxon mostrou que nao
houve diferenca no congelamento dos animais do grupo Controle (p=0,312) durante a
sessdao de treino, na habituacéo (593,0; 600,0 — 466,0) e na exposicao (600,0; 600,0
— 594,0) (Figura 6A). Porém, nos animais do grupo Muscimol houve aumento
significativo (p<0,05) no tempo de congelamento, entre os periodos de exposi¢cdo
(600,0; 600,0 — 600,0) e a habituagéo (562,0; 600,0 — 509,0).

Durante o periodo de habituacao, o teste de Mann-Whitney mostrou que nao
houve diferenca (p=0,412), no tempo total de congelamento dos animais quando
comparados os grupos Controle (593,0; 600,0 — 466,0) e Muscimol (562,0; 600,0 —
509,0). Resultado semelhante é observado quando comparados os dados dos grupos
Controle (600,0; 600,0 — 594,0) e Muscimol (600,00; 600,0 — 600,0), no periodo de
exposicao (p=0,230) (Figura 6A).

Na sesséo de teste, o teste de Wilcoxon demonstrou que n&o houve diferenga
significativa (p=0,1250), no tempo total de congelamento dos animais, quando
comparados os dados do grupo Controle durante a habituacéo (421,0; 590,3 — 248,0)
com os dados do periodo de exposicao (584,5; 600,0 — 415,3). Resultado semelhante
€ observado, no grupo Muscimol entre dados obtidos na habituacao (597,0; 600,0 —
560,0) e na exposicado (499,0; 600,0 — 471,0), também n&o apresentou diferenca
significativa (p=0,125; Figura 6B).

No periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou um aumento
significativo (p<0,05), no tempo de congelamento dos animais do grupo Muscimol
(597,00; 600,0 — 560,0) quando comparados os dados do grupo Controle (421,0; 590
— 248,0). Entretanto, na exposicdo nado foi demonstrada diferenca significativa
(p=0,494), entre os grupos Controle (584,5; 600,0 — 415,3) e Muscimol (597,0; 600,0
—560,0) (Figura 6B).
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Figura 6: Tempo total de congelamento apresentado pelos lagartos na sesséo de treino e de
teste no Experimento de aquisicdo da memdria aversiva. Em A, o congelamento total
apresentado pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B, o
congelamento total apresentado pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol na sessao
teste. Durante os periodos de exposi¢do os animais de ambos grupos Controle e Muscimol,
apresentaram um aumento no tempo total de congelamento, quando comparados aos
periodos de habituacdo. Os dados foram representados com mediana e intervalos interquartis.
Foram utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram
considerados significativos.
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Quanto a laténcia para a realizagdo do primeiro movimento, o teste Wilcoxon
demonstrou um aumento significativo (p<0,05) no tempo de laténcia na sessao de
treino, no momento da exposicao (600,0; 600,0 —438,0) e relacéo a habituacéo (79,50;
500,5 — 22,75) no grupo Controle (Figura 7A). Resultado semelhante foi observado
no grupo Muscimol (p<0,05), na exposi¢éo (600,0; 600,0 — 600,0) em relacédo a
habituagéo (228,0; 600,0 — 30,00).

Durante o periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que
nao houve diferenca (p=0,2214), entre os grupos Controle (79,50; 500,5 — 22,75) e
Muscimol (228,0; 600,0 — 30,00). Resultado semelhante foi observado na exposicao
(p=0,230), entre os grupos Controle (600,0; 600,0 — 438,0) e Muscimol (600,0; 600,0
—600,0) (Figura 7A).

Na sessao de teste, o teste de Wilcoxon mostrou um aumento significativo
(p<0,05), na laténcia para realizagcdo do primeiro movimento do animal, no grupo
Controle na exposicao (378,0; 600,0 — 83,00) em relacéo a habituagéo (78,50; 500,0
— 14,00) (Figura 7B). Porém, no grupo Muscimol ndo houve diferenca significativa
(p=0,437) durante a habituacao (517,0; 600,0 — 175,0) e exposicao (278,0; 600,0 —
132,0).

Durante o periodo de habituacédo, o teste de Mann-Whitney revelou que houve
um aumento no tempo de laténcia, entres os grupos, Muscimol (517,0; 600,0 — 175,0)
e Controle (78,50; 500,0 — 14,00), porém esse aumento nao foi significativo (p=0,072).
Entretanto, na exposi¢do ndo houve diferenca significativa (p=0,467), entre 0s grupos
Controle (378,0; 600,0 — 83,00) e Muscimol (278,0; 600,0 — 132,0) (Figura 7B).
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Figura 7: Tempo de laténcia para realizacdo do primeiro movimento apresentado pelos
lagartos na sessédo de treino e de teste no Experimento de aquisicdo da memaria aversiva.
Em A, a laténcia para o primeiro movimento apresentada pelos animais do grupo Controle e
grupo Muscimol no treino. Em B, a laténcia para o primeiro movimento apresentado pelos
animais do grupo Controle e grupo Muscimol na sessao teste. Durante os periodos de
exposicao os animais de ambos grupos Controle e Muscimol, apresentaram um aumento no
tempo de laténcia para realizar seu primeiro movimento, quando comparados aos periodos
de habituacdo. Os dados foram representados com mediana e intervalos interquartis. Foram
utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram considerados
significativos.
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5.2. Experimento Il: Consolidagcdo da memoria aversiva.

Para o nimero de quadrantes visitados, o teste de Wilcoxon demonstrou que
ndo houve diferenca na atividade locomotora dos lagartos do grupo Controle
(p=0,062), durante a sesséo de treino, comparando a habituacdo (Mediana = 2,00; Q1
= 2,50 — Q3 = 1,00) com a exposi¢ao (1,00; 1,00 - 1,00). Resultado semelhante nos
animais do grupo Muscimol, entre os periodos de habituacdo (1,50; 3,00 - 1,00) e
exposicao (1,00; 1,00 — 1,00) foram observados (p=0,125) (Figura 8A).

Durante o periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que
também ndo houve diferenca (p=0,445) no numero de quadrantes visitados pelo grupo
Controle habituacdo (2,00; 2,50 — 1,00), em comparacdo ao grupo Muscimol
habituacao (1,50; 3,00 - 1,00). No periodo de exposicdo, essa diferenca no numero
de quadrantes visitados pelo grupo Controle (1,00; 1,00 - 1,00) e grupo Muscimol
(1,00; 1,00 - 1,00), também néo foi considerada estatisticamente significativa
(p=0,999) (Figura 8A).

Na sessao de teste, o teste de Wilcoxon mostrou uma reducéo significativa
(p<0,05), entre os valores encontrados para 0 numero de quadrantes visitados no
grupo Controle, na exposi¢éo (2,00; 3,25 — 1,00) e habituagao (7,50; 16,00 — 4,00)
(Figura 8B). Mas, quando comparados os valores encontrados entre o grupo
Muscimol habituacdo (1,00; 1,25 — 1,00) e Muscimol exposi¢éo (1,00; 3,00 — 1,00),

nao foi encontrada diferenca significativa (p=0,250).

Durante o periodo de habituacdo, o teste de Mann-Whitney mostrou uma
diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle (7,50; 16,00 — 4,00) e
Muscimol (1,00: 1,25 — 1,00), demonstrando uma redu¢&do no numero de quadrantes
visitados pelo grupo Muscimol quando se comparado ao grupo Controle. Entretanto,
na exposicdo ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,238), quando
comparados os valores apresentados pelos grupos Controle (2,00; 3,25 — 1,00) e
Muscimol (1,00; 3,00 — 1,00) (Figura 8B).
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Figura 8: Atividade locomotora apresentada pelos lagartos na sesséo de treino e de teste no
Experimento de consolidacdo da memdria aversiva. Em A, numero de quadrantes visitados
pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B, nimero de quadrantes
visitados pelos animais do grupo Controle e Muscimol na sesséo teste. Durante os periodos
de exposi¢céo os animais de ambos grupos Controle e Muscimol, apresentaram uma reducédo
da atividade locomotora, quando comparados aos periodos de habituacdo. Os dados foram
representados com mediana e intervalos interquartis. Foram utilizados os testes de Wilcoxon
ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Quanto ao numero de comportamento de deslocamentos realizados durante a
sessdo de treino, o teste de Wilcoxon demonstrou que nao houve diferenca
estatisticamente significativa (p=0,125), quando comparados os dados encontrados
no grupo Controle, na habituacéo (1,00; 3,25 — 0,0) e na exposicdo (0,0; 0,0 — 0,0).
Resultado semelhante foi encontrado, quando comparados os dados do grupo
Muscimol, na habituacéo (0,0; 2,25 — 0,0) e na exposi¢ao (0,0; 0,0 — 0,0), que também
nao foi significativo (p=0,250; Figura 9A).

Durante o periodo de habituacdo, o teste de Mann-Whitney demonstrou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa (p=0,310), entre 0sS grupos,
Controle (1,00; 3,25 — 0,0) e Muscimol (0,0; 2,25 — 0,0). Igualmente, o teste revelou
auséncia de diferenca (p=0,999) durante a exposicdo entre os grupos Controle (0,0;
0,0 — 0,0) e Muscimol (0,0; 0,0 — 0,0) (Figura 9A).

Na sessao de teste, o teste Wilcoxon demonstrou que ndo houve diferengca
estaticamente significativa (p=0,093) no nimero de comportamentos de deslocamento
dos animais, quando comparados os dados entre o grupo Controle durante a
habituacao (9,00; 29,50 — 2,25) e exposicao (4,00; 8,25 — 1,75). Resultado semelhante
foi observado no grupo Muscimol, onde n&do houve diferenca significativa (p=0,500),
guando comparados os dados apresentados durante a habituagéo (0,500; 2,00 — 0,0)
e exposicao (0,0; 3,00 — 0,0) (Figura 9B).

Durante o periodo de habituacdo, o teste de Mann-Whitney mostrou uma
reducao estatisticamente significativa (p<0,05), entre os grupos Controle (9,00; 29,50
— 2,25) e Muscimol (0,500; 2,00 — 0,0). Essa reducao significativa (p<0,05), também
foi encontrada quando comparado o grupo Controle (4,00; 8,25 — 1,75) e Muscimol
(0,0; 3,00 — 0,0) na exposicao (Figura 9B).
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Figura 9: Atividade locomotora apresentada pelos lagartos na sesséo de treino e de teste no
Experimento de consolidacdo da memoria aversiva. Em A, nimero de comportamentos de
deslocamento iniciados pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B,
namero de comportamentos de deslocamento iniciados pelos animais do grupo Controle e
grupo Muscimol na sesséo teste. Durante os periodos de exposicdo os animais de ambos
grupos Controle e Muscimol, apresentaram uma reducdo do numero de deslocamentos
iniciados, quando comparados aos periodos de habituacdo. Os dados foram representados
com mediana e intervalos interquartis. Foram utilizados os testes de Wilcoxon e Mann-
Whitney e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Para o tempo de congelamento total, o teste de Wilcoxon mostrou que nao
houve diferenga no congelamento dos animais do grupo Controle (p=0,125), durante
a sessao de treino entre a exposicao (600,0; 600,0 — 592,0) e na habituacéo (583,0;
600,0 — 541,3) (Figura 10A). Diferentemente, nos animais do grupo Muscimol, o teste
demonstrou que houve um aumento no tempo de congelamento entre a exposi¢céo
(600,0; 600,0 — 590,8) e habituacdo (576,0; 597,8 — 527,5), considerado

estatisticamente significativo (p<0,05).

Durante o periodo de habituacao, o teste de Mann-Whitney mostrou que nao
houve diferenca (p=0,248), no tempo total de congelamento dos animais quando
comparados os grupos Controle (583,0; 600,0 — 541,3) e Muscimol (583,0; 600,0 —
541,3). Resultado semelhante foi observado quando comparados os dados dos
grupos Controle (600,0; 600,0 — 592,0) e Muscimol (600,0; 600,0 — 590,8) durante a
exposicdo (p=0,424) (Figura 10A).

Na sesséo de teste, o teste de Wilcoxon demonstrou que n&o houve diferenga
significativa (p=0,093) no tempo total de congelamento dos animais, quando
comparados os dados do grupo Controle durante a habituacao (490,0; 536,3 — 348,0)
com os dados do periodo de exposi¢cao (559,0; 594,8 — 471,5). Resultado semelhante
€ observado, no grupo Muscimol entre dados obtidos na habituacdo (595,5; 600,0 —
575,0) e na exposicdo 598,5; 600,0 — 559,5), em que ndo apresentou diferenca
significativa (p=0,375; Figura 10B).

No periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou um aumento
significativo (p<0,05), no tempo de congelamento dos animais do grupo Muscimol
(595,5; 600,0 — 575,0), quando comparados os dados dos grupos Controle (490,0;
536,3 — 348,0). Entretanto, na exposicdo ndo foi demonstrada diferenca significativa
(p=0,071) entre os grupos Controle (559,0; 594,8 — 471,5) e Muscimol (598,5; 600,0 —
559,5) (Figura 10B).
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Figura 10: Tempo total de congelamento apresentado pelos lagartos na sessao de treino e
de teste no Experimento de consolidacdo da memoria aversiva. Em A, o congelamento total
apresentado pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B, o
congelamento total apresentado pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol na sessao
teste. Durante os periodos de exposi¢do os animais de ambos grupos Controle e Muscimol,
apresentaram um aumento no tempo total de congelamento, quando comparados aos
periodos de habituacdo. Os dados foram representados com mediana e intervalos interquartis.
Foram utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram
considerados significativos.
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Quanto a laténcia para a realizagdo do primeiro movimento, o teste Wilcoxon
demonstrou um aumento significativo (p<0,05) no tempo de laténcia na sessao de
treino, no momento da exposicdo (600,0; 600,0 — 577,5) em relacdo habituacéo
(552,0; 596,3 — 426,3), no grupo Controle. Resultado semelhante foi observado no
grupo Muscimol (p<0,05) na exposic¢éo (600,0; 600,0 — 435,5) em relagao habituacéo
(303,0; 597,0 — 144,0) (Figura 11A).

Durante o periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que
nao houve diferenca (p=0,208), entre os grupos Controle (490,0; 536,3 — 348,0) e
Muscimol (490,0; 536,3 — 348,0). Resultado semelhante é observado na exposi¢do
(p=0,363) entre os grupos Controle (600,0; 600,0 —577,5) e Muscimol (600,0; 600,0 —
435,5) (Figura 11A).

Na sessao de teste, o teste de Wilcoxon mostrou um aumento significativo
(p<0,05) na laténcia para realizagdo do primeiro movimento do animal, no grupo
Controle na exposicao (514,5; 600,0 — 381,3) em relacéo a habituacdo (290,0; 365,5
— 195,5) (Figura 11B). Porém, no grupo Muscimol ndo houve diferenca significativa
(p=0,187), entre a exposicao (512,0; 600,0 — 317,8) e habituacdo (374,5; 600,0 —
93,00).

Durante o periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney revelou que néo
houve diferenca significativa (p=0,456), entre os grupos Controle (290,0; 365,5 —
195,5) e Muscimol (374,5; 600,0 — 93,00). Resultado semelhante foi observado na
exposicao, quando ndo houve diferenca significativa (p=0,435) entre 0s grupos
Controle (514,5; 600,0 — 381,3) e Muscimol (512,0; 600,0 — 317,8) (Figura 11B).
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Figura 11: Tempo de laténcia para realizacdo do primeiro movimento apresentado pelos
lagartos na sessao de treino e de teste no Experimento de consolidacdo da meméria aversiva.
Em A, a laténcia para o primeiro movimento apresentada pelos animais do grupo Controle e
grupo Muscimol no treino. Em B, a laténcia para o primeiro movimento apresentado pelos
animais do grupo Controle e grupo Muscimol na sessao teste. Durante os periodos de
exposicdo os animais de ambos grupos Controle e Muscimol, apresentaram um aumento no
tempo de laténcia para realizar seu primeiro movimento, quando comparados aos periodos
de habituacdo. Os dados foram representados com mediana e intervalos interquartis. Foram
utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram considerados
significativos.
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5.3. Experimento Ill: Evocagdo da memaria aversiva.

Para o numero de quadrantes visitados, o teste de Wilcoxon mostrou uma
reducao significativa da atividade locomotora dos lagartos do grupo Controle (p<0,05),
durante a sesséo de treino na exposicédo (Mediana = 1,00; Q1 = 1,00 — Q3 =1,00) em
relacdo a habituagéo (2,00; 4,50 —1,50). Resultado semelhante foi demonstrado pelo
teste na atividade locomotora dos animais do grupo Muscimol (p<0,05), na exposi¢cao
(1,00; 2,50 — 1,00) e relacéo a habituacao (4,00; 34,50 — 2,00) (Figura 12A).

Durante o periodo de habituacdo, o teste de Mann-Whitney revelou que nao
houve diferenca (p=0,082) no nimero de quadrantes visitados pelo grupo Controle na
habituacao (2,00; 4,50 — 1,50), quando comparado com grupo Muscimol (4,00; 34,50
—2,00). No momento da exposicéo, o teste também mostrou que ndo houve diferenca
significativa (p=0,277), entre os grupos Controle (1,00; 1,00 - 1,00) e Muscimol (1,00;
2,50 — 1,00) (Figura 12A).

Na sessao de teste, o teste de Wilcoxon mostrou uma reducao significativa
(p<0,05), entre os valores encontrados para 0 niumero de quadrantes visitados para o
grupo Controle, na exposicao (2,00; 5,00 — 1,00) e durante a habituacéo (6,00; 22,50
—4,00) (Figura 12B). Mas, quando comparados os valores encontrados entre o grupo
Muscimol, na habituacéo (1,00; 16,50 — 1,00) e na exposicao (2,00; 4,00 — 1,00), ndo
houve diferenca significativa (p=0,250).

Durante o periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que
nao houve diferenca significativa (p=0,116) entre os grupos, Controle (6,00; 22,50 —
4,00) e Muscimol (1,00; 16,50 — 1,00). Na exposicao, o teste também ndo mostrou
diferenca estatisticamente significativa (p=0,480), quando comparados os valores
apresentados pelos grupos Controle (2,00; 5,00 — 1,00) e Muscimol (2,00; 4,00 — 1,00)
(Figura 12B).
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Figura 12: Atividade locomotora apresentada pelos lagartos na sessao de treino e de teste
no Experimento de evocagcdo da memoria aversiva. Em A, nUmero de quadrantes visitados
pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B, nimero de quadrantes
visitados pelos animais do grupo Controle e Muscimol na sesséo teste. Durante os periodos
de exposicdo os animais de ambos grupos Controle e Muscimol, apresentaram uma reducédo
da atividade locomotora, quando comparados aos periodos de habituacdo. Os dados foram
representados com mediana e intervalos interquartis. Foram utilizados os testes de Wilcoxon
ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Quanto ao numero de comportamento de deslocamentos realizados durante a
sessdao de treino, o teste de Wilcoxon demonstrou uma reducéo significativa (p<0,05),
guando comparados os dados encontrados no grupo Controle na exposicao (0,0; 0,0
— 0,0) entre a habituacédo (3,00; 12,00 — 0,0). Resultado semelhante € observado
guando comparados os dados no grupo Muscimol (p<0,05), na exposicao (0,0; 0,0 —
0,0) entre a habituacao (2,00; 46,50 — 1,00) (Figura 13A).

Durante o periodo de habituacdo, o teste de Mann-Whitney demonstrou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa (p=0,271), entre 0s grupos
Controle (3,00; 12,00 — 0,0) e Muscimol (3,00; 12,00 — 0,0). Igualmente, o teste revelou
auséncia de diferenca (p=0,277) durante a exposi¢cdo entre os grupos Controle (0,0;
0,0 — 0,0) e Muscimol (0,0; 3,00 — 0,0) (Figura 13A).

Na sessdo de teste, o teste de Wilcoxon demonstrou uma reducao
estatisticamente significativa (p<0,05) no numero de comportamentos de
deslocamento dos animais, quando comparados os dados entre grupo Controle na
exposicao (4,00; 10,50 — 0,0) e na habituacdo (14,00; 24,75 — 2,25). Mas, néo foi
observada uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,315), quando
comparados os dados apresentados durante a habituacdo (0,0; 25,00 — 0,0) e
exposicao (5,00; 15,00 — 0,500), no grupo Muscimol (Figura 13B).

Durante o periodo de habituagéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que
nao houve diferenca significativa (p=0,223), entre os grupos Controle (14,00; 24,75 —
2,25) e Muscimol (0,0; 25,00 — 0,0). Resultado semelhante foi observado quando
comparados os dados do periodo de exposicdo dos grupos Controle (4,00; 10,50 —
0,0) e Muscimol (5,00; 15,00 — 0,500), também nado houve diferenca significativa
(p=0,411) (Figura 13B).
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Figura 13: Atividade locomotora apresentada pelos lagartos na sessao de treino e de teste
no Experimento de evocacdo da memdria aversiva. Em A, nimero de comportamentos de
deslocamento iniciados pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B,
namero de comportamentos de deslocamento iniciados pelos animais do grupo Controle e
grupo Muscimol na sesséo teste. Durante os periodos de exposicdo os animais de ambos
grupos Controle e Muscimol, apresentaram uma reducao do numero de deslocamentos
iniciados, quando comparados aos periodos de habituagdo. Os dados foram representados
com mediana e intervalos interquartis. Foram utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-
Whitney e valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Para o tempo de congelamento total, o teste de Wilcoxon demonstrou um
aumento significativo no congelamento entre os animais do grupo Controle (p<0,05)
durante a sessdo treino (Dia 1), na exposi¢ao (600,0; 600,0 — 594,0) e na habituacéo
(593,0; 600,0 — 530,5) e (Figura 14A). Resultado semelhante, foi demonstrado nos
animais do grupo Muscimol (p<0,05), em que houve aumento do tempo de freezing,
entre os periodos de exposic¢ao (600,0; 600,0 — 528,5) e a habituacdo (563,0; 582,5 —
215,0).

Durante o periodo de habituacao, o teste de Mann-Whitney mostrou que nao
houve diferenca (p=0,079), no tempo total de congelamento dos animais quando
comparados os grupos Controle (593,0; 600,0 — 530,5) e Muscimol (563,0; 582,5 —
215,0). Resultado semelhante é observado quando comparados os dados dos grupos
Controle (600,0; 600,0 — 594,0) e Muscimol (600,0; 600,0 — 528,5), no periodo de
exposicao (p=0,381) (Figura 14A).

Na sesséo de teste, o teste de Wilcoxon demonstrou aumento significativo
(p<0,05), no tempo total de congelamento dos animais, quando comparados os dados
entre o grupo Controle durante a exposicao (569,0; 600,0 — 438,5) com os dados do
periodo de habituacdo (421,0; 549,5 — 294,0). Porém, ndo houve diferenca
significativa (p=0,312) para o grupo Muscimol entre dados obtidos na habituagéo
(600,0; 600 — 340,0) e na exposicao (583,0; 597,0 — 478,5) (Figura 14B).

No periodo de habituacdo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que nao
houve diferenca significativa (p=0,160), no tempo de congelamento dos animais do
grupo Muscimol (600,0; 600 — 340,0), quando comparados os dados do grupo
Controle (421,0; 549,5 — 294,0). Na exposi¢cdo também néo foi demonstrado diferenca
significativa (p=0,430) entre os grupos Controle (569,0; 600,0 — 438,5) e Muscimol
(583,0; 597,0 — 478,5) (Figura 14B).
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Figura 14: Tempo total de congelamento apresentado pelos lagartos na sesséo de treino e
de teste no Experimento de evocacdo da memoria aversiva. Em A, o congelamento total
apresentado pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol no treino. Em B, o
congelamento total apresentado pelos animais do grupo Controle e grupo Muscimol na sesséo
teste. Durante os periodos de exposi¢do os animais de ambos grupos Controle e Muscimol,
apresentaram um aumento no tempo total de congelamento, quando comparados aos
periodos de habituacdo. Os dados foram representados com mediana e intervalos interquartis.

Foram utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram
considerados significativos.
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Quanto a laténcia para a realizagdo do primeiro movimento, o teste Wilcoxon
demonstrou um aumento significativo (p<0,05) entre o tempo de laténcia na sessao
de treino, no momento da exposic¢ao (600,0; 600,0 — 555,0) e em relagcéo a habituacéo
(355,5; 596,3 — 67,00) no grupo Controle (Figura 15A). Porém, ndao houve diferenca
significativa (p=0,062) para o grupo Muscimol na habituagéo (409,0; 570,0 — 166,5) e
na exposicao (600,0; 600,0 — 338,5).

Durante o periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que
nao houve diferenca (p=0,387), entre os grupos Controle (355,5; 596,3 — 67,00) e
Muscimol (409,0; 570,0 — 166,5). Resultado semelhante € observado na exposi¢cdo
(p=0,232) entre os grupos Controle (600,0; 600,0 — 555,0) e Muscimol (600,0; 600,0 —
338,5) (Figura 15A).

Na sessao de teste, o teste de Wilcoxon mostrou um aumento significativo
(p<0,05) na laténcia para realizagcdo do primeiro movimento do animal, no grupo
Controle entre a exposicéo (429,0; 600,0 — 193,0) e na habituacéo (208,5; 356,5 —
59,75) e (Figura 15B). Porém, no grupo Muscimol ndo houve diferenca significativa
(p=0,312), na exposicdo (389,0; 536,5 — 145,5), quando comparado ao periodo de
habituacao (600,0; 600,0 — 111,5).

Durante o periodo de habituacéo, o teste de Mann-Whitney demonstrou que
nao houve diferenca significativa (p=0,142) no tempo de laténcia entre 0s grupos
Controle (208,5; 356,5 — 59,75) e Muscimol (600,0; 600,0 — 111,5). Resultado
semelhante foi encontrado na exposicéo (p=0,308) entre os grupos Controle (429,0;
600,0 — 193,0) e Muscimol (389,0; 536,5 — 145,5) (Figura 15B).
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Figura 15: Tempo de laténcia para realizagdo do primeiro movimento apresentado pelos
lagartos na sessédo de treino e de teste no Experimento de evocacao da memoéria aversiva.
Em A, a laténcia para o primeiro movimento apresentada pelos animais do grupo Controle e
grupo Muscimol no treino. Em B, a laténcia para o primeiro movimento apresentado pelos
animais do grupo Controle e grupo Muscimol na sessao teste. Durante os periodos de
exposicao os animais de ambos grupos Controle e Muscimol, apresentaram um aumento no
tempo de laténcia para realizar seu primeiro movimento, quando comparados aos periodos
de habituacdo. Os dados foram representados com mediana e intervalos interquartis. Foram
utilizados os testes de Wilcoxon ou Mann-Whitney e valores de p<0,05 foram considerados
significativos.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram, durante a sesséao de treino do Experimento |,
gque mesmo apdés o bloqueio do cortex dorsal com Muscimol, os animais foram
capazes de responder ao estimulo aversivo, semelhante ao grupo Controle (Figuras
4A, 5A, 6A e 7A). Na sessao de teste, os animais do grupo Muscimol apresentam um
prejuizo na memoria, que é observado pela diminuicdo da laténcia para realizar o
primeiro movimento (Figura 7B). Na sessao de teste do Experimento Il, os animais
que tiveram o bloqueio do cortex dorsal com Muscimol, logo apos o estimulo aversivo
no dia do treino, apresentaram um prejuizo na consolidacdo da memoria aversiva,
uma vez que, ao entrar no aparato pareciam nao recordar da tarefa (Figuras 8B, 9B,
10B e 11B). O bloqueio do cértex dorsal minutos antes da sessao de teste do
Experimento lll, foi capaz de causar um prejuizo no processo de evocacdo da memoria
aversiva (Figuras 12B, 13B, 14B e 15B).

Ha mais de cinquenta anos, Brenda Milner, através dos seus estudos
relacionados ao paciente H.M (Henry Molaison), que teve remocéo bilateral do lobo
temporal, demonstrou que essa estrutura (hipocampo) desempenha um papel
importante na formacao de novas memdarias de carater declarativo (explicita), mas nao
em memorias de carater ndo-declarativo (implicita), como memorias de aprendizado
motor (SCOVILLE; MILNER, 1957; KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014; KANDEL,
b2012). Desde entdo, o numero de estudos relacionados ao hipocampo e seu papel
na formacao dos diferentes tipos de memadrias vem crescendo e tomando grande

importancia na neurobiologia da memoria.

Na literatura ja esta bem estabelecido que o hipocampo, mais especificamente
a sub-regido CAl, seja o responsavel pelo processamento do engrama (rede
responsavel pelo processamento e codificacdes de informagdes) da memaria social.
A memoria social € um dos componentes cruciais das memorias episodicas. Animais
sociais exibem esse tipo de memaria ao desempenharem atividades comportamentais

relacionadas a agressividade e evitagao (OKUYAMA, 2018).

Embora apresentem diferencas macro anatbmicas entre o0s grupos de
vertebrados, a nivel micro anatdbmico e funcionalmente o hipocampo mantém

homologias importantes, entre elas, seu envolvimento nos processos mnemaonicos da
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memoria (COLOMBO; BROADBENT, 2000; STRIEDTER, 2016). Entre essas
homologias, destacam-se as que ocorrem entre as principais areas do Hipocampo.
Através de técnicas de biologia molecular, celular e histolégicas, tem sido
demonstrado que o hipocampo de mamiferos possui homologias com areas corticais
do cérebro reptiliano: (1) o giro denteado de mamiferos é homélogo ao cortex medial
dos répteis, por apresentarem neurdnios microgranulares glutamatérgicos, reativos ao
zinco, que estado presentes nesta area e se projetam para o cortex dorso-medial; a
area CA3 dos mamiferos é homadloga ao cortex dorsal dos répteis, por apresentarem
interneurdnios piramidais que projetam para o corte dorsal e (3) a area CAl é
homéloga ao cortex dorsal do hipocampo reptiliano, area de saida de informacfes do
hipocampo, nos mamiferos e nos répteis (MOLOWNY et al., 1987). Essas homologias
mostram que modelos animais com lagartos podem ser promissores nas
investigacdes da neurobiologia comparativa, no ambito dos processos mnemaonicos

da memoria.

Nesse sentido, pesquisas mostram que lesdes no hipocampo reptiliano séo
capazes de provocar prejuizos na memoria destes animais (DAY; CREWS;
WILCZYNSKI, 2001; DAVIS; BURGHARDT, 2007; LOPEZ et al., 2013a; LOPEZ et al.,
2013b), da mesma forma que, em mamiferos, lesdes (FROUDIST-WALSH et al.,
2018; HUCKLEBERRY et al., 2018; OPRISAN; BUHUSI; BUHUSI, 2018; SCOVILLE;
MILNER, 1957) ou um bloqueio (LEAO et al., 2016) da acdo do hipocampo sdo
capazes de causar prejuizos na memoria. Além disso, Santos (2016), utilizando
protocolo similar ao aplicado no presente estudo, demonstrou que lagartos
apresentam um aumento da imunorreatividade da proteina Zif268 no cortex dorsal
reptiliano, apos a exposicao e evocacao do estimulo aversivo, indicando um aumento
da atividade dessa area hipocampal durante a formacao e evocacédo da memdéria. Para
confirmar essa ideia, no presente estudo, a atividade do cértex dorsal foi bloqueada
com o Muscimol em momentos distintos da tarefa. Tomados em conjunto, nossos
resultados corroboram a hipétese defendida por Santos (2016), sendo o hipocampo

reptiliano uma das areas envolvidas com os diferentes processos de memarias.

Ledo et al. (2016) avaliaram a participacdo da area CA1 do hipocampo dorsal
de ratos, através do bloqueio por Muscimol dessa estrutura, em uma tarefa de esquiva
discriminativa do labirinto em cruz, uma modificagcéo do labirinto em cruz elevado, que

utiliza um estimulo aversivo como pista. Os autores demonstraram gue 0S animais



47

eram capazes de aprender a tarefa no dia treino. O comportamento entre o grupo
controle e tratado com Muscimol n&o se diferiam no dia do treino. Por um outro lado,
no dia do teste os animais do grupo Muscimol apresentam prejuizo na evocacao da
memoria aversiva, indicando a participacdo da regido CAl como componente
essencial no processo de consolidacdo de memodrias do tipo aversiva. Nossos
resultados corroboram esse estudo, uma vez que, demonstramos que mesmo sob
uma condicdo de bloqueio do cértex dorsal, os lagartos T. hispidus, foram capazes de
aprender a tarefa no dia do treino (Figuras 4A, 5A, 6A e 7A), uma vez que
responderam de forma semelhante ao grupo controle, mas néo foram capazes de

recordar a tarefa durante a fase de teste (Figuras 4B, 5B, 6B e 7B).

Vale ressaltar, que apesar de CA1 estar envolvida nos processos de memodrias,
essa mesma estrutura parece ndo participar da expressdo de respostas aversivas.
Lesdes realizadas na area CAl, antes dos animais serem apresentados a estimulos
aversivos, sdo capazes de prejudicar a memoria aversiva de ratos Wistar na tarefa de
esquiva discriminativa do labirinto em cruz. Mas, essa lesdo ndo é capaz de impedir
que o animal responda aversivamente ao estimulo negativo (GUIMARAES MARQUES
et al., 2018). Nossos dados também corroboram essa ideia, quando no dia do treino,
mesmo apdés bloqueio do coértex dorsal, os lagartos T. hispidus apresentam

comportamentos aversivos.

Descartamos a possibilidade do congelamento apresentado pelos lagartos, no
experimento Il, durante a sesséo de teste, ser resultante de uma hipolocomocao dos
animais sob efeito do Muscimol no hipocampo. Corroborando essa ideia, em um
estudo realizado com ratos, injecdes bilaterais do Muscimol em CAL foram capazes
de prejudicar a consolidacdo da memdria aversiva sem prejudicar a atividade
locomotora do animal durante a tarefa, no dia do teste de evocacdo da memodria
aversiva (NASEHI et al., 2016).

Em roedores, o bloqueio de estruturas como hipocampo dorsal, prejudica na
aprendizagem e consolidacdo de memoria de contexto aversivo (CANTO-DE-SOUZA,
MATTIOLI, 2016). Acredita-se que esses eventos sejam mediados através da
participacéo do sistema serotoninérgico na regiao CA1 (SCHMIDT et al., 2017). Além
disso, a dificuldade em aprender ou de recuperar memorias em experimentos de

condicionamento classico realizados com ratos, esta relacionada ao bloqueio ou
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inibicdo da LTP (Long-term potentiation) em regides hipocampais como CAl e CA3
(GRUART; MUNOZ; DELGADO-GARCIA, 2006). Sendo assim, acreditamos que,
possivelmente, o fendbmeno de LTP nos lagartos, esteja sendo boqueado apos a
microinjecdo de Muscimol, sendo esse um dos principais fatores para a ocorréncia

dos déficits observados na evocagdo da memoria aversiva.

Dentre todos os processos de memorias, a capacidade de recordar as
informacbes obtidas em eventos do passado, sem duvidas € uma das principais
funcdes neurobioldgicas que determinam o comportamento de sobrevivéncia em
véarias espécies (SZAPIRO et al., 2002). Em roedores, sabe-se que a area CAl esta
envolvida nesse processo. Quando essa estrutura é inativada através da microinjecao
de deca-hidroisoquinolina, um antagonista dos receptores AMPA/cainato, os animais
sdo impossibilitados de recuperar a memoria espacial (RIEDEL et al., 1999). Nessa
mesma linha, algo semelhante acontece em nossos resultados com a utilizagéo de
Muscimol no cértex dorsal do lagarto, quando os animais apresentam alteracdes nos
parametros comportamentais, que se configuram como um déficit na capacidade de

evocar.

O presente estudo mostra que além das homologias de natureza morfoldgica,
existem homologias relacionadas a mecanismos funcionais precisos entre a area CAl
dos mamiferos e o cOrtex dorsal em lagartos. Além disso, observa-se que essa mesma
area mantém preservada, sua participacao, nos diferentes processos de memodrias.
Uma vez que, na espécie de lagarto T. hispidus o cértex dorsal parece estar envolvido
na aquisi¢cdo, consolidagdo e evocagdo de memodrias aversivas e, em roedores, 0
mesmo é observado (ABEL; LATTAL, 2001; NYBERG et al., 2000).
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7. CONCLUSAO

O cértex dorsal dos lagartos tem papel importante nos processos de aquisi¢ao,
consolidacéo e evocacdo de memadrias aversivas, mas essa mesma estrutura nao é
necessaria para que os animais apresentem respostas aversivas. Evolutivamente, o
papel do cértex dorsal nos processos de memoria parece estar preservado. O
presente estudo contribui para um melhor esclarecimento sobre os aspectos

evolutivos envolvidos nos processos de memoria.
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