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RESUMO

No sistema auditivo, influéncias cognitivas podem ser definidas como fatores
intrinsecos ao observador que possibilitam que a codificacdo neural de sons do
ambiente se modifiquem em dependéncia do contexto da interacdo sensorial e de
experiéncias prévias. O fato de o coliculo inferior (Cl) receber projecbes da via
auditiva ascendente e de regides cerebrais relacionadas a processamento de
contextos comportamentais torna possivel que o padréo de suas respostas a sons
do ambiente se modifigue uma vez que estes sons adquiram relevancia bioldgica.
Para avaliar tal hipotese, submeteram-se a condicionamento ao medo auditivo ratos
Wistar com eletrodos implantados no Cl para registro de potenciais de campo local
(LFP). O grupo experimental (n=5) recebeu cinco pareamentos de estimulos
condicionados (EC) auditivos (tons puros de 10 Khz com amplitude modulada a
53,71 Hz, 82 dB de intensidade e 30 s de duracdo ) e choques na pata (400 pA, 2s)
e 0 grupo controle (n=5) recebeu o mesmo numero de estimulos, porém
explicitamente ndo pareados temporalmente. Avaliaram-se as respostas do Cl e os
porcentuais de congelamento em sessdes 24 h antes (pré-treino) e 24 h apoés (teste)
o condicionamento, que consistiram de cinco apresentacées do EC cada. Nao houve
diferenca comportamental entre 0s grupos no pré-treino, mas o0 aprendizado
associativo, no grupo experimental, levou ao condicionamento da resposta de
congelamento a apresentacdo do EC no teste. As respostas do Cl ao EC foram
oscilacbes seguindo a sendide de modulacdo, evidenciadas na analise tempo-
frequéncia do LFP como aumento da amplitude e da estabilidade de fase em 53, 71
Hz (potenciais evocados auditivos em regime permanente, PEArp). Os componentes
espectrais amplitude e fase dos PEArp ndo apresentaram diferenca entre 0s grupos
no pré-treino. O aprendizado associativo no grupo experimental levou a mudancas
em ambos 0s componentes espectrais dos PEArp. Quando os animais foram re-
expostos ao EC no teste, houve um desvio da fase dos PEArp em relagéo ao valores
anteriormente obtidos no pré-treino, mas com as repetidas apresentacdes do EC a
fase retornou progressivamente aos seus valores do pré-treino. A medida que a fase
retornava a linha de base, aumentava também progressivamente a habilidade do
circuito neural em manter estes valores extremamente invariantes, em torno dos
valores basais, durante o periodo da apresentacdo do EC. Este aumento de
estabilidade da fase foi evidente no teste nas mesmas apresentacbes do EC em que
houve aumento da amplitude do PEArp. Nenhuma das alteracdes observadas no
grupo experimental ocorreu no grupo controle, sugerindo que as modificacdes do
processamento do EC no CI se relacionam a aquisicdo de relevancia do estimulo
acustico por um processo especifico de aprendizado associativo. Os resultados
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obtidos sugerem que o aprendizado associativo leva tanto a modificacdo da
estrutura temporal como a amplificacdo da resposta do Cl aos estimulos que
adquirem relevancia biolégica. Nado obstante estes dois efeitos se evidenciem no
teste com dindmicas temporais opostas, a relacdo causal entre eles e a possibilidade
de serem reflexo de diferentes estados globais de processamento devem ser

investigados em estudos posteriores.



ABSTRACT

In auditory system, top-down effects could be defined as observer’s intrinsic
variables which enable neural coding of sounds to be modifiable based on the
context of sensory interaction and on previous experiences. Since inferior colliculus
(IC) receive projections from both ascending auditory system and areas related to
processing of behavioral contexts it is reasonable to figure that its patterns of activity
to sounds could be modified once these sounds acquire biological relevance. To
evaluate this hypothesis, Wistar rats with electrodes placed on CI to record local field
potentials (LFP) were submitted to an auditory fear conditioning protocol. The
experimental group (n = 5) was presented to five acoustic conditioning stimuli (CS,
10 kHz pure tone amplitude modulated at 53.71 Hz, duration of 30s and intensity of
82 dB) paired with foot shocks (400 pA, 2s), while the control group (n=5) was
presented to the same number of stimuli, although they did not coincided temporally.
IC responses and percentage of freezing behavior were evaluated in sessions 24 h
before (pre-conditioning) and 24 h after (test) conditioning, which consisted of five
trials of CS presentation. Behavioral differentiation between groups was not
significant on pre-conditioning, but, on experimental group, associative learning led to
conditioning of freezing behavior to CS on test. IC response to CS was a neural
oscillation following the modulation frequency, and was evident by time-frequency
analysis of LFP as increases of both amplitude and phase stability at 53.71 Hz
(auditory steady-state responses, ASSR). Both amplitude and phase components of
ASSR were modified as an effect of associative learning. When animals were re-
exposed to CS on test, phase component consistently shifted from its pre-
conditioning values, on first and second CS presentations, but with repeated
presentations it returned progressively to baseline values and at the fifth trial the
initial shift was completely reversed. At the same time that phase returned to
baseline, progressively increased the ability of the neural circuit to sustain the phase
component extremely invariant, around baseline values, during the whole period of
CS presentation. This enhanced phase stability was concurrent in the CS
presentation sequence with the augmentation of ASSR amplitude. The effects
observed on experimental group were not evident on control group, suggesting that
the modifications on IC processing of CS were due to acquisition of biological
relevance by the acoustic stimulus as a consequence of associative learning. The
aforementioned results suggest that associative learning determines the modulation
of both the temporal structure and the amplitude of neural responses of IC to sounds
that acquired biological relevance. Even though these two effects are evident at
different moments of test, the issue of their causal relationship and the possibility of
being outcomes of distinct global patterns of sensory processing are matter for future
investigations.
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1 INTRODUCAO

1.1 VIAS AUDITIVAS ASCENDENTES
Pode-se considerar que as vias auditivas iniciam-se nas células ciliadas

internas da coclea, que promovem a transducdo de oscilagbes mecanicas da
membrana basilar em variagdes de seus potenciais de membrana. A membrana
basilar, por sua vez apresenta diferentes propriedades mecanicas ao longo de sua
extensdo, o que determina uma preferéncia anatbmica de suas oscilacbes a
diferentes frequéncias dos estimulos sonoros (i.e., uma organizacao tonotdpica). Os
potenciais receptores das células ciliadas internas se propagam eletrotonicamente
podendo resultar em liberacdo de neurotransmissores nas sinapses com 0S
processos periféricos das células bipolares do ganglio espiral, e por sua vez, as
células bipolares apresentam padrfes de potenciais de acdo proporcionais aos
potenciais receptores (Puel, 1995). Estes potenciais de ac¢&o, a partir de entao,
trafegam por um circuito de neurbnios em direcdo a estagios mais rostrais da via
auditiva. Os processos centrais das células bipolares, conjuntamente com o0s
axonios provenientes do sistema vestibular, constituem as fibras do nervo vestibulo-
coclear, que entram no tronco encefalico na altura dos nucleos cocleares, ipsilaterais
a coclea na qual os axbnios se originam. Estas fibras, que conduzem os potenciais
de acédo das regibes periféricas para o sistema nervoso central (SNC), se ramificam
e enviam projegdes que fazem sinapse nos neurdnios das divisdes antero-ventral,
péstero-ventral e dorsal do nucleo coclear (ver figura 01). Uma parte das fibras
originadas no nucleo coclear faz sinapse em neurdnios do complexo olivar superior
(constituido de trés nucleos: oliva superior lateral, oliva superior medial e ndcleo
medial do corpo trapezoide) em ambos os lados do tronco encefalico. O restante das
projecdes do nucleo coclear passa pelo complexo olivar superior, atravessa a linha
média e faz sinapse, contralateralmente, no lemnisco lateral e no coliculo inferior (CI)
(Malmierca, 2003). Apesar de todo este complexo sistema ascendente no tronco
encefalico apresentar, até entdo, uma clara organizagcdo em vias paralelas, todas
estas fibras necessariamente convergem e fazem sinapse no Cl (Beyerl, 1978;

Coleman e Clerici, 1987) (ver figura 02 para localizacdo do CI). Os potenciais de
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Figura 1 - Vias auditivas ascendentes no rato. Os corpos celulares representados como um circulo
preto e o local em que fazem sinapses sdo indicados pela seta. CNC: complexo do nucleo coclear;
DCN e VCN: nucleo coclear dorsal e ventral; SOC: complexo olivar superior; MSO e LSO: oliva
superior medial e lateral; SPON: nucleo paraolivar superior; MNTB e VNTB: ndcleo dorsal e ventral do
corpo trapezoide; NLL: nucleo do lemnisco lateral; VLL e DLL: complexo ventral e dorsal do leminisco
lateral; IC: coliculo inferior; CIC, ECIC e DCIC: nucleo central, cortex externo e cortex dorsal do
coliculo inferior; MG: corpo geniculado medial; MGV, MGM e MGD: divisdo ventral, medial e dorsal do
corpo geniculado medial; PIL: nucleo intralaminar posterior; PP: nlcleo paralaminar posterior; AC:
cortex auditivo; Tel: &rea auditiva priméria; Te2 e Te3: area auditiva secundéria. Adaptado de

Malmierca, 2003 (Malmierca, 2003).
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acdo do ClI, portanto, em conjunto, contém toda a informacdo auditiva que foi
transduzida nos receptores. Os neurdnios do Cl primariamente projetam para
neurdnios no talamo auditivo, que se constitui das divisbes ventral, dorsal e medial
do corpo geniculado medial, e dosnulcleos paralaminar posterior e intralaminar
posterior (Kudo e Niimi, 1980; Calford e Aitkin, 1983). Os neurbnios do talamo
auditivo por sua vez enviam projecdes predominantemente para os cértices auditivos
primérios (area Tel) e secundarios (areas Te2 e Te3) (Kimura, Donishi et al., 2003),

gue entéo projetam para regides associativas.

Figura 2 - Corte sagital de encéfalo de Rattus norvegicus, evidenciando a posi¢cdo anatdmica do
coliculo inferior (delimitado pela linha vermelha) no mesencéfalo. IC: coliculo inferior. Adaptado de

http://www.anatomie-amsterdam.nl

Tradicionalmente, postula-se que o0s potenciais de acdo de neurdnios em
estdgios mais caudais da via sensorial, como no tronco encefélico, codificam
caracteristicas especificas dos estimulos auditivos, e, a medida que se avanca na
hierarquia do sistema auditivo, é possivel encontrar células com habilidade cada vez
maior para codificar padrdes espectrais e temporais complexos, de que se
constituem, por exemplo, os sons encontrados em ambientes naturais e 0s sons
usados na comunicacdo coespecifica. Nesse sentido, as areas associativas sao
consideradas os estagios superiores na hierarquia do processamento da informacgéo
auditiva, jA que sado ativadas posteriormente e contém representacdes polimodais,

gue seriam incomuns em estagios mais caudais. Estas areas seriam também


http://www.anatomie-amsterdam.nl/

Introducao|16

responsaveis por todo o processamento relacionado a varidveis cognitivas, como
atencdo e memorias relacionadas aos estimulos auditivos (Engel, Fries et al., 2001).
Neste paradigma tradicional, o sistema auditivo € entendido como um conjunto de
neurbnios organizados em uma arquitetura serial e hierarquica, e 0 processamento
sensorial de estimulos complexos consiste fundamentalmente de duas etapas
(Naatanen e Winkler, 1999):

1. Analise: extracdo sequencial das caracteristicas elementares dos
estimulos auditivos em niveis baixos do sistema sensorial. As células
nestes niveis sdo consideradas células simples que apresentam respostas
preferenciais a parametros elementares dos sons, como localizacéo
espacial, frequéncia fundamental e intensidade.

2. Sintese: recombinacdo dos componentes para reconstrucdo da totalidade
dos estimulos, em estagios altos do sistema. A reconstrucdo de estimulos
complexos se baseia na crescente integracdo sinaptica que se da a
medida que se avanca para niveis mais altos do circuito, até que, em
areas associativas, encontram-se células que respondem especificamente

a combinacdes espectro-temporais bastante peculiares.

Este paradigma de sistemas sensoriais claramente se baseia na seguinte
premissa: 0 que ouvimos esta ja presente nos receptores, em forma simbdlica, e o
papel do observador no processo perceptual consiste em extrair as informagdes dos
receptores e reorganiza-la de maneira a sintetizar de novo a cena auditiva, como
representacdo do mundo externo, por meio dos padrées de atividade das células
nervosas. Coloca-se entdo a relacdo entre o objeto e o observador de maneira
exclusivamente instrutiva, e necessariamente exclui-se um possivel papel ativo, ou
construtivo, do observador na relagdo com o objeto no processo perceptual. Esta
abordagem necessariamente traz consigo um modelo de cognicdo: os sistemas
cognitivos agem com base em representacbes que séo fisicamente materializadas
na forma de um cdédigo simbolico no cérebro, e o comportamento adequado para
uma dada situacéo depende da acuracia dessas representacdes (Varela, Thompson
et al., 1992). E, portanto, uma forma de organizar a cogni¢éo na sequéncia entrada

sensorial — decisdo — resposta (Pavlov, 1927).
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Entretanto, partindo da nossa propria experiéncia perceptual quando
interagimos em ambientes complexos, fica claro que a percepcéo ndo € determinada
somente pelos estimulos externos que atingem os receptores. Na situacdo de uma
festa cheia de convidados, por exemplo, podemos escolher a fonte sonora mais
relevante e prestar atencdo em uma conversa com uma pessoa especifica, muito
embora, outras fontes sonoras de mesma intensidade também cheguem ao nosso
sistema auditivo. O problema de diferenciar fontes sonoras que se sobrepde nos
nossos ouvidos € chamado de ‘problema da festa de coquetel’ (Cherry, 1953) e se
refere também ao mesmo problema enfrentado para diferenciar os instrumentos
quando ouvimos a gravacao de uma orguestra. As nossas experiéncias prévias, as
informacBes que aprendemos sobre sequéncias de fonemas mais provaveis, o
reconhecimento de padrfes pertinentes a uma voz humana especifica, entre outros,
modificam o processamento da informagéo auditiva filtrando ruidos e demais

estimulos que ndo sejam relevantes em um determinado contexto.

Em outro tipo de situagdes, a informacéo fornecida ao sistema nervoso pelos
receptores periféricos é incompleta, e o reconhecimento de objetos perceptuais
depende da acdo do observador em completar o padrao apresentado com base em
suas experiéncias prévias. Um exemplo classico € denominado restauracéo
fonémica, e se refere ao fato de que, em situagcdes de ambiguidade gerada pela
auséncia de algumas letras nas palavras faladas, o que o observador de fato
entende depende do que ele espera escutar, baseado no contexto em que as
palavras sdo faladas e em suas experiéncias linguisticas prévias (Warren e
Sherman, 1974; Warren, 1984). O comportamento adequado nestas situacdes nao é
resultado de uma representacao precisa do ambiente, mas, ao contrario, pressupde
gue o sistema cognitivo seja capaz de criar significados com base em fragmentos de
informacdo ou que seja capaz de se destacar em variados graus do seu ambiente
sensorial e selecionar, com base em seus objetivos, estados motivacionais e
experiéncias prévias, apenas 0s estimulos que possuem relevancia em um
determinado contexto. Na literatura neurocientifica, é crescente o numero de
trabalhos que assumem este ponto de vista teérico de que a percepcdo ndo é o
resultado da representacdo invariante de informacdes pré-determinadas do
ambiente por um sistema cognitivo passivo. O conceito de modulacao cognitiva do

processamento sensorial (nos textos em inglés, usa-se o termo ‘top-down
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modulation’), encontrado em alguns trabalhos, absorve precisamente este ponto de
vista de que observador e o objeto determinam e condicionam um ao outro no

processo perceptual.

1.2 MODULACAO COGNITIVA DO PROCESSAMENTO SENSORIAL

De uma maneira geral, influéncias cognitivas podem ser definidas como
fatores intrinsecos ao observador que determinam que 0 processamento sensorial
possa sofrer modulacdo de contextos e de experiéncias prévias. Dentre estes fatores
podem-se citar a atividade de sistemas mnemaonicos, de sistemas envolvidos em
estados de atencédo, de fundo emocional, de preparacao e de expectativa e também
de sistemas que determinam definicdo de objetivos e planejamento de a¢des. Todos
eles necessariamente estao ativos durante as interacdes do SNC com o ambiente. A
atuacdo destas variaveis cognitivas em neurbnios sensoriais pode se evidenciar
como aumento das taxas de disparos neuronais a estimulos relevantes e supressao
da resposta a estimulos néo relevantes, o que significa uma modulacdo no sentido
de intensificar as respostas neurais a estimulos sensoriais especificos (Engel, Fries
et al., 2001).

A ideia de que variaveis cognitivas possam modular o processamento
sensorial vai de encontro a uma propriedade fundamental do funcionamento do
SNC, que é sua habilidade em autogerar padrdes de atividade espontdnea em
varias bandas de frequéncia. As oscilacbes endogenas refletem a atividade
organizada de grupos neuronais distribuidos no SNC, mas que se encontram
interconectados e podem se influenciar mutuamente. A atividade destas grandes
assembleias neuronais geram padrbes globais de funcionamento do SNC, que, de
fato, estdo relacionados a estados cognitivos especificos, e que podem ‘capturar
grupos locais que a elas se conectam, modulando sua atividade (Buzsaki, 2006) (ver
figura 03).

N&o obstante estas oscilacbes serem geradas principalmente em regides
afastadas dos receptores sensoriais, como o sistema limbico, o lobo frontal, e os
cortices associativos (Engel, Fries et al., 2001; Varela, Lachaux et al., 2001), o fato

de existirem massivas conexdes retrogradas provenientes destas areas para todos
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0s niveis anatbmicos do SNC, cria condicdes para que estes padrdes possam
influenciar também neurdnios em estagios iniciais dos sistemas sensoriais. Com
algumas raras excegdes, 0 SNC esta organizado segundo o chamado ‘principio da
reciprocidade’: se uma area A conecta-se com outra area B, entdo ha também uma
conexdo reciproca de B para A (Varela, Lachaux et al., 2001), sendo que este
principio € valido inclusive para os receptores sensoriais (Oestreicher, Wolfgang et
al., 2002; Doleviczenyi, Halmos et al., 2005). Sdo também vastas as conexdes entre
estruturas distantes, como, por exemplo, as projecdes corticais ou do sistema
limbico para o tronco encefélico (Gruters e Groh, 2012). Estas vias retrogradas
conduzem informacédo sobre varidveis cognitivas, e 0s neurdnios que recebem essas
projecbes, mesmo estando proXimos aos receptores sensoriais, podem ser
‘capturados’ pelos estados globais e funcionam efetivamente de maneira adaptativa,
sendo capazes de assumir diferentes estados funcionais de acordo com o0s
diferentes contextos de processamento e determinando a maneira como se dara a

interacdo do SNC com o ambiente (Engel, Fries et al., 2001).

Esta interacdo entre grupos neuronais tem sido classicamente estimada por
indices que refletem a consisténcia dos registros de campo gerado pela atividade
das células nestas areas. Este processo de acoplamento funcional entre grupos de
neurdnios pode ser quantificado pelo coeficiente de correlagc&o entre dois sinais no
dominio do tempo x(t) e y(t) registrados em diferentes areas encefalicas, sendo que
altos valores indicam que x(t) reproduz as variacdes de y(t) com um intervalo de
tempo At. No caso de o coeficiente de correlagdo ser calculado em uma frequéncia
especifica f de interesse, o valor calculado recebe o nome de coeréncia. Ha
também um crescente numero de evidéncias sugerindo que o0 aumento do
acoplamento funcional entre areas pode se evidenciar na andlise da estrutura
temporal das respostas neurais, sendo, paralelamente a alteracdo da taxa de
disparos (ou alteracbes de amplitude), outro mecanismo de se efetuarem as
influéncias cognitivas em neurdnios sensoriais. Neste contexto, sincronia se refere
a relacdo temporal entre os sinais x(t) e y(t) e é independente da amplitude. Quando
representamos os sinais no dominio da frequéncia, os componentes de amplitude e
fase aparecem como variaveis separadas e podemos considerar que a fase contém
toda a informacao sobre a estrutura temporal dos sinais. No caso de sinais neurais a

variavel de interesse € a diferenca instantanea de fase entre dois sinais de areas
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diferentes em uma frequéncia especifica. Se esta diferenca, é constante durante um
periodo de tempo T (geralmente algumas centenas de milissegundos) considera-se
gue houve um aumento do acoplamento entre as areas, independentemente das
variacbes de amplitude. Todas estas medidas refletem a consisténcia do sinal
registrado em duas areas do SNC e, portanto, necessitam de registros

eletrofisioldgicos com multiplos eletrodos (Varela, Lachaux et al., 2001).

Quando se avalia o registro obtido somente em um eletrodo, também é
possivel fazer inferéncias sobre alteracdes da estrutura temporal e do grau com que
certa area representa estimulos sensoriais. A modificacdo do padrdo oscilatério em
diferentes bandas de frequéncia, principalmente nas bandas beta e gama, pode ser
evidenciado claramente em registros individuais, em dependéncia da tarefa
executada ou do contexto em que estd o animal esta inserido (Engel, Fries et al.,
2001; Buzsaki, 2006). Sabe-se, por exemplo, que em contextos aversivos,
juntamente com a resposta de congelamento, aumenta significativamente a energia
na banda de frequéncia entre 7,5 e 13,0 Hz em regifes corticais e no hipocampo,
mas nao no complexo amigdaloide e no nucleo caudado (lwata e Mikuni, 1980).
Sabe-se também que o condicionamento auditivo ao medo leva ao aumento de
oscilacbes gama no cortex auditivo e também a efichcia do acoplamento dos
potenciais de acdo a uma fase especifica dessas oscilagbes (Headley e Weinberger,
2013).

Quando a frequéncia analisada reflete a resposta de neurdnios a uma
estimulacdo sensorial periédica, a consisténcia da fase na frequéncia de
estimulacdo, ao longo de janelas espectrais sucessivas no tempo, pode ser
considerada uma medida de quédo efetivamente a atividade da rede neural esta
sendo determinada pelo estimulo sensorial (Lopes Da Silva, 2006). Esta variavel foi
denominada indice de agrupamento de fase (PCI, do inglés Phase Clustering
Index) (Kalitzin, Parra et al., 2002; Parra, Kalitzin et al., 2003) e se baseia no célculo
da variancia circular do componente de fase de coeficientes complexos. O fator de
agrupamento de fase (PLF, do inglés Phase Locking Factor)(Lachaux, Rodriguez et
al., 1999), apesar de ser comumente usado para medir a consisténcia de fase em
sessOes de estimulacdo distintas, pode ser usado como uma estimativa da
consisténcia de fase ao longo do tempo, ja que também se baseia no célculo da

variancia circular dos componentes de fase dos coeficientes complexos.
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Figura 3 — Modulacdo cognitiva em circuitos neurais. As assembleias de neur6nios (em preto),
organizando temporalmente sua atividade, podem ser eficientes em influenciar o comportamento local
de neurbnios com os quais se conectam (em azul) e podem determinar que estes neurénios integrem-
se a um estado global de funcionamento (a partir do asterisco vermelho). Adaptado de Engel e
colaboradores, 2001 (Engel, Fries et al., 2001).

O ClI, além de constituir um estagio sinaptico obrigatdrio para as vias auditivas
ascendentes provenientes do tronco encefalico, a caminho do sistema talamo-
cortical auditivo, € também um importante alvo para projecdes de outras areas do
cérebro, que conduzem informacdes relacionadas as variaveis cognitivas discutidas
anteriormente. E, portanto, um substrato em potencial em que se poderiam observar
efeitos de modulacdo cognitiva no processamento sensorial. Estudos in vivo
mostraram que realmente os neurdnios do Cl apresentam oscilacfes espontaneas
de seus potenciais de membrana, algumas vezes sublimiares, mas outras vezes
determinando potenciais de acdo mesmo na auséncia de estimulacdo auditiva
(Torterolo, Pedemonte et al., 1995; Ryan e Miller, 1978; Pedemonte, Torterolo et al.,
1997).

1.3 ARQUITETURA SINAPTICA DO COLICULO INFERIOR

Atualmente, ja é bem estabelecido que o cortex auditivo (principalmente
camada V) envia um grande namero de fibras para o Cl (Diamond, Jones et al.,
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1969; Fitzpatrick e Imig, 1978; Winer, Chernock et al., 2002; Adams, 1980; Bajo e
King, 2012), e ao menos um estudo (Bajo e Moore, 2005) mostrou que existem mais
neurdnios corticais do que neurdnios de ndcleos auditivos do tronco encefalico que
projetam para o Cl. Ainda na via auditiva, o corpo geniculado medial, no talamo
auditivo, também constitui uma importante fonte de projecdes para o Cl (Kuwabara e
Zook, 2000; Senatorov e Hu, 2002). Areas cerebrais ndo relacionadas ao
processamento auditivo também projetam para o Cl. Os neurdnios do CI recebem
projecbes do sistema visual, provenientes da retina (Itaya e Van Hoesen, 1982;
Yamauchi e Yamadori, 1982), do cortex visual (Cooper, M. H. e Young, P. A., 1976)
e do coliculo superior (Coleman e Clerici, 1987; Adams, 1980; Doubell, Baron et al.,
2000); do sistema somatossensorial, provenientes do ganglio do nervo trigémeo
(Coleman e Clerici, 1987) e do coértex somatossensorial (Cooper, M. e Young, P.,
1976); e do sistema motor, provenientes do cortex motor (Cooper, M. e Young, P.,
1976).

Entretanto, no presente trabalho, deve-se enfatizar a existéncia de projecdes
provenientes de regides que tém um papel importante em sinalizar situagfes de
relevancia biolégica, como contextos comportamentais ou estados internos, ja que
se relacionam com o tipo de paradigma de aprendizado que adotamos como modelo
(este paradigma sera discutido detalhadamente na sessdo referente ao
condicionamento ao medo). Sao descritas conexdes para o Cl provenientes de
areas do sistema limbico, como a substancia cinzenta periaquedutal (Coleman e
Clerici, 1987; Adams, 1980; Larue, Prieto et al., 2005), amidala (Marsh, Fuzessery et
al., 2002; Hopkins e Holstege, 1978) e ndcleo intralaminar do talamo (Winer,
Chernock et al., 2002), além de conexdes provenientes dos sistemas serotoninérgico
(Hurley e Pollak, 2001; Hurley, Laura M. e Pollak, George D., 2005; Hurley, L. M. e
Pollak, G. D., 2005), dopaminérgico (Herbert, Klepper et al., 1997), noradrenérgico
(Levitt e Moore, 1979; Klepper e Herbert, 1991) e colinérgico (Motts e Schofield,
2011; 2009). Esta arquitetura sinaptica sugere que o0s estados funcionais dos
neurdnios do Cl sdo continuamente atualizados pelas projecfes originadas destes
VAarios outros sistemas cerebrais, que estdo ativos a todo o momento gerando
padrées de atividade endogena referentes aos estados de atencdo, de fundo
emocional, de preparacdo e de expectativa. E sugere, também, que o padrdao de

resposta destes neurbnios a sons do ambiente deve ser sensivel a estes estados,
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principalmente se estes sons adquirem relevancia biolégica para o animal, como

acontece no condicionamento ao medo.

1.4 CONDICIONAMENTO AUDITIVO AO MEDO COMO FERRAMENTA PARA
ESTUDO DA MODULACAO COGNITIVA NO SISTEMA AUDITIVO.

As memodrias de longo prazo relacionadas aos estimulos auditivos, sejam elas
declarativas ou ndo declarativas, sdo uma importante fonte de modulacao cognitiva
para o processamento neural dos sons do ambiente (Engel, Fries et al., 2001).
Dentre os tipos de memorias ndo declarativas, aquelas relacionadas ao aprendizado
da associacdo entre dois estimulos sensoriais sdo amplamente estudadas
principalmente por contarem com um paradigma experimental de facil execucéo,
chamado condicionamento classico ou pavioviano (Pavlov, 1927). O
condicionamento classico se refere a uma forma simples de aprendizado associativo
no qual um estimulo inicialmente neutro, também chamado de estimulo
condicionado (EC), é seguido por um estimulo de relevancia biolégica (podendo ter
valéncia positiva ou negativa), chamado estimulo ndo condicionado (ENC) (Ledoux,
2000). O condicionamento ao medo auditivo, que € o modelo experimental usado
neste trabalho para a avaliacdo de modulacéo cognitiva relacionada as memorias de
longo prazo, refere-se a uma forma especifica de condicionamento classico, na qual
estimulos acusticos neutros sao pareados temporalmente com estimulos aversivos,
que geralmente consiste de leves choques na pata. ApGs apenas um ou alguns
destes pareamentos, o EC por si s6 pode evocar respostas defensivas (neste caso
sdo também chamadas respostas condicionadas), que séo respostas tipicamente
evocadas pelo ENC (Ledoux, 2000; Brown, Kalish et al., 1951; Bolles e Fanselow,
1980). Apesar do pequeno numero de pareamentos necessarios para o
aprendizado, o condicionamento ao medo determina a formacdo de memorias
bastante estaveis da associagdo EC-ENC (Ledoux, 2000). Neste protocolo,
tradicionalmente, infere-se que houve aprendizado associativo pelo aumento do
comportamento de congelamento ao se apresentar somente o EC apds o
condicionamento ao medo. O congelamento € definido como auséncia total de

movimentos, excetuando-se 0os movimentos respiratorios (Grossen e Kelley, 1972;
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Curti, 1942; Fanselow e Bolles, 1979; Fanselow, 1984). Outras respostas
condicionadas descritas séo alteracbes autondmicas (e.g. aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial), alteracdes enddcrinas (e.g. liberagdo cortisol e
catecolaminas) e alteracGes na sensibilidade a dor e na expresséao de reflexos (e.g.

potenciacédo do sobressalto) (Ledoux, 2000).

Ja& é bem estabelecido que o aprendizado associativo decorrente do
condicionamento ao medo auditivo se deva a uma série de alteracBes plasticas em
regides especificas do SNC. Acredita-se que estes eventos plasticos dependam em
um primeiro momento da convergéncia de sinapses que contém informacdes
relativas ao EC e ao ENC (Ledoux, 2000).

Esta convergéncia ocorre em neurbnios da amidala lateral (LA) (Ledoux,
2000), que recebe projecdes nociceptivas e auditivas por vias talamica e cortical
(Ledoux, Farb et al., 1990; Romanski e Ledoux, 1993; Mcdonald, 1998; Ledoux,
Cicchetti et al., 1990). Esta area, de fato, apresenta aumento de responsividade ao
EC apds o condicionamento, e apesar de esta alteracao plastica poder ser mediada
por ambas as vias acusticas (Romanski e Ledoux, 1992), estudos com registros
multiunitdrios mostraram que a plasticidade da resposta de laténcias curtas (via
talamo-amidala) em LA antecede a plasticidade na resposta de laténcias maiores
(via cortex-amidala) (Quirk, Armony et al.,, 1997; Quirk, Repa et al., 1995). A
plasticidade resultante de LA é enviada, por via da amidala basolateral (BLA), a
amidala central (CE), que funciona como o0 ndcleo de saida do complexo
amigdaloide. As projecdes de CE para o tronco encefalico e para o hipotalamo sao
determinantes para a expressao das respostas condicionadas citadas anteriormente
(Ledoux, lwata et al., 1988).

Na divisdo medial do MGB (MGm), também ocorre convergéncia de EC e
ENC, e ndo s6 MGm, mas também as outras duas divisbes do MGB apresentam
aumento da resposta evocada pelo EC apds o condicionamento ao medo auditivo
(Edeline e Weinberger, 1991a; b; 1992). Como MGm constitui a principal fonte de
projecdes para a LA(Wepsic, 1966; Lund e Webster, 1967), as alteracdes plasticas
observadas em LA, em parte, refletem a plasticidade em MGm, apesar de que a
amidala também seja importante para a potenciacdo da resposta talamica, ja que o
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blogueio do complexo amigdaloide impede a expressdo de alteracdes plasticas em
MGB (Maren, Yap et al., 2001).

Adicionalmente, os coértices auditivos também apresentam aumento na
responsividade ao EC em decorréncia do condicionamento ao medo (Galvan, Chen
et al., 2001; Galvdn e Weinberger, 2002; Weinberger, Javid et al., 1993), embora a
plasticidade cortical ocorra somente ap0s o surgimento de alteragBes plasticas na
amidala (Quirk, Armony et al., 1997) e a expressao de respostas condicionadas
simples ocorra normalmente em animais descorticados (Romanski e Ledoux, 1992).
O sistema colinérgico, que recebe inervacdo de CE, tem papel fundamental no
desenvolvimento da plasticidade no cértex auditivo, ja que a injecdo de antagonistas
de receptores muscarinicos nestas regides corticais impede o desenvolvimento de
alteracdes plasticas apos o condicionamento (Ji e Suga, 2009). A noradrenalina
(Manunta e Edeline, 1999; 1997), a serotonina (Stark e Scheich, 1997; Juckel,
Hegerl et al.,, 1999) e a dopamina (Bao, Chan et al., 2001) também sé&o
neuromoduladores importantes no desenvolvimento de plasticidade do cortex
auditivo no condicionamento ao medo, alterando as curvas de sintonia e

aumentando a responsividade dos neurénios destas regides ao EC.

Nos estudos citados até aqui, consideraram-se como alteracdes plasticas
apenas aumentos na responsividade dos neurbnios ao EC. No entanto, como
colocado anteriormente, os efeito cognitivos podem se dar pela modificacdo da
estrutura temporal da atividade de neurbnios sensoriais. Poucos estudos até entao
avaliaram alteracdes de temporizacdo como efeito do condicionamento ao medo.
Sabe-se que as respostas do cortex auditivo a estimulos auditivos envolve a geracao
de oscilacdo na banda gama do LFP cerca de 100 milissegundos apés o inicio do
estimulo. Em protocolos de condicionamento ao medo, aquisicdo da plasticidade
cortical para o EC tem forte correlacdo com a intensidade desta oscilacdo gama
induzida pelo EC no dia do treino (Headley e Weinberger, 2011). Além disso, um dos
efeitos do condicionamento € 0 aumento da sincroniza¢do dos disparos do cortex
auditivo com as oscilacbes gama do LFP (Headley e Weinberger, 2013). A amidala
também apresenta alteragcdes na temporizacdo de suas respostas durante o

condicionamento (Popescu, Popa et al., 2009; Bauer, Paz et al., 2007).
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Todas estas areas associativas, auditivas e sistemas neuromoduladores que
sofrem alteragfes plasticas no condicionamento ao medo auditivo, sejam alteragdes
da taxa de disparo dos neurbnios ou da sua estrutura temporal, enviam projecdes
para neurdnios do ClI, justificando a hipotese de que também nos neurénios do ClI
possam se encontrar alteracdes plasticas. Como a integracdo destas varias
projecBes tem efeito nos neurdnios do Cl na forma de variagdes de potenciais pos-
sinapticos, supralimiares ou sublimiares, a implantacdo de microelétrodos para
registro da atividade elétrica referente a estes fenbmenos constitui uma importante

ferramenta para o estudo da modulacgéo cognitiva no CI.

1.5 POTENCIAIS DE CAMPO LOCAL E POTENCIAIS EVOCADOS AUDITIVOS

Os movimentos de carga decorrentes da atividade dos neurbnios geram
potenciais elétricos que podem ser registrados por microelétrodos posicionados no
espaco extracelular (Logothetis, 2003), préximo a grupos celulares de interesse.
Estes potenciais, medidos em Volts com relacdo a outro potencial elétrico de
referéncia (geralmente registrado por eletrodo em uma regido encefalica afastada da
regido de interesse), podem ser monitorados com a resolucdo temporal de
microssegundos e constituem uma solucdo razoavel ao problema inverso do
eletroencefalograma, jA que o0s registros representam a atividade de populacées
neuronais em um raio de 0,5-3,0 mm da ponta do eletrodo (esta resolucao espacial &
aproximada para microelétrodos com diametro da ponta de registro em torno de 100
MM e impedancia de aproximadamente 40-120 kQ, considerando que o potencial
elétrico gerado em um ponto no espaco decai com o quadrado da distancia)
(Mitzdorf, 1987).

Dois tipos de sinais podem ser obtidos destes registros extracelulares, com
base em uma separacdo por bandas de frequéncia. Um filtro passa alta com
frequéncia de corte entre 300-400 Hz € comumente usado para se isolarem disparos
multiunitarios, ao passo que um filtro passa baixa em torno de 300 Hz (ou mesmo
nenhum filtro para altas frequéncias, quando o interesse sdo as oscilacdes de alta

frequéncia, acima de 90 Hz (Buzsaki e Silva, 2012) é comumente usado para se
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obterem potenciais de campo local (LFP, do inglés Local Field Potential)
(Logothetis, 2003).

Apesar de, tradicionalmente, os trabalhos de neurofisiologia de sistemas
sensoriais terem se baseado em registros multiunitarios, no caso do presente
trabalho, o LFPs constituem uma ferramenta em potencial para estudar os
fendbmenos de integracdo sinaptica no Cl, dada a natureza dos eventos celulares
que os geram. Os LFPs podem ser considerados predominantemente como
resultado de correntes singpticas nos dendritos e no soma das populacdes
neuronais proximas a ponta do eletrodo de registro (Logothetis, 2003; Mitzdorf,
1985). Uma contribuicAo menor a composicdo destes sinais provém de eventos
celulares ndo sinapticos, como por exemplo, potenciais de acdo mediados por
correntes de Ca'™ e Na’, pos-potenciais de disparos somato-dendriticos
(Gustafsson, 1984) e oscilagdes de membrana dependentes de voltagem (Kamondi,
Acsady et al.,, 1998). Dessa forma, a informagdo contida no LFP do CI reflete
processos integrativos sublimiares que ndo sé@o evidentes nos registros multiunitarios
e que podem ser o reflexo de influéncias de estados globais, responséaveis pela

modulacao cognitiva do funcionamento destes neurdnios.

Os LFPs, sendo sinais que representam variacdes de potencial em funcéo do
tempo, podem ser modelados como uma série de ondas senoidais, definidas em
termos de seus componentes espectrais: periodo, amplitude e fase (ver figura 04).
Estes sinais podem ser avaliados no dominio da frequéncia, por meio de analises
tempo-frequéncia, que sao técnicas matematicas usadas para estimar o0s
componentes espectrais de um sinal (Varela, Lachaux et al., 2001). Dentre as
andlises tempo-frequéncia, uma técnica bastante utilizada é a transformada de
Fourier, que produz representacbes complexas X(f) do LFP. X(f) é constituido de
um componente real Re[X(f)] e um componente imaginario Im[X(f)] para cada
frequéncia do espectro. Estes componentes podem ser representados no plano

cartesiano, no qual o eixo x representa Re[X(f)] e o eixo y representa Im[X(f)].
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Figura 4 - Componentes espectrais para as sendides sl e s2 de frequéncia f. A. Representacdo no
dominio do tempo. O periodo (1/f) € o tempo gasto para se completar um ciclo inteiro. A amplitude (A)
se refere ao tamanho dos picos das ondas senoidais. A fase (6), destacada pelos circulos amarelos,
se refere a fracéo do ciclo que esta deslocado em relagdo a um ponto arbitréario. As sendides sl e s2
tém a mesma frequéncia f, mas A e 6 diferentes. B. Representa¢éo de sl e s2 (janela temporal
selecionada em A) em gréfico polar pelas coordenadas polares A e 6. As sendides podem ser

também representadas por meio de coordenadas cartesianas Im e Re.

A partir desta representacao cartesiana, amplitude A(f) e fase 6(f) podem
ser obtidas por simples relagdes trigpnométricas e podem ser descritas por meio de

coordenadas polares.

A(f) = VRe[X(N]? + Im[X(F)]?

)
6(f) = tan <R8[X(f)]>

Utilizando-se de coordenadas polares, os componentes de um sinal S no dominio da
frequéncia (em que f sdo os componentes de frequéncia) pode ser descrito de

acordo com a expressao:

S(f) = A(f).e®D)
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Quando os LFPs séo registrados durante a apresentacdo de estimulos
auditivos, os sinais registrados podem ser denominados potenciais evocados
auditivos (PEA).

Se sdo usados estimulos acusticos de curta duragdo (em torno de 10 a 50
ms), com inicio abrupto e repetidos a intervalos relativamente longos (tipicamente a
cada 0,3 — 1,5 segundos) as respostas neurais recebem a denominagéo potenciais
evocados auditivos transitorios (PEAt). Estes parametros de estimulacdo sao
essenciais para obtencdo de uma boa relac&o sinal/ruido, j& que a curta duracédo e o
inicio subito permitem a ativacdo sincronizada da populacdo neuronal em um curto
periodo de tempo, e 0s longos intervalos entre os estimulos permitem que a rede
neuronal retorne ao seu estado basal antes da apresentacdo do préximo estimulo.
Para obtencdo dos PEAt, os estimulos utilizados sdo geralmente cliques, que séo
sons gerados pela reproducdo de uma onda quadrada; ou ‘tone bursts’, que séo
trechos curtos de tons puros. A obtencdo dos PEAt envolve realizacdo de médias em
um grande numero de janelas temporais do LFP sincronizadas com os estimulos
acusticos. Como resultado, a atividade aleatéria do LFP se cancela e aproxima-se
de zero, e uma série de deflexbes positivas e negativas, caracterizadas por suas
amplitudes e laténcias, se tornam evidentes ap0s este processo (Dawson, 1954;
1947). Quando os PEAt sao obtidos de registros de LFP do ClI, estas deflexfes ja
sdo bem caracterizadas: um primeiro pico positivo entre 5-8 ms ap0s a apresentacdo
do som, seguido de uma proeminente negatividade em torno de 9-12 ms (Meeren,
Van Cappellen Van Walsum et al., 2001) (ver figura 05). Acredita-se que o0s
componentes dos PEAt refletem picos momentéaneos de atividade de grupos
neuronais relacionados ao processamento do estimulo, e que esta atividade
evocada aparece adicionada a atividade neuronal de fundo, considerada como um
‘ruido’ com distribuicdes de amplitude e fase nao relacionadas ao processamento do

estimulo (Makeig, Debener et al., 2004).

Embora grandes avancos no entendimento da fisiologia do sistema auditivo
tenham sido conseguidos com registros PEAt, esta abordagem tem limitacdes
intrinsecas para a investigacao de processos relacionados a modulacao cognitiva do
processamento auditivo. Uma limitagdo importante é que os estimulos acusticos
transientes sdo salientes em relacdo a totalidade do ambiente acustico, de modo

gue alocam automaticamente a atencao durante sua apresentacéo. Isto torna dificil
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Figura 05 - PEAt obtido no Cl em uma janela de 100 ms. No caso de o LFP ser registrado no ClI, os
componentes dos PEAt consistem de um primeiro pico positivo surge entre 5-8 ms apds a
apresentacdo do som, seguido de uma proeminente negatividade em torno de 9-12 ms. Modificado

de Meeren, 2001(Meeren, Van Cappellen Van Walsum et al., 2001).

a eliminacéo de efeitos da saliéncia de estimulo em experimentos desenhados para
avaliar-se especificamente a modulacdo cognitiva nas respostas neurais. (Yantis e
Jonides, 1990; Schreij, Owens et al., 2008) Adicionalmente, a obtencdo das
respostas por meio da realizacdo de médias de uma sequéncia de eventos elimina a
possibilidade de avaliacdo da evolucdo do padrdo da resposta ao longo das
diferentes apresentacdes do som. Um ponto negativo desta forma de processamento
€ a perda de informacdo no caso de haver pequenas flutuacbes temporais na
resposta evocada. O erro referente a flutuacdo de fase se torna progressivamente
mais preocupante quanto mais rostral for feito o registro. Por fim, se considerarmos a
escala temporal dos eventos cognitivos, que esta em torno de centenas de
milissegundos (Varela, Lachaux et al., 2001), é razoavel supor que as deflexdes nos
primeiros milissegundos do PEAt nao refltam ainda uma possivel modulagéo

cognitiva sobre o processamento sensorial.

Idealmente, a avaliagdo da modulag&o cognitiva nos sistemas sensoriais deve
contar com estimulos auditivos de inicios suaves e de longa duracdo, que sao

continuamente presentes no ambiente acustico, sem alteracdes abruptas no seu
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padrdo. Tons puros modulados em amplitude (tons AM) apresentam todas estas
caracteristicas e tém sido sugeridos como uma forma de estimulagcdo mais fisiol6gica
gue os estimulos transientes. Tons AM séo resultado da multiplicacdo de duas
ondas senoidais: uma sendide de alta frequéncia ( f;), que é denominada portadora
e determina qual regido da membrana basilar sera ativada; e uma sendide de baixa
frequéncia ( f,,), que é denominada moduladora e determina a taxa de variacao de
amplitude de f.. As respostas a estes estimulos sdo oscila¢gdes neurais que seguem
a frequéncia de modulacdo, podendo ser evidenciadas nas analises tempo-
frequéncia do LFP como um aumento da amplitude e da estabilidade de fase em f,,
durante a apresentacdo do som (Rees, Green et al.,, 1986; Kuwada, Batra et al.,
1986). Estas respostas neurais sdo denominadas de potenciais evocados
auditivos em regime permanente (PEArp). Os PEArp refletem a ativacdo da via
auditiva por periodos de tempo prolongados em um ambiente acustico estavel, em
que o efeito de saliéncia € minimizado. Como a detec¢do das PEArp ndo depende
da realizacdo de médias de eventos permite a comparacao do estado da rede neural
ao longo de uma sequéncia de apresentacfes de estimulos e mesmo ao longo de

uma mesma apresentacédo do som.

O fato de as oscilacdes das PEArp se evidenciarem especificamente em f,,
faz com que os componentes espectrais (amplitude e fase) desta frequéncia, dentro
da analise tempo-frequéncia, sejam uma assinatura eletrografica da atividade dos
grupos neuronais do Cl envolvidos diretamente no processamento do estimulo
auditivo. Em ultima analise, as oscilacbes em f;,, refletem o balango da integracao
sinaptica no Cl de projecdes que também oscilam em f,,, sejam elas provenientes
de vias ascendentes do tronco encefalico ou de vias descendentes. Além disso, 0
fato de que algumas areas sensoriais primarias visuais, auditivas e olfativas
sabidamente apresentam respostas oscilatérias néo lineares a estimulos sensoriais
sugerem que estas oscilagdes possivelmente possam ter um papel mecanistico no
processamento sensorial, possivelmente constituindo-se como uma forma de
codificacdo contida na estrutura temporal das respostas neuronais. Como ja
mencionado, a sincronizagdo de oscilacbes em diversas bandas de frequéncia tém
sido sugeridas como mecanismo, ou ao menos indicio, de integragdo entre grupos
neuronais. Uma caracteristica importante destas oscilacdes enddégenas € que, ao

contrario de f,,, elas ndo se encontram sincronizadas em fase com os estimulos
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sensoriais, e, portanto a realizacdo de médias de janelas temporais leva a uma
atenuacdo destas oscilagbes no sinal final com perda de informagédo. Portanto, a
possibilidade da avaliacdo do fluxo primério de informacdo sensorial em f,,
simultaneamente a avaliacdo do de oscilagdes enddgenas nas bandas de frequéncia
adjacentes, constitui um importante refinamento no estudo da dinamica de circuitos

neurais por meio de analises tempo-frequéncia e uso de PEATrp.

De acordo com a concepcdo de modulacédo cognitiva que se propde neste
trabalho, alguns trabalhos fornecem indicios consistentes de que respostas
oscilatérias nos PEArp refletem uma interacdo entre osciladores induzidos por
estimulo e osciladores enddgenos. Sabe-se que a amplitude e a fase dos PEArp
evoluem gradativamente durante os primeiros 200 milissegundos antes de atingir um
estado estavel (Ross, Picton et al., 2002). Estas oscilacbes podem ser perturbadas
por um ruido abrupto de apenas alguns milissegundos, e, no entanto, ap0s a
perturbacdo, os PEArp levam novamente cerca de 200 ms para atingir seus valores
estaveis (Ross, Herdman et al., 2005). Estes resultados colocam os PEArp como um
correlato eletrofisiolégico da integracdo temporal que ocorre no sistema auditivo
(Bregman, 1994; Bregman, 2005), e que depende da estabilidade do estimulo em
uma escala temporal em torno de centenas de milissegundos (Varela, Lachaux et al.,
2001). Por fim, outro grupo de resultados mais diretos mostra que a amplitude dos
PEArp pode ser voluntariamente modulada pela atengcéo seletiva do observador
(Ross, Picton et al., 2004; Bidet-Caulet, Fischer et al., 2007; Skosnik, Krishnan et al.,
2007; Mdller, Schlee et al., 2009) e que seu componente de fase apresenta desvios
como resultado de aprendizado de tarefas envolvendo o estimulo auditivo (Gander,
Bosnyak et al., 2010).

Sabe-se que as respostas corticais a estimulos sensoriais podem ter, por
exemplo, a estrutura temporal de uma oscilagdo gama, e quando se usa um estimulo
periodico na mesma frequéncia adiciona-se um segundo oscilador ao sinal
registrado. Nestes trabalhos em que se propde uma interacdo entre osciladores
endogenos e induzidos por estimulo, 0 que pode estar ocorrendo é uma somagao
espacial de dois osciladores na mesma frequéncia, induzido e enddgeno, captada
pelo eletrodo de EEG. Outra possibilidade ainda é que a resposta de outros circuitos
de retroalimentacdo, que também oscilam na frequéncia da estimulacdo periodica,

possam se tornar evidentes assim que a rede neural atinja uma ativacdo em regime
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permanente. Independentemente da origem do oscilador, é certo que alteracdes de
fase certamente significam que houve adicdo de outro oscilador, na mesma
frequéncia e com fase diferente, no sinal registrado (0 que ndo necessariamente
significa adicdo no nivel sinaptico). Além disso, alteracdes nas bandas de frequéncia

vizinhas nao tém efeito algum na fase de um oscilador (ver figura 06).

A B C

o N

Amplitude

0 Tempo (segundos) 01 0 Tempo (segundos) 0.1 s

I
53.71 5371 63.47
Frequéncia(Hertz) Frequéncia(Hertz) T

Figura 6 - Simulagdo de adicao de sendides. A. Adicdo de sendides de 53,71 Hz com a mesma
amplitude e diferentes fases (azul e vermelho) gerando um sinal resultante (preto). Espectro de
frequéncias para o sinal resultante com pico em 53,71 Hz. No grafico polar representando f = 53,71
Hz observa-se que o vetor resultante (preto) tem um valor de fase intermediario. B. Adi¢do de
senoides de 53,71 (vermelho) e 63,47 Hz (azul) e a resultante em preto. O espectro de frequéncias do
sinal resultante, obtido com o FFT, evidencia picos nas duas frequéncias que comp&em o sinal. No
gréfico polar evidencia-se que a adicdo da sendide de 63,47 Hz nao alterou a fase do componente de
f=53,71. C. Resultantes (preto) da soma de duas sendides de 53,71 em fases diferentes (vermelho e
azul). Se a amplitude da componente representada em vermelho é constante, a fase da resultante é

proporcional a amplitude da componente em azul.
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2 JUSTIFICATIVAS DO ESTUDO

A ideia de que a cognicdo se baseie na capacidade de criar codificacfes
neurais precisas do ambiente encontra objec¢des filosoficas e, mais recentemente, se
tornou tema de investigacao cientifica. Em contrapartida, existe a suposi¢cédo de que
a cognicdo, na realidade, fundamenta-se na capacidade de modificar estas
codificacbes do ambiente, em dependéncia do contexto da interagdo sensorial e das

experiéncias prévias.

No campo da neurociéncia de sistemas, algumas teorias procuraram
formalizar este uUltimo paradigma em termos de funcionamento de circuitos neurais.
Apesar de, inicialmente, atribuirem-se as funcdes cognitivas a &reas cerebrais
especificas localizadas em estagios altos do sistema nervoso, um numero cada vez
maior de estudos vem demonstrando que efeitos de varidveis cognitivas se
evidenciam também em estdgios proximos aos receptores sensoriais. A funcdo
desta modulacdo em estagios iniciais dos sistemas sensoriais, € 0S mecanismos

pelos quais se exercem sao, no entanto, um tema ainda incipiente nestas teorias.

No sistema auditivo, o coliculo inferior é a principal fonte de projecfes para o
sistema talamo-cortical ascendente, e seus neurénios integram informacdes tanto da
via auditiva ascendente do tronco encefalico, como de outras areas cerebrais
relacionadas ao processamento de contextos comportamentais. Isto torna o coliculo
inferior um estagio fundamental no circuito de processamento de sons do ambiente,
passando a ser extremamente relevante a investigacdo dos mecanismos da

modificacdo da sua atividade neural por influéncias cognitivas.
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3 OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da modulacdo cognitiva relacionada ao aprendizado
associativo nos PEArp obtidos no coliculo inferior.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

Avaliar o efeito do aprendizado associativo no componente de fase dos
PEArp, em termos de seus desvios em relacdo aos valores basais.

Avaliar dinamica dos desvios de fase ao longo das apresentagbes do
estimulo condicionado durante o teste.

Avaliar o efeito do aprendizado associativo na estabilidade da fase dos
PEArp, em termos do fator de agrupamento de fase durante cada
apresentacao do estimulo condicionado.

Avaliar a dinamica do fator de agrupamento de fase ao longo das
apresentacoes do estimulo condicionado no teste.

Avaliar o efeito do aprendizado associativo no componente de amplitude
dos PEArp, em termos de variagbes porcentuais em relacdo aos valores
basais.

Avaliar dinamica das variacfes de amplitude ao longo das apresentacdes

do estimulo condicionado durante o teste.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DIRETRIZES ETICAS NOS EXPERIMENTOS

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as recomendacdes
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEUA-UFMG) sob o numero de processo 133/2010 (ver Anexo ). Os
experimentadores sempre buscaram tomar o maximo de cuidado em relacdo ao
manejo dos ratos durante os experimentos e visaram, por todos 0S meios
disponiveis, a evitar o sofrimento dos animais. Além disso, realizou-se o desenho
experimental de modo a utilizar o menor niamero possivel para as comparacdes
estatisticas desejadas. As diretrizes do CEUA-UFMG estdo de acordo com as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e da ‘Behavior Gudelines

for Animal Experimentation’ para manejo e uso de animais em experimentos.

4.2 SUJEITOS EXPERIMENTAIS

Neste trabalho, doze ratos albinos machos da linhagem Wistar, com peso
entre 270 e 310 gramas (aproximadamente 08 semanas de idade), foram usados
como sujeitos experimentais. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(CeBIO-ICB/UFMG). Anteriormente aos experimentos, os animais foram mantidos
em biotério, agrupados em caixas com 04 animais cada, com comida e agua ad
libitum, submetidos a um ciclo claro/escuro de 12/12 horas e temperatura ambiente
de 22° + 1° C. Ap0s as cirurgias de implante de eletrodos e durante os experimentos
de condicionamento, os animais foram mantidos em gaiolas isoladas, porém com

tampas elevadas, o0 que permitia o contato social com animais de outras gaiolas.

Para serem usados em todas as analises propostas no trabalho, os sujeitos

experimentais deveriam atender a trés critérios de incluséo estabelecidos a priori:
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1. O eletrodo de registro, a verificacdo histoldgica, deveria estar corretamente
posicionado no nucleo central do coliculo inferior;

2. Os potenciais evocados transitérios deveriam apresentar os componentes ja
classicamente descritos para registros no coliculo inferior, além de tais
componentes deverem se manter estaveis até o ultimo dia de experimento.

3. O comportamento exploratério dos animais deveria ser normal (i.e. baixa
porcentagem de tempo em comportamento de congelamento) anteriormente

ao condicionamento ao medo.

4.3 CIRURGIA

Os animais foram anestesiados com uma solucdo de ketamina (30mg/kg) e
xilazina (5mg/kg), de acordo com as recomendac¢des do comité de ética no uso de
animais da UFMG (CEUA-UFMG) e a inducdo anestésica foi verificada antes do
inicio dos procedimentos operatérios. Apds a inducéo, a regido superior da cabeca
foi tricotomizada com tosquiador e degermada com solu¢cdo de PVPI. A partir de
entdo, até o fim da cirurgia, a temperatura dos animais foi monitorada por meio de
termbémetro digital introduzido no reto e mantida em torno de 37,5 °C utilizando-se
manta térmica. A profundidade da anestesia foi periodicamente verificada durante a
cirurgia por meio de estimulo doloroso de pincamento auricular, € no caso de reacao
do animal a cirurgia era interrompida e um reforco anestésico de 0,1 mL de cetamina
(10g/100 mL) era aplicado por via intraperitoneal. Para todos os animais que
necessitaram de refor¢co anestésico, somente uma dose adicional foi suficiente para

o fim do procedimento cirargico.

Em seguida, os animais foram posicionados em aparelho estereotaxico
(Stoelting Co.) e fixados por meio de barras auriculares, macica a direita, perfurada e
oca a esquerda (a barra a esquerda permitia a conducdo do som ao ouvido do
animal para a posterior verificagcdo do correto posicionamento do eletrodo por meio
de respostas evocadas). Apés a fixacdo, realizou-se uma excisdo eliptica da pele
iniciando-se na linha interauricular e se estendendo aproximadamente 0,8
centimetros anteriormente, com largura de aproximadamente 0,5 centimetros. O
tecido subcutaneo foi removido e foi realizada limpeza da regido com perdxido de

hidrogénio (10 volumes) seguido de salina para exposi¢do do cranio e das suturas.
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ApOs o nivelamento dorso-ventral das suturas lambda e bregma realizou-se
trepanacao para fixacdo de parafusos de aco (Fine Science Tools, n°® 19010-00) em
03 pontos do cranio: no osso nasal bilateralmente (terra a direita e referéncia a
esquerda) e no osso parietal a esquerda (ndo conectado). Realizou-se mais uma
trepanacdo nas coordenadas AP: -9,0mm, LL: +1,8 em relagéo ao bregma (Paxinos
e Watson, 1998) para implantacdo do eletrodo ativo em contato com a dura-méter.
Com o animal ainda no estereotaxico, iniciou-se uma varredura DV do eletrodo ativo
juntamente com registro eletrofisioldgico, até que uma resposta evocada auditiva a
um “tone burst” de 10 kHz fosse visualizada. Nesse ponto, geralmente em torno de
3,0 a 3,5 mm, o eletrodo foi fixado com cimento de zinco. Os trés eletrodos (terra,
referéncia e ativo) foram entdo soldados em conector RJ-11 e a ferida cirurgica foi

coberta com acrilico odontolégico (ver figura 07).

Figura 7 — Cirurgia estereotéaxica para implante de eletrodo no CIl. Esquerda: Animal anestesiado
posicionado no estereotéxico. E possivel visualizar o bregma, préximo a ponta da broca odontoldgica,
anteriormente ao qual se fixaram os parafusos de terra e referéncia; e o lambda, posteriormente.

Direita: animal apés a cirurgia com os eletrodos ja implantados e soldados no conector RJ 11.

Ao fim da cirurgia, os animais receberam, por via intramuscular, uma dose de
5,0 mg/kg de pentabidtico veterinario (Baytril®) e uma dose de 2,5 mg/kg de anti-
inflamatério (Banamine®). Os animais foram mantidos na manta térmica até que
recuperassem da inducdo anestésica, quando foram entdo transferidos para gaiolas
individuais.
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4.4 ESTIMULOS AUDITIVOS

Nos experimentos deste trabalho, foram utilizados tons AM como estimulo
condicionado (EC). Os tons modulados em amplitude sao fungdes x(t) no dominio

do tempo, que podem ser descritas de acordo com a férmula:
x(t) = A- sen 2m f,t) - (A-sen 2m fi,t) + 1)/(1 + 1),

em que a sendide de alta frequéncia ( f;) € a portadora enquanto a sendide de baixa
frequéncia ( f;;,) € a moduladora, 1 é a profundidade de modulacdo e A é a amplitude

maxima. Como usamos A = 1, a férmula pode ser simplificada para

x(t) = A- sen 2m f,t) - (sen 27 f,,t) +1)/2

pms 012720 042725 0az730 032735 0az740 12745 ca2750 0az755 032760 012765 012770 012775 012760 012785 012750 012795 012800 012805 012810

00004

Figura 8 - Tom modulado em amplitude para obtenc&o dos PEArp. Janela de 100 milissegundos do
software Adobe Audition 3.0. O primeiro canal (acima) é o EC reproduzido pelo sistema de som; e o

segundo canal (abaixo) é a sendide, registrada para servir de referéncia de fase para o LFP.

No programa Adobe Audition (Adobe Systems Inc., versdo 3.0) foi gerada
uma trilha com dois canais (ver figura 08) a uma taxa de amostragem de 44.1 kHz: o
primeiro canal (EC propriamente dito) consistia de um tom puro de 10 kHz, com
amplitude modulada a uma frequéncia de 53,71 Hz, profundidade de modulacéao de
100% e 30 segundos de duragéo; o segundo canal consistia de uma onda senoidal

nas mesmas frequéncia e fase da senéide moduladora do primeiro canal. Esta trilha
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foi gravada em CD no formato MP3 e reproduzida por um tocador de CD (Panasonic,
SL-S140) de modo que o primeiro canal fosse reproduzido pelo sistema de
reproducdo de som e o segundo canal fosse registrado como um canal pelo
condicionador analdgico de sinais. A saida do primeiro canal foi, entdo, conectada a
um amplificador automotivo (MXR 2250 — 500 watts), que por sua vez se conectava
a um alto falante (Sellenium T-40). O alto falante foi acondicionado numa caixa
metalica, para blindagem eletromagnética, forrada internamente com espuma
acustica. O estimulo sonoro foi conduzido por um tubo de borracha até o topo das
caixas de acrilico ou de condicionamento e a intensidade do som no interior das
caixas foi calibrada antes de cada sessédo experimental para 82 dBA SPL (Bruel &

Kjeer, Type 2236) no centro da caixa.

A frequéncia de modulacdo de 53,71 Hz foi escolhida de maneira que uma
janela de analise espectral de 204,8 milissegundos contivesse um numero inteiro de
oscilacbes para esta frequéncia a uma taxa de amostragem de 20 kHz (Jiangtao e
Chicharo, 1996).
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Figura 9 — Estimulo transiente para obtencdo de PEAt. Janela de 600 milissegundos do software
Adobe Audition 3.0. O primeiro canal (acima) é o ‘tone burst’ reproduzido pelo sistema de som; e o
segundo canal (abaixo) é a onda quadrada usada como gatilho que marca o inicio da janela a ser

recortada para a realizacao de médias do LFP.

Para a obtencdo dos PEAt foi gerada também no software Adobe Audition

uma trilha com dois canais (ver figura 09): o primeiro canal consistia de um tom puro
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de 10 kHz com 50 milissegundos de duracdo. O intervalo entre estimulos de 500
milissegundos, 0 que garantia uma frequéncia de estimulacdo de 2 Hz; o segundo
canal consistia de uma onda quadrada que se iniciava simultaneamente ao tom
puro. Este segundo canal foi usado como gatilho para marcar o inicio das janelas a
serem recortadas no LFP, com as quais se realizaram as médias para obten¢cédo dos
PEAt. A gravagdo e a reproducdo desta trilha foi idéntica & da trilha descrita

anteriormente.

4.5 CONDICIONAMENTO CLASSICO AVERSIVO

Durante os cinco dias em que se recuperavam do procedimento cirargico, 0s
animais foram diariamente manipulados pelo experimentador 01, que também os
manipulou no pré-treino e no teste. No Ultimo dia de manipulagdo os animais foram
aleatoriamente sorteados para um dos dois grupos experimentais: 1) pareado ou 2)
nao pareado. O protocolo de condicionamento propriamente dito consistiu de trés
dias consecutivos (aqui denominados de pré-treino, treino e teste respectivamente) e
0S experimentos sempre se iniciaram em torno do meio-dia, com ordem aleatorizada
dos animais a serem submetidos ao protocolo. A figura 10 apresenta um desenho

esquematico do protocolo de condicionamento usado neste trabalho.

No pré-treino e no teste, independentemente do grupo experimental, os
animais foram expostos a uma sequéncia de cinco apresentacées do EC, com um
intervalo médio entre os EC variando de 30 a 120 segundos (média de 50
segundos). Nestes dias, 0s experimentos ocorreram no contexto A (caixa de acrilico
preta nas propor¢cdes de 30x20x25 cm, aromatizada com esséncia de eucaliptol,
acondicionada no interior de uma gaiola de Faraday acusticamente isolada e

animais manipulados pelo experimentador 01).

No treino, 0s animais foram expostos a uma sequéncia de cinco
apresentacdes do EC, com um intervalo médio entre os EC variando de 30 a 120
segundos (média de 50 segundos), porém neste dia receberam também cinco
apresentacdes do estimulo ndo condicionado (ENC). O ENC usado no treino
consistiu de uma corrente alternada (0,4 mA durante 2 segundos) aplicada a pata

dos animais por meio de barras de metal no chdo da caixa de condicionamento
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(Insight, modelo EP 111). O padrédo de apresentacdo do ENC foi dependente do
grupo experimental: no grupo pareado, necessariamente, os Ultimos 2 segundos do
EC coincidiam com o ENC; ja no grupo ndo pareado a apresentacdo do ENC foi
pseudorandomizada, de modo que, necessariamente, nao coincidia com a
ocorréncia do EC. Neste dia, o experimento ocorreu no contexto B (caixa de
condicionamento nas proporgdes de 23x23x23 cm, aromatizada com acido acético a

1%, e animais manipulados pelo experimentador 02).
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Figura 10 — Desenho esquematico do protocolo de condicionamento ao medo auditivo. A.
Parametros do EC e do ENC e padrdo de temporizacdo entre EC e ENC nos grupos pareado
(vermelho) e ndo pareado (rosa). A figura a direita € uma expanséo de uma janela de 100 ms do EC.
B. Esquema do protocolo de condicionamento ao medo e exemplos de espectrograma evidenciando

as respostas evocadas no pré-treino e no teste.
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A temporizacdo pareada e ndo pareada da apresentacdo do EC e do ENC foi
determinada pelo software da caixa de condicionamento que aciona ambos o0s

estimulos.

A quantificagdo do comportamento de congelamento foi feita a posteriori por
analise dos videos das sessfes de condicionamento por um experimentador cego. O
congelamento foi definido como auséncia total de movimentos, exceto movimentos
respiratérios, e foi numericamente expresso como porcentagem de tempo que o
animal permaneceu congelado durante cada apresentacdo do EC. Para o célculo
desta percentagem, os 30 segundos de apresentacdo de cada EC foi dividido em
seis janelas de 5 segundos (cada janela correspondendo a 16,7 % do tempo total).
Se, dentro desta janela, o animal por 2 segundos continuos permanecesse
congelado a janela era considerada uma janela de congelamento. J& 0s registros
eletrofisiol6gicos aconteceram somente no pré-treino e no teste, ja que no dia do
treino, o fato de a gaiola de condicionamento estar ligada a rede elétrica introduzia

uma grande quantidade de ruido ao registro bioldgico, impossibilitando sua analise.

ApOs o Uultimo registro, anestesiaram-se 0s animais com uma dose de
uretana, e em seguida aplicou-se uma corrente eletrolitica (2mA durante 2
segundos) por meio do eletrodo ativo. Esta corrente gera uma pequena lesdo no
entorno da ponta do eletrodo. Ainda sob o efeito da anestesia, os animais foram
sacrificados por meio de perfusdo intracardiaca com solugdo de salina a 0,9%
seguida de paraformaldeido a 10%. Os encéfalos foram retirados e armazenados
por 07 dias: em paraformaldeido a 10% por 05 dias, e em solu¢cdo de sacarose a
30% por 02 dias. Apos os 07 dias, as pecas anatbmicas foram fatiadas em
micrétomo criostato em cortes sagitais com espessura de 50 um e as fatias
montadas em laminas histolégicas gelatinizadas, e no dia seguinte coradas com
corante Vermelho Neutro. Localizou-se nas laminas a lesdo gerada pela corrente
eletrolitica e comparou-se o local da lesdo com imagens de atlas histolégico de ratos

(ver figura 13).

4.6 REGISTROS ELETROFISIOLOGICOS
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Em um primeiro canal, potenciais de campo local foram registrados em
configuragcdo monopolar por meio de um eletrodo ativo no Cl (fio de tungsténio
encapado com teflon com espessura externa de aproximadamente 60um.) e
referéncia no osso nasal. Em um segundo canal, registrou-se uma onda senoidal
com a mesma frequéncia e fase da moduladora. Este sinal foi usado como

referéncia para o calculo da fase do LFP (ver figura 11).

Durante os registros, ambos os sinais foram filtrados na banda de 1-2000 Hz
e amplificados a 20000 V/V por um condicionador analégico de sinais (Axon
Instruments, Cyberamp 320). Em caso de saturacdo do sinal para alguns animais
especificos, a amplificacdo era reduzida para 10000 V/V e assim mantida durante
todos os registros para o animal. ApGs o0 processamento analdgico, os sinais foram

digitalizados a uma taxa de amostragem de 20 kHz (National Instruments, NI-DAQ
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Figura 11 — Visualizacdo do registro eletrofisiolégico no software Kananda. A janela mostrada
corresponde a 500 ms de registro e cada tem 100 ms. No primeiro canal (acima) registrou-se a
sendide com a mesma frequéncia e fase de f,,. No segundo canal (abaixo) registrou-se o LFP do ClI
em resposta ao tom AM. Apds o inicio do som observa-se um primeiro componente transitério e apés

cerca de 200 ms evidenciam-se as oscila¢des caracteristicas do PEArp.
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6023E). Foi utilizado o software Kananda para a visualizacdo dos sinais, tanto na
varredura DV para encontrar o sinal no Cl (ver Cirurgia) quanto durante os

experimentos de condicionamento.

AplOs 0s experimentos no primeiro e no terceiro dia, os animais foram
apresentados a 50 “tone bursts” (ver secédo 4.4) para obtencdo dos PEAt do CI. Os
formatos de onda foram obtidos por promediacdo de 50 janelas de 100
milissegundos sincronizadas com a onda quadrada registrada no segundo canal que
marcava o inicio do estimulo. O tempo que estimulo acustico gastou para viajar do
alto-falante até o ouvido do animal foi calculado considerando que a velocidade do
som no ar é de 340 m/s. Como o comprimento do tubo de borracha que conduziu o
som era de 1,02 metros, o tempo estimado foi de 3 ms. Este valor foi subtraido das
laténcias dos PEAt e todos os valores apresentados nos resultados ja apresentam

esta correcao.

4.7 PROCESSAMENTO DIGITAL DOS SINAIS

A analise tempo-frequéncia dos sinais de LFP registrados foi feita em
software escrito em MATLAB 7.12 R2011a utilizando-se a funcdo spectrogram, que
aplica a transformada de Fourier de tempo reduzido ao sinal (STFT, do inglés
Short Time Fourier Transform). A STFT é uma variante da transformada rapida de
Fourier (FFT, do inglés Fast Fourier Transform) e realiza uma transformada de
Fourier dentro de uma janela temporal que se move ao longo da série temporal s(t).
Esta janela movel permite a caracterizacdo de variacdes de amplitude e fase do LFP
ao longo do tempo. A limitagdo mais importante desta técnica de decomposicado
espectral consiste no fato de a janela de analise ter 0 mesmo tamanho para anélise
de todas as frequéncias do espectro. Como a caracterizacdo Otima de altas
frequéncias requer janelas menores que a caracterizacdo Otima das baixas
frequéncias, quando se usa a mesma janela para analisar diferentes bandas do
espectro, pode-se gerar um artefato inerente a técnica na comparacdo entre as
bandas (Roach e Mathalon, 2008). No caso do presente trabalho, como as

comparacdes serdo feitas sempre entre médias calculadas para o mesmo valor ou
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banda de frequéncia, consideramos que esta ndo seria uma limitagdo para a

utilizacéo deste método.

Para o calculo da STFT utilizaram-se janelas Hanning ndo sobrepostas
contendo 4096 pontos (204,8 milissegundos) da série temporal s(t), que continham
11 ciclos inteiros de f,,. O resultado dessa analise espectral € uma representacao

espectro-temporal complexa S:
S(f,t) = A(f,t).e?0D

em que A e 6 sao, respectivamente, amplitude e fase da frequéncia f na janela
espectral do momento t da analise tempo-frequéncia, e € o niumero de Eulere i é a
unidade imaginaria. A amplitude e a fase de cada janela espectral foram definidas,

respectivamente, como o médulo e o argumento complexo de S:
A(f,) = |S(f,0) |
6(f,t) = arg [S(f,1)]

Para todas as analises subsequentes dos PEArp:

1. 6 do segundo canal (senoide em f,,) foi subtraida de 6 do primeiro canal
(LFP);
2. A e 0 foram consideradas somente nas janelas t de apresentacdo do EC e na

frequéncia f,.

A amplitude basal 4, dos PEArp foi calculada para cada animal como a média da
amplitude em f,, para todas as p janelas espectrais do pré-treino em que houve
apresentacao do EC. As amplitudes normalizadas 4,,,,,, dos PEArp de cada animal,
para todas as n janelas espectrais do pré-treino e do teste em que houve
apresentacdo do EC foram expressas como porcentagem em relacdo a amplitude
basal. Os resultados que representam um Unico valor de amplitude para cada EC
foram obtidos realizando a média das A4,,., de todas as janelas espectrais

referentes aquele EC.

P
1
Ay(fm) = 5 > ACfm,p)
p=1
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A(fm,n)

Aporm(fm,n) = A, (fm)

A fase basal 6, para cada animal foi definida como a direcdo angular média
(também chamada de média circular) das mesmas p janelas espectrais do pré-treino
usadas para o célculo da amplitude basal. 8, € o argumento do vetor resultante p,
destes p coeficientes complexos em f,,, apo6s terem sido normalizados para a

amplitude unitéaria:

P

1 .
_ 1N o
Pp=p Ze

p=1
0p = arg(p)

As fases normalizadas 6,,,,., dos PEArp de cada animal, para todas as n janelas
espectrais do pré-treino e do teste em que houve apresentacdo do EC, foram
expressas como desvio de fase em relacdo a fase basal em graus, no intervalo
+180°.

Onorm(fm,n) = 6(fm,n) — 6,

Os resultados que representam um uUnico valor de fase para cada EC foram
obtidos realizando a média circular das 6,,,., de todas as janelas espectrais
referentes aquele EC. A comparacdo de grupos se baseou entdo no calculo de

média aritmética £ E.P.M. destes valores para os cinco animais de cada grupo.

Para a avaliacdo da dinamica temporal das variacdes de fase, o vetor de 148
valores complexos para cada EC de cada animal foi mantido e a média + E.P.M. foi
calculado janela por janela para os cinco animais. Portanto obtiveram-se 148 valores
de média + E.P.M. Para a andlise estatistica da dinAmica temporal, dividiram-se os
vetores de 148 valores de cada animal em trés partes (49+49+50 janelas). A média

circular de cada bloco constituiu a variavel para o calculo da media + E.P.M.

Para a analise da estabilidade da fase dentro de cada apresentacdo do EC, foi
usado o fator de agrupamento de fase (PLF, do inglés phase-locking factor)
(Lachaux, Rodriguez et al., 1999; Fisher, 1996; Tallon-Baudry, Bertrand et al., 1997),

definido como
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N
Z i6()
n=1

em que N é o numero de janelas espectrais durante a apresentacéo do EC.

PLF = =
"N

O PLF foi calculado para as mesmas janelas usadas para calcularem-se os
valores de amplitude e fase, obtendo-se da mesma forma um Gnico valor para cada
apresentacdo do EC, que € um numero real variando entre zero e um. Para as N
janelas de qualquer apresentacdo do EC, e considerando os valores de fase
podendo se distribuir em torno de um intervalo de +180°, PLF = O significa uma
distribuicdo uniforme dos N valores de fase, e PLF = 1 significa uma perfeita

sincronizacéo de fase em torno de um valor 6 especifico.

Para a caracterizacdo espectral do sinal em outras frequéncias além de f,,, 0
valor absoluto do resultado obtido pela STFT foi dividido em bandas de frequéncia,
eliminando-se, com uma faixa de seguranca, as regifes proximas a f,, para evitar
contaminagdo por componentes referentes a resposta evocada. Como a realizacao
da STFT com janelas de 4096 pontos fornece uma definicdo de frequéncias pouco
precisa, para esta analise, os mesmos sinais foram analisados com janelas de
16384 pontos com sobreposicao de 12288 pontos. As bandas de frequéncia foram

definidas da seguinte maneira:

Faixa de frequéncia (Hz) Colunado espectrograma
Delta 1,22 a 3,66 2a4
Teta 4,88 a 9,76 5a9
Alfa 10,98 a 15,86 10a14
Beta 17,08 a 29,29 15a25
Gama 30,51 a 46,38 + 65,91 a 90,33 26a39+55a75

Tabela 1 - Definicdo das faixas de frequéncia do LFP e sua correspondéncia com as colunas geradas

no espectrograma.

Para a analise da banda gama do LFP, as colunas 40 a 54 do espectrograma (o que
significa a faixa espectral de f,,+ 10 Hz) foram eliminadas, ja que f,, (coluna 45 do

espectrograma) coincide com esta banda de frequéncia. Pela figura 12 fica claro
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que este € um intervalo confidvel para concluir que as alteragbes observadas na
banda gama ndo se devem a espalhamento espectral de f,,, ja que o aumento de
energia relacionado aos PEArp se localizam no maximo nas colunas 44, 45 e 46 do
espectrograma (52,49 a 54,93 Hz).
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Figura 12 — Faixa de frequéncia removida para caracterizagdo espectral do LFP. Os eixos x e y
representam os indices de frequéncia e tempo respectivamente, fornecidos pela STFT. Observa-se o
PEArp em f,,, com algum espalhamento espectral nas bandas de frequéncia adjacente, mas que

certamente ndo se estende para a faixa de seguranca estabelecida.

Para a analise de grupo, os valores referentes as bandas de frequéncia foram
integrados, gerando um unico vetor de valores para cada banda. Em seguida foi
calculado um fator de normalizacdo para cada banda, definido como a média de
todo o periodo de siléncio anterior a apresentacdo do estimulo acustico no pré-
treino. Os valores contidos no vetor de cada banda de frequéncia foram divididos
entdo pelo seu fator de normalizacdo. A variavel usada na comparagéo de grupos foi
a média dos valores normalizados em janelas de 30 segundos em trés periodos
distintos: 1) os 30 segundos anteriores ao inicio da apresentacdo do primeiro EC
(BS), 2) os 30 segundos durante a apresentacdo do EC e 3) os 30 segundos

posteriores a apresentacao de cada EC.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis usadas nos testes de média paramétricos apresentaram
distribuicdo que nao diferiu de uma distribuicdo normal padréo (teste de Kolmogorov-
Smirnov, p > 0,10).

Para a comparacdo entre grupos experimentais, utilizou-se analise de
variancia de dois fatores com medidas repetidas (RM-ANOVA, do inglés repeated
measures analysis of variance). O fator inter-grupo foi o grupo experimental (dois
niveis: pareado ou ndo pareado) e o fator intra-grupo foi a apresentacdo do EC (dez
niveis: apresentacfes de 1 a 10, sendo 5 no pré-treino e 5 no teste). No caso de
interacdo significativa entre os fatores, as comparacdes foram feitas usando-se o
teste post hoc de Bonferroni, com um nivel de significAncia a 5%. Para indicar
diferenca significativa entre médias na comparacao intra-grupo utilizou-se cerquilha
(# p< 0.05; ## p< 0.01; ### p<0.001), e para indicar diferenga significativa entre
médias na comparacao inter-grupo utilizou-se asterisco (* p < 0.05; ** p< 0.01; *** p<
0.001).

Quando o interesse era comparar apenas a variagdo de um fator dentro do
grupo, utilizou-se analise de variancia de um fator. Nestes casos, sempre 0 objetivo
era comparar as médias com um valor de referéncia do pré-treino (definido como a
primeira apresentacédo do EC), e, portanto, escolheu-se, no caso de haver diferenca
entre as médias, aplicar o teste post hoc de Dunnet. Para indicar diferenca

significativa entre médias utilizou-se asterisco (* p < 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).

Para a comparagao dos rankings de desvio de fase utilizou-se o teste néo
paramétrico de Friedman e no caso de haver diferenca entre grupos aplicou-se o
teste post hoc de Dunn. As diferencas significativas foram indicadas com asterisco (*
p < 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DOS CRITERIOS DE INCLUSAO

A exclusdo dos animais foi feita apds o sorteio de cada animal para seu grupo
experimental e a realizacdo de todos os experimentos. Adotando-se 0s critérios de
inclusdo mencionados anteriormente (ver Materiais e métodos), um dos animais foi
excluido do grupo pareado devido a posicionamento incorreto de eletrodo e outro foi
excluido do grupo ndo pareado por apresentar comportamento de congelamento
exacerbado anteriormente ao condicionamento ao medo. Nas figuras que
apresentamos no trabalho, estes animais j4& foram excluidos, portanto o grupo

pareado e o grupo nao pareado contaram com cinco animais cada.

5.1.1 POSICIONAMENTO DO ELETRODO DE REGISTRO

Antes de prosseguir com as analises eletrofisioldgicas, a posicao dos eletrodos
de registro foi confirmada por analise das laminas histolégicas (ver Materiais e
métodos). Como vemos na figura 13, a corrente eletrolitica aplicada causa uma
lesdo em todo o trajeto do eletrodo. Uma vez que o eletrodo consistiu de um fio de
tungsténio encapado com teflon em toda sua extenséo, e desencapado apenas em
sua extremidade terminal, consideramos que 0s neurbnios que geraram os LFP
registrados se localizavam no final da lesdo (seta preta). Assim, reconstruimos a
posicao da extremidade terminal para os dez animais usados (ver figura 13 B). Apés
a reconstrucdo, fica claro que, apesar de alguns eletrodos terem se localizado
préximo ao cortex externo e outros proximo do cortex dorsal do Cl, podemos afirmar
gue independente do grupo experimental, o local de registro dos LFP ficou em torno
do nucleo central do CI. Aqui, vale lembrar que o alto indice de acerto € em parte
decorrente da estratégia de, durante a cirurgia, realizar a varredura em procura de

um PEAt robusto antes de fixarmos o eletrodo.
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Figura 13 - Posi¢do dos eletrodos de registro no coliculo inferior A. Lamina histoldgica com corte
sagital de tronco encefdlico evidenciando leséo eletrolitica no nucleo central do coliculo inferior direito
(seta preta). Em posigdo antero-dorsal ao coliculo inferior vemos o uma porcao do coliculo superior, e
em posicao pdstero-ventral vemos uma porgédo do cerebelo. O cdrtex e o hipocampo foram removidos
para a montagem das laminas histoldgicas. B. Figura modificada do atlas histolégico, em corte sagital
a 1,4 mm lateralmente ao bregma. Os circulos indicam a posigdo dos eletrodos nos animais do grupo
pareado (vermelho) e do grupo ndo pareado (rosa). CIC: ndcleo central do coliculo inferior; DCIC:

cortex dorsal do coliculo inferior. ECIC: cértex externo do coliculo inferior; A: anterior; P: posterior.

5.1.2 ANALISE QUALITATIVA DOS PEAT

Os estimulos transientes usados foram efetivos em evocar PEAt (ver figura
14). Os PEAt obtidos no Cl apresentaram um pico positivo em torno 05
milissegundos seguido de uma proeminente negatividade em torno de 10
milissegundos e de uma deflexdo positiva em torno de 50 ms. Os formatos de onda
obtidos no pré-treino foram qualitativamente comparados com os formatos de onda
do teste para avaliacdo da estabilidade dos componentes ao longo do protocolo de
condicionamento. Nao houve variagbes evidentes dos componentes dos PEAt
nestes dias, o garante que os registros do pré-treino e do teste refletiam a atividade

do mesmo grupo neuronal.
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Figura 14 — PEAt obtidos no Cl A. Janela de 600 ms do software de registro Kananda. No primeiro
canal (acima) registrou-se a onda quadrada usada como gatilho. No segundo canal registrou-se o
LFP do Cl em resposta ao ‘tone burst'reproduzido. A resposta evocada no Cl é facilmente evidente a
inspecao do registro, sendo identificaveis os componentes de curta (seta branca) e média laténcia
(seta azul). B. Formato de onda apds realizagdo da média de 50 janelas de 100 ms sincronizadas
com o inicio do estimulo. Os componentes principais do PEAt se mantém 0s mesmos apds o

condicionamento.
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5.1.3 PADRAO COMPORTAMENTAL

Para as analises subsequentes, adotamos a premissa de que o EC tinha valéncia
neutra para os animais antes do condicionamento, portanto, esperavamos que 0S
animais apresentassem comportamento exploratorio normal durante a apresentacao
do EC. Um dos animais que havia sido sorteado para o grupo nao-pareado
apresentou taxas de congelamento em torno de 100 % durante todo o pré-treino,
independente da apresentacdo do EC ou nédo. Este animal foi excluido das analises

posteriores.

5.2 RESULTADOS COMPORTAMENTAIS

No pré-treino, 0s animais permaneceram a maior parte do tempo de
apresentacao do EC em comportamento exploratdrio, o que qualifica o EC e também
o0 contexto A (que inclui o experimentador 01) como neutros inicialmente para os
animais. Na figura 15, fica evidente que neste dia do protocolo, os animais de
ambos 0s grupos apresentaram baixas percentagens de comportamento de
congelamento, menores que 25% para todas as cinco apresentacdes do EC. A
comparacao de médias das dez apresentacdes do EC nos dois grupos por meio de
RM-ANOVA de dois fatores (grupo e ordem do EC) evidenciou uma interacdo grupo-
ordem significativa (Fg 72 = 5.746, p<0.05 ). Entretanto, ndo houve diferenca entre os
niveis de congelamento do grupo pareado e do grupo nao-pareado no pré-treino

(p>0,05, pés-teste de Bonferroni).

N&o foram representadas as porcentagens de congelamento no dia do treino,
ja que este comportamento nos dias de apresentacdo do ENC se apresenta
bastante elevado igualmente nos dois grupos experimentais. Adicionalmente, as
apresentacoes do EC neste dia foram feitas em no contexto B o que certamente
adicionaria um componente contextual a resposta condicionada. Portanto, a medida
do congelamento, ou mesmo de outras respostas condicionadas, no dia do treino
ndo constitui uma medida apropriada do aprendizado associativo no

condicionamento ao medo.
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No dia do teste, foi possivel estabelecer uma diferenciacdo comportamental
entre os dois grupos. Apo6s o condicionamento ao medo, o grupo pareado
apresentou aumento da porcentagem de congelamento, evidenciando aprendizado
associativo apos o treino. Este aumento foi significativo na comparacao intra-grupo
logo na primeira apresentacdo do EC no teste (p < 0,01 na primeira apresentacao e
p < 0,001 nas apresentacdes seguintes, pos-teste de Bonferroni), e na comparacao
inter-grupo so foi significativa a partir da segunda apresentacdo do EC (p < 0,05 no
segundo EC, p < 0,01 no terceiro e quarto EC e p < 0,001 no quinto EC, pOs-teste de
Bonferroni; ver figura 15 e tabela 02). E notavel que a partir da segunda
apresentacdo do EC e em todas as apresentacdes subsequentes do EC, o
porcentual de congelamento no grupo pareado ficou em torno de 100%. O grupo
ndo-pareado, por sua vez, se comportou como o controle esperado, nao
apresentando aprendizado associativo da resposta condicionada comportamental. O
porcentual de congelamento n&o variou significativamente em relagdo aos valores

do pré-treino (p > 0,05, pos-teste de Bonferroni) e continuou em torno de 25% no dia

do teste.
Pré - Treino

EC1 EC 2 EC 3 EC 4 EC5
Pareado 10,0+ 10,0 | 16,7 +12,9 | 33,3+19,0 | 03,3+03,3 03,3+ 03,3
N&o-pareado | 19,9 + 13,3 0+0 6,7+6,7 16,7+ 9,1 26,7 + 19,4

Teste

EC1 EC 2 EC 3 EC 4 EC5

Pareado 66,7+11,8 [933+41 [899+41 |96,7+03,3 |96,7+03,3

N&o-pareado | 20,0+16,2 |40,0+17,2 |16,7+129 |16,7+16,7 |33,3+17,5

Tabela 2 — Porcentagem de comportamento de congelamento durante as apresentacdes do EC.

Média + E.P.M., n =5 animais por grupo.
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Figura 15 — Porcentagem de comportamento de congelamento durante as apresentacdes do EC ao
longo do condicionamento ao medo. O aprendizado associativo levou ao condicionamento do
comportamento de congelamento. Diferencas significativas no teste post hoc de Bonferroni so
indicadas por asterisco (inter-grupo: * p <0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001) ou cerquilha (intra-grupo: ##
p< 0.01; ### p<0.001). Resultados expressos como média £ E.P.M., n=5 animais por grupo.

5.3 RESULTADOS ELETROFISIOLOGICOS

Em uma primeira inspecdo do registro bruto do LFP (figura 16 B), no
dominio do tempo, vemos que a apresentacdo do EC leva a um aumento da
amplitude total do LFP registrado no Cl. Quando, ainda no dominio do tempo,
analisamos o LFP em uma escala temporal menor (figura 16 A), vemos gue este
aumento de amplitude é, na realidade, devido ao aparecimento de uma oscilagéao
neural com amplitude de algumas dezenas de microvolts, sincronizada em
frequéncia e fase a f,,, € que se sobrepde a atividade oscilatoria basal (esta é a
propria definicAo de PEArp, ver Materiais e métodos). Ainda na figura 16 A, fica
clara a relacdo temporal entre os ciclos da f,, e os ciclos do LFP, que € a fase do

sinal.
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Figura 16 - Registros eletrofisiolégicos de um animal do grupo pareado durante o protocolo de
condicionamento ao medo. A. LFP no CI (cinza) frente a apresentacdo do quarto EC do pré-treino e
onda senoidal com a mesma frequéncia e fase do EC (azul). Esta escala temporal permite ver que o
EC inicialmente induz um PEAt, seguido de uma oscilacdo neural na mesma frequéncia f, e com
uma relacdo de fase fixa em relagdo a f,,, que € o PEArp propriamente dito. B. Registros do mesmo
animal em outra escala temporal evidenciando a cada apresentacdo do EC um aumento da energia
total do LFP. A analise tempo-frequéncia do LFP mostra que este aumento de energia esta localizado
especificamente em f,, (53,71 Hz). C. Trechos da analise tempo-frequéncia em f,, evidenciando

aumento de amplitude e de estabilidade da fase a apresentacéo do EC.
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Podemos ainda analisar os PEArp no dominio da frequéncia. A analise
tempo-frequéncia na figura 16 B € o resultado da transformada de Fourier de tempo
reduzido (ver Materiais e métodos) do LFP, que gera uma matriz tempo-frequéncia-
amplitude e possibilita a analise de uma faixa de frequéncia f de interesse ou
mesmo de bandas de frequéncia mais largas. Fica claro neste tipo de analise que o
EC leva a um aumento de energia especificamente na banda de frequéncia em torno
de 53,71 Hz. Na figura 16 C, vemos algumas janelas com a evolugéo temporal da
amplitude e da fase do LFP em f = 53,71 Hz. Na auséncia de estimulagdo auditiva
pelo EC, a banda de frequéncia de f,, no LFP se caracteriza por: 1) baixa amplitude,
de acordo com o padrao 1/f caracteristico dos sistemas neurais; e 2) variacao
aleatéria dos valores de fase. Ainda na mesma figura, também fica claro que a
apresentacdo do EC, além de levar a um aumento de energia em f,, (tracado

superior), também leva a uma estabilizacdo dos valores de fase (tracado inferior).

As analises subsequentes tratardo dos efeitos do aprendizado associativo
devido ao condicionamento ao medo tanto em f,,, como em bandas de frequéncia

adjacentes do LFP.

5.3.1 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO ESPECTRAL DOS LFPs po ClI

Antes de caracterizar as alteracbes especificamente em f,,, que reflete a
atividade de grupos neuronais predominantemente envolvidos no processamento do
estimulo auditivo, foi caracterizada a composicao espectral do LFP no Cl nas bandas
de frequéncias adjacentes, que estdo relacionadas a atividade de osciladores
enddgenos dos quais estes grupos neuronais também participam.

Os valores de energia foram normalizados pelo periodo basal do pré-treino e
sao aqui apresentados como uma fracao deste valor (figuras 17 e 18). No grupo néo
pareado, os valores de energia ficaram sempre em torno de 01 em todas as bandas
de frequéncia analisadas, durante os periodos de apresentacdo do EC (figura 17)
ou nos intervalos entre suas apresentacoes (figura 18). A comparacdo de médias
por meio de RM-ANOVA de um fator ndo evidenciou nenhuma diferenca em relacao

ao periodo basal do pré-treino (p > 0,05 para todas as comparacdes). No grupo
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Figura 17 — Composicao espectral do LFP durante a apresentagdo do EC. Os valores normalizados
de energia estéo representados para 0s grupos pareado e ndo pareado no pré-treino e no teste. Os
nameros representam a ordem do EC e BS € o periodo basal. Diferengas significativas no teste post
hoc de Dunnet, em comparacao com o BS do pré-treino, séo indicadas por asterisco (* p < 0.05, ** p<

0.01). Resultados expressos como média + E.P.M., n=5 animais por grupo.
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pareado, considerando o pré-treino, os valores de energia também se mantiveram
em torno de 01 em todas as bandas de frequéncia, durante os periodos de
apresentacdo do EC e nos intervalos entre suas apresentacdes. A comparacgdo de
meédias por meio de RM-ANOVA de um fator também néo evidenciou nenhuma
diferenca em relacdo ao periodo basal (p > 0,05 para todas as comparacdes). No
periodo basal do teste, anteriormente a apresentacdo do EC, também ndo houve
diferenca em nenhuma banda de frequéncia em relacdo ao periodo basal do pré-
treino, 0 que era esperado, ja que o contexto A ndo apresenta relevancia para o
animal. Entretanto, com a exposi¢cdo ao EC, observou-se uma mudanca importante
na composi¢cao espectral do sinal, com reducédo de energia nas bandas gama, beta,
alfa e teta, e a banda delta apresentando reducdo somente na quinta apresentacao
(p < 0,05, pos-teste de Dunnet). Estas reducbes de energia foram menos
consistentes no periodo entre as apresentagcbes do EC, ndo se observando
diferenca em relacdo ao periodo basal do pré-treino para as apresentacées em
nenhuma banda de frequéncia (p > 0,05 para todas as comparacdes), excetuando-
se a banda gama, na qual se observou diferenca em todos os periodos (p < 0,05,
pés-teste de Dunnet).

5.3.2 DESVIOS DE FASE SAO EVIDENTES LOGO NA REEXPOSICAO DOS

ANIMAIS AO ESTIMULO CONDICIONADO NO TESTE.

Pelas figuras 19 e 20, nas quais estao representados os desvios de fase para
cada animal, fica claro que os valores de fase dos grupos pareado e ndo pareado,
no pré-treino, ficam sempre em torno de zero (valor de referéncia). E notavel que,
apesar de existir variagao inicial entre animais (o que justificou a normalizacdo, ver
Materiais e métodos), quando consideramos um mesmo animal, a fase permaneca,
na maioria das vezes, estavel para as cinco apresentacbes do EC no preé-treino.
Entretanto, ainda no pré-treino, encontramos alguns desvios da linha de base. Estes
dois desvios correspondem a quinta apresentacdo do EC para dois animais: o
animal RO3 do grupo néo pareado e o animal RO5 do grupo pareado. Estes desvios
de nenhuma forma podem explicar-se por uma possivel aversividade do EC aos

animais. Muito pelo contrario, 0s animais encontravam-se extremamente
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confortdveis com o EC, j& que nessas apresentacdes apresentaram porcentuais de

congelamento igual a zero.
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Figura 18 — Composicéo espectral do LFP entre as apresentacdes do EC. Os valores normalizados

de energia estéo representados para 0s grupos pareado e ndo pareado no pré-treino e no teste. Os

nameros representam a ordem do EC e BS € o periodo basal. Diferengas significativas no teste post

hoc de Dunnet, em comparacao com o BS do pré-treino, séo indicadas por asterisco (* p < 0.05, ** p<

0.01). Resultados expressos como média + E.P.M., n=5 animais por grupo.
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Os animais do grupo pareado apresentaram desvios de fase importantes no
teste, mas nem todos animais do grupo tiveram desvios de fase na mesma
apresentacao do EC no teste. No entanto, por esta mesma figura € possivel detectar
um padrao de evolucdo temporal dos desvios de fase neste grupo ao longo das
apresentacdes do EC. Os maiores desvios acontecem nas primeiras apresentagdes
do EC, enquanto que nas ultimas apresentacdes os desvios sdo minimos. Para ter
uma ideia clara deste padréo, foi feito um ranking dos desvios de fase para ambos
os grupos (ver figura 21B). No grupo pareado, os maiores desvios se concentraram
nas duas primeiras apresentacoes (trés animais na primeira e dois na segunda), ao
passo que 0os menores desvios se concentraram nas duas Ultimas apresentacdes
(um animal na quarta e todos outros na quinta). A aplicacdo do teste n&o-
paramétrico de Friedman, encontrou diferenca significativa entre a posicdo do maior
e do menor desvio de fase no grupo pareado (diferenca na soma de ranks= -17.0, p

<0,05), mas ndo em nenhuma outra comparagéao (p >0,05).

O grupo ndo pareado também apresentou desvios de fase importantes, muito
embora os momentos em que ocorrem 0s maiores e 0s menores desvios durante o
teste ndo apresentem um padrdo temporal bem definido, como no grupo pareado.
Na figura 21B fica claro que a distribuicdo dos desvios neste grupo apresenta um
padrdo bastante aleatério. O teste de Friedman neste caso, ndo encontrou nenhuma
diferenca significativa (p >0,05) entre os rankings de desvio.

Os resultados apresentados nas figuras 19 e 20 consideraram o valor médio
de fase para cada apresentacdo de 30 segundos do EC (ver Materiais e Métodos),
obtido por meio do célculo da média circular dos valores de fase de janelas
espectrais sequenciais. No entanto, a deteccao da resposta com base em técnicas
de andlise tempo-frequéncia com janelas méveis no tempo também permite o estudo
da evolucdo temporal desta variavel ao longo dos 30 segundos de estimulacéo. Este
tipo de andlise é importante, pois permite avaliar se os desvios de fase sdo um
fendmeno fisiologico consistente ao longo do tempo quando consideramos 0 grupo

de animais.

Na figura 21A é possivel observar a evolugédo temporal da média dos valores
de fase para ambos os grupos. Na primeira apresentacdo do pré-treino, de acordo

com os valores médios ja apresentados anteriormente, os desvios de fase dos



Resultados | 64

RO
A RO2 N
/ RO3 ®
o RO04
Nao RO5® : ® \
pareado - 0.\\ Pré-treino
[ ]9 e ye | D@ ONONONONG
© o QR |
= pieg? | Teste
270° 9y A X JNOK
@
e 4
. /

Figura 19 - Desvio de fase para cada apresentacdo do EC durante o condicionamento ao medo para
0s animais do grupo ndo-pareado. O grupo ndo pareado ndo apresentou um padrdo consistente de
desvio de fase apés o condicionamento ao medo. Os valores de fase para cada apresentacdo do EC
estdo representados como desvio em graus em relacdo aos valores da linha de base,

desconsiderando os valores de amplitude. Cada circulo concéntrico representa um animal.
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Figura 20 — Desvio de fase para cada apresentacdo do EC durante o condicionamento ao medo para
0s animais do grupo pareado. Os valores de fase para cada apresentacdo do EC estédo
representados como desvio em graus em relagdo aos valores da linha de base, desconsiderando os
valores de amplitude. Cada circulo concéntrico representa um animal. O desvio é evidente no grupo
pareado logo que os animais sdo re-expostos ao EC no teste (rosa e roxo), mas estes valores
retornam a linha de base nas exposicdes subsequentes do EC (vermelho). O grupo ndo pareado ndo

apresentou um padréo consistente de desvio.
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grupos pareado e ndo pareado oscilaram em torno de zero durante os 30 segundos
de estimulacédo. Quando se considera o maior desvio de fase para cada animal do
grupo nédo pareado, e realiza-se a média de grupo destes valores, 0 que se obtém é
uma curva temporal que oscila também em torno de zero. Este é um resultado
importante, pois mostra que mesmo que o grupo pareado apresente desvios de fase,
este fenbmeno, é pouco consistente quando se considera a média do grupo durante
a apresentacdo do EC. No grupo pareado, a média de grupo para 0S maiores
desvios de fase do ranking mostra que, durante os primeiros 10 segundos da
apresentacao do EC, os valores de fase oscilam em torno de zero. No entanto, com
0 passar do tempo, estes valores tendem, progressivamente, a adquirir um valor
estavel em torno de -100° e assim se mantém durante toda a apresentacao do EC.
Portanto, os desvios de fase do grupo pareado, apresentados anteriormente como
valores médios para cada apresentacdo do EC, de fato apresentam um padréo
consistente dentro do periodo da apresentacdo do EC, com desvios estaveis nos
dois tercos finais da apresentacdo do som. Quando se consideram 0sS menores
desvios de fase, observa-se que no grupo pareado os valores de grupo, durante 0s
30 segundos da apresentacdo do som, permanecem extremamente fixos em torno
do valor de referéncia. O grupo nao pareado, no entanto, continua apresentando alta
variacdo em torno da linha de base, ndo diferindo das outras duas situagdes
consideradas. Esta varidvel serd quantificada posteriormente pelo indice

denominado fator de agrupamento de fase.

Quando se recalculam as médias circulares para o primeiro EC do pré-treino
e 0s ECs com maior e menor desvio do teste, mas dividindo os periodos de
apresentacao do som em trés blocos de 10 segundos, observa-se que desvios de
fase estatisticamente diferentes dos valores do pré-treino s6 sdo, de fato,
observados nos dois tercos finais do maior desvio do grupo pareado (RM-ANOVA de
um fator, comparacdo com o primeiro bloco do pré-treino, p < 0,05, pOs-teste de
Dunnet). No grupo néo pareado, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao
pré-treino para nenhum bloco considerado (RM-ANOVA de um fator, comparacao
com o primeiro bloco do pré-treino, p > 0,05, pos-teste de Dunnet), mesmo nos

blocos que consideraram os maiores desvios de fase.

Na figura 21D, as amplitudes dos mesmos sinais considerados para a analise

de fase foram também divididos em blocos de 10 segundos que correspondem aos
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Figura 21 — Evolucdo temporal dos desvios de fase dentro da apresentacdo do EC. A. Média +
E.P.M. para os valores de fase ao longo dos 30s do EC. No pré-treino ambos os grupos tiveram
valores de fase que oscilam em torno de zero. O grupo ndo pareado manteve o mesmo padrdo no
teste. O grupo pareado apresentou desvios consistentes a partir de 10 segundos. B. Boxplot do
ranking dos desvios de fase no teste, representando minimo, maximo e quartis (n=5 por grupo).
Diferencas significativas no teste de post hoc de Dunn séo indicadas por asterisco (** p <0,01). C e D.
Média £ E.P.M. (n=5 por grupo) da fase e amplitude dos blocos de 10 segundos indicados em A.
Diferengas significativas no teste post hoc de Dunnet, em comparagédo com o primeiro bloco do pré-

treino, sdo indicadas por asterisco (* p < 0.05, *** p< 0.001).
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momentos da figura 21C. Os valores de amplitude do grupo nao pareado
permanecem constantes durante todos os momentos considerados (RM-ANOVA de
um fator, comparacdo com o primeiro bloco do pré-treino, p > 0,05, pos-teste de
Dunnet). No grupo pareado, os blocos da primeira apresentacédo do pré-treino e do
maior desvio de fase do teste ndo apresentaram nenhuma alteracdo na amplitude
(RM-ANOVA de um fator, comparagcdo com o primeiro bloco do pré-treino, p > 0,05,
pos-teste de Dunnet). No entanto, nos blocos em que houve o menor desvio de fase,
houve aumento da amplitude do PEArp no grupo pareado (RM-ANOVA de um fator,

comparacao com o primeiro bloco do pré-treino, p < 0,05, pos-teste de Dunnet).

Quando se consideram as médias de grupo séo calculadas organizando os
valores de fase somente pela sua ordem de apresentacdo no pré-treino e no teste,
0s resultados obtidos sdo semelhantes. A comparacdo de médias dos valores de
fase entre dez apresentacdes do EC nos dois grupos por meio de RM-ANOVA de
dois fatores (grupo e ordem do EC) evidenciou uma interacdo grupo-ordem
significativa (Fg 72 = 2,430, p < 0.05).

No pré-treino, a fase permaneceu em torno de zero para todas as
apresentacoes do EC e ndo houve diferenca entre os grupos (p > 0,05, pos teste de
Bonferroni). Como os valores de fase foram obtidos por meio de uma normalizacéo,
esta variagcdo em torno de zero era, de fato, esperada e confirma que esta uma
variavel com distribuicdo gaussiana (ver figura 22 e tabela 03). O fato de ndo haver
diferenca entre os grupos vai de encontro aos resultados comportamentais e reforca
gue a valéncia do EC era inicialmente neutra para os animais. Como ja mencionado
anteriormente, um animal do grupo pareado e outro do ndo pareado apresentaram
desvios de fase no quinto EC do pré-treino. E possivel evidenciar estes desvios
como aumento no E.P.M para ambos os grupos. No entanto, estes desvios néo
constituiram um fator determinante para deslocar a média do grupo, da maneira

como ocorreu como efeito do aprendizado associativo no grupo pareado.

Logo na re-exposicdo ao EC no teste, os animais do grupo pareado
apresentaram um desvio de fase significativo em relagdo aos valores do pré-treino,
sendo que o desvio médio foi de -69,6° para a primeira apresentacéo e de -76,9°
para a segunda apresentacao (p < 0,05 para EC1 e p < 0,01 para EC2, pds-teste de

Bonferroni). Apesar de ser evidente que os valores de fase para a primeira
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Pré - Treino

EC1 EC 2 EC 3 EC 4 EC5
Pareado -37+132 | -10,6+54 | 57+104 | 1455+66 | -21,1+256
N&o-pareado | -20,2+6,7 | 9,0+7,0 -1,3+6,5 | -19,9+11,1 | 24,4+357

Teste

EC1 EC 2 EC 3 EC 4 EC5
Pareado 69,6 +28,5 | -76,9+20,9 | -233+9,7 | -13,4+13,0 0,1+35
N&o-pareado |-10,0+7,8 |14,8+11,3 |12,1+21,3 |215+157 |-26,4+19,2

Tabela 3 — Desvio de fase em relacdo a linha de base, medido em graus. Média £+ E.P.M., n =5

animais por grupo.

apresentacao do grupo pareado tém um desvio importante em relagdo aos valores
basais (ver figura 22), o animal RO1 deste grupo nao apresentou desvio de fase
nesta apresentacdo, o que fez com que a comparacdo inter-grupo ndo fosse
significativa. A diferenca em relacdo ao grupo néo-pareado somente foi significativa
na segunda apresentacdo do EC, quando a fase do grupo pareado apresentou um
desvio médio de -76,9° e a do grupo nao pareado de 14,8° (p < 0,01, pés-teste de
Bonferroni). ApoOs este desvio inicial, os valores de fase do grupo pareado
gradativamente retornaram aos valores basais nas trés apresentacfes subsequentes
do EC, sendo que nestas apresentacdes ndo houve mais diferencas significativas
nas comparacoes intra-grupo (p > 0,05, pos-teste de Bonferroni) ou inter-grupo (p >
0,05, poés-teste de Bonferroni). Em contrapartida, o grupo ndo pareado nao
apresentou desvios de fase nas comparacdes intra-grupo (p > 0,05, pOs-teste de
Bonferroni) apés o condicionamento ao medo. Como vemos pela figura 19, para
todas as apresentacfes do EC no teste, os valores de fase para este grupo oscilam
em torno dos valores basais, apresentando o mesmo padrdo do pré-treino. Estes
séo resultados importantes, pois a diferenciacdo eletrofisiolégica entre os grupos no
teste, juntamente com o fato de ndo haver diferenca entre eles no pré-treino,

confirma que a fase do PEArp é, de fato, uma resposta condicionada. Entretanto ha
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uma diferenca fundamental em relacdo a classica resposta condicionada

comportamental descrita anteriorrmente. Comparando as figuras 15 e 22, e

o
@

I
o

MYM

*%

o

-801 # Pareado
- Nao-pareado #o

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1 1 I | 1 1 1 Il 1

Pré-treino Telste

Fase
(desvio da linha de base em graus)
A
Q

Figura 22 — Desvios de fase do PEArp ao longo do condicionamento ao medo. O aprendizado
associativo leva a um desvio dos valores de fase dos PEArp na re-exposicdo ao EC no teste. Os
valores estdo em torno de zero no pré-treino. No grupo pareado, ha desvio da linha de base logo na
re-exposicao ao EC apds o treino e nas exposicdes subsequentes a fase tende a retornar aos valores
basais. No grupo nado-pareado, os valores de fase continuam em torno de zero no teste. Diferencas
significativas no teste post hoc de Bonferroni sédo indicadas por asterisco (inter-grupo: ** p< 0.01) ou
cerquilha (intra-grupo: # p < 0.05; ## p< 0.01). Resultados expressos como média + E.P.M., n=5

animais por grupo.

considerando em qual apresentacdo do EC as respostas apresentam desvio dos
valores basais, fica claro que a fase do PEArp e a resposta comportamental tém
dindmicas temporais distintas no teste. O desvio de fase do PEArp aparece
simultaneamente com a resposta condicionada comportamental (EC1 e EC2 do
teste), mas enquanto o comportamento de congelamento permanece em torno de
100% nas trés apresentacfes subsequentes do EC, os valores de fase por sua vez
tendem a retornar aos valores basais nestas trés apresentacdes. Como veremos
adiante, outras variaveis eletrofisiologicas apresentam ainda um terceiro padrao de
dindmica temporal, se tornando evidentes somente nas ultimas apresentacdes do

EC no teste.
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5.3.3 O AUMENTO DO FATOR DE AGRUPAMENTO DE FASE OCORRE APOS O
DESVIO DE FASE E ACOMPANHA O RETORNO DA FASE AOS VALORES BASAIS.

Apés este desvio de fase nas primeiras apresentacdes do EC no teste, a fase
do grupo pareado retornou aos seus valores basais do pré-treino a medida que os
animais foram expostos repetidamente ao EC. O retorno aos valores iniciais do pré-
treino coincidiu com um segundo fendmeno: 0 aumento da estabilidade de fase em
torno dos valores basais (ver figura 21 e figura 23). A estabilidade da fase durante
os 30 segundos da apresentacdo do EC é medido pelo PLF (ver Materiais e
métodos). A comparacao de médias do PLF para as dez apresentacdes do EC nos
dois grupos foi feita por meio de RM-ANOVA de dois fatores (grupo e ordem do EC),
que evidenciou uma interagdo grupo-ordem significativa (Fg7, = 2.604, p < 0.05 ).
N&o houve diferenca entre os valores de PLF do grupo pareado e do grupo nao-
pareado no pré-treino (p > 0,05, pés-teste de Bonferroni), que tiveram valores

médios em torno de 0,6 (ver figura 25 e tabela 04).

No teste, ndo houve diferenca significativa na comparacao intra-grupo (p >
0,05, pos-teste de Bonferroni) ou na comparacgao inter-grupo (ver figuras 23, 24 e
25, p > 0,05, pos-teste de Bonferroni) dos valores de PLF para a primeira, a segunda
e a terceira apresentacfes do EC. Na quarta e quinta apresentacdo do EC no teste
os valores médios de PLF para o grupo pareado foram 0,93 e 0,94, respectivamente,
sendo estatisticamente maiores que os valores do pré-treino (p < 0,01 para EC4 e
EC5, poOs-teste de Bonferroni). A diferenca em relacdo ao grupo nao-pareado
também foi significativa para EC5 (ver figura 25 e tabela 04), quando o valor médio
do PLF para o grupo nao-pareado foi 0,50 (p < 0,01, pés-teste de Bonferroni). O
grupo nao-pareado, também para o PLF, ndo apresentou diferencas significativas
nas comparacoes intra-grupo (p > 0,05, pds-teste de Bonferroni) ou inter- grupo (p >
0,05, pos-teste de Bonferroni) apés o condicionamento ao medo, mais uma vez
indicando que o aumento da estabilidade de fase é um efeito do pareamento

temporal entre EC e ENC no treino, e consequente ao aprendizado associativo.
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Figura 23 — Desvios de fase do grupo pareado no teste. Os valores de cada janela espectral estdo
representados em preto e o vetor resultante de todas as janelas em vermelho. 6 e r séo

respectivamente o angulo e o comprimento do vetor resultante (r = PLF).
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Figura 24 — Desvios de fase do grupo ndo pareado no teste. Os valores de cada janela espectral
estdo representados em preto e o vetor resultante de todas as janelas em vermelho. 6 e r sao

respectivamente o angulo e o comprimento do vetor resultante (r = PLF).
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Pré - Treino

EC1 EC 2 EC 3 EC 4 EC5
Pareado 0,63+0,11 | 0,61+0,10 | 0,68+0,10 | 0,58+0,11 | 0,66 = 0,06
N&o-pareado | 0,61+0,09 | 0,57+0,08 | 052+0,05 | 0,61+0,11 | 0,59 + 0,08

Teste

EC1 EC 2 EC 3 EC 4 EC5
Pareado 0,66+0,09 [0,62+0,11 |0,73+0,08 |0,93+0,02 |0,94+0,02
N&o-pareado |0,49+0,07 |0,52+0,14 |0,43+0,10 |0,57+0,06 | 0,50+ 0,07

Tabela 4 — Valores do fator de agrupamento de fase (PLF). O PLF é um valor adimensional variando

entre 0 el. Média £ E.P.M., n =5 animais por grupo.

PLF

1.07 ® Pareado
© Nao-pareado
0.8
0.6
0.4 -
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
02 k - - - - L L , 1 ! ! 1 \ )
Pré-treino Teste

Figura 25 — Valores do fator de PLF de fase dos PEArp ao longo do condicionamento ao medo. O

aprendizado associativo leva ao aumento do PLF dos PEArp na quarta e quinta apresentacéo do EC

no teste. No grupo ndo-pareado ndo houve aumento apdés o condicionamento. Diferencas

significativas no teste post hoc de Bonferroni séo indicadas por asterisco (inter-grupo: ** p < 0.01) ou

cerquilha (intra-grupo: ## p < 0.01; ### p < 0.001). Resultados expressos como média + E.P.M., n=5

animais por grupo.
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5.3.4 O AUMENTO DA AMPLITUDE DAS RESPOSTAS EVOCADAS OCORRE
SIMULTANEAMENTE AO AUMENTO DO PLF.

Os valores de amplitude normalizados foram expressos como porcentagem
de variacdo em relacdo aos valores do pré-treino. A amplitude dos PEArp também
apresentou aumento como efeito do treino pareado. A comparacdo de meédias da
amplitude nas dez apresentacdes do EC nos dois grupos por meio de RM-ANOVA
de dois fatores (grupo e ordem do EC) evidenciou uma interacdo grupo-ordem
significativa (Fg 7, = 3.284, p < 0.05 ). Comparando os valores de amplitude no pré-
treino, ndo houve diferenca significativa entre o grupo pareado e o grupo nao-
pareado para nenhuma das apresentacbes do EC (p > 0,05, pos-teste de
Bonferroni). Para todas as cinco apresentacdes do EC os valores de amplitude

ficaram em torno de 100% (ver figura 26).

Na primeira, segunda, terceira e quarta apresentacfes do EC no teste nao
houve diferenca significativa na comparacédo intra-grupo (p > 0,05, poOs-teste de
Bonferroni) ou na comparacéo inter-grupo (p > 0,05, pGs-teste de Bonferroni) dos
valores de amplitude (ver figura 26). Somente na quinta apresentacédo do EC no
teste, quando os valor médio de amplitude do grupo pareado foi de 153,4% e o do
grupo nao-pareado foi de 85,0%, houve diferenca significativa na comparacao inter-
grupo (p < 0,01 , pés-teste de Bonferroni). A diferenca em relacdo ao pré-treino
também foi significativa somente para a quinta apresentacdo do EC (ver figura 13 e
tabela 03), (p < 0,01, pds-teste de Bonferroni). O grupo nao-pareado, por sua vez,
nao apresentou aumentos significativos de amplitude nas comparacdes intra-grupo
(p > 0,05, pés-teste de Bonferroni) ou inter-grupo (p > 0,05, pos-teste de Bonferroni)

apos o condicionamento ao medo.

Comparando a figura 25 e a figura 26, vemos que o aumento do PLF e o
aumento de amplitude no grupo pareado sdo eventos simultaneos no dia teste,
ocorrendo somente tardiamente na sequéncia de apresentacbes do EC. E evidente
na comparacéo entre as figuras 22, 25 e 26 que o desvio do valor absoluto de fase
atinge seus niveis maximos nas primeiras apresentacdes do EC no teste, quando o
PLF e a amplitude apresentam valores iguais aos do pré-treino. Somente depois de

repetidas exposicdes ao EC, PLF e amplitude demonstram aumentos significativos
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no grupo pareado, 0 que curiosamente coincide com o retorno da fase aos valores
basais. E notavel também o fato ndo haver correlacéo entre os desvios de fase, os
aumentos de PLF e os aumentos de amplitude com o aumento da imobilidade do
animal, jA que o porcentual de congelamento é estatisticamente igual para a
segunda, a terceira, a quarta e a quinta apresentacdes do EC (comparar figuras 15
e 26) e claramente ndo acompanha a variagcdo entre as apresentagcoes do EC que
demonstraram as variaveis eletrofisiolégicas. Para todas as quatro variaveis
analisadas no trabalho, o condicionamento ao medo n&o-pareado funcionou
perfeitamente como controle do aprendizado associativo, ndo levando a alteracoes
em nenhuma destas variaveis para nenhuma das apresentacdes do EC no teste.
Este resultado coloca as alteracfes encontradas no grupo pareado como causadas

especificamente pelo aprendizado associativo relacionado ao condicionamento ao

medo.
Pré - Treino
EC1 EC 2 EC 3 EC 4 EC5
Pareado 105,6+6,4 | 933+7,1 | 103,8+96 | 1030+6,1 | 943+7,7

N&o-pareado 93,7+4,9 99,3+4,4 | 100,6+5,7 | 1032+29 | 103,2+5,6

Teste

EC1 EC 2 EC3 EC4 EC5
Pareado 97,9+9,2 83,3+15,3 | 100,3 15,3 | 137,99+ 11,1 | 153,4 +22,7
N&o-pareado 92,0+14,6 | 110,3+16,6 | 96,5+17,0 | 956+14,4 | 850+ 154

Tabela 5 — Amplitude dos PEArp normalizada a partir dos valores do pré-treino. Média + E.P.M.,, n=5

animais por grupo.
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Figura 26 — Amplitude dos PEArp ao longo do condicionamento ao medo. O aprendizado associativo
leva a um aumento de amplitude dos PEArp no CI na quinta apresentacédo do EC no teste. O treino
ndo-pareado ndo leva a aumento de amplitude no teste. Diferencas significativas no teste post hoc de
Bonferroni séo indicadas por asterisco (intergrupo ** p < 0.01) ou cerquilha (intra-grupo: ## p < 0.01).

Resultados expressos como média + E.P.M., n=5 animais por grupo.



Discussao |77

6 DISCUSSAO

6.1 RESPOSTAS CONDICIONADAS COMPORTAMENTAIS

No pré-treino, os niveis de congelamento para ambos os grupos foi igual e
ap0s o condicionamento ao medo, 0 grupo pareado mostrou aumento no
comportamento de congelamento em relacdo aos seus valores do pré-treino e em
relacdo ao grupo ndo pareado. Esta distingdo com relacdo ao comportamento de
congelamento é classicamente utilizada na literatura como certificacdo de que o
protocolo de condicionamento foi efetivo em levar ao aprendizado associativo. Como
0s animais foram sorteados para 0s seus grupos experimentais um dia antes inicio
do protocolo, este resultado € um importante controle que evidencia que nao ha viés

comportamental nos grupos antes do treino.

A auséncia desta diferenciacdo comportamental entre grupos é uma das
criticas a trabalhos recentes que avaliaram plasticidade no Cl de morcegos em
experimentos de condicionamento ao medo. Apesar de terem mostrado
consistentemente que o condicionamento ao medo auditivo induz deslocamentos na
curva de sintonia de neurénios no CI, os animais usados nestes experimentos eram
contidos durante a apresentacdo do EC, o que certamente gerava um contexto
aversivo para os animais. De fato, nestes trabalhos, os animais que foram treinados
em um padrao ndo pareado também apresentaram plasticidade na resposta ao EC
no CI, apesar de esta plasticidade se evidenciar ndo como mudancgas na curva de
sintonia, e sim como aumento na frequéncia de disparo dos neurénios em resposta
ao som (Ji e Suga, 2009). Portanto, € dificil afirmar neste caso que a alteracdo na
resposta Cl ndo reflita um componente contextual mais geral e de carater aversivo.
Neste caso, a resposta aos estimulos sensoriais de qualquer natureza, sejam eles
condicionados ou nao, estaria alterado. Este foi precisamente o resultado
encontrado em um trabalho da década de 60 avaliando também os efeitos do
condicionamento ao medo respostas evocadas auditivas em ratos. ApOs 0
condicionamento ao medo a amplitude das respostas evocadas no Cl de fato
aumentava, entretanto, aumentava também em um grupo controle em que se usou
como EC um estimulo fético. A conclusdo do autor é que, pela falta de

especificidade desta plasticidade, o aumento observado ndo poderia dever-se ao
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aprendizado de uma propriedade do EC, mas sim a um estado de alerta aumentado
do animal, em resposta a um contexto aversivo (Mark e Hall, 1967).

Nos experimentos descritos neste trabalho, houve o maximo de cuidado em
minimizar a aversividade do contexto A, no qual os animais foram expostos ao EC
no pré-treino e no teste, e em criar condi¢cdes explicitas para que 0s animais o
diferenciassem do contexto B, em que ocorria a apresentacdo do ENC (ver Materiais
e meétodos). O fato de o grupo ndo-pareado ter apresentado a resposta
comportamental esperada de um controle, com taxas de congelamento igualmente
baixas tanto no pré-treino como no teste, mostra que o protocolo comportamental
usado foi efetivo em atribuir uma valéncia neutra ao contexto A. Este resultado
mostra também que todo o procedimento de manipulacdo e fixacdo do capacete de
registro ndo foi um fator estressante para os animais, que provavelmente ja se
encontravam bem adaptados aos experimentador 01. Isto nos leva naturalmente a
concluir que as alteracbes comportamentais e eletrofisiologicas observadas no grupo
pareado ndo decorrem de uma associacdo inespecifica do EC com um contexto
aversivo, como no caso dos trabalhos citados acima, mas necessariamente
dependem do pareamento temporal entre o EC e o ENC no treino, e podem ser
totalmente atribuidas ao aprendizado de uma propriedade do EC: seu carater

preditor de um evento aversivo.

7

Ainda com relacdo aos resultados comportamentais, € notavel que logo na
segunda apresentacdo do EC no teste, quando primeiramente se diferenciaram
comportamentalmente os grupos, o nivel de congelamento do grupo pareado atingiu
niveis bastante altos e estes valores se mantiveram igualmente altos também na
terceira, na quarta e na quinta apresentacdo do EC. Como é evidente quando se
comparam os graficos dos resultados, este padrdo de saturagdo, logo nas primeiras
apresentacoes do EC apds o treino, é uma diferenca importante entre o padrdo das
respostas condicionadas comportamentais e das respostas condicionadas
eletrofisioldgicas, que séo sensiveis a ordem de apresentacédo do EC no teste. Este
resultado esta em consonancia com resultados prévios da literatura que mostram
gue as respostas comportamentais se evidenciam nas primeiras apresentacdes do
EC no teste, ao mesmo tempo em que se evidenciam também alteracdes plasticas
em estruturas associativas, e requerem varias apresentacbes do EC para se

extinguirem. Neste trabalho, como o EC foi apresentado somente cinco vezes no
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treino, e a resposta de congelamento néo foi avaliada em dias subsequentes, nao foi
possivel evidenciar a extingdo da resposta comportamental.

6.2 RESPOSTAS CONDICIONADAS ELETROFISIOLOGICAS

6.2.1 ALTERACOES DA COMPOSICAO ESPECTRAL DO LFP

No grupo pareado, o condicionamento ao medo levou a uma reducdo da
energia em todas as bandas de frequéncia durante a apresentacdo do EC no teste,
mas nao nos intervalos entre as apresentacdes do som. Além disso, essa reducao
nao foi evidente no periodo basal, antes do inicio da apresentacdo do EC no teste.
Nenhuma alteracdo na composicdo espectral dos LFPs foi observada no grupo néo

pareado.

Uma possibilidade seria que a apresentacdo do estimulo auditivo, levando a
uma concentracdo da energia do LFP em torno de fim, levaria a uma diminuicdo da
energia nas outras bandas de frequéncia. Entretanto, este ndo pode ser o caso, ja
que, no pré-treino, ndo houve alteragdes na composicdo espectral do sinal durante a
apresentacdo do som. O efeito da reducdo generalizada de energia s6 ocorre no
teste, sendo mais proeminente nos periodos de apresentacdo do som. Como ja
colocado na Introducédo, jA é bem estabelecido que as células do Cl apresentam
atividade oscilatéria espontanea. E possivel especular que estas oscilacdes
espontaneas sejam o resultado de interacdes com neurdnios provenientes de outras
regides do SNC e que podem alterar a responsividade do Cl as aferéncias das vias
auditivas ascendentes. E possivel que este fendmeno represente uma alteracéo
dindmica no estado de processamento do Cl durante a apresentacdo do EC ap6s o
condicionamento, no sentido de nao envolver as células do Cl em outros engramas

gue ndo sejam de processamento do estimulo auditivo relevante.

Como neste trabalho estamos lidando com registros de LFP em somente uma
area, é necessario investigar o significado funcional destas alteraces espectrais em
nivel de registros unitarios, avaliando se oscilacbes em bandas de frequéncias
especificas sédo capazes de alterar a temporizacao da atividade dos neurdnios. Além

disso, sdo necessarios experimentos envolvendo registros simultdneos no Cl e em
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outras areas que para ele projetam. Se as alteracfes identificadas nas bandas de
energia do LFP estiverem refletindo alteracdes nas interagées de neurdnios de
outras areas do SNC com o ClI, entdo analises de coeréncia de amplitude e de fase
entre sinais dessas areas (ver Introducéo), em bandas de frequéncias especificas,
revelardo também alteracdes na conectividade entre as areas. Estes estudos sao
importantes, pois é possivel que tenhamos uma situagdo em que a quantidade total
de energia em algumas bandas de frequéncia esteja reduzida, mas talvez o
acoplamento funcional entre grupos celulares especificos esteja aumentado, ou
mesmo esteja aumentado o acoplamento entre os disparos unitarios e alguma

oscilacéo detectada no LFP.

Apesar de nao haver estudos na literatura caracterizando as alteragbes da
composicdo espectral de sinais no Cl apés condicionamento, estudos anteriores
fizeram esta caracterizacdo para outras areas encefalicas (lwata e Mikuni, 1980;
Headley e Weinberger, 2013; Weinberger, Miasnikov et al., 2013). Em contextos
aversivos (gaiola de Skinner), acompanhado do comportamento de congelamento, a
atividade na faixa de frequéncia entre 7,5 e 13,0 Hz aumentou significativamente no
cortex e no hipocampo, mas ndo no complexo amigdaloide e no nucleo caudado
(lwata e Mikuni, 1980). O fato de estas alteracGes surgirem em areas especificas é
um forte indicio de que as altera¢gBes espectrais ndo sdo um mero artefato devido a
imobilidade dos animais, mas um fendmeno fisioldgico associado ao aprendizado. O
fato de este trabalho ter encontrado aumento de energia na banda de frequéncia
avaliada pode se dever ao fato de terem analisado somente areas associativas, que
sdo sabidamente areas envolvidas na geracdo de ritmos espontaneos. Como
avaliamos uma area com fungao primariamente auditiva, é possivel que a suspensao
de ritmos espontaneos seja uma alteracdo fisioldgica no sentido de incrementar o
processamento de sons relevantes. Similarmente ao nosso trabalho (em que as
alteracOes espectrais eram ausentes quando o animal era colocado no contexto A e
s6 surgiam quando se iniciava a apresentacdo do EC) as alteracOes espectrais
descritas naguele estudo desapareceram quando 0S animais retornaram as suas
gaiolas e reapareciam imediatamente quando recolocados no contexto aversivo

novamente.
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6.2.2 GERADORES NEURAIS DOS PEARP

Como colocado inicialmente na introducdo, os LFPs refletem varios
fendmenos celulares originados de populacédo de neurbnios proxima ao eletrodo de
registro, podendo ter resolucdo espacial variavel. No entanto, 0s controles
histoldgicos e eletrofisioldégicos sugerem fortemente que o sinal registrado de fato se
originava no nucleo central do CIl. Todos os animais usados para as comparacoes de
grupo apresentaram eletrodo corretamente posicionado no Cl. O alto aproveitamento
da cirurgia, pode, em parte ser explicado pelo procedimento de varredura a procura
de PEAt antes da fixacdo do capacete. Os componentes do dos PEAt que
obtivemos nos animais deste trabalho sdo bastante semelhantes, em sua amplitude
e laténcia, aos obtidos em outros trabalhos da literatura. Ademais, o fato de os PEAt
terem mantido seus componentes bastante estaveis ao longo do experimento é um
indicio consistente de que o grupo de neurbnios registrados ao longo do
experimento foi 0 mesmo para cada um dos animais. Os efeitos do condicionamento
observados, portanto, ndo podem ser atribuidos a variacdes de posi¢cdo do eletrodo
durante o experimento, e sim a alteracdes funcionais destes grupos neuronais que

foram registrados.

Apesar de alguns eletrodos terem sido posicionados muito proximos dos
cortices externo e dorsal do Cl, ha razdes para acreditar que o principal gerador dos
LFPs registrados tenha sido o nucleo central. Além da sincronizacdo temporal das
flutuacbes dos potenciais de membrana dos agregados neuronais (Buzsaki,
Anastassiou et al., 2012), para que atividade de grupos celulares gerem LFPs
significativos para 0s registros eletrofisiolégicos, um fator importante a ser
considerado € a geometria dos seus dendritos. No chamado arranjo geométrico em
‘campo aberto’, a fonte e o sorvedouro de corrente se encontram substancialmente
separados, favorecendo a formacdo de dipolos mais robustos. Além disso, se 0s
dendritos se dispdem paralelamente uns aos outros e de maneira compactada, cria-
se uma arquitetura ideal para a superposicdo de dipolos ativos sincronicamente
(Buzsaki, Anastassiou et al., 2012). Este € precisamente o caso dos neurdnios
principais do nucleo central do Cl, em contraposicdo aos neurdnios dos cortices

externos e dorsal (Faye-Lund e Osen, 1985).
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Até onde sabemos, este é o primeiro trabalho a mostrar efeitos de modulacao
cognitiva nos PEArp registrados a partir de eletrodos profundos. Muito embora
estudos recentes, ja discutidos na introducdo, tenham sugerido que os PEArp
reflitam fendmenos neurais de interacdo entre osciladores enddgenos e osciladores
induzidos por estimulo, dois pontos importante devem ser levantados na
interpretacdo destes resultados. Primeiramente, apesar de os registros de escalpo
terem resolucéo espacial muito baixa, o cOrtex é considerado o principal gerador. No
caso das PEArp, os principais geradores neurais da resposta sdo neurbnios dos
cortices auditivos, e a contribuicdo de estruturas profundas, como o CI, é
considerada minima. Adicionalmente, a baixa relagdo sinal/ruido dos registros de
escalpo impde importantes limitacbes a analise dos dados coletados e torna
necessario o procedimento de realizacdo de médias entre 0s eventos para a
obtencdo de uma resposta robusta. Neste trabalho, o uso de microelétrodos
implantados profundamente para o registro dos PEArp em grupos locais de
neurénios do CI foi um fator fundamental para a 6tima relagdo sinal/ruido obtida.
Consequentemente a alta qualidade das respostas em cada apresentacédo do EC,
ndo foi necesséria a realizacdo de médias, propiciando a oportunidade de
avaliarmos a evolucéo dinamica dos componentes espectrais do PEArp ao longo das
apresentacoes do EC e mesmo durante a apresentacdo do EC.

6.2.2 Os PEARP REFLETEM PROCESSOS NAO LINEARES NO SNC

Apesar de, em um primeiro momento, considerar-se que as oscilagdes
neurais que constituem os PEArp seriam o resultado da superposicdo de
componentes de média laténcia dos PEAt (Galambos, Makeig et al., 1981)
(deflexdes que ocorrem em torno de 10-50 ms (Jacobson e Grayson, 1988)),
algumas evidéncias provenientes de registros de escalpo, ja citadas na Introducéo
deste trabalho, levam ao questionamento desta interpretagcao. Um primeiro grupo de
evidéncias se baseia na ideia de que o sistema auditivo integra temporalmente
informacgdes sucessivas para o reconhecimento de padrées e formacao de percepto
(Bregman, 1994; Bregman, 2005). Alguns trabalhos sugerem que o limiar para
reconhecimento de padrbes de estimulos auditivos se torna menor a medida que se

aumenta a duracao dos estimulos (Ross, Picton et al., 2002). O limiar diminuido com
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0 aumento da duragdo indica que a integracao do sinal auditivo ao longo do tempo
depende da estabilidade do estimulo em uma escala temporal maior, proxima a
escala dos eventos cognitivos, que esta em torno de centenas de milissegundos
(Varela, Lachaux et al., 2001; Florentine, Fastl et al., 1988). Esta estabilidade
temporal da estimulacdo e da resposta neural é precisamente o que caracteriza 0s
PEArp e os diferencia dos PEAt, e, portanto, coloca-os em situagcdo de ferramenta
ideal para o estudo de fenbmenos neurais relacionados a modulacdo cognitiva.
Nesse sentido, ja foi demonstrado, por exemplo, em registros
magnetoencefalograficos, que a amplitude dos PEArp aumenta gradativamente
durante os primeiros 200 milissegundos apds o inicio do estimulo e da mesma forma
a fase, antes de atingir um valor estavel, também apresenta este mesmo periodo
inicial de transicdo. Neste mesmo trabalho também foi mostrado que a resposta
oscilatéria continua durante aproximadamente 50 milissegundos apés o fim do
estimulo auditivo. Estes resultados sugerem que os PEArp podem ser um correlato
eletrofisiolégico da integracdo temporal da informacdo auditiva para a formacao de
perceptos estaveis, e que este processo de integracdo ocorre em uma escala
temporal de centenas de milissegundos (Ross, Picton et al., 2002). Outro estudo do
mesmo grupo mostrou que a atividade oscilatéria dos PEArp  pode ser
desorganizada pela apresentacdo de um breve pulso de ruido de 5 ms, e essa
desorganizacdo se prolonga por 250 ms apés o término do pulso. O efeito
prolongado ndo pode ser explicado se assumimos que o PEArp seja o resultado da
superposicao de respostas transitorias. Este resultado, ao contrario, indica que uma
mudanca abrupta na cena auditiva interrompe a integracdo temporal da cena que
estava em andamento no SNC e era refletida pelo PEArp (Ross, Herdman et al.,
2005).

Se a modulacao cognitiva do processamento dos sons do ambiente depende
do reconhecimento de padrdes por parte do observador, e este reconhecimento é
uma consequéncia do processo de integracdo temporal, fica perfeitamente
justificado o fato de estudos anteriores com registros de escalpo nao terem sido
capazes de demonstrar nenhum efeito atencional nas respostas de tronco enceféalico
a cligues dentro dos primeiros 10 ms apés o inicio do som (Hackley, Woldorff et al.,
1990). A modulagdo cognitiva no tronco encefalico deve, de fato, ocorrer apos a

primeiras ondas do PEAt, em decorréncia da atividade coordenada de diversas
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areas que enviam projecbes descendentes relacionadas ao contexto, ainda
enquanto a informagéo auditiva estd sendo transmitida pelo tronco. Corroborando
esta ideia, existem dados de ressonancia magnética funcional que mostraram que a
atividade no Cl aumenta diante da escuta atenta a blocos de som de 20 segundos
(Rinne, Balk et al., 2008). Estes resultados aparentemente contraditorios se tornam
completamente explicaveis se considerarmos a modulagdo cognitiva no tronco

encefalico na escala temporal adequada, na casa das centenas de milissegundos.

6.2.3 DESVIOS DE FASE

Um achado relevante deste trabalho € o fato de que no grupo pareado, o
componente de fase tem um desvio significativo dos valores basais logo que 0s
animais séo re-expostos ao EC no teste, mas apds mais algumas apresentacdes do

EC, retornam aos seus valores iniciais do pré-treno.

Ainda é uma questdo em aberto quais fendmenos neurais a fase dos PEArp
reflete especificamente. De maneira geral, pode-se dizer que a fase reflete a
temporizacdo da atividade das populacdes neuronais registradas em relacdo ao
estimulo acustico. No entanto, certamente este tempo ndo deve corresponder a
laténcia de ativacdo do ClI pelas vias auditivas ascendentes, como evidenciado nos
PEAt. Se a temporizagdo das respostas neurais em estado estavel reflete a
integracdo de aferéncias sensoriais e vias de retroalimentacéo, seria um simplismo
esperar que exista uma correlacdo direta entre a fase dos PEArp e a laténcia dos
componentes dos PEAt. Como foi discutido na secgdo anterior, a existéncia desta
nao-linearidade ja foi provada no que concerne a geradores corticais das PEArp. A
importancia dos resultados apresentados neste trabalho consiste em terem iniciado
essa discussao para uma estrutura de tronco encefélico, que se encontra muito
proxima dos receptores sensoriais e que, de acordo com os paradigmas tradicionais,
deveria prover uma codificacdo invariante dos sons do ambiente para 0s niveis
hierarquicos mais altos do SNC. O fato de esta variagdo de temporizacdo ocorrer no
Cl ap6s o aprendizado significa que o SNC pode modificar a codificagdo de sons

relevantes mesmo em estruturas caudais da via auditiva.
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O desvio de fase observado s6 pode ser explicado pelo surgimento de outro
oscilador (que pode se constituir de uma projecdo de uma Unica area ou de um
conjunto de projecdes) na frequéncia de 53,71 Hz e que determina potenciais
sinapticos nas células do CI nesta mesma frequéncia (ressalta-se mais uma vez que
oscilagbes em outras bandas ndo tém efeito nesta frequéncia especifica). Como
estamos tratando de uma via ativada em estado estavel, podemos considerar que
todas as projecdes envolvidas no processamento do estimulo acustico, ascendentes
e de retroalimentacdo, estdo ativadas quando avaliamos a atividade dos neurénios
do CI, e a fase do sinal registrado, na frequéncia de 53,71 Hz, reflete a somacéo
espacial (talvez sinaptica) de todos esses osciladores nesta frequéncia.

Como este valor de frequéncia esta dentro da banda de frequéncia gama do
LFP, uma possibilidade levantada foi que os desvios de fase observados se
devessem ao surgimento de um aumento de energia nesta banda de frequéncia
apos o condicionamento, o que € um fendmeno ja descrito para o cortex auditivo
(Headley e Weinberger, 2013). O aumento de energia na banda gama durante a
apresentacdo de estimulos sensoriais ocorre em uma faixa de frequéncia extensa
(40-120 Hz) e, portanto, poderia ter efeito no sinal registrado em fm. Alguns
argumentos, no entanto, vao contra a hipotese de que a mudanca de fase observada
se deva ao surgimento de uma oscilacdo enddgena na banda gama. Primeiramente,
estas oscilagbes surgem nos registros durante periodos bastante restritos de tempo,
em torno de 100 ms (Gray e Singer, 1989). No entanto, os desvios de fase
observados no grupo pareado sdo fendbmenos estaveis durante cerca de 20
segundos. Além disso, na caracterizacdo espectral do sinal do Cl, o efeito do
condicionamento ao medo foi 0 de reducéo de energia na banda gama durante a
apresentacdo do EC, ao contrario de resultados ja descritos para outras areas
auditivas e outros sistemas sensoriais (Headley e Weinberger, 2013; Headley e
Weinberger, 2011; Gray e Singer, 1989). Consideramos mais plausivel, neste
contexto, a hipotese de que a mudanca de fase se deva ao aumento momentaneo
da atuacdo projecdes de retroalimentacdo diretamente no processamento do EC,
que também oscilam em fm, e que, na situacdo de estimulacdo em regime
permanente, se tornariam evidentes como a adicdo de um oscilador ao sinal
registrado. O cortex auditivo, sendo uma das principais fontes de projecéo para o Cl

e uma estrutura geradora de PEArp nesta faixa de frequéncia, € uma estrutura em
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potencial para futuras investigagbes acerca dos mecanismos envolvidos nestes
desvios de fase. O fato de os PEArp constituirem oscilacbes em um valor de
frequéncia especifico permite que estudos futuros com eletrodos implantados em
mais de uma area avalie fungdes de coeréncia de fase e de amplitude em fim para
avaliacdo de alteracbes dinamicas de conectividade entre areas envolvidas no

processamento do tom AM.

O fato de os desvios de fase antecederem os aumentos de amplitude e de
PLF levanta a possibilidade de que esta atuacdo momentanea de uma projecao,
antes nao ativa, nos neurdnios do Cl tenham um efeito causal na facilitagcdo do
circuito que processa o EC. Para explorar esta hipétese, deve-se verificar,
primeiramente, se 0s neurbnios que apresentam aumento de amplitude e PLF, séo
0S mesmos que apresentaram desvios de fase anteriormente. Uma limitag&do
importante do uso de potenciais de campo local, neste caso, é o fato de néo
podermos fazer este tipo de inferéncias, dado que os registros refletem atividade de
populacdes de células. Dessa forma, experimentos futuros utilizando técnicas de
registro multiunitarios poderdo ser Uteis para responder esta questdo. Outra
possibilidade seria a de que o desvio de fase e a facilitagdo do circuito seriam
eventos paralelos, e que no momento em que visualizamos os desvios de fase, as
células ja apresentariam resposta potenciada, porém mascarada pelos desvios de
fase. Os resultados que apresentamos com relacao a evolucao temporal dos desvios
de fase, no entanto, vdo contra esta hip6tese, jA que no primeiro bloco de 10
segundos, ndo houve variacdo importante da fase, o que significa que se esta
hipétese estivesse correta teriamos valores altos de amplitude. Entretanto, a
amplitude foi igual para os 3 blocos de 10 segundos em que se avaliou o desvio de
fase.

A escolha por analisar a fase dos PEArp como diferencas de fase em relagao
a um valor basal € justificada exatamente pelo fato de haver uma grande
variabilidade no valor de fase entre os animais no pré-treino, quando a valéncia do
estimulo acustico era ainda neutra para os animais. Esta neutralidade garante-se
pelo fato de os animais apresentarem baixa porcentagem de comportamento de
congelamento que os animais apresentaram durante estas apresentacdes do EC no
primeiro dia de experimento. Entretanto, para 0 mesmo animal, geralmente o valor

da fase foi bastante reprodutivel para as cinco apresentacdes do EC no preé-treino,
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com apenas duas excecOes ja citadas na secdo Resultados, que surgem no
momento em que 0S animais se encontravam extremamente adaptados ao EC. A
variabilidade da fase contrasta, de maneira marcante, com a reprodutibilidade dos
componentes dos PEAt que encontramos entre 0s animais, 0 que mais uma vez
sugere que os geradores neurais dos dois tipos de resposta envolvam substratos
diferentes. Pode-se supor, com estes resultados, que a populagéo de neurdnios que
gera o LFP registrado pode participar de diferentes engramas, de modo que a fase
dos PEArp podem ser altamente sensiveis a estados momentaneos da rede neural a

gual estes neurdnios se conectam.

Os nossos achados dao suporte a ideia de que a fase, como reflexo temporal
da integracdo sinaptica no Cl, € uma variavel dindmica, podendo ser sensivel a
alteracbes plasticas nos circuitos envolvidos no condicionamento ao medo e que
influenciam o processamento dos sons relevante no Cl. Embora nosso estudo nao
tenha avancado em identificar mecanismos e estruturas que possivelmente sejam
responsaveis por estes desvios de fase, algumas hipéteses podem ser levantadas.
Alguns fatos sugerem que as mudancas de fase possam refletir uma participacao
maior da atividade de neurbnios da amidala nos engramas que envolvem O0s
neurénios do Cl, mesmo que ndo por uma projecdo direta amidala-coliculo.
Primeiramente, a dindmica temporal das alteracBes plasticas na amidala, em
protocolos de condicionamento ao medo semelhantes aos deste trabalho, é bastante
parecida a dinAmica dos desvios de fase que observamos: desvios da linha base
nas primeiras apresentacfes do EC seguidos de retorno gradual aos valores basais
(Quirk, Armony et al., 1997). Adicionalmente, ja foi mostrado que a integridade da
atividade da amidala é necessaria para o desenvolvimento de alteracfes plasticas
em outras estruturas auditivas ap6s o condicionamento ao medo (Maren, Yap et al.,
2001). Nao existem trabalhos, até o momento, que investigassem a existéncia de
uma projecdo direta da amidala para o coliculo em ratos, apesar de que em
morcegos (Marsh, Fuzessery et al.,, 2002) esta conexao ja seja bem estabelecida
(sendo provavelmente glutamatérgica (Mcdonald, 1996)) e de que, em gatos, a
amidala envie extensas projecées para o mesencéfalo (Hopkins e Holstege, 1978). E
possivel que a via direta exista também em ratos, o que ainda é passivel de

investigacdo, mas também €& completamente plausivel que a amidala influencie o
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processamento dos sons relevantes no Cl influenciando indiretamente outras areas

que, por sua vez, sabidamente projetam-se para o Cl.

Poucos estudos na literatura avaliaram o efeito de variaveis cognitivas na fase
dos PEArp. Um estudo em humanos avaliou os componentes de fase e amplitude
dos PEArp em uma tarefa na qual o grupo experimental era treinado a identificar
uma sutil variacdo de amplitude durante a apresentacéo de um tom AM. No primeiro
experimento, foi evidente um avanco de fase (em torno de 6,6°) na segunda de duas
sessOes de treinamento separadas por 24-72 horas, que, no entanto, ocorreu tanto
no grupo explicitamente treinado como no grupo que foi exposto passivamente ao
som. Ao invés de duas sessbes, 0 segundo experimento deste trabalho consistiu de
uma sessdo diaria, durante dez dias, nas quais se evidenciou um avango
progressivo da fase (atingindo um desvio maximo de 14,7° no ultimo dia) ao longo
das sessbes. O desvio de fase se correlacionou consistentemente com o
desempenho na tarefa, ao contrario do aumento de amplitude. Comparando os
resultados deste, com os do nosso trabalho, fica claro o fato de os desvios de fase
que encontramos serem bem maiores, atingindo uma média de -76,9° apds o
aprendizado associativo. Isto pode explicar-se por algumas diferencas entre os dois
trabalhos. Como a obtencéo dos PEArp no estudo citado se baseou na realizacéo de
médias de aproximadamente 200 eventos, ndo houve resolucdo temporal entre os
eventos. E possivel que, por uma limitagdo relacionada a esta resolucéo, desvios
maiores que possam ter ocorrido as primeiras apresentacées do som tenham se
diluido com a realizacdo de médias. Outra diferenca importante € que os dois
trabalhos tratam de geradores neurais diferentes. E plausivel supor que os PEArp de
cortex apresentem variacfes de fase com amplitudes diferentes das variacbes de
fase do CIl. Com relagédo a dinamica temporal dos desvios de fase, sdo necessarios
mais experimentos para esclarecer se a progressdo dos valores com os dias de
treinamento, que se observou no cértex, ocorreria também no CI; também seria
importante esclarecer, por meio de experimentos com melhor resolugcéo temporal, se
o padrdo bimodal de desvio e retorno a linha de base, observado no CI, ocorreria
também no coértex. Por fim, é preciso ressaltar que, no estudo citado, a tarefa
proposta aos participantes se aproxima de um condicionamento operante, ao passo
gue, NoO NOSSO caso, 0 protocolo de treinamento consistiu de um condicionamento

classico. Estes dois protocolos sabidamente envolvem substratos neurais diferentes,
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e, no caso do nosso protocolo, o estimulo auditivo adquiria relevancia biologica
exacerbada para os animais. Outra diferenca importante que deve ser mencionada,
€ gue o estudo citado ndo encontrou aumento de amplitude no primeiro experimento.
Este aumento ocorreu somente décimo dia do segundo experimento, de forma que
ndo se correlacionou com a curva de aprendizado, ao contrario da fase. Neste
mesmo trabalho, (e em outros estudos anteriores abordando o efeito de atencao
seletiva sobre os PEArp) o efeito atencional ndo se mostrou significativo em alterar o
componente de fase, apesar de ser eficaz em levar a aumentos de amplitude. Estes
resultados séo sugestivos de que aumento de amplitude e desvios de fase podem se
dever a duas classes distintas de fenbmenos neurais, que em Ultima analise também
reflitam duas classes de modulacdo cognitiva, uma relacionada ao aprendizado de
reconhecimento de um padréo, e outra relacionada ao aumento da resposta neural

do estimulo relevante.

6.2.4 AUMENTO DA RESPOSTA NEURAL AOS SONS RELEVANTES

De acordo com a hipotese do portdo sensorial, a modulagdo cognitiva em
niveis iniciais dos sistemas sensoriais seria um importante mecanismo para filtrarem-
se sons irrelevantes e aumentar-se a resposta a sons relevantes. Isto significa que,
apos o reconhecimento da relevancia dos estimulos pelos circuitos neurais, um
possivel efeito de tal modulacdo seria que a resposta neural nestes niveis iniciais
poderia ser mais diretamente predita como funcéo de eventos externos. NO nosso
trabalho, este efeito de aumento da resposta se reflete em duas variaveis
eletrofisioldgicas: o PLF e a amplitude, que tiveram aumentos concomitantes. Ambos
0S aumentos ocorreram imediatamente apds o0s valores absolutos de fase

retornarem aos seus niveis basais, a partir da quarta apresentag¢édo do EC no teste.

Na literatura, os Unicos artigos que quantificaram a consisténcia de fase em
periodos sucessivos de um dado componente de frequéncia da transformada de
Fourier de um sinal deram o nome a esta variavel de indice de agrupamento de fase
(PCI) (Kalitzin, Parra et al., 2002; Parra, Kalitzin et al., 2003). Nestes trabalhos, o
PCI obtido de registros de escalpo pacientes com epilepsia fotossensivel, em
situacOes de estimulac&o fotica periodica, foi um eficaz preditor da ocorréncia de
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crises epilépticas, ja que seus valores aumentavam significativamente antes das
crises. No presente trabalho, quantificamos também a consisténcia de fase, porém
usando um indice diferente destes outros trabalhos, o fator de agrupamento de fase
(PLF), que tradicionalmente tem sido usado como uma medida de estabilidade de
fase entre apresentacfes de estimulos (Lachaux, Rodriguez et al., 1999; Oda,
Onitsuka et al., 2012). A diferenca na obtenc&do dos dois indices € que no caso do
PLF, as amplitudes dos numeros complexos sdo primeiramente transformadas em
valores unitarios e em seguida € calculado o vetor resultante. No caso do PCI,
primeiro calcula-se o vetor resultante e em seguida realiza-se a normalizagcdo do
ndamero complexo para a amplitude unitaria. O PLF pode ser uma estimativa
bastante instdvel no caso da presenca de componentes de baixa magnitude,
podendo subestimar o vetor resultante. O PCI, por sua vez, em situacdes de boa
relacdo sinal ruido pode superestimar o valor do vetor resultante (Kalitzin, Parra et
al., 2002). Como estavamos lidando com uma situacdo de boa relacédo sinal-ruido,
assumimos gue os componentes de baixa magnitude nao trariam problemas para a

analise final.

Quando consideramos 0s processos neurofisioldégicos envolvidos no aumento
do PLF, podemos assumir que, uma vez que 0s potenciais de campo correspondem
a atividade de populacdes de neurbnios, maiores agrupamento de fase refletem
menores variancias das fases de neurdnios individuais. No caso de o LFP ser
determinado por um estimulo periédico, como o tom AM gue usamos neste trabalho,
pode-se considerar que o PLF é uma medida da sincronizagcdo dos neurdnios
responsivos ao som a uma fase especifica de f,,,. Dessa forma, o aumento do PLF
observado na quarta e na quinta apresentacao do EC sugere que a atividade neural
do CI esta sendo mais eficientemente determinada pelas aferéncias sensoriais neste

momento do teste.

A amplitude dos PEArp aumentou na quinta apresentacdo do som. Este
aumento pode inicialmente significar que 0s neurdnios passaram a apresentar
despolarizacdes sinapticas mais intensas, o que coincide com a taxa de disparo
aumentada encontrada em alguns trabalhos. A maior amplitude pode também ser
um correlato de maior numero de neurbnios que passaram a apresentar
despolarizacdes sinapticas, o que também € um mecanismo possivel j& que o

condicionamento ao medo leva a mudancas nas curvas de sintonia dos neurdnios do
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Cl, de modo que mais neurdnios passam a ter resposta 6tima em torno da
frequéncia do EC. Um terceiro mecanismo que poderia levar ao aumento da
amplitude seria 0 aumento da sincronia temporal da atividade dos neurénios. Se os
neurdnios disparam ao mesmo tempo atividade elétrica registrada pelo eletrodo é
maior do que se sua atividade estiver dispersa temporalmente. A partir de registros
de LFP é impossivel diferenciar entre os trés mecanismos, embora seja razoavel
imaginar que os trés fendmenos possam ocorrer no Cl e resultar na amplificacdo do
PEArp. Independentemente do mecanismo, pode-se dizer que esta amplificacao
reflete uma facilitagcdo do circuito que conduz a informacéo auditiva para ao sistema
talamo-cortical que é dependente de varios outros sistemas envolvidos no

condicionamento ao medo.

A integridade do funcionamento dos circuitos da amidala possivelmente tem
papel fundamental na amplificacdo das respostas evocadas auditivas no CI.
Trabalhos de manipulagdo farmacologica mostraram que o bloqueio de BLA com
injecdo de um agonista GABAérgico leva ao aumento dos PEAt no Cl de ratos com
perfil de alta ansiedade no labirinto em cruz, mas ndo em ratos com perfil normal
(Nobre e Brandao, 2011). Estes resultados sugerem que a integridade da funcéo de
BLA leva a um controle inibitério ténico nos neurénios do Cl destes animais
(ressalta-se mais uma vez que este efeito ndo necessariamente depende de uma
projecao direta). Extrapolando esta hipétese aos nossos resultados, se, como
sugerimos anteriormente, o desvio de fase inicial que observamos refletir uma maior
participacdo de circuitos da amidala no processamento do som, o retorno da fase
aos valores basais, significaria, da mesma forma, uma menor participacdo destes
circuitos, e também a remocdo da inibicdo tdnica. Esta sequéncia explica
perfeitamente os resultados que reportamos, ja que o aumento da amplitude das

respostas evocadas ocorre somente apos a fase retornar aos valores basais.

O funcionamento do sistema colinérgico € essencial no desenvolvimento de
plasticidade no sistema auditivo. No caso do cortex auditivo, sabe-se que as
alteracOes plasticas decorrentes do condicionamento ao medo dependem do
aumento da concentragcéao de acetilcolina nas proximidades dos seus neurdnios, que
€ consequente a ativacdo do sistema colinérgico do prosencéfalo basal pela
amidala. Os neurénios do cértex auditivo, por sua vez, enviam projecdes para o

sistema colinérgico mesencefalico. Estes neurbnios colinérgicos fazem sinapse com
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o CI (Motts e Schofield, 2011; 2009) e aparentemente tém importancia fundamental
no ajuste da sua responsividade aos EC, ja que a injecdo de antagonista colinérgico
no CIl inibe o aparecimento alteracbes plasticas nesta estrutura apés o
condicionamento ao medo (Ji e Suga, 2009). Esta sequéncia de eventos justifica o
aumento de amplitude relativamente tardio dos PEArp no CI encontrados no nosso
estudo, que coincide com resultados anteriores de outros trabalhos da literatura.
Estes trabalhos mostraram que, apdés o condicionamento ao medo auditivo, 0
aparecimento plasticidade nas respostas evocadas em areas auditivas € posterior a
plasticidade em areas associativas e também ao aparecimento das respostas
comportamentais. Sabe-se, por exemplo, que as alteracbes plasticas no nucleo
talamico posterior (Disterhoft e Stuart, 1976), no hipocampo (Kraus e Disterhoft,
1982), e na amidala lateral (Quirk, Armony et al., 1997) precedem a plasticidade do
cortex auditivo. Quando se consideram somente estruturas na via auditiva, as
alteracdes plasticas relacionadas ao condicionamento ao medo também ocorrem
sequencialmente: primeiramente sdo evidentes nos cértices auditivos seguidos do
corpo geniculado medial, e sé posteriormente sdo evidentes no Cl e no nucleo
coclear (Disterhoft e Stuart, 1976; Oleson, Ashe et al., 1975; Edeline,

Neuenschwander-El Massioui et al., 1990).

O papel do cortex auditivo é determinante na codificacdo de estimulos no Cl e
pode ter tido importancia fundamental nas alteraces plasticas que encontramos. A
manipulacdo de neurbnios corticais, de varias maneiras, altera a sensibilidade do Cl
a varios parametros do som, como frequéncia (Ma e Suga, 2001; Yan, Zhang et al.,
2005), intensidade (Yan e Ehret, 2002), duracdo (Varela, Lachaux et al., 2001) e
localizacdo (Nakamoto, Jones et al., 2008; Zhou e Jen, 2005). O condicionamento
ao medo auditivo induz mudancas nas curvas de sintonia dos neurénios de CI, que
se deslocam em direcao a frequéncia do EC (Ji e Suga, 2009; Gao e Suga, 1998),
aumentando o numero de células que se dedicam a codificacdo do estimulo
relevante. Por sua vez, a estimulacao elétrica de uma regido cortical que representa
uma frequéncia especifica também causa deslocamentos na curva de sintonia dos
neurdnios de Cl em direcdo a estas frequéncias, de modo semelhante ao que ocorre
no condicionamento ao medo (Ma e Suga, 2001; Yan e Ehret, 2002; Yan e Suga,
1998), sugerindo que o0s neurdnios corticais tenham importancia fundamental na

amplificacdo dos estimulos relevantes no Cl. De fato, a inativacdo do cortex auditivo
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inibe o desenvolvimento das mudancas de curvas de sintonia nos neurénios do ClI
apos o condicionamento ao medo auditivo (Ji e Suga, 2009; Gao e Suga, 1998).
Apesar de o cortex auditivo poder determinar as alteracdes plasticas no CI
indiretamente por meio de suas projecfes para o sistema colinérgico mesencefalico
citado anteriormente, € valido lembrar que as conexdes diretas cortico-coliculares
sdo extremamente numerosas e também devem ter efeito na responsividade do CI.
Um dnico estudo na literatura conseguiu demonstrar que a fotolise dos corpos
celulares destes neurdnios cotico-coliculares prejudica o desenvolvimento de
plasticidade nos CI (Bajo, Nodal et al., 2010), apesar de ser possivel que 0s estes

mesmos neurbnios projetem também para o sistema colinérgico mesencefalico.

6.2.5 OUTROS ESTUDOS QUE AVALIARAM PLASTICIDADE NO COLICULO
INFERIOR APOS O CONDICIONAMENTO AO MEDO.

O presente trabalho néo foi o primeiro a abordar a questdo da plasticidade
neural no Cl apds o condicionamento classico auditivo. Puderam-se encontrar sete
trabalhos na literatura que abordaram este tema, no entanto, com resultados
contraditorios. Todos os trabalhos que ndo encontraram alteragbes plasticas se
basearam em protocolos de condicionamento classico apetitivo (Birt, Nienhuis et al.,
1979; Birt e Olds, 1981; Olds, Disterhoft et al., 1972), muito embora um dos
trabalhos usando este tipo de protocolo tenha demonstrado alteracGes plasticas
consistentes no Cl (Disterhoft e Stuart, 1976). Como o aprendizado neste tipo de
condicionamento depende de plasticidade em uma circuitaria neural diferente
daquela necessaria para o aprendizado no condicionamento ao medo, a

comparacao de estudos usando estes dois protocolos deve ser feita com reservas.

Até onde sabemos apenas trés trabalhos foram elaborados especificamente
para avaliar os efeitos do condicionamento ao medo auditivo na responsividade do
Cl. Apesar de terem encontrado alteragcbes plasticas consistentes, criticas
importantes a estes estudos ja foram levantadas anteriormente na discusséo dos
resultados comportamentais, e se referem ao fato de as alteracdes encontradas
serem inespecificas. Um dos estudos encontrou alteracdes plasticas significativas no
grupo ndo pareado (Ji e Suga, 2009), enquanto outro encontrou alteracbes na

resposta ao som quando os animais foram condicionados com estimulos féticos
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(Mark e Hall, 1967). O terceiro estudo também encontrou altera¢des plasticas no Cl,
mas seu desenho experimental ndo contou com nenhum grupo controle (Gao e
Suga, 1998). Nao obstante, nos resultados que apresentamos no presente estudo,
uma caracteristica fundamental das respostas condicionadas eletrofisioldgicas € que
elas sao evidentes somente no grupo pareado. Existem algumas particularidades do
desenho experimental destes trabalhos que os diferenciam de maneira importante
do nosso estudo, e podem explicar a discrepancia no que concerne as alteracoes
plasticas inespecificas. Primeiramente, todos eles se basearam na utilizacdo de
estimulos transientes para a obtencao das respostas evocadas. Como ja discutido
anteriormente, estes estimulos séo salientes em relacdo a cena auditiva em que o
animal se encontra, e por este motivo ja apresentam um processamento neural
diferenciado. No caso do nosso trabalho, usaram-se tons AM como EC. Este tipo de
estimulacdo aparentemente foi eficaz em criar um ambiente acustico estavel, no qual
o estimulo experimental ndo se destacou perceptualmente em relagdo aos sons do
ambiente. Ademais, com apenas uma excecdo (Mark e Hall, 1967), os estudos
anteriores avaliaram apenas o efeito das memorias de curto prazo, ja que os testes
foram realizados no mesmo dia do treino e no mesmo contexto do condicionamento
ao medo. Nestes casos € possivel assumir que a resposta aumentada aos estimulos
no CIl tenha se devido ao recrudescimento de estados de alerta inespecificos
relacionados a um contexto aversivo geral, e ndo a reorganizacdo de circuitos
relacionados ao aprendizado associativo. Como ja discutido anteriormente na sec¢ao
referente as respostas comportamentais, no nosso protocolo este efeito de contexto
muito possivelmente foi minimizado pelos cuidados tomados na elaboracdo do
experimento de condicionamento. Outra diferenca importante € que no noOsso
trabalho, as alteracBes eletrofisiologicas observadas no Cl sdo resultado de
memoérias de longo prazo referentes ao EC, j4 que se evidenciaram na re-exposicao
do animal ao estimulo 24 horas ap6s o treino. Este € um achado bastante relevante,
pois os trabalhos recentes concluiram que as alterac¢des plasticas no Cl tém duragéo
de poucas horas e as alteragBes de longo prazo na codificacdo dos estimulos

acusticos relevantes so se encontrariam em regioes corticais.
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“Potenciais evocados auditivos de Estado Estivel no Estudos dos
substratos neurais envolvidos nos processos de aprendizagem e memoria’,
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11/ 08/2010.

Este certificado expira-se em 11/ 08/ 2015.
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