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RESUMO

Foi demonstrado que o condicionamento ao medo aumenta as respostas evocadas em
regime permanente no coliculo inferior por um tom de longa duracio modulado em
amplitude. Neste trabalho testamos a hipotese de que a amigdala basolateral modula esse
efeito, uma vez que ela desempenha um papel crucial na avaliacdo da relevancia biologica de
estimulos ambientais. NoOs inibimos essa estrutura através da microinjecdo local de um
agonista do receptor GABAa (muscimol) antes da sessdo de teste de evocacdo da memoria
associativa em um paradigma auditivo de condicionamento ao medo e registramos a atividade
evocada no nucleo central do coliculo inferior. De acordo com nossos resultados, o tratamento
com o muscimol diminuiu a expressdo do comportamento de congelamento durante a sessdo
de teste, mas aumentou o arrasto do envelope de modulagao na atividade do coliculo inferior.
Repetimos o protocolo de inje¢do com outro grupo de ratos, mas utilizando o som como
estimulo neutro, sem pareamento a estimulos aversivos, € observamos que o aumento da
atividade evocada no coliculo inferior como resultado da inibi¢do da amigdala basolateral ¢
independente da tarefa de condicionamento. Nossos achados sugerem que essa estrutura
exerce um controle inibitdrio tonico sobre a codificacdo da informagdo sensorial nos estagios

iniciais da via auditiva.



ABSTRACT

It has been shown that fear conditioning improves the steady-state evoked potentials
driven by a long-lasting amplitude-modulated tone in the inferior colliculus. In this work, we
tested the hypothesis that the amygdala modulates this effect since it plays a crucial role in
assessing the biological relevance of environmental stimuli. We inhibited the basolateral
nucleus of the amygdala of rats by injecting a GABAa receptor agonist (muscimol) before the
recall test session of an auditory fear conditioning paradigm and recorded the evoked activity
in the central nucleus of the inferior colliculus. According to our results, the treatment with
muscimol decreased the expression of freezing behavior during the recall test session but
increased the entrainment of the modulation envelope in the activity of the inferior colliculus.
We repeated the injection protocol with another group of rats but without pairing the tone to
an aversive stimulus and observed that the enhancement of the stimulus-driven activity in the
inferior colliculus is a result of the inhibition of the basolateral amygdala, regardless of the
conditioning task. Our findings suggest that this structure exerts a tonic inhibitory control

over the encoding of sensory information at the early stages of the sensory pathway.
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1. INTRODUCAO

1.1 Mariposas sentem medo?

“O que é o medo? Um produzido dentro da gente, um depositado; e
que as vezes se mexe, sacoleja, e a gente pensa que é por causas: por
isto ou por aquilo, coisas que so estdo é fornecendo espelhos.”

(Riobaldo Tatarana)

Mariposas e morcegos formam um classico exemplo de corrida armamentista
evolutiva nas relagdes presa-predador. O desenvolvimento de hdbitos noturnos e coloracao
opaca conferiram uma vantagem adaptativa a esses insetos em relagcdo a predadores diurnos
de visdo acurada, como os passaros. Morcegos insetivoros, no entanto, sdo capazes de
identificar suas presas com grande precisdo em ambientes escuros, mesmo em pleno voo,

uma vez que o fazem por ecolocalizagao.

Por outro lado, ao longo da histéria evolutiva algumas espécies de mariposas
desenvolveram, em contraponto, estratégias de defesa baseadas em oOrgdos auditivos
especializados, sensiveis a vibragdes na faixa de frequéncia das vocalizacdes ultrassonicas
que os morcegos utilizam no processo de ecolocalizagdo. Essas estruturas sdo compostas de
membranas timpanicas localizadas de cada lado do toérax desses insetos, sob suas asas,
conectadas a duas classes de neurdnios sensoriais, Al e A2. Os neurdnios Al sdo mais
sensiveis, respondendo a estimulos de mais baixa intensidade (FIGURA 1A). Quanto mais
intenso o som, maior a frequéncia e menor a laténcia de disparos dessas células, o que permite
a mariposa codificar a posi¢ao relativa do morcego no ambiente mesmo a longa distancia.
Ambos fazem sinapses com interneurdnios nos ganglios toracicos que, por sua vez, ativam
neurdnios motores que controlam o movimento das asas (FIGURA 1B). O som eventualmente
chegara a cada membrana com uma leve defasagem de tempo e intensidade, acarretando uma
pequena diferenca na taxa de disparo dos neurdnios Al (FIGURA 1C). Essa variacao sera
refletida em um desbalango na velocidade de batimento das asas, fazendo com que a mariposa
mude de direcdo, se afastando da fonte sonora. Caso essa manobra ndo seja suficiente para

dissuadir o ataque e 0 morcego permaneg¢a em sua investida, sua aproximacao fard com que as



vocalizacOes se tornem mais intensas, alcancando o limiar de ativagdo dos neurdnios A2. A
alta taxa de ativagc@o desses sensores acelera o batimento das asas provocando movimentos
aleatorios que dificultam a aproximacao dos morcegos. Em ultimo caso, sob a iminéncia do
bote definitivo de seu predador, a resposta neuronal se torna tao alta que alcanga um patamar
de saturagdo que interrompe por completo o movimento das asas, fazendo com que a
mariposa mergulhe em queda livre até o solo. A relva gera um fundo ruidoso para o sonar dos
morcegos, funcionando como uma camuflagem acustica para as mariposas que, desta forma,

sdao bem sucedidas em sua estratégia de defesa (ALCOCK, 2016).

Receptor A1 Receptor A2

Atividade neural EE : I | | | | |
Estimulo de
baixa intensidade

Atividade neural I I

Estimulo de
intensidade moderada

Som Som

: L | WL
Atividade neural T | T

Estimulo de
alta intensidade

Atividade cél. A1 (esq)

Membrana ,/
\ timpéanica

inio \ Atividade cél. A1 (dir)

Figura 1 - Padrio de ativagdo de células Al e A2 e integracdo sensorio-motora ha mariposa
para execucdo do comportamento de fuga do predador. (A) Frequéncia de disparo das células
sensoriais em fun¢do da intensidade do som. (B) Diferengca de ativagdo das células Al
conforme intensidade em cada lado do corpo da mariposa. (C) Esquema anatomico do sistema
nervoso da mariposa e conexao com a musculatura da asa. Adaptado de (ALCOCK, 2016).
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As mariposas conseguem, dessa forma, detectar a presenga de seu predador e colocar
em pratica um comportamento efetivo de evasdo. Mas seria possivel dizer que elas

conseguem fugir porque tém medo dos morcegos?

Essa ¢ uma pergunta bastante traicoeira. A propria definicdo de medo vem sendo
objeto de um vigoroso debate reaceso recentemente dentro das neurociéncias e areas
correlatas (MOBBS et al., 2019). Para Joseph LeDoux, um dos maiores expoentes desta area
de pesquisa, essa pergunta sequer faria sentido, pois 0 medo e outras emog¢des implicariam um
componente subjetivo e consciente, divergente dos mecanismos comportamentais e
fisiologicos, que ndo poderia ser estudado em animais (LEDOUX; DAW, 2018; LEDOUX,
2014; LEDOUX; PINE, 2016; LEDOUX; PHELPS; ALBERINI, 2016; MOBBS et al., 2019).
De outro lado, reeditando uma espécie de releitura contemporanea da disputa entre as teorias
da emocao de James-Lange e Cannon-Bard, pesquisadores ndo menos proeminentes na area,
como Michael Fanselow, acenam com evidéncias de que esses aspectos seriam convergentes
e, portanto, passiveis de abordagem na pesquisa com animais (FANSELOW; PENNINGTON,
2017; MOBBS et al., 2019). De toda forma, parece haver consenso de que o conceito de medo
passa por um estado interno do organismo, provocado pela percepcdo de uma ameaca
iminente, e que favorece a execucdo de um comportamento de defesa para além de um

simples reflexo sensoério-motor.

Com base na ideia acima e no mecanismo descrito anteriormente, poderiamos dizer
que as mariposas nao apenas ndo temem os morcegos como sequer identificam sua existéncia
como uma ameaga em si. Embora sua estratégia de fuga seja bastante engenhosa e eficiente,
ela se baseia em um padrio comportamental estereotipado € em um mecanismo
sensOrio-motor inato, altamente especializado e selecionado para responder apenas a uma
categoria muito especifica de estimulos. A vantagem adaptativa desse tipo de mecanismo esta
na eficiéncia e especificidade da resposta. Por outro lado, a gama de estimulos nocivos que se
pode evitar fica limitada aqueles que apresentam as caracteristicas fisicas capazes de provocar
o reflexo de defesa, o que pode representar um grande risco em nichos com variagdes

ambientais dindmicas.
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1.2 Aprendizado associativo

’

“Mestre ndo é quem sempre ensina, mas quem de repente aprende.’

(Riobaldo Tatarana)

Estratégias alternativas de identificagcdo e evitagdo de ameagas surgiram ao longo da
evolucdo de forma a contornar essa limitacdo. Aos mecanismos inatos de reflexos
sensoOrio-motores se somaram, em grupos de vertebrados como répteis, aves e mamiferos,
estruturas capazes de associar as caracteristicas fisicas de um estimulo ao efeito que produzem
sobre o organismo (JANAK; TYE, 2015; MCDONALD, 1998). Um efeito nocivo, por
exemplo, induz a associacdo entre o evento que o precedeu e padrdes de respostas
comportamentais capazes de afastar o individuo da fonte de perigo, através da integracao de
redes neuronais dinamicas passiveis de alteracdes plésticas e dependentes, portanto, da
experiéncia prévia do individuo. Uma vez estabelecidas, essas redes serdo novamente
acionadas pela identificagao de estimulos com padrdes semelhantes de ativagao sensorial, que
passam a funcionar como pistas regulares preditivas da iminéncia de uma ocorréncia
potencialmente prejudicial (DUVARCI; PARE, 2014). Esse tipo de habilidade cognitiva,
denominada aprendizado associativo, possibilitou a ampliagdo do repertorio de estimulos

reconhecidos como relevantes a sobrevivéncia do individuo e se tornou crucial para o

desenvolvimento de estratégias adaptativas de sobrevivéncia.

1.2.1 Condicionamento Classico

O mecanismo geral descrito acima se aproxima bastante da definicdo de uma das
formas mais basicas de aprendizado associativo, o condicionamento classico, que veio a se
tornar um dos paradigmas experimentais mais utilizados no estudo dos mecanismos
mnemonicos associados ao comportamento. Ele foi descrito inicialmente por Ivan Pavlov, no
final do século XIX, como o processo pelo qual um estimulo inicialmente neutro ganha
relevancia emocional (estimulo condicionado, CS) ao ser temporalmente pareado a um evento

incondicionalmente relevante (estimulo incondicionado, US). Apods a consolidacdo da
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memoria associativa, a apresentacdo do CS sozinho ¢ capaz de deflagrar a expressao das
respostas incondicionadas. No caso do estudo das reagdes defensivas e suas emogoes
correlatas, o CS ¢é pareado a um estimulo naturalmente aversivo, como o cheiro de um
predador ou um choque por corrente elétrica nas patas, configurando o que se convencionou
chamar de condicionamento classico ao medo. O estado orgénico interno de preparagdo para a
rapida execucdo de comportamentos de luta ou fuga, desencadeado através da mediagao do
sistema nervoso autonomo simpatico, € associado por alguns autores ao proprio conceito de
emocdo, caso da teoria dos marcadores sométicos de Anténio Damasio (DAMASIO, 19 de

novembro de 2012).

A resposta adaptativa nesse tipo de paradigma, portanto, ndo estd codificada em
circuitos reflexos inatos, mas depende da experiéncia prévia do individuo. Desta forma, a
integracdo entre a entrada sensorial e a resposta motora adequada pressupde a existéncia de
estruturas intermediarias capazes de atribuir valéncia (positiva ou negativa) aos estimulos,
promover a associagdo entre o CS e o US através de alteragdes plasticas de longo prazo que
tornem essa associagdo estavel e duradoura e desencadear respostas viscerais autondmicas e

comportamentais de defesa correlatas ao medo.

Curiosamente, esses mecanismos intermediarios estavam previstos na tese de
doutorado de Donald Hebb, um dos mais influentes neurocientistas da historia (FIGURA 2).
A 1deia da sinapse hebbiana teve sua origem no esfor¢o de seu autor em conceber mecanismos
que pudessem explicar a entdo recente descoberta de Ivan Pavlov. Naquele momento inicial
de sua carreira, Hebb hipotetizava que neurdnios ativos atraem as projecdes de outras células,

criando o que ele chamou de “rotas neurais” (HEBB, 1949).

Figura 2 - Anotacdes e diagramas manuscritos
' ' por Donald Hebb utilizados em sua tese de

iw doutorado. As ideias aqui ilustradas seriam a base

g de sua ideia de sinapse que influenciaria varias
£ e :ca ! geracdes de neurocientistas. Retirado de (HEBB,
Yagy ot s AR 1949).

A 1s another receptor.

b,c,d,e, connectinz neurons.

(Arrowhead gives direction in which 1mpulses 6
are tranamitted.)
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Estruturas do lobo temporal medial tém sido associadas ao processamento de
informagdes emocionalmente relevantes desde a década de 30 do século passado, com os
trabalhos classicos de James Papez e Paul McLean na descrigao do chamado sistema limbico.
Heinrich Kliiver ¢ Paul Bucy observaram o efeito deletério de lesdes nessa regido para o
processamento emocional em macacos-rhesus (JANAK; TYE, 2015; SAH et al., 2003). Esse
achado foi replicado mais tarde, na mesma espécie, com manipulacdes restritas a amigdala,
evidenciando um prejuizo em comportamentos refor¢ados por condicionamento classico,
como, por exemplo, a capacidade de reconhecer pistas preditivas de um choque elétrico
(WEISKRANTZ, 1956). A partir dessas descobertas, um rico campo de estudos foi
inaugurado, sobretudo a partir da década de 1990, relacionando essa estrutura ao

processamento de memorias aversivas.
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1.3 Complexo Amigdaloide, o “metro quadrado mais caro” do cérebro

“Ou se fosse que algum perigo se produzia por ali, e eu colhia o
aviso? Ndo é que, com muitos, dose disso sucedesse? Eu sabia, tinha
ouvido falar: jagungos que pegam esse conddo, adivinham o invento

de qualquer sobrevir, por isso em boa hora escapam.”

(Riobaldo Tatarana)

O numero de estudos sobre a relagdo entre a amigdala e o medo aprendido chegou a
uma média aproximada de 400 artigos publicados por ano na primeira década deste século
(DUVARCI; PARE, 2014) e continua crescendo. Uma busca pelo termo “fear learning” no
portal Pubmed entre os anos 2011 e 2020 retorna quase 10.000 resultados, mais que dobrando
a média em relacdo aos dez anos anteriores. O termo “amygdala” sozinho eleva em pelo
menos duas vezes esses numeros, evidenciando o grande interesse sobre essa estrutura, uma

das mais concorridas dentro das neurociéncias € areas correlatas.

A amigdala ¢ uma pequena estrutura em formato de améndoa, localizada
bilateralmente no poélo rostral do lobo temporal medial (FIGURA 3A). A julgar apenas por
seu tamanho, ndo se poderia suspeitar que tantos processos cerebrais e fungdes bioldgicas
dependem fundamentalmente da integridade de sua intrincada circuitaria interna (FIGURA
3C). Nao se trata, portanto, de um unico nucleo, mas de uma série de subnucleos interligados
por conexdes unidirecionais ou reciprocas que compdem 0 que se convencionou chamar de

Complexo Amigdaléide (SAH et al., 2003).

Seus dois principais subnucleos sdo o basolateral (BLA), subdividido em lateral (LA),
basal (BA) e basomedial (BM), e o central (CeA), subdivido em lateral (CeL) e medial (CeM)
(DUVARCI; PARE, 2014; JANAK; TYE, 2015; SAH et al., 2003). A BLA ¢ composta por
neurdnios principais glutamatérgicos, que perfazem cerca de 80% de suas células neuronais, e
aproximadamente 20% de interneurdnios GABAérgicos (DUVARCI; PARE, 2014). Essas
células inibitdrias, por outro lado, sdo predominante na CeA e em densos aglomerados
espalhados lateralmente a BLA e entre os dois ntcleos principais, sendo, por isso, chamadas

de células intercalares (DUVARCI; PARE, 2014) (FIGURA 3C).
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A BLA ¢ a principal porta de entrada do fluxo informacional no complexo
amigdaloide. A LA recebe aferéncias sensoriais ascendentes, vindas de nucleos do talamo, e
descendentes, origindrias de cortices sensoriais associativos (QUIRK; REPA; LEDOUX,
1995) e primarios (FREESE; AMARAL, 2005). A BA, além de receber proje¢des internas
unidirecionais de neurdnios glutamatérgicos da LA, estabelece conexdes reciprocas (portanto
também de saida) com areas do hipocampo e da regido medial do cértex prefrontal, que sdo
essenciais na modulacdo do comportamento de medo (VIDAL-GONZALEZ et al., 2006).
Interessante notar o aumento da BLA em relagcdo a CeA ao longo do processo evolutivo em
diferentes grupos de mamiferos, refletindo o aumento de areas corticais que se comunicam
com a BLA, especialmente em primatas comparativamente a outras espécies, como 0s

roedores (CHAREYRON et al., 2011; JANAK; TYE, 2015) (FIGURA 3B).

Na outra ponta, a CeA -- mais especificamente a CeM -- ¢ a principal porta de saida da
informagdo processada na amigdala (DUVARCI; PARE, 2014). Essa estrutura recebe
projecdes glutamatérgicas diretas da BA e projegdes inibitorias da CelL, que por sua vez
recebe influéncia excitatoria direta da LA ou inibitéria indiretamente via células intercalares
(DUVARCI; PARE, 2014; SAH et al., 2003). Os neurénios GABAérgicos de saida da CeM
tém alvos variados distribuidos pelo encéfalo, mas sdo de fundamental relevancia para o
estudo do condicionamento classico ao medo os nucleos do tronco encefalico, como a
substancia periaquedutal cinzenta, nicleos parabraquiais, nucleo do trato solitario e nicleo
dorsal do vago (DUVARCI; PARE, 2014; HOPKINS; HOLSTEGE, 1978) (FIGURA 3C).
Sao esses nucleos que deflagram as respostas viscerais autondmicos € controlam a expressao
de comportamentos de defesa avaliados nesse tipo de paradigma, como o congelamento em

ratos e outros roedores.

Os neurénios glutamatérgicos da LA projetam internamente para a BA, BM e
diretamente para a CeL. Proje¢des semelhantes conectam a BA aos dois nucleos da CeA,
influenciando diretamente as eferéncias de saida do complexo amigdaléide (DUVARCI;
PARE, 2014) (FIGURA 3C). Os neurdnios principais da BA representam, portanto, a via
mais curta de integracdo sensorio-motora entre os estimulos aversivos de entrada e as
projegoes eferentes de expressdo do comportamento de defesa. O bloqueio farmacologico de

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA na BA -- mas ndo em nucleos da CeA --
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prejudicam tanto a aquisi¢ao da memoria associativa (FANSELOW; KIM, 1994; GOOSENS;
MAREN, 2003) quanto sua expressao (LEE et al., 2001; MAREN et al., 1996), a depender se
¢ realizado respectivamente antes da tarefa de condicionamento ou de sua evocacdo. A
ativagdo de receptores inibitérios GABA, na BLA, através da microinjecdo local do agonista
muscimol, também prejudica tanto a aquisicdo quanto a evocagdo da memoria de medo, com

maior decaimento do comportamento de congelamento na aplicacdo pré-teste, ou seja, na

execugao do comportamento aprendido (HELMSTETTER; BELLGOWAN, 1994).

Tronco

Encefalico

(neurbnios efetores do
comportamento de medo)

[l Glutamatérgicos
[ GABAérgicos

Figura 3 - Localiza¢do, nucleos e circuitaria intrinseca do Complexo Amigdaloide. (A)
Localizagdo no lobo temporal medial do cérebro humano, em vermelho (Licenca Creative
Commons). (B) Tamanho relativo dos seus ntcleos principais (basolateral e central) em ratos
e humanos. Adaptado de (JANAK; TYE, 2015). (C) Circuitaria intrinseca diferenciando
neurdnios excitatorios (em vermelho) e inibitérios (em azul) e suas respectivas projecoes.
Adaptado de (DUVARCI; PARE, 2014).

Apesar de historicamente associada ao processamento de estimulos de valéncia
aversiva, estudos recentes vém desvendado o envolvimento da amigdala também no
aprendizado associado a estimulos positivos (TYE et al., 2008). Embora em ambos os tipos de
tarefa haja o recrutamento e potenciagdo de neurdnios glutamatérgicos da LA via receptores

NMDA, grupos neuronais que respondem a um tipo a um tipo de valéncia ndo respondem ao
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outro e vice-versa, revelando especificidade na capacidade da LA em distinguir valéncia do

estimulo (JANAK; TYE, 2015; TYE et al., 2008).
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1.4 Mecanismos de memoria associativa na Amigdala Basolateral

“Com assim, a gente se diferenciava dos outros -- porque jagunco

ndo é muito de conversa continuada nem de amizades estreitas: a bem
eles se misturam e desmisturam, de acaso, mas cada um é feito um
por si.”

(Riobaldo Tatarana)

Estimulos actsticos pareados a choques nas patas sdo os mais comumente empregados
nos desenhos experimentais de paradigmas de condicionamento classico ao medo. Aferéncias
diretas do nucleo geniculado medial (NGM), estrutura da via auditiva localizada no tdlamo
(LEDOUX; FARB; RUGGIERO, 1990), projetam sobre neurdnios da LA que apresentam,
assim, respostas evocadas por estimulos acusticos (BORDI; LEDOUX, 1992). Esses
potenciais se caracterizam por um padrao de curta laténcia média, embora bastante variavel, o
que pode ser explicado pela sobreposi¢do, no mesmo alvo das terminagdes talamicas, de
projecdes corticais que chegam a LA com pequena, mas significativa defasagem temporal
(LEDOUX; FARB; ROMANSKI, 1991; QUIRK; REPA; LEDOUX, 1995). Neuronios da LA
respondem também a estimulos somatossensoriais através de projecdes diretas do ntcleo
intralaminar posterior do tdlamo e sdo temporalmente mais precisos que os auditivos, ja que
sua laténcia de resposta ¢ menos variavel, embora maior em média (ROMANSKI et al.,

1993). Existem ainda aqueles que respondem as duas modalidades simultaneamente,

revelando terminagdes polimodais convergentes sobre os neurdnios principais da LA

(ROMANSKI et al., 1993).

A convergéncia anatomica das projecdes das duas modalidades se transforma em
sincronia temporal a partir do pareamento entre o estimulo actstico e a robusta aferéncia
somatossensorial que codifica o choque. Os disparos neuronais coincidentes promovem um
mecanismo de facilitacdo sindptica hebbiana que reforca a conexao inicialmente fraca entre as
fibras auditivas e os neurbnios da LA, fazendo com que o CS passe a recrutd-los
independentemente da apresentacdo concomitante do US. Como resultado, essas células
passam a responder com maior taxa de disparo as reapresentagdes do som inicialmente neutro
(QUIRK; REPA; LEDOUX, 1995). Os neurdnios com maior alteracdo no numero de disparos

foram os de menor laténcia, corroborando a ideia de que as projecdes talamicas do geniculado
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sao fundamentais para um répido estabelecimento do circuito de resposta condicionada
(QUIRK; REPA; LEDOUX, 1995). Além da frequéncia de ativagdo, houve também um
aumento também na amplitude e inclinagdo dos potenciais evocados (ROGAN; STAUBLI,
LEDOUX, 1997). Essas alteracdes foram mantidas até 4 dias apds a realizagdo da tarefa de
condicionamento, evidenciando um processo de potenciacdo de longo prazo (ROGAN;

STAUBLI; LEDOUX, 1997).

Deteccgao de coincidéncia

Regiao

LAA-4]
‘VaVaV o

LA

\/

Figura 4 - Mecanismos de detec¢ao de disparos coincidentes por células-alvo induzem
plasticidade pos-sinaptica. Adaptado de (FELL; AXMACHER, 2011).

Mecanismos como o descrito acima se baseciam essencialmente na deteccdo de
disparos coincidentes na célula-alvo para gerar plasticidade (FELL; AXMACHER, 2011)
(FIGURA 4), exigindo técnicas de alta resolucdo temporal para seu estudo detalhado. A
expressdo de rodopsinas sensiveis a luz em canais ionotropicos permedveis ao sédio permite
um controle temporal preciso da ativa¢do de células geneticamente modificadas através de
estimulagdo oOptica. Dois estudos tiraram proveito dessa técnica para ativar diretamente as
terminagdes na LA, em substitui¢do ora ao som ora ao choque, para testar a efetivacdo da
associacdo entre CS e US. No primeiro, canais de rodopsina do tipo 2 (ChR2) foram
expressos em neurdnios principais da LA e ativados simultaneamente a apresentagdo de um
som neutro, o que foi suficiente para substituir o choque e gerar o comportamento de

congelamento durante a reapresentacdo do mesmo som (JOHANSEN et al., 2010). No
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segundo, os ChR2 foram expressos nos terminais das projecdes auditivas taldmicas e corticais
e acionados simultaneamente ao choque nas patas. Nova reapresentacdo do estimulo optico
sozinho foi capaz de gerar a resposta condicionada, muito embora em uma tarefa de

condicionamento operante (NABAVI et al., 2014).

O resultado bem sucedido desse tipo de mecanismo € que o som passa a exercer o
papel de um preditor do estimulo nocivo, permitindo que o individuo se antecipe a sua
ocorréncia e execute o comportamento de defesa a contento. Uma vez estabelecido esse
mecanismo, a ativacdo dos neurdnios da LA a partir da apresentacdo do estimulo
condicionado se sustenta até a iminéncia do choque, mesmo que o som seja interrompido
antes (PARE; COLLINS, 2000). Nesse trabalho, gatos foram condicionados com uma
sequéncia de 4 tons, seguida de uma pausa silente de 5 e mais 2 tons, ao final dos quais o
choque era aplicado (FIGURA 5A). Apds o condicionamento, a taxa de disparo dos neurdnios
registrados na LA duplicou ndo apenas durante a apresentagdo dos pré-tons mas também
durante o periodo de siléncio e estiveram correlacionados a um aumento da pressao arterial,
indicando que os animais se antecipavam & provavel aplica¢do do choque (PARE; COLLINS,
2000) (FIGURA 5A e 5B). Além disso, pares de células registradas simultaneamente tiveram
um aumento significativo na sincronizacdo de seus disparos na faixa de frequéncia da banda
teta (4-8 Hz), novamente tanto durante a apresentacdo dos pré-tons quanto no periodo de

siléncio (PARE; COLLINS, 2000) (FIGURA 5C).

Neuronios piramidais glutamatérgicos da BLA tém caracteristicas celulares intrinsecas
que os tornam propensos a apresentarem flutuagdes do potencial de membrana a uma taxa
coincidente com a banda teta (PAPE et al., 2005; PAPE; PARE; DRIESANG, 1998), o que
leva a crer que esses ritmos podem gerados na propria BLA. A atividade conjunta de uma
populagdo dessas células, cada uma gerando correntes transmembrana pos-sinapticas
excitatorias, promove flutuacdes na concentracdo idnica do meio extracelular que sao
percebidas nos eletrodos de registro como deflexdes de voltagem que, em fungdo do tempo,
descrevem Potenciais de Campo Locais (LFP) (BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012).
Essas flutuagdes geram variagdes ciclicas na excitabilidade neuronal que funcionam como
janelas de oportunidade para disparos temporizados, um mecanismo que parece ser

fundamental para a comunicacao entre diferentes areas do cérebro, inclusive a amigdala, e sua
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integracdo em processos de memoria associativa (FELL; AXMACHER, 2011). Ritmos de
baixa frequéncia sdo considerados ideais para sincroniza¢des a longa distdncia, entre
estruturas remotas, ao passo que as de alta frequéncia refletem a ativag@o de circuitos locais

de alta precisao temporal (FELL; AXMACHER, 2011).
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Figura 5 - Oscilagdo preditiva de neuronios da LA na banda de frequéncia teta. (A) Aumento
da pressao arterial em gatos condicionados no periodo de siléncio imediatamente anterior a
apresentacao do US. (B) Aumento da energia na banda teta tanto durante a apresentagdao do
CS quando no periodo silente entre as apresentagdes do CS e do US. (C) Correlagdo cruzada
entre pares de neurdnios disparando em sincronia na banda teta em ambos os periodos.
Adaptado de (PARE; COLLINS; PELLETIER, 2002)
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Esse parece ser o caso da atividade em teta na amigdala, j& que em tarefas de
condicionamento classico ao medo observa-se um aumento na energia e sincronia nessa banda
ndo apenas em seus circuitos intrinsecos, como descrito acima, mas também na sincronia
entre a BLA e a regido CAl do hipocampo (SEIDENBECHER et al., 2003) (FIGURA 6
E-H). Esse efeito foi visto ndo apenas durante as reapresentagdes do CS™ mas até mesmo,
embora em menor intensidade, na presenca de um CS-, revelando o estabelecimento de um
processo robusto de facilitagdo da comunicagdo entre as duas areas (SEIDENBECHER et al.,

2003) (FIGURA 6 A-D).

O padrao de sincronizacdo da BLA parece variar também de acordo com a drea com
a qual estabelece a comunicacdo. Duas regides adjacentes do cortex prefrontal medial (mPFC)
desempenham  papéis opostos na regulacdo do comportamento de medo
(VIDAL-GONZALEZ et al., 2006). A area infralimbica (IL) atua na extingdo da memoria
aversiva através de conexdes com as células intercalares, o que resulta na inibi¢ao das células
de projecao da CeM. A regido pré-limbica (PL) atua de maneira oposta, favorecendo a
expressao do comportamento de congelamento através de eferéncias excitatdrias nos
neurdnios da BA que projetam para CeM. Durante a evocagdo do aprendizado associativo em
camundongos condicionados, oscilagdes em 4 Hz emergem no PL e sdo preditivas de
ocorréncias de congelamento (KARALIS et al., 2016). A inibicao farmacologica dessa area
suprime o comportamento e sua estimulacdo optogenética ¢ suficiente para gera-lo, mesmo na
auséncia do CS. A dinamica dessa oscilagdo se mostrou independente da atividade em teta

relacionada a comunicagao amigdalo-hipocampal (KARALIS et al., 2016).

A comunicacdo com o mPFC se dd também em faixas de frequéncia altas, como a
banda gama (40-120 Hz). Durante a expressdo do comportamento de medo, ha um aumento
do acoplamento cruzado entre as atividades em teta e gama alta (70-120 Hz) nos circuitos
intrinsecos da BLA, embora haja uma reducdo da energia da banda de alta frequéncia
(STUJENSKE et al., 2014). Em ambientes seguros, por outro lado, o acoplamento dessa
banda passa a ser dirigido pelo ritmo teta gerado no mPFC, evidenciando uma competicdo de
diferentes osciladores de baixa frequéncia pelo direcionamento da atividade local na BLA em

contextos distintos (STUJENSKE et al., 2014).

16


https://paperpile.com/c/PbugT0/hn7k
https://paperpile.com/c/PbugT0/hn7k
https://paperpile.com/c/PbugT0/hn7k
https://paperpile.com/c/PbugT0/bGQVh
https://paperpile.com/c/PbugT0/0Ma0
https://paperpile.com/c/PbugT0/0Ma0
https://paperpile.com/c/PbugT0/EzJg
https://paperpile.com/c/PbugT0/EzJg

Animal condlcionado

----------------

B 1s
T D
- 0.4,1 2
g{ 0.0
( 0.4
04,3 4
= 0.0 A/\Wv
Lz
8 0.4
& 0.5 0.0 05-0.5 0.0 05
ﬁ- Tempo (s)
i

Frequéncia (Hz) T

. 0.413 4
0.0 JIJ\A}W
™

0.5 0.0 0.5-05 0.0 05
Tempo (s)

Frequéncia (Hz)

Tempo (s) Tempo ()

Figura 6 - Aumento de conectividade entre a regido CA1 do Hipocampo e a BLA na banda
teta durante tarefa ap6s condicionamento ao medo. (A e E) Tracado do sinal eletrografico
original das duas areas. (B e F) Espectrogramas mostrando o aumento da atividade na banda
teta em CA1 durante apresenta¢do do tanto do CS™ quanto do CS* e na BLA sobretudo na
apresentagdo do CS”, que esta correlacionado com os episddios de congelamento (marcado
com a letra f na borda inferior). (C, D, G e H) Autocorrelacdo da atividade de neurdnios
registrados nas duas areas. Adaptado de (SEIDENBECHER et al., 2003)
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A relagdo entre as atividades em baixa e alta frequéncia sugere a existéncia de uma
comunicagdo de areas remotas direcionando a atividade de circuitos locais. No caso descrito
acima, diferentes fases do ciclo da onda teta funcionam como janelas de oportunidade para o
aumento da probabilidade de disparos de alta frequéncia dos circuitos locais, com as
oscilagdes gama de baixa frequéncia e alta frequéncia ocorrendo em diferentes pontos
(STUJENSKE et al., 2014) (FIGURA 7C). Esse ¢ um mecanismo de acoplamento fase-fase
entre diferentes frequéncias (FIGURA 7D), uma vez que a maior ou menor probabilidade de
disparo da onda gama ¢ fungdo do angulo da fase em teta, ou seja, de sua posi¢do no ciclo
(FELL; AXMACHER, 2011) (FIGURA 7D). Em ambientes seguros ¢ também durante o
processo de extingdo, em que o mPFC dirige o circuito local na BLA, existe ndo apenas uma
sincronizagdo de fase entre os circuitos como também um aumento da energia do circuito
local (STUJENSKE et al., 2014), evidenciando um mecanismo de acoplamento
fase-amplitude entre essas diferentes faixas de frequéncia (FELL; AXMACHER, 2011)
(FIGURA 7D).

Embora os neurdnios glutamatérgicos da BLA apresentem flutuacdes de potencial de
membrana na faixa de frequéncia de teta, como visto, os mecanismos oscilatorios dessa regido
sdo fortemente modulados por sua atividade inibitdria intrinseca. Sdo varias as classe de
interneurénios GABA¢érgicos presente na BLA, mas os mais numeroso sdo os positivos para a
proteina ligante de célcio parvalbumina (PV'), que fazem sinapses perissomaticas ¢
dendriticas proximais diretamente com os neurdnios principais que projetam para a CeM
(DUVARCI; PARE, 2014). A ativagdo das células PV, portanto, seria capaz de impedir a
expressdo de comportamento de medo, o que de fato acontece (HELMSTETTER;
BELLGOWAN, 1994). Além dos neur6nios glutamatérgicos, as cé¢lulas PV* também fazem
contato com interneurdnios positivos para somatostatina (SOM"), que por sua vez tém
sinapses dendriticas com as células excitatorias (WOLFF et al., 2014). Esse arranjo permite
um controle fino da janela temporal de integragdo entre CS e US. A chegada do estimulo CS
ativa neur6nios PV, que por sua vez inibem os SOM", desinibindo a atividade dendritica e
aumentando a resposta auditiva evocada. A chegada das projecdes do US, no entanto, inibe
ambos, aumentando ainda mais a resposta no soma das células piramidais (WOLFF et al.,
2014). O perfil de disparos em alta frequéncia dos interneurénios PV" ¢ a morfologia

perissomdtica de suas sinapses com os neurdnios glutamatérgicos as torna candidatas
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potenciais a geradoras de ritmos gama. No entanto, sua participacao mais evidente foi descrita
na regulacdo de duas faixas de oscilagdes em teta que competem entre si pelo direcionamento
do circuito em processos de extingdo (6-12 Hz) ou aquisi¢do (3-6 Hz) da memoria de medo

(DAVIS et al., 2017).
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Figura 7 - Mecanismos de acoplamento entre oscilacdes de diferentes frequéncias. (A)
Exemplos de fase relativa entre dois sinais com e sem acoplamento. (B) Comunicagido neural
entre duas regides por disparos sincronizados pelas fases da onda lenta. (C) Sincronizagdo e
plasticidade entre duas regides através de disparos no pico da onda teta. (D) Exemplos de
acoplamento entre diferentes frequéncias. Adaptado de (FELL; AXMACHER, 2011).
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Uma terceira classe de interneurdnios, positivos para colecistoquinina (CCKY),
também atua sobre neurdnios principais que contribuem para a extingdo do comportamento de
medo. O efeito de sua ativacdo portanto € pro-comportamento de defesa, evidenciando uma
orquestragdo pouco linear da participagdo de interneurdnios gabaérgicos na geragdao de
mecanismos, oscilatérios ou nao, de memoria associativa na BLA. Essa regulagdo ndo se
limita a BLA, mas ganha contornos ainda mais sofisticados na CeA, onde os neurdnios
GABA¢érgicos sdo prevalentes. Um exemplo bastante ilustrativo desses mecanismos sao as
células ON e OFF presentes na CeL e seu papel na expressdao do comportamento de medo
(CIOCCHI et al., 2010). Elas se diferenciam em termos de marcadores genéticos, ja que
apenas as células CeL . expressam a proteina quinase C delta (PKC9), e padrio de ativagdo
eletrofisiologica, uma vez que as células CeL, tém menor laténcia de resposta a apresentaciao
do estimulo condicionado. Por sua posi¢do no circuito, seu padrdo de ativacdo também ¢
oposto. A informacdo do CS vinda da BLA projeta diretamente sobre as CeL ) ativando-os,
mas de maneira indireta sobre as CeL . através da modulagdo pelas células intercalares,
causando um efeito final inibitorio. Como os dois grupo de células se modulam
reciprocamente, a menor laténcia das CeL,y faz com que inibam as CeL, inibindo sua
projecdo para CeM, que por sua vez projeta livremente para a PAG (CIOCCHI et al., 2010;
JANAK; TYE, 2015).

B Glutamatérgicos
W GABAérgicos
% Hipotéticos

Figura 8 - Circuitos funcionais do condicionamento ao medo no Complexo Amigdaléide. (A)
Circuito funcional ativado durante evocagao da memoria condicionada. (B) Circuito funcional
ativado durante extingdo da memoria condicionada. Neurdnios excitatdrios em vermelho e
inibitorios em azul. Adaptado de (DUVARCI; PARE, 2014).
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1.5 Modulacio Top-down

“O senhor vé: existe cachoeira; e pois? Mas cachoeira é barranco de chdo, e agua
caindo por ele, retombando, o senhor consome essa agua, ou desfaz o barranco, sobra
cachoeira alguma?”

(Riobaldo Tatarana)

Os mecanismos envolvidos nos processos de memoria associativa, tanto na sua
aquisi¢ao como evocagdo, como visto na se¢do anterior, dependem da atividade integrada de
diferentes estruturas cerebrais. Em varias delas, a evocacdo da relacdo entre CS e US depende
tanto atividade induzida pelo estimulo de entrada quanto da reverberacdo de circuitos
previamente envolvidos na consolidacdio da memoria. O sucesso do aprendizado via
condicionamento cldssico depende, portanto, de dois fluxos de ativagdo neural: aquela que ¢
diretamente evocada pelo estimulo e a que resulta da reverberagdo de redes neuronais internas
de armazenamento de padrdes associativos semelhantes (BUZSAKI, 2006; ENGEL; FRIES;
SINGER, 2001; GILBERT; SIGMAN, 2007; VARELA et al., 2001).

De acordo com essa ideia, um mesmo estimulo sensorial, invariante em suas
caracteristicas fisicas, pode induzir padrdes de ativagdo neuronal bastante diferentes de acordo
com a valéncia emocional associada, gerando estados internos transitorios que favorecem a
execugao de respostas comportamentais especificas. Esse modelo se aproxima bastante do
conceito de “assembléias celulares”, que s3o redes difusas de neurdnios recrutados em
diferentes estruturas cerebrais, capazes de agir transitoriamente como um circuito fechado,
gerando facilitacdo a outros sistemas (HEBB, 1949). A regulacdo dos mecanismos de
aquisicdo de memoria entre BLA e mPFC (KARALIS et al., 2016; STUJENSKE et al., 2014)
e BLA e HIPO (LESTING et al., 2013) e de extingdo entre BLA ¢ mPFC (DAVIS et al.,

2017; LESTING et al., 2013) sdo exemplos desses circuitos transitoriamente ativados.

A visdo classica da neurociéncia, até hd alguns anos atras, no entanto, descrevia a
organizacdo das vias sensoriais primarias ndo como circuitos fechados, mas de acordo com

uma hierarquia linear em que a informagao segue um fluxo direcional ascendente, através de
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projecdes de alimentacdo direta, at¢ que os padroes de representacdo do estimulo sejam
projetados no cortex daquela modalidade sensorial (GILBERT; SIGMAN, 2007). De acordo
com esse modelo, o cérebro seria um 6rgdo passivo a espera de uma estimulacdo externa e s
faria sentido pensar em padroes diversos de respostas evocadas por um estimulo invariante se
elas fossem medidas em estados cerebrais distintos, como nos diferentes estagios do sono,
durante a vigilia ou sob anestesia. Nesses casos, a atividade neuronal ¢ altamente influenciada
pelos estados internos do sistema e essencialmente independente da experiéncia prévia do
organismo (BUZSAKI, 2006; FONTANINI; KATZ, 2008; GILBERT; SIGMAN, 2007). Um
forte conjunto de evidéncias, no entanto, vem revendo esse modelo e mostrando a
fundamental importancia de proje¢des descendentes retroalimentadas na modulagao ativa das
vias sensoriais primarias (GILBERT; SIGMAN, 2007). De acordo com essa concepgao, as
vias ascendentes (bottom-up) e descendentes (top-down) se modulam reciprocamente, de
maneira ativa e continua, e a representacdo do estimulo seria o padrao de ativagdo resultante
dessa interacdo em diferentes areas do encéfalo (BUZSAKI, 2006; GROSSBERG, 1980;
VARELA et al., 2001). O viés anatomico de uma “impressao” cortical do estimulo daria
lugar, assim, a um padrdo dinadmico de conexdes entre circuitos (VARELA et al., 2001), ao
longo de uma atividade reverberatdria continua, em que o aspecto temporal passaria a ter um
papel tdo crucial quanto o anatdmico (BUZSAKI, 2006). De acordo com essa perspectiva, a
percepgdo seria um processo ativo e altamente seletivo, constantemente dependente da
modulacdo mutua entre estados internos do organismo e a atividade evocada por estimulos
externos. A vantagem adaptativa desse modelo ¢ a possibilidade de gerar expectativas e
predicdes probabilisticas acerca de eventos sensoriais iminentes em fun¢do das memorias de
experiéncias pregressas (BAR, 2009; ENGEL; FRIES; SINGER, 2001; KVERAGA;
GHUMAN; BAR, 2007), conforme ocorre nos processos de aprendizado associativo,

incluindo o condicionamento classico ao medo (PARE; COLLINS, 2000).

Grande parte do esforgo recente para entender os fundamentos dessa natureza
construtiva da percepcao tem sido colocada nos circuitos dinamicos formados pela modulacao
reciproca entre areas corticais e o talamo (BARCZAK et al., 2018; SIROTA et al., 2008) e,
como visto anteriormente, entre essas areas e estruturas limbicas (DAVIS et al., 2017;
KARALIS et al., 2016; LESTING et al., 2013; LIKHTIK et al., 2014; STUJENSKE et al.,
2014; VIDAL-GONZALEZ et al., 2006). Embora a amigdala apresente essas projecdes
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reciprocas funcionais com o cortex e outras, com areas limbicas, que influenciam o processo
de condicionamento ao medo (SEIDENBECHER et al., 2003), do ponto de vista adaptativo
faz sentido imaginar essa estrutura como uma fonte de modulagdo em si, capaz de facilitar a
entrada e processamento de informagdes sensoriais emocionalmente relevantes e de formar
circuitos de resposta rapida com areas talamicas ou ainda mais caudais, no tronco encefalico,
como visto no aumento da taxa de disparos evocados por um estimulo condicionado a partir

de projecdes talamicas do nticleo geniculado medial (QUIRK; REPA; LEDOUX, 1995).
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1.6 Coliculo Inferior

“De cada vez, o senhor vira o corpo num lado: e olha, escuta.
Qualquer barulho sem tento, que se faz, verte perigo.”

(Riobaldo Tatarana)

Dentre as eferéncias de saida do complexo amigdaloide que ndo partem da CeA, esta
uma proje¢do direta da BA para o coliculo inferior (CI), uma estrutura localizado no
mesencéfalo e que é considerada como o primeiro centro de integragdo e processamento da
via auditiva. Grande parte das fibras tanto ascendentes quanto descendentes dessa via
convergem nessa estrutura, tornando-o um raro alvo de confluéncia de processamento

top-down e bottom-up (MALMIERCA, 2004).

Figura 9 - Localizacdo do Coliculo Inferior no cérebro de ratos

Virios estudos vém confrontando a idéia outrora vélida de que o CI e outros nucleos
do tronco encefalico sdo apenas relés de passagem da informagdo auditiva. (BAJO et al.,
2010; MAREN; YAP; GOOSENS, 2001; NOBRE, 2013). Alguns parametros dos estimulos

sensoriais sdo processados ja nessas primeiras estagcdes da via sensorial (BENSMAIA et al.,
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2008). Alguns deles recebem projecoes eferentes massivas de areas de processamento de mais
alta ordem de complexidade, como cortices sensoriais primdrios e associativos (BAJO;
KING, 2012; WINER et al., 2002), o que permite supor que a via auditiva esta sujeita a
modulagdo dependente de experi€éncia por vias retroalimentadas desde seus primeiros

estagios, ainda no tronco encefalico.

Neurdnios do CI participam da detec¢do de novidades através da modulagdo de sua
frequéncia de disparo pela probabilidade de ocorréncia de diferentes estimulos auditivos em
experimentos baseados no paradigma oddball (MALMIERCA et al., 2009;
PEREZ-GONZALEZ; MALMIERCA; COVEY, 2005). Experimentos de condicionamento
classico revelaram que tanto o padrdo de respostas evocadas (BIRT; NIENHUIS; OLDS,
1979; DISTERHOFT; STUART, 1977; JI, SUGA, 2009; MARK; HALL, 1967) quanto a
propria organizacdao tonotdpica do CI (GONZALEZ-LIMA; AGUDO, 1990) podem ser
alteradas em fun¢do da valéncia do estimulo ndo-condicionado (apetitivo ou aversivo).
Parametros de resposta eletrofisioldgica, como a taxa e a laténcia de disparo de neurénios do
Cl, estdo correlacionados ao desempenho comportamental resultante do condicionamento,
muito embora em uma tarefa de condicionamento operante auditivo em primatas (METZGER

et al., 20006).

As alteragdes intrinsecas ao CI descritas acima seguem em alimentagdo direta até o
NGM e posteriormente a LA, sitio de associacdo e potenciagdo do estimulo auditivo
condicionado, que por sua vez projeta para a BA, de onde partem eferéncias diretas para o CI
(MARSH et al., 2002), algo aparentemente incomum em se tratando de projecdes amigdalares
para estruturas sensoriais de tronco encefalico. Teriamos, assim, um circuito fechado e
eventualmente funcional durante processos de condicionamento cléssico. De fato, a inativagao
da BLA ¢ capaz de promover alteragdes no padrao de respostas evocadas no CI (NOBRE,
2013; NOBRE; BRANDAO, 2011) e o CI est envolvido no processamento de sons aversivos
em tarefas de condicionamento classico ao medo (LEDOUX; SAKAGUCHI; REIS, 1984;
NOBRE; CABRAL; BRANDAO, 2010), indicando uma forte conectividade funcional entre

essas duas estruturas nesse tipo de paradigma.

De fato, em diferentes espécies de mamiferos o CI é alvo de varias projecdes

descendentes originarias de estruturas superiores da via auditiva, como o cértex auditivo
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(Adams, 1980; Bajo & King, 2012; Diamond, Jones, & Powell, 1969; Faye-Lund, 1985;
FitzPatrick & Imig, 1978), em especial células piramidais da camada V do cortex auditivo
primério (A1), e outras areas do lobo temporal (Beyerl, 1978; Coleman & Clerici, 1987), além
de estruturas auditivas subcorticais, como o nucleo geniculado medial (Kuwabara & Zook,
2000; Senatorov & Hu, 2002). Estruturas ndo-auditivas também projetam ao CI, como o
cortex visual (Cooper & Young, 1976), o coliculo superior (Doubell, Baron, Skaliora, &
King, 2000; Harting, 1977) e areas limbicas, em especial a amidala basal (BA), conforme
observado em morcegos (Marsh, Fuzessery, Grose, & Wenstrup, 2002). Essa tltima projecdo
mostra um vinculo particularmente interessante, pois o complexo basolateral da amidala esta
classicamente envolvido em tarefas de condicionamento ao medo [refs revisdo] e a lesdo do
CI, bem como do NGM, impedem a associagdo de um estimulo auditivo em uma tarefa desse

tipo (LeDoux, Sakaguchi, & Reis, 1984).
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1.7 Respostas Evocadas em Regime Permanente

“Atras de nos, eu ouvia os passos postos da grande cavalaria, o
regular, esse empurro continuado.”

(Riobaldo Tatarana)

Grande parte dos estimulos acusticos utilizados em tarefas de condicionamento
classico ao medo foi composta por cliques sonoros de curtissima duracdo. Os potenciais
evocados por esses estimulos sdo igualmente transitérios e em geral dependentes apenas da
via de entrada. Processos plasticos, ainda assim, podem ser analisados a partir de alteracdes de
parametros eletrofisiologicos como laténcia de resposta e amplitude em fungdo do
condicionamento. No entanto, essas informagdes nos permitem conhecer apenas os estagios

inicial e final do sistema, mas ndo os processos que intermediarios.

Outra desvantagem desse tipo de resposta para o estudo da dinamica de associagdo
entre areas diferentes ¢ que elas s3o muito curtas para sobrepor temporalmente a atividade de
dois circuitos. Uma forma de contornar essa limitacdo seria a apresentacdo de uma sequéncia
desses estimulos, mas ainda assim a taxa de apresentacao, por maior que fosse, ndo evitaria
que a resposta evocada por um estimulo terminasse antes da apresentacdo do préximo
(BIACABE et al., 2001; SHAW, 1992). A escala temporal de alteragdes neuronais pode ser
da ordem de dezenas de milissegundos e o impacto sobre a conectividade dos circuitos pode
estar na mesma escala temporal (BUZSAKI, 2006; VARELA et al., 2001). Portanto, ¢
possivel que a segunda apresentagdo de um estimulo durante uma tarefa ja encontre um

circuito significativamente alterado pelo primeiro.

A utilizag¢do de tons puros de longa durag¢do poderia contornar essa limitagdo, ja que
tém duracdo suficiente para sobrepor temporalmente a informagao ascendente de alimentagao
direta e a descendente retroalimentada por estruturas mais rostrais (LESTING et al., 2013).
Essa sobreposi¢do, no entanto, se da de forma que a contribui¢do de cada via para o padrdo de
atividade resultante ¢ praticamente indistinguivel, do ponto de vista espectral, da atividade

intrinseca dos circuitos analisados.
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Para avaliar a contribui¢do da atividade sensorial aos mecanismos de memoria
associativa, seria interessante que os estimulos tivessem um componente oscilatorio embutido
que pudesse ser comparado em termos de sincronia e acoplamento com os ritmos endogenas
de estruturas como a amigdala basolateral. Estimulos estacionarios continuos vém sendo
utilizados para gerar potenciais oscilatorios sustentados de longa duracdo, abrindo um campo
de pesquisa de enorme potencial para a integragdo de circuitos com atividade reverberatéria

no cérebro.

As primeiras respostas desse tipo foram observadas na via auditiva (GALAMBOS;
MAKEIG; TALMACHOFF, 1981). Nessa modalidade, que vem liderando as pesquisas com a
técnica desde entdo (PICTON et al., 2003), os estimulos correspondem geralmente a um tom
puro modulado em amplitude por um envelope senoidal de frequéncia conhecida. A natureza
das respostas gerou alguma controvérsia por serem consideradas explicdveis como a somagao
linear de respostas transitdrias e ndo por arrasto oscilatorio (ZHANG et al., 2013). No entanto,
existem diferengas nos dois tipos de respostas, sobretudo pelo fato de que potenciais
transitorios correlacionam aos seus estimulos geradores essencialmente através de da
amplitude do sinal, ao passo que as respostas evocadas em regime permanente (REARPs) o
fazem por sincronia de fase (ZHANG et al., 2013), o que representa um grande trunfo no

estudo de interagdes entre atividade evocada e redes oscilatorias intrinsecas.

A contribuicdo das REARPs para esse tipo de estudo reside no fato de que seu
componente oscilatdrio, induzido pelo envelope de modulagdo do sinal, ¢ capaz de arrastar
(entrain) a atividade de populagdes neuronais recrutadas pelo estimulo tanto nas vias
sensoriais quanto potencialmente em estruturas associativas capazes de gerar potenciais
evocados auditivas, como a LA (FIGURA 9). Esse arrasto gera um componente de frequéncia
na faixa de modulagdo do sinal de entrada que funciona como uma assinatura eletrografica
facilmente rastredavel por analise espectral do sinal no dominio da frequéncia e por isso as
REARPs tém sido utilizadas no monitoramento de vias recrutadas por estimulos especificos

(BROWN; NORCIA, 1997; FUJIKI; JOUSMAKI; HARI, 2002; WEISZ et al., 2007).

Além disso, as REARPs oferecem uma escala temporal que permite observar a
sobreposi¢do continua entre dois fluxos de informagdo: o sinal invariante de entrada e sua

modulacdo pelo fluxo descendente de retroalimentagdo do sistema (GALAMBOS; MAKEIG;

28


https://paperpile.com/c/PbugT0/qsCh6
https://paperpile.com/c/PbugT0/qsCh6
https://paperpile.com/c/PbugT0/4BMUP
https://paperpile.com/c/PbugT0/RYKmq
https://paperpile.com/c/PbugT0/RYKmq
https://paperpile.com/c/PbugT0/lPN5T+0HT67+YROB3
https://paperpile.com/c/PbugT0/qsCh6+4BMUP

TALMACHOFF, 1981; PICTON et al., 2003). Neste cenario, a coeréncia entre o potencial
das REARPs e o envelope de modulagdao da amplitude do estimulo refletiria a variabilidade
temporal desse estimulo (KALITZIN et al., 2002) como um correlato de comunicagdo entre
areas. A energia dos potenciais evocados, por sua vez, seria um reflexo da excitabilidade de
neurdnios alvo a partir de aferéncias pré-sinapticas (PASTOR et al., 2002). Por fim, a fase do
de acoplamento entre estimulo e resposta retroalimentada indicaria o atraso da resposta em
relacdo ao estimulo (KUWADA et al., 2002), de forma similar a laténcia dos potenciais
evocados transitorios. Alguns desses parametros, como energia e fase, sdo alterados por
tarefas de aprendizado auditivo em humanos (BOSNYAK; EATON; ROBERTS, 2004;
GANDER; BOSNYAK; ROBERTS, 2010; ROBERTS; BOSNYAK; THOMPSON, 2012),
sugerindo que outros paradigmas de aprendizado associativo, como o CACM, também podem
influencia-los. As REARPs podem assim potencialmente complementar os achados obtidos
até hoje com potenciais evocados transitorios (ZHANG et al., 2013), oferecendo um novo

horizonte de analises de processamento de memorias associativas.
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100 ms

Figura 10 - Potenciais evocados auditivos transitorio e em regime permanente. (A) Potencial
auditivo transitorio registrado no Coliculo Inferior. (B) Trecho de envelope da moduladora em
53,71 Hz. (C) Trecho correspondente ao inicio da apresentacdo do estimulo em que o
envelope de modulacdo comeca a arrastar a atividade em curso no Coliculo Inferior. Cabeca
de seta: deflexdo negativa caracteristica do potencial evocado transitorio observado no inicio
da aplicacdo do estimulo estacionario.
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1.8 Estudo das Respostas Evocadas em Regime Permanente no Coliculo Inferior no

Condicionamento Auditivo Classico ao Medo

“Zé Bebelo carecia de rédeas de um outro diverso poder e forte
sentir, que tomasse conta, désse rumo a ele”

(Riobaldo Tatarana)

Para avaliar essa hipdtese e a viabilidade das REARPs como ferramenta de
investigacdo da interacdo entre a memdoria associativa e o processamento sensorial, nosso
grupo submeteu um grupo de 10 ratos Wistar com eletrodos implantados no CI para registro
de potenciais de campo local (LFP) a um protocolo de condicionamento ao medo. O grupo
experimental (n=5) recebeu 5 pareamentos entre estimulos condicionados (CS) auditivos e
choques nas patas (400 pA, 2s) enquanto o grupo controle (n=5) recebeu o mesmo nimero de
estimulos mas sem o pareamento temporal. Os estimulos auditivos foram compostos por tons
puros de 10 kHz modulados em amplitude a uma freqiiéncia de 53,71 Hz, com 85 dB de
intensidade e 30 s de duracdo. Foram avaliadas as respostas no CI e o comportamento
defensivo de congelamento dos animais em sessdes 24 hs antes (pré-condicionamento) e 24
hs apds (teste) o condicionamento. Os resultados mostraram que o aumento do
comportamento de congelamento por parte dos animais re-expostos ao CS" foi acompanhado
de um aumento tanto do acoplamento da fase relativa ao estimulo de entrada quanto da
amplitude das REARPs, sugerindo um processo de sincronizacdo neural induzido pelo

processo de condicionamento (LOCKMANN; MOURAO; MORAES, 2017).

Esse trabalho confirma a alteragdo dos parametros de fase e amplitude das REARPs
ap6s uma tarefa de CACM. Esta evidéncia, em conjunto com as outras apresentadas
anteriormente, sugere que a amigdala -- especificamente a BLA -- pode desempenhar um
papel fundamental na modulagdo dessas respostas no CI, de modo que a inibicdo dessa

estrutura prejudique o arrasto do envelope de modulagdo do CS relacionado ao CACM no CI.
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1.9 Hipétese do trabalho

“Eu quase que nada ndo sei. Mas desconfio de muita coisa.”

(Riobaldo Tatarana)

No presente trabalho, portanto, levantamos a hipdtese de que o aumento da sincronia
da fase relativa e da amplitude das REARPs pelo CS sdao dependentes da atividade

modulatoria da BLA e que a inibi¢ao desta estrutura atenuara esses efeitos.
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2. JUSTIFICATIVA

A memoria associativa € um processo cognitivo fundamental que esta na base de nossa
capacidade de interagir adequadamente com o ambiente. Ao longo das ultimas décadas
tivemos um formidavel avango no entendimento dos processos neurofisioldgicos subjacentes
a esse processo € seu papel no comportamento, mas ainda estamos apenas comecando a
compreender seu impacto na regulacdo da propria experiéncia sensorial e subjetiva do mundo.
A ideia da percepcdo como um processo ativo ¢ relativamente recente dentro das
neurociéncias. Entender a dindmica de interacdo de redes entre processos mnemonicos €
sensoriais passa a ser crucial para a compreensao do proprio funcionamento do cérebro e de
sua regulagdo sobre o comportamento. Os processos de memoria, pelo menos de um ponto de
vista adaptativo, talvez tenham mais a ver com uma antecipagdo probabilistica do futuro

imediato do que com uma lembranca do passado remoto.

Entre essas duas frentes de processamento do fluxo de informagdo neural, o
mnemonico e o sensorial, existe um componente modulatério que chamamos de emogdes que
se torna indispensavel ao processo na medida em que possui a capacidade de atribuir valéncia
aos estimulos, ou seja, definir se com eles devemos criar vinculos ou nos afastar.
Compreender os mecanismos basicos de integracdo sensoério-motora emocionalmente
modulados pode ajudar a lancar luz ndo apenas sobre a propria fisiologia do proprio
comportamento mas também sobre seus aspectos clinicos e potencial impacto sobre disturbios

cognitivos e/ou emocionais.

A relevancia deste trabalho estd na consolidagdo e ampliacdo do uso de respostas
evocadas em regime permanente como uma ferramenta que entendemos ser adequada a este
tipo de andlise prospectiva da dindmica de integragdo e conectividade de circuitos neuronais
na formagdo de memorias e na regulagdo do comportamento. Uma vez estabelecida, uma

ampla linha de investigacao se abre adiante.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ investigar a participagdo do nticleo basolateral da amigdala
na dindmica de alteragdes dos pardmetros de fase e amplitude das respostas evocadas em
regime permanente no coliculo inferior durante uma tarefa de condicionamento classico ao
medo e avaliar a interagdo entre as vias sensoriais ascendentes e associativas descendentes na

modulagao dessas alteracoes.

3.1 Objetivos especificos

1.  Confirmar as alteragdes na fase e na amplitude das REARPs medidas no CI em

decorréncia de aprendizado associativo;

2. Analisar a dinamica temporal dessas alteragdes sob efeito da inibicdo da BLA para

verificar sua participagdo na geragao desses fendmenos;

3.  Confirmar a geracdo de oscilagdes na banda teta na BLA decorrentes do processo de

condicionamento classico ao medo;

4.  Investigar a existéncia de mecanismos de acoplamento entre a banda teta na BLA e o
envelope da moduladora das REARPs no CI como forma de modulagao top-down do

processamento sensorial e formagao de memorias associativas.
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4. MATERIAIS E METODOS

’

“O diabo na rua, no meio do redemunho...’

(Riobaldo Tatarana)

4.1 Diretrizes éticas

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados pelo Comité de Experimentagao
e Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o protocolo n°
360/2015. Os experimentadores se mantiveram atentos ao maior cuidado possivel no manejo
dos animais durante os experimentos € buscaram sempre e por todos os meios disponiveis
evitar submeté-los a dor ou sofrimento. Além disso, o desenho experimental foi feito de forma
a utilizar o menor nimero possivel de animais. As diretrizes do CEUA-UFMG estdo de
acordo com as recomendagoes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e da Behavior

Guidelines for Animal Experimentation para o cuidado e uso de animais em pesquisa.

4.2 Animais experimentais

Os experimentos foram realizados com 14 ratos Wistar machos, com peso entre 290 -
320 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO2) e
mantidos em ambiente controlado, com ciclos de 12 por 12 horas de claro e escuro, acesso

livre a ragdo e agua e a temperatura de 22 +2 ° C.

4.3 Cirurgia de implante de eletrodos e cinulas

Os animais foram anestesiados com uma solucao de ketamina (80 mg / Kg) e xilazina
(15 mg / Kg) por via intraperitoneal (i.p.). Apds a confirmacdo do efeito pela auséncia de
reflexos de dor, a superficie da cabega foi tricotomizada e os animais foram posicionados em
aparelho estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, IL). Os reflexos da dor foram monitorados

durante a cirurgia e doses suplementares de ketamina (20 mg/kg) foram administradas sempre
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que necessario. Apds assepsia com solugdo de povidona-iodo (7,5%, topica) e anestesia local
com cloridrato de lidocaina + epinefrina [1% (p/vol), 7 mg/kg], foi feita uma incisdo no couro

cabeludo para expor o cranio.

Eletrodos monopolares para registro eletrofisiologico foram feitos de fios de ago
inoxidavel revestidos de teflon (0,005 pol., Modelo 791400, AM Systems Inc., Carlsborg,
WA, Estados Unidos). Dois deles foram passados e fixados através de um tubo de silica
(0,008 pol. DI x 0,014 pol. DE), para fornecer estabilidade mecanica (FIGURA 11A). Os
eletrodos foram defasados de 0,5 mm no sentido DV. Os eletrodos foram posicionados nas
coordenadas mediolaterais do CI esquerdo (AP: 9,0 mm, ML: -1,4 mm) (PAXINOS;
WATSON, 2006) e descido lentamente, através de um orificio previamente perfurado no
cranio por craniotomia buscando como alvo (DV: -4,0 mm) a por¢ao do nucleo central do IC
que apresenta as melhores respostas a sons de alta frequéncia, incluindo a frequéncia
portadora escolhida do estimulo condicionado (10 kHz) (CLOPTON; WINFIELD, 1973;
HUANG; FEX, 1986; MALMIERCA et al., 2008). O arranjo foi descido até que a ponta do
eletrodo mais dorsal atingisse -3,5 mm e a partir dai era avangado de 0,5 em 0,5 mm e a cada
parada o potencial transitorio evocado por palmas era monitorado para buscar a melhor

relagdo sinal-ruido.

Para as injecdes de muscimol e salina e registro da atividade da BLA, foram
construidos arranjos de canulas-guia (22 G, 13 mm) por dentro das quais foram passados fios
iguais aos dos eletrodos para o CI. Pelo lado externo, o fio foi dobrado e fixado a canula por
uma luva de silicone (FIGURA 11A). Na outra extremidade, a ponta de registro do eletrodos
extrapolou em 1 mm a da canula. Os arranjos foram inseridas bilateralmente por orificios
previamente perfurados no cranio por craniotomia nas coordenadas da BLA (AP: 2,8 mm,
ML: 5,0 e -5,0 mm) e descidos lentamente até¢ a coordenada dorsoventral (DV: 8,4 mm). Os
arranjos de eletrodos e canulas foram fixados ao cranio com cimento de zinco (FIGURA

11B).

Parafusos de ago inoxidavel foram implantados nos 0ssos nasais como eletrodos de
referéncia (0 V) e terra com fios de aco inoxidavel soldados a eles. Os fios dos eletrodos e
parafusos foram soldados as vias de um terminal RJ-12 de 6 vias (FIGURA 11C). Um terceiro

parafuso foi fixado no osso parietal direito para auxiliar na estabilidade do capacete de
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acrilico dental, que foi aplicado sobre o cranio para fixar todo o conjunto (FIGURA 11B,

direita).
A
@ Parafuso de Aterramento @
K \ ] 9 Parafuso de Referéncia
,,@: i ? q @ Eletrodo/canula na BLA esquerda
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Figura 11 - Cirurgia de implante de eletrodos e sefup de registros eletrofisioldgicos (A)
Esquema do arranjo canula-eletros para microinjecdo e registros na BLA (direita) ¢ de
eletrodos para registro no CI (esquerda). (B) Animal experimental com canulas e eletrodos
implantados durante a cirurgia (esquerda) e ap6s, com o capacete ja pronto (direita). ©
Esquema dos pontos de implante e fixagdo de parafusos sobre um cranio de rato, soldas no
terminal RJ-12, conexdo com RJ-12 fémea acoplado ao headstage e conectados ao
amplificador de sinais bioelétricos. (D) Esquema de animal na caixa de comportamento sendo
registrado com sinal eletrofisioldgico apresentando arrasto por uma REARP.
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Ap0s a cirurgia, os animais foram tratados profilaticamente com coquetel antibiotico
de amplo espectro (Pentabidtico® Zoetis Fort Dodge; 19 mg / kg im) e anti-inflamatério

(Banamine®, 2,5 mg / kg sc) e foram mantidos em recuperagdo por um periodo de sete dias.

4.4 Histologia

Depois de cumprido todo o protocolo experimental, os animais foram anestesiados
(uretana 14% p/v; 10 mL/kg) e uma corrente elétrica (2mA durante 2 segundos) foi aplicada
em cada eletrodo de registro para gerar uma pequena lesdo eletrolitica no entorno de suas
pontas para facilitar a localizacdo nas laminas histologicas. Em seguida, os animais foram
submetidos a perfusdo transcardiaca com solugdo salina tamponada de fosfato (PBS) seguida
de paraformaldeido em PBS (PFA, 4% p/v). Os cérebros foram removidos, pos-fixados em
PFA, transferidos para uma solu¢do de sacarose-PBS (30% p/v) e mantidos a 4° C. As secdes
coronais e parassagitais (50 um) foram feitas em criostato (Leica Biosystems) e as fatias do
cérebro foram coradas com uma solu¢do de vermelho neutro. As posi¢des de colocacdo dos
eletrodos e canulas foram verificados por fotomicrografias das fatias histoldgicas (aumento de

0,8%).

4.5 Condicionamento Auditivo Classico ao Medo (CACM)

O CS consistiu de um tom puro de 10 kHz, com duragdo de 30 s, modulado em
amplitude por uma onda senoidal de 53,71 Hz (100% de profundidade de modulagdo)
(LOCKMANN; MOURAO; MORAES, 2017; PINTO et al., 2017, 2019) e ajustado a 85 dB
SPL no centro superior da caixa (decibelimetro Briiel & Kjaer tipo 2238) (MALMIERCA et
al., 2008; MEEREN et al., 2001). O CS foi gerado por uma caixa de condicionamento
personalizada (AMARAL-JUNIOR and MOURAO et al., 2019), amplificado por um
aparelho comercial (AB100, 100 WRMS, 4 Q, NCA) e reproduzido por um alto-falante
(ST304, 40 WRMS, 8 Q, Selenium Super Tweeter) posicionado no topo da caixa.
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4.5.1 Parte I: Estimulo Condicionado (CS)

O CACM foi realizada com 10 animais em trés dias consecutivos em dois contextos
diferentes para evitar uma possivel contaminacdo por condicionamento contextual. No
primeiro dia (pré-condicionamento), os animais foram expostos a uma sequéncia de 5
apresentacoes do CS (intervalos pseudo-aleatorios nao superiores a 120 s) no contexto A, que
consistia em uma caixa de acrilico preto de 30 x 20 x 25 cm, com uma face transparente e

odorizado com uma solucao de alcool a 10% (FIGURA 12).

1° Dia: 2° Dia: 3° Dia: Teste 1 3° Dia + 4 hs: Teste 2
Pré-condicionamento Condicionamento
Apenas Som Som + Choque [MUS ou SAL] + Som [SAL ou MUS] + Som

Contexto A Contexto B Contexto A Contexto A

Figura 12 - Protocolo experimental de condicionamento classico ao medo associado do
tratamento com muscimol e salina.

No segundo dia (condicionamento), os animais foram expostos 8 mesma sequéncia de
5 estimulos de CS do primeiro dia, mas no contexto B, uma caixa de acrilico transparente de
23 x 23 x 23 cm, odorizada com uma solucdo de acido acético a 1%. Durante a sessdo de
condicionamento, cada apresentagdo do CS foi pareada com o estimulo ndo condicionado
(US), que consistia em uma corrente de 0,4 mA aplicada através de barras de metal no chao
da caixa durante os ultimos 2 s de apresentacio do CS (LOCKMANN; MOURAO;
MORAES, 2017) (FIGURA 12).
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No terceiro dia (teste), 24 horas apds a sessdo de condicionamento, os animais foram
aleatoriamente designados para serem tratados com 0,5 uL de muscimol (5 mg/mL) ou 0,5 puL.
de solugdo veicular (solugdo salina, 0,9% p/v) injetados na BLA. Eles foram contidos com
cuidado e uma canula de infusdo (30 G, 8 mm) foi inserida na canula guia até atingir 1 mm
abaixo de sua extremidade inferior. As drogas foram infundidas com uma seringa de 10 pL.
(Hamilton, EUA) conectada a uma bomba de microinfusdo ajustada a uma vazao de 15 mL/h.
Apoés a infusdo, a canula de injecdo foi deixada no local por mais 1 minuto para evitar o
refluxo da droga. Apds 40 minutos, os animais foram submetidos novamente a um
procedimento idéntico ao de pré-condicionamento no contexto A para verificar a retencao da

memoria associativa entre o CS e o US (FIGURA 12).

Apo6s o término da primeira sessdo de teste, os animais foram deixados em repouso
por mais 4 horas (portanto, mais de 5 horas ap6s a primeira injecdo) para aguardar a
recuperacdo da atividade suprimida pela agdo do muscimol (ARIKAN et al., 2002). Os
animais foram entdo novamente submetidos ao protocolo de inje¢ao de drogas e teste de
comportamento, com 0s animais previamente tratados com muscimol sendo agora tratados

com soluc¢do salina e vice-versa (FIGURA 12).

As sessOes foram gravadas por uma camera montada em frente a caixa e os videos
foram analisados por um examinador cego as condi¢des experimentais. O comportamento de
congelamento foi definido como a completa auséncia de movimentos, com excecdo da
respiragdo, por no minimo 2 s. Os resultados foram expressos como a porcentagem de
congelamento em relagdo ao tempo total de cada apresentagdo do estimulo sonoro (CURZON;
RUSTAY; BROWMAN, 2009). Periodos fora da apresentagdo do estimulo ndo foram

considerados.

4.5.2 Parte II: Estimulo Neutro

Para o teste do NS, cinco animais foram submetidos ao mesmo protocolo descrito
acima, mas sem passar pela sessdo de condicionamento. Ou seja, no primeiro dia foram
submetidos as sessdes de pré-condicionamento e, no segundo, foram diretamente submetidos

as sessoes de reapresentagdo do som com injec¢do das drogas (FIGURA 13).
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1° Dia: 2° Dia: Teste 1 2° Dia + 4 hs: Teste 2
Pré-condicionamento
Apenas Som [MUS ou SAL] + Som [SAL ou MUS] + Som

Contexto A Contexto A

6w

40 min 40 min

© l— 0 L]

30s 30s

Contexto A

Figura 13 - Protocolo experimental de apresentacdo do estimulo neutro (NS) associado do
tratamento com muscimol e salina.

4.6 Registros eletrofisiologicos e analise de dados

Antes das sessdes de registro, o terminal RJ-12 implantado no crinio do animal
experimental era conectado a um conjunto previamente construido formado por um terminal
RJ-12 fémea acoplado a um estagio de ganho unitario pré-amplificado (1x ganho. Adaptador
ZCA-AMNI16. Omnetics®. Tucker-Davis Technologies), que por sua vez era ligado a um
cabo de registro (ZC16 - headstage digital ZIF-CLIP® de 16 canais ZC16 - Tucker-Davis
Technologies). Os sinais foram filtrados entre 1 e 300 Hz, amplificados em 24.000 V/V e
amostrados a aproximadamente 3 kHz por um bioamplificador (Tucker-Davis Technologies

RZ2) (FIGURA 11C).

Os timestamps foram atrelados aos picos e vales da frequéncia de modulacao do CS e
foram registrados por uma porta de entrada digital do bioamplificador RZ2. Através de uma
interpolacdo linear, esses valores temporais foram utilizados para obter uma série temporal

instantanea de fase, que por sua vez foi utilizada para reconstruir o envelope de modulacao do
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CS (AMARAL-JUNIOR and MOURAO et al., 2019). Assim, a anélise tempo-frequéncia

poderia permanecer sincronizada com a apresentacao do estimulo.

Os dados foram analisados off-line com codigos MATLAB personalizados e
embutidos (MATLAB R2017a. EEGlab toobox - https://sccn.ucsd.edu/eeglab/index.php). A
poténcia de tempo-frequéncia dos SSEPs (faixa de 53,71 + 0,3 Hz) foi calculada ao longo de
cada apresentacdo pela fungdo espectrograma padrdo (transformada de Fourier de curta
duragao-STFT; janela Hamming de 32.768 pontos sem sobreposi¢cdo, de 32.768 pontos) e

normalizada pelos respectivos valores de linha de base (30 s antes do inicio do som).

Para calcular a fase A entre o envelope de modulagdo da amplitude de CS e as
REARPs, os dados foram inicialmente filtrados na faixa de frequéncia de 53,71 =2 Hz e os
coeficientes foram extraidos pela fun¢do padrdo de Hilbert. A fase A foi calculada nas janelas
de tempo médio de 3 s com sobreposicdo de 90% e definida como a diferenca entre os

componentes imaginarios das REARPs e o envelope do CS:

N
Média A fase = ~arg [ Y /(OREARP = q’cs)]

n=1
Meédia A fase: argumento da soma dos vetores de fase, em que N é o numero de amostras no
eixo do tempo de cada sinal e pSSEP e ¢pCS sdo os valores de fase para os envelopes SSEP e

CS, respectivamente.

A coeréncia de fase entre o envelope do CS e as REARPs foi extraida por meio do

comprimento do vetor médio das diferengas dos dngulos da fase:

N
Y QHOREARP —CS)

n=1

.. 1
Coeréncia de Fase = 5

Coeréncia de fase: métrica de sincronizagdo de fase. Valor real adimensional entre 0, que
representa uma distribui¢do de fase uniforme, e 1, um agrupamento de fases perfeito

(LACHAUX et al., 1999; MORMANN et al., 2000).

42


https://paperpile.com/c/PbugT0/9QH3H
https://paperpile.com/c/PbugT0/qqSRM+cYiqD

4.7 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média = erro padrao da média (EPM). A aproximagao
da distribuicdo normal foi confirmada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (P>0,05). As
comparagoes estatisticas foram feitas com analise de variancia de medidas repetidas de uma
ou duas vias (ANOVA), quando apropriado, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de
Tukey. Valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados

foram analisados usando o software GraphPad Prism 8.0a e MATLAB R2017a.
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5. RESULTADOS

’

“Estarreci. A dor ndo pode mais do que a surpresa.’

(Riobaldo Tatarana)

5.1 Histologia e posicionamento dos eletrodos

Através das lesdes eletroliticas aplicadas antes da perfusdo dos animais, observamos
uma alta taxa de sucesso no posicionamento dos eletrodos no CIC (FIGURA 14A). O

posicionamento foi confirmado também por anélise das REARPs.

Os eletrodos da BLA tiveram maior variabilidade no alvo atingido. Baseado nas
marcagdes eletroliticas e tragados das canulas, tivemos registros prevalentes na BA do lado
esquerdo, com dois eletrodos no ntcleo Ventro-Lateral da LA (LaVM) e um no nucleo
Posterior da BLA (BLP). No lado direito, os alvos atingidos se distribuiram pela LaVM, BLP,
BA nucleo ventral da BLA (BLV) (FIGURA 14B e C).

5.2 Comportamento

A BLA dos animais foi infundida, antes das sessoes de teste, com solucao salina ou
muscimol, um agonista do receptor GABA,. Independentemente da ordem do tratamento
(muscimol ou salina primeiro), os animais exibiram uma resposta de congelamento robusta a
apresentacdo do CS apenas quando a BLA foi tratada com salina (F(2, 16) = 59,03, P <
0,0001; ****p < 0,0001) (FIGURA 15B). Quando tratados com muscimol, os animais
mantiveram os valores basais da sessdo de pré-condicionamento (P = 0,1417). Além disso,
avaliando separadamente cada apresentacdo do estimulo (FIGURA 15A), os animais
apresentaram valores altos e constantes de congelamento (~ 80%) durante toda a sessdo
quando tratados com solu¢ao salina (F (10, 80) = 14,89, P < 0,0001), enquanto apenas a
primeira apresentacdo do CS desencadeou uma resposta de congelamento significativa

quando foram tratados com muscimol.
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Figura 14 - Resultados histoldgicos. (A) Superior: fotomicrografia de uma ldmina com
seccao representativa do CI; cabega de seta: lesdo eletrolitica indicando a ponta do eletrodo.
Inferior: desenho esquematico do CI com as posi¢des das pontas dos eletrodos. (B) Superior:
fotomicrografia de uma lamina com sec¢do representativa da BLA direita; cabeca de seta:
lesdes mecanica e eletrolitica indicando a posicdo do conjunto canula-eletrodo. Inferior:
desenho esquematico da BLA com as posi¢cdes das pontas dos eletrodos. (C) Superior:
fotomicrografia de uma lamina com sec¢do representativa da BLA direita; cabeca de seta:
lesdes mecanica e eletrolitica indicando a posicdo do conjunto canula-eletrodo. Inferior:
desenho esquematico da BLA com as posi¢des das pontas dos eletrodos.
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Figura 15 - Resultados comportamentais. (A) Média do congelamento (+ EPM) ao longo de
cada apresentacdo do CS nas sessdes de pré-condicionamento e testes depois do tratamento
com salina e muscimol (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<(0.001, **** P<0.0001. ANOVA de
duas vias seguido de Teste de Tukey para multiplas comparagdes). (B) Média total de
congelamento (= EPM) nas sessdes de pré-condicionamento e testes depois do tratamento
com salina e muscimol (**** P<(0.0001. ANOVA de uma via seguido de Teste de Tukey
para multiplas comparagdes).

5.3 Registro eletrofisiologicos

A avaliagdo visual do tragado bruto dos registros no CI evidenciam um marcante
aumento da amplitude do LFP durante a apresentacdo do estimulo estacionario em relacdo aos
periodos silentes. A andlise no dominio da frequéncia revela um aumento de energia
concentrado especificamente em torno da frequéncia do envelope de modulacdo. A
distribui¢do dos angulos da fase relativa entre a as REARPs e a moduladora revela uma

tendéncia de menor dispersao nos animais condicionados independente do tratamento.
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Voltagem (uV)
N o &N

Pré-condicionamento
0.47 0.52 0.49 0.48

Teste [SALINA]
0.59 0.71 0.46

2 (B (@

Teste [MUSCIMOL,

0.88 0.89
GGG
3 4 5

Figura 16 - Registros eletrofisiolégicos de um animal representativo. (A) Esquema
representativo do arrasto do envelope de modulagdo em 53,71 Hz na atividade evocada no CI.
(B) Sinal representativo de um LFP filtrado em 53.71 + 2 Hz (cinza) e apresentacdes do CS
(vermelho, tons puros de 10 kHz modulados em amplitude a 53,71 Hz). (C) Espectrograma
mostrando a energia das REARPs em 53,71 Hz. (u.a., unidades arbitrarias). (D) Vetores de
variacdo de fase representativos em 53,71 Hz + 3 Hz (linhas cinzas) e respectivas estimativas
de valores médios de fase (linhas vermelhas). Os numeros sobre os graficos polares
representam a coeréncia de cada apresentacdo do CS. Superior: sessao de
pré-condicionamento. Meio: sessdo de teste depois do tratamento com salina (0,9 % p/v).
Inferior: sessdo de teste depois de tratamento com muscimol (5 mg/mL).

0.79

1

("e'n) elbisugy

5.4 Analise eletrofisiologica do Coliculo Inferior

A atividade neural do CIC foi registrada durante as sessdes de pré-condicionamento e
teste do CACM. De acordo com os resultados, durante a apresentacdo dos estimulos, o CI
mostrou uma assinatura espectral de poténcia induzida pelo CS (FIGURA 16C) com niveis
consideraveis de sincronizagdo entre seu envelope de modulacdo e a REARP (FIGURA

16A-D).
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5.4.1 Parte I: Estimulo Condicionado (CS)

Durante a apresentagao do CS, a energia média total das REARPs (FIGURA 17B,
direita) foi maior em comparacdo as sessdes de pré-condicionamento apds o tratamento do
BLA tanto com solucao salina (F(2, 22) = 1,30, P = 0,29; *P = 0,037) quanto muscimol (***P
= 0,0003). A mesma tendéncia foi observada na analise de cada apresentacdo, mas com

diferenca significativa apenas na segunda apresentagdo do CS (FIGURA 17A, inferior).

A andlise quantitativa da coeréncia da fase encontrou resultados semelhantes. Durante
a apresentacdo do CS, foram encontrados niveis significativamente mais altos de
sincroniza¢do entre o envelope de modulagcdo do CS e as REARPs em comparagdo as sessoes
de pré-condicionamento tanto ap6s o tratamento com salina (F(2, 22) = 5,28, P =0,01; ***P =
0,0003) como também (e principalmente) apds o muscimol (****P < 0,0001) (FIGURA 17D,
direita). Os valores médios totais das apresentagdes também foram significativamente maiores
ap6s os dois tratamentos se comparados a sessdo de pré-condicionamento (FIGURA 17C,
inferior). Vale ressaltar que o nivel de significancia foi ainda maior apo6s o tratamento com

muscimol do que com solugdo salina.

5.4.1 Parte II: Estimulo Neutro (NS)

Umas vez que os dados ndo corroboraram nossa hipdtese, repetimos os experimentos
com a reapresentacdo do som sob efeito do tratamento farmacoldgico a outro grupo de
animais, mas desta vez sem a etapa de condicionamento, ou seja, utilizando o som como
estimulo neutro (NS). Neste protocolo, os animais apresentaram maiores valores de energia
em relagdo ao primeiro dia somente quando tratados com muscimol (**P = 0,0025), quando
também apresentaram diferenca significativa em relacdo ao tratamento com salina (**P =

0,0074) (FIGURA 17B, esquerda).

O mesmo efeito foi observado para a coeréncia de fase, ou seja, os animais
apresentaram altos niveis de sincroniza¢do apenas ap0Os o tratamento com muscimol (F(2, 22)
= 5,28, P = 0,01; ****pP < 0,0001), com diferengas significativas também entre os dois

tratamentos (***P = 0,0003) (FIGURA 17D, esquerda).
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Figura 17 - Anadlises da atividade eletrofisiologicas no CI. (A) Superior esquerdo: energia
média das REARPs em 53,7 Hz £ 2 Hz ao longo das apresentagdes do NS (* P<0.05).
Superior direito: energia média em 53,7 Hz + 2 Hz ao longo do tempo antes do inicio do NS
comparativamente aos 30 s de apresentagdo. Inferior esquerdo: energia média das REARPs
em 53,7 Hz + 2 Hz ao longo das apresentacdes do CS (* P<0.05). Inferior direito: energia
média em 53,7 Hz + 2 Hz ao longo do tempo antes do inicio do CS comparativamente aos 30
s de apresentacdo. (B) Energia total média em 53,7 Hz + 2 Hz (+ EPM) durante as
apresentacdes do NS e do CS (* P<0,05). (C) Superior esquerdo: média de coeréncia de fase
em 53.7 Hz + 3 Hz ao longo das apresentagdes do NS. Superior direito: coeréncia de fase em
53.7 Hz + 3 Hz antes do inicio do NS comparativamente aos 30 s de sua apresentacao.
Inferior esquerdo: média da coeréncia de fase em em 53.7 Hz + 3 Hz ao longo das
apresentacdo do CS (* P<0,05). Inferior direito: coeréncia de fase em 53.7 Hz + 3 Hz antes do
inicio do CS comparativamente aos 30 s de sua apresentagdo. (D) Coeréncia de fase total
média em 53.7 Hz + 3 Hz (+x EPM) durante as apresentacdo do NS e do CS (* P<0,05 and ***
P<0,001). (ANOVA de duas vias seguida e Teste de Tukey para compara¢des multiplas em
todas as comparagoes).
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5.5 Analise eletrofisiologica da Amigdala Basolateral e de sua comunicacio com o

Coliculo Inferior

Nove dos 10 animais condicionados foram excluidos das analises de registros
eletrofisiologicos da BLA. Todos apresentaram algum tipo de prejuizo durante a aquisi¢ao do

sinal que inviabilizou o uso dos dados para analise.

Alguns deles apresentaram, por exemplo, um alto indice de sincronia de fase na
frequéncia da moduladora mesmo em periodos silentes, indicando um acoplamento
claramente anormal entre os canais da amigdala e o som e/ou o canal do coliculo (FIGURA
18A). A apresentacdo do som ndo afetou a variabilidade do angulo da fase relativa entre a
BLA e o CI, indicando que esse acoplamento realmente ndo tinha qualquer relacdo com a
atividade evocada (FIGURA 18B). Diante dessas analises, mesmo eventuais indicios de
atividade biologicamente gerada, como pequenas REARPs na BLA durante a apresentagao do

CS (FIGURA 18C) tiveram que ser ignoradas por nao termos certeza de sua origem.

A BLAdir x CI B BLAdir x CI BLAesq x Cl
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Figura 18 - Critérios de exclusdo dos animais da analise de registros da BLA. (A) Gréficos
polares representativos de alta coeréncia de fase durante periodo silente da sessdo de
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pré-condicionamento. (B) Apresentagdo do som ndo tem efeito na variabilidade da fase
relativa entre CI e BLA. (C) Espectrograma sem REARPs.

Apenas um dos animais apresentou registros considerados confidveis. Ao contrario
das analises mostradas acima, ele apresentou uma dispersao de fase normal entre os canais da
BLA e CI (FIGURA 19A) e a apresentagao do som promoveu alteragdes no angulo da fase
relativa, indicando que o sinal registrado tem um componente biologico ativo (FIGURA 19B).
Nao foram observadas REARPs em nenhuma das duas condi¢des experimentais (FIGURA

19C).
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Figura 19 - Critérios de inclusdo de um animal na andlise qualitativa de registros da BLA.
(A) Graficos polares representativos de alta dispersdo de fase durante periodo silente da
sessdo de pré-condicionamento. (B) Apresentacio do som afeta a variabilidade da fase
relativa entre CI e BLA. (C) Espectrograma sem REARPs.

A preservagdo do sinal da BLA neste animal foi também corroborada por um aumento
da energia na banda teta durante a reapresentacio do CS, em relagdo a sessdo
pré-condicionamento, quando tratado com salina, conforme inspecao visual do espectrograma
(FIGURA 20B, inferior). O tratamento com muscimol, como esperado, parece ter causado um

rebaixamento geral da atividade em todas as frequéncias (FIGURA 20C, inferior).
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Figura 20 - Espectrograma para avaliagdo qualitativa da atividade na banda teta (4-10Hz) na

BLA de um animal. (A) Sess

52



Ainda a partir de uma inspecdo visual de espectrogramas, comparando a atividade em
teta nos canais da BLA e CI, ¢ possivel notar alguns pontos que poderiam indicar potenciais
acoplamentos nessa faixa de frequéncia (FIGURA 21, cabegas de seta pretas). No entanto, a
presenca de clusters de alta intensidade espectral temporalmente coincidentes deixam mesmo

esses registros sob suspeita.

& o0 @ =~ o ©
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B o @ =~ o ©

Time (s)

Figura 21 - Aumento da atividade em teta na BLA e no CI. Superior: CI. Inferior: BLA.
Cabegas de seta brancas: clusters de atividade espectral idéntica sugerindo interferéncia.
Cabecas de seta pretas: clusters de atividade espectral aparentemente sem interferéncia.
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6. DISCUSSAO

“O senhor espere o meu contato. Nao convém a gente levantar escandalo de comego,
SO aos poucos ¢ que o escuro é claro.”

(Riobaldo Tatarana)

6.1 Resultados do Coliculo Inferior

Nossos resultados corroboram o fato de que a inibicdo da BLA prejudica a expressao
do comportamento de congelamento em tarefas de condicionamento do medo
(HELMSTETTER; BELLGOWAN, 1994). Também reproduzimos o resultado anterior de
que o CACM aumenta sincronia de fase relativa e energia das REARPs induzidas pelo

envelope do CS no CI (LOCKMANN; MOURAO; MORAES, 2017).

Surpreendentemente, entretanto, nossos dados revelaram que a inibicdo da BLA com
muscimol, apesar de diminuir a expressao do congelamento, aumentou as REARPs no CI
comparativamente a sessdo de pré-condicionamento, representando uma contradi¢iao entre o
comportamento condicionado prejudicado e um aumento da atividade evocada pelo CS.
Executando a mesma analise com as respostas evocadas a partir de um estimulo neutro (NS),
mostramos que esse aumento ¢ um resultado da inibi¢ao da BLA que independe da realizagao
da tarefa de condicionamento. Uma vez silenciada a BLA, qualquer estimulo auditivo,
condicionado ou ndo, evocara resposta de grande amplitude e alta sincronia de fase com o
envelope de modulacao do estimulo. Além disso, pelo menos neste caso o aumento desses
parametros ndo estava correlacionado com a expressao do comportamento adaptativo e nem
era condigdo suficiente para que ele ocorresse, sugerindo que as projegdes da BLA para a

CeM e para o CI divergem em algum ponto do circuito intrinseco do complexo amigdaloide.

A ativagdo de receptores GABAérgicos na BLA, como induzida no presente trabalho
através da microinje¢ao de muscimol, inibe a atividade dos neurdnios glutamatérgicos da BA
para a CeA sendo suficiente para comprometer a expressdo do comportamento de
congelamento (DUVARCI; PARE, 2014), o que explica o prejuizo da resposta condicionada

nos animais tratados com a droga.
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O efeito da inje¢do de muscimol na BLA sobre a atividade do CI j& foi avaliado
anteriormente, mas em uma tarefa contextual em que o efeito na amplitude das respostas
evocadas no CI variou de acordo com o nivel de ansiedade dos animais (NOBRE;
BRANDAO, 2011). As mudangas consistentes nos REARPs do CI apés o CACM
(LOCKMANN; MOURAO; MORAES, 2017) se mostraram um paradigma muito mais
promissor. De acordo com nossos resultados, a BLA ndo promove essas alteragdes pela
atividade direta de neurdnios glutamatérgicos de saida, mas provavelmente pela mediagdo de

circuitos inibitorios.

Uma possivel explicagdo para o mecanismo subjacente ¢ que a BLA exerce um
controle inibitério tonico sobre o CI (BRANDAO et al., 2005) e a inibicdo local da primeira
estrutura promoveria uma resultante de desinibicao indireta na segunda. O efeito local da
injecdo de muscimol na BLA ¢ a hiperpolarizacdo de neurdnios que apresentam receptores
GABA,, que incluem interneurdnios PV" mas principalmente neurdnios glutamatérgicos de
saida (DUVARCI; PARE, 2014; EHRLICH et al., 2009). Entre eles estdo os neuronios
piramidais magnocelulares da porcao anterior da BLA, que respondem a estimulos aversivos
(KIM et al., 2016) e formam uma projecao direta no CI, incluindo seu nucleo central
(MARSH et al., 2002). H4 uma alta densidade de neurénios GABAérgicos no CI (EDGAR;
SCHWARTZ, 1990; FUBARA et al., 1996) ¢ um de seus subtipos, os grandes neurénios
GABA¢érgicos, exibe sinapses glutamatérgicas axossomaticas que sdo mais prevalentes no
nucleo central (ITO; BISHOP; OLIVER, 2009). Seguindo essa logica, a hiperpolariza¢ao de
neurdnios piramidais glutamatérgicos na BLA promoveria uma diminui¢ao na ativacao desses
grandes interneurdnios no CI, permitindo um aumento da atividade evocada por estimulos
sensoriais nessa estrutura. O bloqueio de receptores GABA, no CI simularia o mesmo efeito
da desativacdo desses neurdnios e de fato foi demonstrado que essa manipulacdo aumenta a
taxa de disparo dos neurdnios excitatorios do CI em resposta ao estimulo auditivo

(PEREZ-GONZALEZ et al., 2012).

E necessaria uma investigacao mais aprofundada para que esse mecanismo presumido
se mostre verdadeiro. Porém, como o arrasto da atividade do CI pelo estimulo auditivo apds o
condicionamento ao medo ¢ semelhante ao efeito do tratamento da BLA com muscimol,

independentemente da tarefa associativa, pode-se hipotetizar que a inibi¢do dos neurdnios
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glutamatérgicos piramidais em sua porc¢ao anterior ¢ a maneira pela qual a BLA modula a
atividade do CI apds o condicionamento. Essa hipotese poderia ser explicada pela existéncia
de neuronios inibitorios entre as projecdes aferentes da LA e os neurdnios glutamatérgicos da
por¢dao anterior da BA que projetam para o CI. Esses interneurOnios representariam uma
divergéncia entre os circuitos que deflagram o comportamento de medo e os que modulam a

via sensorial no CI (FIGURA 22).

Vias auditivas

Figura 22 - Circuito amigdalo-colicular proposto por este trabalho. A organizagao funcional
das células marcadas com um asterisco € hipotética e proposta a partir dos resultados deste
trabalho. Neurdnios excitatorios em vermelho. Neurdnios inibitorios em azul.
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Se essa hipotese for verdadeira, a BLA retiraria seletivamente seu tonus inibitdrio
quando um estimulo relevante fosse detectado, permitindo uma transmissdao aprimorada do
sinal sonoro relevante ao longo da via auditiva e funcionando como uma espécie de filtro de

passagem de relevancia.

6.2 Resultados da Amigdala Basolateral

Infelizmente, aquele que seria o grande diferencial deste trabalho ndo pode ser
realizado. Esta ¢, sem duvida, a grande frustragdo de todos esses anos de trabalho. E preciso
reconhecer com pesar que nossos esfor¢cos, embora intensos, nao foram suficientes para
vencer os desafios desta etapa do projeto. Testamos, por exemplo, varios arranjos
canula-eletrodo diferentes, mas nem o mais promissor deles, pelo menos durante os

experimentos piloto, logrou o sucesso que esperavamos.

A seguir, elencamos erros recorrentes que podem ter contribuido para o insucesso dos

registros.

1. Anatomicos:
a. Erro no posicionamento das coordenadas nos eixos AP ¢ ML e descida
no eixo DV;
b. Desvio na angulagdo ortogonal de inser¢ao do arranjo canula-eletrodo;
c. Desvio na ponta do eletrodo em contato com o tecido durante a
descida, muito embora o arranjo com o eletrodo passando por dentro da
canula tenha sido concebido para minimizar esse erro.
2. De manipulagdo:
a. Erro na solda dos eletrodos nos contatos dos terminais RJ-12, embora
fossem previamente testados para presencga de curto circuitos entre eles;
b. Vazamento liquido para dentro do RJ-12, gerando ponte salina entre os
canais;
c. Rompimento do teflon de isolamento dos fios do eletrodo na dobra de
fixagdo junto a borda da canula, gerando contato entre ambos, embora

essa possibilidade também fosse testada antes da cirurgia.
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d. Rompimento do teflon pela agulha de injecao durante esse

procedimento, prejudicando o isolamento do fio.

Apesar de tudo, tivemos pelo menos um animal com registros aparentemente
confidveis e conseguimos observar a atividade na banda de frequéncia esperada. O protocolo
como um todo, portanto, foi bem sucedido e o que nos separa de uma adequada investigacao

do fendmeno sao questdes técnica contornaveis com testes melhor controlados no futuro.

6.3 Mecanismo propostos

O insucesso com os registros da BLA nos privou de dados confidveis que nos
permitissem cumpriri um dos objetivos deste trabalho que era avaliar a comunicacdo entre
esse nucleo e o CI durante a exposi¢do a um estimulo aversivo condicionado numa tarefa de

memoria associativa.

Por outro lado, os dados analisados permitiram conjecturar a existéncia de um circuito
amigdalo-colicular modulado por interneurdnios GABAérgicos da BA que atuaria na
regulacdo do sinal sensorial de entrada da via auditiva. no CI apdés uma tarefa de

condicionamento aversivo.

Durante a apresentacdo do CS sob efeito da microinje¢ao local de salina na BLA, os
neurdnios glutamatérgicos da LA, carreando a informacao ja potenciada do estimulo auditivo,
ativariam neurdnios excitatorios de projecdo para a CeM favorecendo a expressio do
comportamento de congelamento, como ja se sabe (DUVARCI; PARE, 2014). Com base em
nossos dados, sugerimos que os neuronios da LA ativam paralelamente interneurdnios
inibitérios que, por sua vez, inibem os neurdnios de projecdo para o CI. Desta forma, as
terminagdes glutamatérgicas amigdalo-coliculares ndo ativardo os grandes neurdnios
GABA¢érgicos do nucleo central do CI, retirando o tonus GABAérgico e favorecendo uma

resposta evocada aumentada na via auditiva (FIGURA 23).
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Figura 23 - Mecanismo do hipotético circuito amigdalo-colicular durante apresentagdo do CS
sob efeito da injecdo de salina. Neurdnios principais da LA ativam neuronios glutamatérgicos
da BA que ativam neurdnios GABAérgicos na CeA, promovendo o congelamento.
Paralelamente, os neurdnios principais da LA ativam interneuroénios na BA que inibem as
projecoes amigdalo-coliculares. Interneur6nios no CIC ndo sdo ativados e permitem a
passagem de uma REARP aumentada. Neurdnios excitatérios em vermelho. Neuronios
inibitorios em azul.

A microinjecdo de muscimol na BLA, por outro lado, gera um tonus inibitorio local
através da ativacdo de receptores GABA,. Todas as células que expressam esses receptores
terdo baixissima probabilidade de disparo gragas ao constante influxo de ions cloro. Desta
maneira, os neurénios glutamatérgicos da BA que projetam tanto para a CeA quanto para o CI
estardo inibidos. A consequéncia da ndo ativagdo da primeira estrutura serd um prejuizo na
expressdo do comportamento de congelamento. No entanto, o efeito decorrente da inibigdo da
projecdo para o CI serd semelhante ao da ativacdo normal desse circuito durante a

apresentacao do CS, ja que o agonismo GABA¢érgico promovido pelo muscimol emula o
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efeito da ativacdo dos interneurdnios que hipoteticamente modulam sua atividade (FIGURA

24).

—~NGM
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SOM

Figura 24 - Mecanismo do hipotético circuito amigdalo-colicular durante apresentagdo do CS
sob efeito da injecao de muscimol. Neuronios principais da LA e BA sdo inibidos pela agdo
do muscimol. Neuronios GABAérgicos na CeA nao sdo ativados e prejudicam a expressao do
congelamento. Paralelamente, as projecdes amigdalo-coliculares sao diretamente inibidas pelo
muscimol, interneurénios no CIC ndo sdo ativados e permitem a passagem de uma REARP
aumentada. Neurdnios excitatorios em vermelho. Neuronios inibitorios em azul.

Na auséncia de relevancia emocional associada a informacao auditiva, os neurénios da
LA ndo estdo potenciados e portanto nao respondem com a mesma intensidade ao estimulo
neutro (NS). Nessa situagdo, as projecdes excitatorias intrinsecas da LA para a BA ndo sao
ativadas e, portanto, também ndo o sdo os interneurdnios inibitérios que regulam a atividade
dos neuronios glutamatérgicos da porcao anterior da BA. Eles, portanto, permanecem ativos
provocam a ativagdo em cascata de neurdnios GABA¢érgicos no nucleo central do CI. Esses

neurdnios mantém um tonus inibitdério que cria uma barreira eletrotonica que atenua a
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propagacao de informagao ndo relevante ao longo da via. Esse mecanismo sé serd desligado
através da modulacdo top-down da amigdala ao reconhecer uma informagdo auditiva
relevante, gerando uma facilitagdo da transmissdo desse sinal para vias superiores,

funcionando como uma espécie de filtro seletivo de relevancia.

NGM

Vias auditivas m’"‘
SOM

Figura 25 - Mecanismo do hipotético circuito amigdalo-colicular durante apresentagdo do
NS. Neurdnios principais da LA n3o ativam os interneurénios da BA, que por sua vez ndo
inibem as projecdes amigdalo-coliculares, que permanecem ativas. Elas ativam os
interneurdnios no CIC que mantém uma inibi¢ao tonica nesta estrutura, atenuando o sinal ndo
relevante ao longo da via auditiva.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

“

onada. O diabo ndo ha! E o que eu digo, se for... Existe é homem
humano. Travessia.”

(Riobaldo Tatarana)

Erros e acertos fazem parte da constru¢cdo do conhecimento. Os operdrios da ciéncia
que atuam ou atuaram diariamente na bancada haverdo de concordar que essa mistura tem
mais doses proporcionais dos primeiros que dos segundos. Este trabalho resultou,
curiosamente, em dois tipos de eventos raramente admitidos na publicagdo cientifica: o ajuste
de uma hipdtese ndo confirmada e um erro técnico. Se ¢ verdade que os equivocos estdo no
alicerce da construgdao do saber, o edificio que aqui se inaugura tem boas chances de nao

vergar.

Para além dos resultados obtidos, analisados e discutidos nas se¢des anteriores, temos
de positivo a consolidagdo de uma linha de pesquisa com o uso das REARPs em paradigmas
de tarefas cognitivas em nosso laboratério com a sequéncia do trabalho que inaugurou essa
linha no NNC (LOCKMANN; MOURAO; MORAES, 2017). A confirmag¢io do
envolvimento da amigdala no fendmeno observado inicialmente abre a perspectiva de uma
rica linha de pesquisa a partir dessa ferramenta. Esta linha ja estd sendo explorada e resultados
preliminares promissores em camundongos ja envolvem registros bem sucedidos na BLA, CI
e mPFC, ampliando a circuitaria envolvida nas modulagdes bottom-up e top-down do

comportamento aprendido de medo.

Do ponto de vista técnico, sabemos que microinjecoes farmacologicas sao uma técnica
relativamente suja, sobretudo quando as estruturas alvo s3do muito pequenas e
morfologicamente diversas, como o complexo amigdaloide. Esta teria sido uma limitagdo
intrinseca & andlise de dados da atividade da amigdala caso tivesse sido bem sucedida . E por
1sso também que, apesar de termos tido como alvo anatémico a BA, por seu carater de
integracdo sensorio-motora e expressdo comportamental, em nenhum momento assumimos
que os efeitos observados estariam restritos a ela, tendo o cuidado de nos referirmos sempre a

BLA como estrutura avaliada.
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Os caminhos estdo postos. E o que eles querem da gente ¢ coragem.

63



8. REFERENCIAS

ALCOCK, J. Comportamento Animal: Uma Abordagem Evolutiva. [s.l.] Artmed Editora,
2016.

AMARAL-JUNIOR, P. A. and MOURAO et al. A Custom Microcontrolled and
Wireless-Operated Chamber for Auditory Fear Conditioning. Frontiers in neuroscience, v.
13, p. 1193, 7 nov. 2019.

ARIKAN, R. et al. A method to measure the effective spread of focally injected muscimol
into the central nervous system with electrophysiology and light microscopy. Journal of
neuroscience methods, v. 118, n. 1, p. 51-57, 30 jul. 2002.

BAJO, V. M. et al. The descending corticocollicular pathway mediates learning-induced
auditory plasticity. Nature neuroscience, v. 13, n. 2, p. 253-260, fev. 2010.

BAJO, V. M.; KING, A. J. Cortical modulation of auditory processing in the midbrain.
Frontiers in neural circuits, v. 6, p. 114, jan. 2012.

BARCZAK, A. et al. Top-down, contextual entrainment of neuronal oscillations in the
auditory thalamocortical circuit. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v. 115, n. 32, p. E7605-E7614, ago. 2018.

BAR, M. The proactive brain: memory for predictions. Philosophical transactions of the
Royal Society of London. Series B, Biological sciences, v. 364, n. 1521, p. 1235-1243,
maio 2009.

BENSMALIA, S. J. et al. The representation of stimulus orientation in the early stages of
somatosensory processing. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society
for Neuroscience, v. 28, n. 3, p. 776-786, 16 jan. 2008.

BIACABE, B. et al. Functional anatomy of auditory brainstem nuclei: application to the
anatomical basis of brainstem auditory evoked potentials. Auris, nasus, larynx, v. 28, n. 1, p.
85-94, jan. 2001.

BIRT, D.; NIENHUIS, R.; OLDS, M. Separation of associative from non-associative short
latency changes in medial geniculate and inferior colliculus during differential conditioning
and reversal in rats. Brain research, v. 167, n. 1, p. 129-138, maio 1979.

BORDI, F.; LEDOUX, J. Sensory tuning beyond the sensory system: an initial analysis of
auditory response properties of neurons in the lateral amygdaloid nucleus and overlying areas
of the striatum. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society for
Neuroscience, v. 12, n. 7, p. 2493-2503, jul. 1992.

BOSNYAK, D.J.; EATON, R. A.; ROBERTS, L. E. Distributed auditory cortical
representations are modified when non-musicians are trained at pitch discrimination with 40
Hz amplitude modulated tones. Cerebral cortex , v. 14, n. 10, p. 10881099, out. 2004.

BRANDAO, M. L. et al. Gabaergic regulation of the neural organization of fear in the

64



midbrain tectum. Neuroscience and biobehavioral reviews, v. 29, n. 8, p. 12991311, 9 ago.
2005.

BROWN, R. J.; NORCIA, A. M. A method for investigating binocular rivalry in real-time
with the steady-state VEP. Vision research, v. 37, n. 17, p. 2401-2408, set. 1997.

BUZSAKI, G. Rhythms of the Brain. [s.].] Oxford University Press, USA, 2006.

BUZSAKI, G.; ANASTASSIOU, C. A.; KOCH, C. The origin of extracellular fields and
currents—EEG, ECoG, LFP and spikes. Nature reviews. Neuroscience, v. 13, p. 407, 2012.

CHAREYRON, L. J. et al. Stereological analysis of the rat and monkey amygdala. The
Journal of comparative neurology, v. 519, n. 16, p. 3218-3239, 1 nov. 2011.

CIOCCHLI, S. et al. Encoding of conditioned fear in central amygdala inhibitory circuits.
Nature, v. 468, n. 7321, p. 277-282, nov. 2010.

CLOPTON, B. M.; WINFIELD, J. A. Tonotopic organization in the inferior colliculus of the
rat. Brain research, v. 56, p. 355-358, 29 jun. 1973.

CURZON, P.; RUSTAY, N. R.; BROWMAN, K. E. Cued and contextual fear conditioning
for rodents. In: Methods of Behavior Analysis in Neuroscience. 2nd edition. [s.].] CRC
Press/Taylor & Francis, 2009.

DAMASIO, A. O erro de Descartes: Emogio, razio e o cérebro humano. [s.1.] Companhia
das Letras, 19 de novembro de 2012.

DAVIS, P. et al. Cellular and oscillatory substrates of fear extinction learning. Nature
neuroscience, v. 20, n. 11, p. 1624-1633, nov. 2017.

DISTERHOFT, J. F.; STUART, D. K. Differentiated short latency response increases after
conditioning in inferior colliculus neurons of alert rat. Brain research, v. 130, n. 2, p.
315-333, jul. 1977.

DUVARCI, S.; PARE, D. Amygdala Microcircuits Controlling Learned Fear. Neuron, v. 82,
n. 5, p. 966-980, jun. 2014.

EDGAR, P. P.; SCHWARTZ, R. D. Localization and characterization of
35S-t-butylbicyclophosphorothionate binding in rat brain: an autoradiographic study. The
Journal of neuroscience: the official journal of the Society for Neuroscience, v. 10, n. 2,
p. 603-612, fev. 1990.

EHRLICH, I. et al. Amygdala inhibitory circuits and the control of fear memory. Neuron, v.
62, n. 6, p. 757-771, 25 jun. 2009.

ENGEL, A. K.; FRIES, P.; SINGER, W. Dynamic predictions: Oscillations and synchrony in
top—down processing. Nature reviews. Neuroscience, v. 2, n. 10, p. 704-716, out. 2001.

FANSELOW, M. S.; KIM, J. J. Acquisition of contextual Pavlovian fear conditioning is
blocked by application of an NMDA receptor antagonist D,L.-2-amino-5-phosphonovaleric

65



acid to the basolateral amygdala. Behavioral neuroscience, v. 108, n. 1, p. 210-212, fev.
1994.

FANSELOW, M. S.; PENNINGTON, Z. T. The Danger of LeDoux and Pine’s Two-System
Framework for Fear. American Journal of Psychiatry, v. 174, n. 11, p. 1120-1121, 1 nov.
2017.

FELL, J.; AXMACHER, N. The role of phase synchronization in memory processes. Nature
reviews. Neuroscience, v. 12, n. 2, p. 105-118, fev. 2011.

FONTANINI, A.; KATZ, D. B. Behavioral states, network states, and sensory response
variability. Journal of neurophysiology, v. 100, n. 3, p. 1160—1168, set. 2008.

FREESE, J. L.; AMARAL, D. G. The organization of projections from the amygdala to visual
cortical areas TE and V1 in the macaque monkey. The Journal of comparative neurology,
v. 486, n. 4, p. 295-317, 13 jun. 2005.

FUBARA, B. M. et al. Distribution of GABAA, GABAB, and glycine receptors in the central
auditory system of the big brown bat, Eptesicus fuscus. The Journal of comparative
neurology, v. 369, n. 1, p. 83-92, 20 maio 1996.

FUIJIKI, N.; JOUSMAKI, V.; HARI, R. Fujiki et al 2002 J Neurosci.pdf. [s.l: s.n.].

GALAMBOS, R.; MAKEIG, S.; TALMACHOFF, P. J. A 40-Hz auditory potential recorded
from the human scalp. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 78, n. 4, p. 2643-2647, abr. 1981.

GANDER, P. E.; BOSNYAK, D. J.; ROBERTS, L. E. Acoustic experience but not attention
modifies neural population phase expressed in human primary auditory cortex. Hearing
research, v. 269, n. 1-2, p. 81-94, 1 out. 2010.

GILBERT, C. D.; SIGMAN, M. Brain States: Top-Down Influences in Sensory Processing.
Neuron, v. 54, n. 5, p. 677-696, jun. 2007.

GONZALEZ-LIMA, F.; AGUDQO, J. Functional reorganization of neural auditory maps by
differential learning. Neuroreport, v. 1, n. 2, p. 161-164, out. 1990.

GOOSENS, K. A.; MAREN, S. Pretraining NMDA receptor blockade in the basolateral
complex, but not the central nucleus, of the amygdala prevents savings of conditional fear.
Behavioral neuroscience, v. 117, n. 4, p. 738-750, ago. 2003.

GROSSBERG, S. How does a brain build a cognitive code? Psychological review, v. 87, n.
1, p. 1-51, jan. 1980.

HEBB, D. O. The Organization of Behavior: A Neuropsychological Theory. [s.l: s.n.].

HELMSTETTER, F. J.; BELLGOWAN, P. S. Effects of muscimol applied to the basolateral
amygdala on acquisition and expression of contextual fear conditioning in rats. Behavioral
neuroscience, v. 108, n. 5, p. 1005-1009, out. 1994.

66



HOPKINS, D. A.; HOLSTEGE, G. Amygdaloid projections to the mesencephalon, pons and
medulla oblongata in the cat. Experimental brain research. Experimentelle
Hirnforschung. Experimentation cerebrale, v. 32, n. 4, p. 529-547, 15 ago. 1978.

HUANG, C. M.; FEX, J. Tonotopic organization in the inferior colliculus of the rat
demonstrated with the 2-deoxyglucose method. Experimental brain research.
Experimentelle Hirnforschung. Experimentation cerebrale, v. 61, n. 3, p. 506512, 1986.

ITO, T.; BISHOP, D. C.; OLIVER, D. L. Two classes of GABAergic neurons in the inferior
colliculus. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society for
Neuroscience, v. 29, n. 44, p. 13860—-13869, 4 nov. 2009.

JANAK, P. H.; TYE, K. M. From circuits to behaviour in the amygdala. Nature, v. 517, n.
7534, p. 284-292, 15 jan. 2015.

JI, W.; SUGA, N. Tone-specific and nonspecific plasticity of inferior colliculus elicited by
pseudo-conditioning: role of acetylcholine and auditory and somatosensory cortices. Journal
of neurophysiology, v. 102, n. 2, p. 941-952, ago. 2009.

JOHANSEN, J. P. et al. Optical activation of lateral amygdala pyramidal cells instructs
associative fear learning. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 107, n. 28, p. 12692-12697, 13 jul. 2010.

KALITZIN, S. et al. Enhancement of phase clustering in the EEG/MEG gamma frequency
band anticipates transitions to paroxysmal epileptiform activity in epileptic patients with

known visual sensitivity. IEEE transactions on bio-medical engineering, v. 49, n. 11, p.
1279-1286, nov. 2002.

KARALIS, N. et al. 4-Hz oscillations synchronize prefrontal-amygdala circuits during fear
behavior. Nature neuroscience, v. 19, n. 4, p. 605-612, abr. 2016.

KIM, J. et al. Antagonistic negative and positive neurons of the basolateral amygdala. Nature
neuroscience, v. 19, n. 12, p. 1636-1646, dez. 2016.

KUWADA, S. et al. Sources of the scalp-recorded amplitude-modulation following response.
Journal of the American Academy of Audiology, v. 13, n. 4, p. 188-204, abr. 2002.

KVERAGA, K.; GHUMAN, A. S.; BAR, M. Top-down predictions in the cognitive brain.
Brain and cognition, v. 65, n. 2, p. 145-168, nov. 2007.

LACHAUX, J.-P. et al. Measuring phase synchrony in brain signalsHuman Brain
Mapping, 1999. Disponivel em:
<3.0.c0;2-c">http://dx.doi.org/10.1002/(sici)1097-0193(1999)8:4<194::aid-hbm4>3.0.co;2-c>

LEDOUX, J.; DAW, N. D. Surviving threats: neural circuit and computational implications of
a new taxonomy of defensive behaviour. Nature reviews. Neuroscience, v. 19, n. 5, p.
269-282, maio 2018.

LEDOUX, J. E. Coming to terms with fear. Proceedings of the National Academy of

67



Sciences of the United States of America, v. 111, n. 8, p. 2871-2878, 25 fev. 2014.

LEDOUX, J. E.; FARB, C. R.; ROMANSKI, L. M. Overlapping projections to the amygdala
and striatum from auditory processing areas of the thalamus and cortex. Neuroscience letters,
v. 134, n. 1, p. 139-144, 16 dez. 1991.

LEDOUX, J. E.; FARB, C.; RUGGIERO, D. A. Topographic organization of neurons in the
acoustic thalamus that project to the amygdala. The Journal of neuroscience: the official
journal of the Society for Neuroscience, v. 10, n. 4, p. 1043-1054, abr. 1990.

LEDOUX, J. E.; PINE, D. S. Using Neuroscience to Help Understand Fear and Anxiety: A
Two-System Framework. The American journal of psychiatry, v. 173, n. 11, p. 1083—-1093,
I nov. 2016.

LEDOUX, J. E.; SAKAGUCHI, A.; REIS, D. J. Subcortical efferent projections of the medial
geniculate nucleus mediate emotional responses conditioned to acoustic stimuli. The Journal

of neuroscience: the official journal of the Society for Neuroscience, v. 4, n. 3, p. 683—-698,
mar. 1984.

LEDOUX, J.; PHELPS, L.; ALBERINI, C. What we talk about when we talk about emotions.
Cell, v. 167, p. 1443-1445, 2016.

LEE, H. J. et al. Amygdalar nmda receptors are critical for the expression of multiple
conditioned fear responses. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society
for Neuroscience, v. 21, n. 11, p. 41164124, 1 jun. 2001.

LESTING, J. et al. Directional theta coherence in prefrontal cortical to
amygdalo-hippocampal pathways signals fear extinction. PloS one, v. 8, n. 10, p. €77707, 24
out. 2013.

LIKHTIK, E. et al. Prefrontal entrainment of amygdala activity signals safety in learned fear
and innate anxiety. Nature neuroscience, v. 17, n. 1, p. 106-113, jan. 2014.

LOCKMANN, A. L. V.; MOURAO, F. A. G.; MORAES, M. F. D. Auditory fear
conditioning modifies steady-state evoked potentials in the rat inferior colliculus. Journal of
neurophysiology, v. 118, n. 2, p. 1012-1020, ago. 2017.

MALMIERCA, M. S. The Inferior Colliculus: A Center for Convergence of Ascending and
Descending Auditory Information. Neuroembryology and aging, v. 3, n. 4, p. 215-229,
2004.

MALMIERCA, M. S. et al. A discontinuous tonotopic organization in the inferior colliculus
of the rat. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society for
Neuroscience, v. 28, n. 18, p. 47674776, 30 abr. 2008.

MALMIERCA, M. S. et al. Stimulus-specific adaptation in the inferior colliculus of the
anesthetized rat. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society for
Neuroscience, v. 29, n. 17, p. 5483-5493, abr. 2009.

MAREN, S. et al. N-methyl-D-aspartate receptors in the basolateral amygdala are required for

68



both acquisition and expression of conditional fear in rats. Behavioral neuroscience, v. 110,
n. 6, p. 1365-1374, dez. 1996.

MAREN, S.; YAP, S. A.; GOOSENS, K. A. The Amygdala Is Essential for the Development
of Neuronal Plasticity in the Medial Geniculate Nucleus during Auditory Fear Conditioning in

Rats. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society for Neuroscience, v.
21, n. 6, p. RC135-RC135, mar. 2001.

MARK, R. G.; HALL, R. D. Acoustically evoked potentials in the rat during conditioning.
Journal of neurophysiology, v. 30, n. 4, p. 875-892, jul. 1967.

MARSH, R. A. et al. Projection to the inferior colliculus from the basal nucleus of the
amygdala. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society for
Neuroscience, v. 22, n. 23, p. 10449-10460, dez. 2002.

MCDONALD, A. J. Cortical pathways to the mammalian amygdala. Progress in
neurobiology, v. 55, n. 3, p. 257-332, jun. 1998.

MEEREN, H. K. M. et al. Auditory evoked potentials from auditory cortex, medial geniculate
nucleus, and inferior colliculus during sleep—wake states and spike-wave discharges in the
WAG/Rij rat. Brain research, v. 898, n. 2, p. 321-331, 20 abr. 2001.

METZGER, R. R. et al. Effects of reward and behavioral context on neural activity in the
primate inferior colliculus. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society
for Neuroscience, v. 26, n. 28, p. 7468-7476, jul. 2006.

MOBBS, D. et al. Viewpoints: Approaches to defining and investigating fear. Nature
neuroscience, v. 22, n. 8, p. 1205-1216, ago. 2019.

MORMANN, F. et al. Mean phase coherence as a measure for phase synchronization and its
application to the EEG of epilepsy patients. Physica D. Nonlinear phenomena, v. 144, n. 3,
p. 358-369, 1 out. 2000.

NABAVI, S. et al. Engineering a memory with LTD and LTP. Nature, v. 511, n. 7509, p.
348-352, 17 jul. 2014.

NOBRE, M. J. Changes on auditory physiology in response to the inactivation of amygdala
nuclei in high anxiety rats expressing learned fear. Physiology & behavior, v. 118, p. 80-87,
13 jun. 2013.

NOBRE, M. J.; BRANDAO, M. L. Modulation of auditory-evoked potentials recorded in the
inferior colliculus by GABAergic mechanisms in the basolateral and central nuclei of the
amygdala in high- and low-anxiety rats. Brain research, v. 1421, p. 20-29, nov. 2011.

NOBRE, M. J.; CABRAL, A.; BRANDAO, M. L. GABAergic regulation of auditory sensory
gating in low- and high-anxiety rats submitted to a fear conditioning procedure.
Neuroscience, v. 171, n. 4, p. 1152-1163, 29 dez. 2010.

PAPE, H.-C. et al. Theta activity in neurons and networks of the amygdala related to

69



long-term fear memory. Hippocampus, v. 15, n. 7, p. 874-880, 2005.

PAPE, H. C.; PARE, D.; DRIESANG, R. B. Two types of intrinsic oscillations in neurons of
the lateral and basolateral nuclei of the amygdala. Journal of neurophysiology, v. 79, n. 1, p.
205-216, jan. 1998.

PARE, D.; COLLINS, D. R. Neuronal correlates of fear in the lateral amygdala: multiple
extracellular recordings in conscious cats. The Journal of neuroscience: the official journal
of the Society for Neuroscience, v. 20, n. 7, p. 2701-2710, 1 abr. 2000.

PARE, D.; COLLINS, D. R.; PELLETIER, J. G. Amygdala oscillations and the consolidation
of emotional memories. Trends in cognitive sciences, v. 6, n. 7, p. 306-314, 1 jul. 2002.

PASTOR, M. A. et al. Activation of human cerebral and cerebellar cortex by auditory
stimulation at 40 Hz. The Journal of neuroscience: the official journal of the Society for
Neuroscience, v. 22, n. 23, p. 10501-10506, 1 dez. 2002.

PAXINOS, G.; WATSON, C. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates: Hard Cover
Edition. [s.1.] Elsevier, 2006.

PEREZ-GONZALEZ, D. et al. GABAA-Mediated Inhibition Modulates Stimulus-Specific
Adaptation in the Inferior Colliculus. PloS one, v. 7, n. 3, p. €34297, mar. 2012.

PEREZ-GONZALEZ, D.; MALMIERCA, M. S.; COVEY, E. Novelty detector neurons in the
mammalian auditory midbrain. The European journal of neuroscience, v. 22, n. 11, p.
2879-2885, dez. 2005.

PICTON, T. W. et al. Human auditory steady-state responses. International journal of
audiology, v. 42, n. 4, p. 177-219, jun. 2003.

PINTO, H. P. P. et al. Auditory processing assessment suggests that Wistar audiogenic rat
neural networks are prone to entrainment. Neuroscience, v. 347, p. 48-56, 7 abr. 2017.

PINTO, H. P. P. et al. Seizure Susceptibility Corrupts Inferior Colliculus Acoustic
Integration. Frontiers in systems neuroscience, v. 13, p. 63, 6 nov. 2019.

QUIRK, G. J.; REPA, C.; LEDOUX, J. E. Fear conditioning enhances short-latency auditory
responses of lateral amygdala neurons: parallel recordings in the freely behaving rat. Neuron,
v. 15,n. 5, p. 1029-1039, nov. 1995.

ROBERTS, L. E.; BOSNYAK, D. J.; THOMPSON, D. C. Neural plasticity expressed in
central auditory structures with and without tinnitus. Frontiers in systems neuroscience, v.
6, p. 40, 28 maio 2012.

ROGAN, M. T.; STAUBLI, U. V.; LEDOUX, J. E. Fear conditioning induces associative
long-term potentiation in the amygdala. Nature, v. 390, n. 6660, p. 604-607, dez. 1997.

ROMANSKI, L. M. et al. Somatosensory and auditory convergence in the lateral nucleus of
the amygdala. Behavioral neuroscience, v. 107, n. 3, p. 444-450, jun. 1993.

70



SAH, P. et al. The amygdaloid complex: anatomy and physiology. Physiological reviews, v.
83, n. 3, p. 803-834, jul. 2003.

SEIDENBECHER, T. et al. Amygdalar and hippocampal theta rhythm synchronization during
fear memory retrieval. Science, v. 301, n. 5634, p. 846850, 8 ago. 2003.

SHAW, N. A. A possible collicular component of the auditory evoked potential and its
relationship to brainstem and cerebellar auditory potentials. Electromyography and clinical
neurophysiology, v. 32, n. 12, p. 579-590, dez. 1992.

SIROTA, A. et al. Entrainment of neocortical neurons and gamma oscillations by the
hippocampal theta rhythm. Neuron, v. 60, n. 4, p. 683—697, nov. 2008.

STUJENSKE, J. M. et al. Fear and safety engage competing patterns of theta-gamma
coupling in the basolateral amygdala. Neuron, v. 83, n. 4, p. 919-933, ago. 2014.

TYE, K. M. et al. Rapid strengthening of thalamo-amygdala synapses mediates cue-reward
learning. Nature, v. 453, n. 7199, p. 1253-1257, 26 jun. 2008.

VARELA, F. et al. The brainweb: Phase synchronization and large-scale integration. Nature
reviews. Neuroscience, v. 2, n. 4, p. 229-239, abr. 2001.

VIDAL-GONZALEZ, I. et al. Microstimulation reveals opposing influences of prelimbic and
infralimbic cortex on the expression of conditioned fear. Learning & memory , v. 13, n. 6, p.
728-733, nov. 2006.

WEISKRANTZ, L. Behavioral changes associated with ablation of the amygdaloid complex
in monkeys. Journal of comparative and physiological psychology, v. 49, n. 4, p. 381-391,
ago. 1956.

WEISZ, N. et al. Tracking short-term auditory cortical plasticity during classical conditioning
using frequency-tagged stimuli. Cerebral cortex , v. 17, n. 8, p. 18671876, ago. 2007.

WINER, J. A. et al. Descending projections to the inferior colliculus from the posterior
thalamus and the auditory cortex in rat, cat, and monkey. Hearing research, v. 168, n. 1-2, p.
181-195, jun. 2002.

WOLFF, S. B. E. et al. Amygdala interneuron subtypes control fear learning through
disinhibition. Nature, v. 509, n. 7501, p. 453—458, maio 2014.

ZHANG, L. et al. Distinct features of auditory steady-state responses as compared to transient
event-related potentials. PloS one, v. 8, n. 7, p. 69164, 9 jul. 2013.

71



ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Marcio Flavio Dutra Moraes,

Ap06s andlise de sua solicitacao de avaliagdo do projeto Dindmica de respostas evocadas em regime permanente no recrutamento
de redes em uma tarefa de condicionamento ao medo, submetido a esta comissao pelo protocolo 360/ 2015, a CEUA decidiu
aprovar a sua solicitagao.

Justificativa: Aprovado na reunido do dia 07/12/2015.

Para acessar ao seu projeto clique no link:
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Belo Horizonte, 09/12/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/biocetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br

72




Neuroscience Letters 738 (2020) 135311
Contents lists available at ScienceDirect

Neuroscience Letters

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/neulet

Research article

Amygdala inhibition impairs fear conditioning but increases the
stimulus-driven activity in the inferior colliculus

Cristiano Soares Simées !, Flavio Afonso Gongalves Mourao Dbl

2 e . _+a,b a P L. a, b,
Leonardo Oliveira Guarnieri™”, Matheus Costa Passos”, Marcio Flavio Moraes ™

iR

 Niicleo de Neurociencias, Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte,
Brazil

" Gentro de Tecnologia e Pesquisa em Magneto Ressonancia, Programa de Pos Graduagiio em Engenharia Elétrica, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo
Horizonte, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywortds:
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It has been shown that fear conditioning improves the steady-state evoked potentials driven by a long lasting
amplitude modulated tone in the inferior colliculus. In this work we tested the hypothesis that the amygdala
modulates this effect, since it plays a crucial role in assessing the biological relevance of environmental stimuli.
We inhibited the basolateral nucleus of the amygdala of rats by injecting a GABAa receptor agonist (muscimol)
before the recall test session of an auditory fear conditioning paradigm and recorded the evoked activity in the
central nucleus of the inferior colliculus. According to our results, the treatment with muscimol decreased the
expression of freezing behavior during the recall test session, but did not impair the entrainment of the evoked
activity in the inferior colliculus induced by fear conditioning. We repeated the injection protocol with another
group of rats but without pairing the tone to an aversive stimulus and observed that the inhibition of the
basolateral amygdala enhances the stimulus-driven activity in the inferior colliculus regardless of the condi-
tioning task. Our findings suggest that the basolateral amygdala exerts a tonic modulation over the encoding of
sensory information at the early stages of the sensory pathway.

1. Introduction

The ability to selectively detect a relevant stimulus in the environ-
ment (e.g. an imminent threat) is crucial for adaptive behavior. Apart
from innate responses, this ability relies on associative learning, which
requires the precise correspondence between specific features of an
otherwise neutral stimulus and its acquired emotional valence. Thus the
expression of a proper behavioral response depends on the encoding of
two streams of neural activity: The one driven by the incoming sensory
inputs and that of internal networks triggered by the retrieval of similar
past events [1,2].

Some features of the incoming stimuli are processed in the early
stages of the sensory pathway [3] that are targeted by robust efferent
projections from higher-level processing areas [4,5] and subjected to
task-related plastic changes [6,7].

The inferior colliculus (IC) is the main midbrain nucleus in the

auditory pathway as it converges most of both the upstream and
downstream information [8]. The structures upstream the auditory
pathway that project back to the IC include the auditory cortex [9,5] and
the basolateral nucleus of the amygdala (BLA) [10]. The latter is known
to be crucially involved in fear learning as a selective detectors of
aversive stimuli in the environment [11,12]. The inactivation of the
(BLA), which impairs the expression of conditioned fear behaviors [13],
has been reported to promote changes in the auditory evoked responses
in the IC [14,15] and the IC activity itself has been implicated in the
processing of aversive conditioned sounds [16], indicating a strong
functional connectivity between these two structures.

Most of these studies have relied on transient evoked responses that
are usually too short to overlap both the incoming activity and the
feedback modulation from upstream areas or long-lasting pure tones
[17] that overlap both but in a hardly distinguishable way. Previous
studies got around this issue by showing that the IC activity can be
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