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RESUMO  

 

As crises epiléticas podem causar modificações morfológicas e funcionais no tecido 

neural, podendo gerar um comprometimento das funções cognitivas. Dentre todas as 

comorbidades que podem ser geradas como consequência do processo epileptogênico, o 

comprometimento da memória se destaca, possuindo uma maior prevalência. Desta 

forma, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a função cognitiva em um 

circuito epileptogênico, por meio de potenciais evocados auditivos em regime 

permanente (PEArp), utilizando-se o modelo animal genético nomeado: rato Wistar 

audiogênico (WAR). Estes animais apresentam uma convulsão tônico-clônica induzida 

por estimulação sonora de alta intensidade envolvendo estruturas mesencefálicas, bem 

como convulsões límbicas, após repetidas estimulações sonoras de alta intensidade: 

abrasamento audiogênico. Com o intuito de respondermos a seguinte hipótese: “A 

facilitação acústico-límbica do rato Wistar audiogênico prejudica o aprendizado 

associativo auditivo”, ratos Wistar (n=82) e ratos WAR (n=67) foram submetidos aos 

seguintes protocolos: (1) Estimulação sonora seguida por análise imunohistoquímica 

(cFos) para avaliação da hiperexcitabilidade; (2) Testes comportamentais para avaliação 

da função locomotora; (3) Paradigma de condicionamento ao medo auditivo e contextual  

e (4) teste de reconhecimento de objeto novo. Nossos resultados eletrofisiológicos e 

imunohistoquímicos sugerem que há uma hiperexcitabilidade na via acústica do WAR. 

Ainda, sugerimos que a facilitação acústico-límbica encontrada na circuitaria 

epileptogênica do WAR prejudica o aprendizado associativo aversivo na tarefa de 

condicionamento auditivo (unimodal), entretanto beneficia o aprendizado na tarefa de 

condicionamento ao medo contextual (multimodal). Sugerimos que essa ambiguidade de 

desempenho se deva pela utilização de diferentes circuitos neurais para mediar as 

respostas condicionadas, bem como pela facilidade de associar o contexto presente no dia 

do treino, moduladas pelas projeções amigdalares hipersíncronas do WAR. 

 
 

 



ABSTRACT  

 

Seizures can cause morphological and functional changes in neural tissue, and may lead 

to cognitive functions impairment. Among all the comorbidities that can be generated as 

a consequence of the epileptogenic process, the memory impairment stands out, having a 

higher prevalence. Thus, this work was developed with the objective to assess the 

cognitive function in an epileptogenic circuitry, with concomitant recordings of auditory 

steady state responses (ASSR), using the genetic animal model named: Wistar audiogenic 

rat (WAR). These animals manifest a tonic-clonic convulsion induced by repeated high-

intensity sound stimulation involving mesencephalic substrates, as well as limbic 

seizures, after chronically applied high-intensity stimulation: audiogenic kindling. In 

order to answer the following hypothesis: "WARs acoustic-limbic facilitation harms 

auditory associative learning", Wistar rats (n = 82) and WARs (n = 67) were submitted 

to the following protocols: Sound stimulation followed by immunohistochemical analysis 

(cFos) to evaluate hyperexcitability; (2) Behavioral tests for locomotor function 

evaluation; (3) auditory and contextual fear conditioning  and (4) new object recognition 

test. Our electrophysiological and immunohistochemical results suggest that there is a 

hyperexcitability in the acoustic pathway of WAR. We suggest that acoustic-limbic 

facilitation in WARs impairs learning on the auditory conditioning fear learning, but 

benefits the contextual conditioning fear learning. We suggest that this ambiguity of 

performance is due to the use of different neural circuits to mediate the conditioned 

responses, as well as the facility to associate the context present on the training day, 

modulated by WAR's hypersynchronous amygdalar projections. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. EPILEPSIA 

  

A atividade neuronal coordenada juntamente com as interações entre as diferentes 

populações de neurônios são fatores básicos que determinam a função cerebral fisiológica 

(Buzsaki, 2006). No cérebro saudável, para que o processo cognitivo ocorra de uma forma 

adequada, uma sincronização precisa da atividade neural é requisitada, podendo ocorrer 

entre milissegundos a horas, bem como entre pequenas e longas distâncias cerebrais 

(Varella, 2001). No entanto, a alteração desta sincronização pode gerar várias disfunções 

neurológicas e psiquiátricas, como por exemplo, a epilepsia (Uhlhaas, 2006).   

As convulsões epiléticas podem ser interpretadas como uma atividade cerebral 

altamente sincronizada, caracterizada por inibição diminuída e excitação exacerbada, 

gerando como consequência uma condição transitória e intensa de hipersicronização, 

manifestando descargas epiléticas rítmicas de alta amplitude (Penfield, 1954; Fisher, 

2005). O termo epilepsia, por sua vez, refere-se a uma doença neural que apresenta uma 

tendência patológica e contínua em manifestar convulsões epiléticas (Fisher, 2014).   

Alguns estudos sugerem que as convulsões epiléticas podem gerar atratores 

neurais que poderiam “sequestrar” outros osciladores cerebrais funcionais para sua 

sincronização anormal (Beenhakker & Huguenard, 2009). Sabe-se que esta 

hipersicronização é de extrema importância para manutenção e propagação da crise 

epilética, uma vez que quando são feitas transecções entre projeções distintas que 

conectam diferentes substratos cerebrais, os disparos epileptiformes se manifestavam em 

menor intensidade e de forma dessincronizada (Imamura, 2001; Guzman, 2004).  
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Ainda, sabe-se que o cérebro disfuncional pode comprometer a dinâmica neural 

fisiológica em processos específicos de processamentos sensoriais através do 

acoplamento exacerbado de populações neuronais (Pinto, 2017). 
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1.2. MODELOS ANIMAIS GENÉTICOS DE CRISES AUDIOGÊNICAS 

 

 A compreensão dos mecanismos subjacentes a epileptogênese e a ictogênese não 

podem ser adquiridas por completo em estudos clínicos em humanos. Dessa forma, 

modelos animais para crises epilépticas e epilepsia desempenham um papel fundamental 

no entendimento das mudanças comportamentais e fisiológicas associadas a epilepsia 

humana (Castro, 2015; Pinto, 2017; Vilela, 2017). 

 O modelo animal genético utilizado neste trabalho é nomeado: modelo de crises 

epiléticas audiogênicas (CA) reflexas (Garcia-Cairasco, 2017). Estas são classificadas 

como crises epilépticas generalizadas provocadas por estimulação acústica de alta 

intensidade (110dB). A ativação das vias auditivas é crucial para o desenvolvimento da 

CA, sendo que o colículo inferior (CI), localizado no mesencéfalo, desempenha um papel 

chave na iniciação da CA (Garcia-Cairasco, 2002; Garcia-Cairasco, 1993).  

 Com o passar dos anos, várias cepas audiogênicas foram criadas, sendo elas: 

Krushinsky-Molodkina na Rússia (Krushnsky, 1949), Genetically Epilepsy-Prone Rat 

nos Estados Unidos (Jobe, 1973), ratos P77PMC na China (Zhao, 1985), ratos Wistar 

albino Glaxo/Rijwijk (WAG/Rij) na Holanda (van Luijtelaar, 1986), Wistar Audiogenic 

Sensitive Rat na França (Marescaux, 1987) e os ratos Wistar audiogênicos (WAR) no 

Brasil (Doretto, 2003). Em animais susceptíveis audiogênicos, um estímulo acústico 

único engatilha uma convulsão reflexa, mimetizando as crises epilépticas vistas nos 

humanos. Normalmente estas convulsões se iniciam com uma corrida, chamada de wild 

running, progredindo para a fase tônico-clônica (Ross, 2000). 

Dentre os modelos mencionados que podem reproduzir a CA, selecionamos a 

linhagem do rato Wistar audiogênico (WAR). Nestes animais, as crises generalizadas 

tônico-clônicas seguidas por espasmos clônicos são preservadas mesmo após total 
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remoção do prosencéfalo, ressaltando a natureza mesencefálica das CAs nos WARs 

(Moraes, 2000b; Doretto, 2003). Ademais, a estimulação acústica pode ser aplicada a 

estas cepas a partir de um protocolo intermitente crônico chamado abrasamento 

audiogênico (AA) (Kiesmann, 1988). O protocolo de AA modifica o comportamento e a 

expressão do eletroencefalograma (EEG) das CA, recrutando-se circuitos límbicos nas 

cepas audiogênicas (Moraes, 2000).   

O índice de gravidade (IG) Garcia-Cairasco (1996), variando de 0-1, é utilizado para 

quantificar o envolvimento de estruturas de tronco nas CAs, enquanto a escala Racine (1972), 

variando de 0-5, é utilizada para quantificar o envolvimento das estruturas límbicas. O índice 

utilizado para quantificar as CAs pode ser resumidamente, aplicado da seguinte forma: 

ratos que não desenvolverem mudanças comportamentais frente ao estímulo provocador 

alcançarão um índice de gravidade (IG) equivalente a 0.0, enquanto animais que 

desenvolverem episódios de corridas, pulos e quedas atônicas, procedidas por crises 

tônico-clônicas e espasmos clônicos alcançam um IG≥0.85. Hiperextensão de membros 

anteriores e posteriores atrelados à flexão ventral da cabeça são comportamentos que 

alcançam o valor de IG=1.00 (Garcia-Cairasco, 1993; Magalhaes, 2004; Pinto, 2017). Já 

a sequência comportamental padronizada por Racine pode ser observada através das 

seguintes manifestações: atitude estacionária com a cabeça estendida (classe 0), 

desenvolvendo para automatismos faciais (classe 1), mioclonias da cabeça (classe 2), 

mioclonia unilateral/bilateral de patas anteriores (classe 3), mioclonias de patas anteriores 

com sustentação do corpo sobre as patas posteriores (rearing, classe 4) e mioclonias de 

patas anteriores com sustentação do corpo sobre as patas posteriores seguida por perda de 

equilíbrio e generalização (classe 5) (Racine, 1972; Moraes, 2000a). 

 A combinação do IG de tronco e IG límbica evidencia uma evolução 

comportamental durante o AA em WARs, não sendo esta uma expressão linear de um 
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simples sistema de vias. Na verdade, a via de tronco estende-se rostralmente por meio do 

recrutamento límbico, sendo que ambas as vias conectam-se bi-direcionalmente. Existe 

um sistema de feedback negativo bidirecional das vias límbicas e audiogênicas, 

justificando-se pelo decréscimo da atividade epileptiforme do colículo inferior após o 

recrutamento prosencefálico (Moraes, 2000a). 

Esta alternância entre as redes neurais de prosencéfalo e mesencéfalo poderia ser 

explicada por uma predisposição à crises epilépticas de vários substratos neurais do 

cérebro do WAR (Scarlatelli-Lima, 2003). Além disso, estes animais apresentam 

sensibilidade anormal a uma variedade de estímulos provocadores da crise epiléptica, 

incluindo o eletrochoque e drogas, tais como o pentilenotetrazol (PTZ) e a pilocarpina 

(PILO), sugerindo a existência de uma circuitaria neural epileptogênica hereditária de 

baixo limiar (Scarlatelli-Lima, 2003). 

Dois substratos neurais foram sugeridos como cruciais para o desencadeamento 

das CAs e límbicas, sendo eles o colículo inferior (CI) (Faingold, 1999; Moraes, 2000b; 

Garcia-Cairasco, 2002) e o complexo amigdaloide (AMY) (Hirsch, 1992; Hirsch, 1997; 

Moraes, 2000), respectivamente. Dentre as estruturas de tronco encefálico, em uma visão 

ascendente, o CI tem se mostrado a área mais rostral necessária para origem e 

desencadeamento das CAs. 

Na via auditiva, o CI é visto como um substrato essencial para a audição (Oliver, 

1991). Situado relativamente nos estágios medianos da via auditiva, o CI é considerado 

uma área do tronco cerebral na qual uma integração multissensorial ocorre, possuindo 

conexões com o sistema límbico, motor e sensorial (Winer, 2005; Gruters, 2012). Estudos 

demonstram que o CI é o substrato da via auditiva que possui mais conexões com outros 

substratos neurais (Bajo, 2013). Estas incluem aferências provenientes do núcleo coclear, 

complexo olivar, núcleo do lemnisco lateral e de todas as áreas corticais auditivas. Além 
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destas projeções extrínsecas, existe também um rico arranjo de projeções comissurais e 

intrínsecas. O CI possui projeções para praticamente todos os núcleos do tronco 

encefálico que projetam para ele, podendo também enviar projeções axoniais para o 

tálamo auditivo (Oliver, 1991; Winer, 2005; Gruters, 2012). 

O CI possui três divisões principais: núcleo central, núcleo lateral e córtex dorsal. 

Cada divisão possui vários núcleos que diferem em suas estruturas neuronais, conexões 

e em seus papeis funcionais. O núcleo central é exclusivamente auditório e é essencial 

para a audição normal. O núcleo lateral é multissensorial e considerado como o alvo para 

aferências não-auditórias. O córtex dorsal recebe a maioria de suas projeções do córtex 

cerebral (Kudo, 1980; Calford, 1983). 

Vários estudos no contexto da ictogênese vêm mostrado que lesões bilaterais no 

CI bloquearam completamente a expressão das CAs em roedores (Garcia-Cairasco, 1993; 

Garcia-Cairasco, 2002). Já o AMY tem se mostrado a estrutura na qual as vias de tronco 

encefálico e prosencefálica se interagem (Hirsch et al., 1997; Moraes, 2000). 

Dessa forma, todos os dados mencionados sugerem que não somente as vias 

neurais de tronco encefálico, mas também as vias neurais límbicas exibem uma atividade 

epileptiforme facilitada quando estimuladas nos WARs. Pode-se fundamentar dessa 

forma que projeções acústico-límbicas nos WARs são mais susceptíveis ao recrutamento 

quando comparado aos controles ratos Wistar. 

 

 

 

 

 

 



20 
 

1.3. COMPROMETIMENTO COGNITIVO E COMORBIDADES EM 

EPILEPSIA 

 

As consequências desta hiperexcitação e hipersincronismo encontrados nos 

circuitos neurais de pessoas que possuem a epilepsia vão muito além das crises 

epilépticas. Uma importante consequência é o comprometimento da função cognitiva, 

sendo esta definida como a capacidade do cérebro de se programar frente ao 

comportamento adaptativo, resolver problemas, memorizar informações e possuir o foco 

atencional (Aldenkamp, 2006; Rijckvorsel, 2006).  

A epilepsia pode ser interpretada como um sinal das disfunções cerebrais ictais e 

interictais (Aldenkamp, 2006). Assim, parece óbvio que o comprometimento cognitivo 

se desenvolva como um sintoma secundário à epilepsia, uma vez que as crises epilépticas 

podem causar modificações morfológicas e funcionais no tecido neural (Aldenkamp, 

2006; Rijckvorsel, 2006). A anóxia, a acidose láctica ou a liberação excessiva de 

neurotransmissores excitatórios por convulsões consecutivas ou prolongadas podem 

danificar permanentemente o substrato neural, resultando em danos cognitivos (Kim, 

2016).  O comprometimento da memória, a lentificação mental e os déficits atencionais 

são as desordens mais frequentes associadas à epilepsia, podendo ser acompanhadas por 

depressão, ansiedade e psicoses (Miller, 2016; Greener, 2013; Cardamone, 2013; 

Hermann, 2007).   

A correlação existente entre o declínio cognitivo e a epilepsia é complexa e ainda 

não completamente entendida. Porém, a literatura disponível no âmbito da epileptogênese 

vem demonstrado a existência de alguns fatores de risco potenciais para o 

comprometimento cognitivo em pacientes portadores da epilepsia, emergentes da 

interação sinérgica entre as lesões, as convulsões e o tratamento (Witt, 2013; Greener, 
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2013). As drogas antiepiléticas (DAE), utilizadas como a intervenção terapêutica 

principal na epilepsia, reduzem a irritabilidade neuronal, podendo reduzir a excitabilidade 

neural e comprometer a cognição (Kim, 2016). Em geral, a politerapia, dosagens 

crescentes de DAEs e níveis sanguíneos elevados de anticonvulsivantes aumentam o risco 

e comprometimento a longo-prazo comportamental e cognitivo em humanos (Bromley, 

2011; Ijff, 2013). 

O comprometimento da função cognitiva, especialmente a memória, tem sido um 

problema comum e incapacitante para indivíduos com epilepsia de lobo temporal (TLE) 

(Hermann, 2006). Como um exemplo deste comprometimento, podemos citar o trabalho 

da Gelinas (2016), o qual mostra que a atividade neural patológica ocorrente entre as 

convulsões, em sua maioria as descargas interictais (IED), contribuem para esta disfunção 

cognitiva. A comunicação hipocampo-cortical eficaz é necessária para gerar-se uma 

memória eficiente. Três padrões de atividades neurais, bem como o acoplamento 

fisiológico entre eles, são cruciais para a consolidação da memória, sendo eles: as 

oscilações (ripples) hipocampais, oscilações lentas neocorticais e fusos de sono 

neocorticais (spindles) (Diekelmann, 2010). As ripples hipocampais são breves, 

oscilantes em alta frequência (100-200Hz) que coordenam e repetem sequências de 

disparos neurais ordenados relacionados à experiência (Buzsáki, 1989; Wilson, 1994). A 

eliminação seletiva dessas oscilações prejudicam drasticamente o desempenho de 

roedores em tarefas de memória (Girardeau, 2009; Jadhav, 2012). Os fusos de sono 

(spindles) NREM são oscilações de baixa frequência (9-16Hz) geradas por vias tálamo-

corticais que também estão associadas à repetição sequencial dos disparos neuronais 

(Johnson, 2010). Durante o sono NREM as ripples temporariamente se correlacionam 

com os fusos de sono via oscilações lentas neocorticais (Battaglia, 2011; Peyrache, 2011). 

O córtex pré-frontal medial (mCPF) é visto como uma estrutura chave no processamento 
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de memórias hipocampo-dependentes (Churchwell, 2010), recebendo projeções diretas 

do hipocampo por meio de uma via com plasticidade sináptica bidirecional (Jay, 1995; 

Jay, 1991). A co-ativação dessas estruturas (por meio de um acoplamento temporal das 

ripples hipocampais, oscilações neocorticais lentas e spindles) são essenciais para a 

consolidação da memória (Colgin, 2011). Dada a precisa sincronização das oscilações e 

disparos neurais entre o hipocampo e o mCPF durante o sono NREM, a introdução de 

sinais anormais nesta via poderia prejudicar seu funcionamento (Colgin, 2011). 

Similarmente às oscilações fisiológicas (ripples), as IEDs encontram-se elevadas durante 

o sono NREM, podendo competir com as oscilações fisiológicas, comprometendo a 

comunicação entre o hipocampo e o mCPF, o que por consequência, compromete a 

consolidação da memória espacial (Gelinas, 2016; Guzman, 2010). 

Ainda, alguns estudos, utilizando diferentes modelos animais, demonstraram o 

comprometimento cognitivo ou a existência de comorbidades em uma rede neural 

hiperexcitável. Castro et al (2015) demonstraram um comportamento do tipo depressivo 

nos WARs, uma vez que estes animais apresentaram uma latência menor para a 

imobilidade e um comportamento de imobilidade mais prolongado durante o “Teste do 

nado forçado”, sugerindo um comportamento do tipo de “desespero” aumentado ou ainda 

um limiar baixo para avaliar situações de desamparo. Estes dados corroboram com os 

achados encontrados no modelo animal (WAG/Rij), uma vez que sintomas do tipo 

depressivo também foram encontrados nesta linhagem (Sarkisova, 2011). Neste mesmo 

estudo, o WAR apresentou um déficit de aprendizado e memória na tarefa da esquiva 

ativa de duas vias. Entretanto, em contradição, os mesmos apresentaram aprendizado 

adequado na tarefa de esquiva passiva, equiparando-se ao grupo controle.   

Ainda, no teste de “Marble burying” desenvolvido para avaliar comportamentos 

do tipo obsessivo-compulsivo, ansiedade e neofobia, o WAR foi considerado menos 
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ansioso em comparação aos ratos resistentes, enterrando menos bolas de gude (Castro, 

2015). Ademais, o WAR passou menos tempo nas margens e mais tempo nas áreas mais 

internas (consideradas áreas mais aversivas) da arena no teste de “Campo aberto”, 

sugerindo um comportamento menos ansioso em comparação aos ratos resistentes 

(Castro, 2015). Em contrapartida, outro trabalho sugeriram que o WAR naive apresentara 

comportamentos do tipo ansiedade, avaliado pelo teste “Elevated plus maze” (Garcia-

Cairasco, 1998). 

Dessa forma, fica claro que apesar dos modelos de CA serem amplamente 

utilizados para caracterização das crises epiléticas reflexas, estes também são muito úteis 

para avaliação de comorbidades associadas à epilepsia. 

Ainda, entre todas as comorbidades que podem ser geradas como consequência 

do processo epileptogênico, escolhemos avaliar neste trabalho o comprometimento da 

memória. Foi dada uma maior relevância para a avaliação desta comorbidade devido a 

sua grande prevalência (Hoppe, 2007; Giovagnoli, 1999; Butler, 2008; Jambaqu, 1993; 

Schwarcz, 2002).   
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1.4. MEMÓRIA  

 

 A memória é a capacidade que têm o homem e os animais de armazenar 

informações que possam ser recuperadas e utilizadas posteriormente, sendo dividida em 

três etapas: aquisição, consolidação e evocação (Lent, 2010). 

 A primeira etapa para a formação de uma memória é a aquisição de informações 

(aprendizagem) (Izquierdo, 1989; Lent, 2010). Esta pode ser definida como o 

processamento de um evento qualquer, que está relacionado à memória que será formada, 

por meio dos sistemas neurais (Izquierdo, 1989; Lent, 2010). Por evento, entendemos 

qualquer fator memorizável, como por exemplo: um objeto, um som ou um 

acontecimento (Lent, 2010).  

 Após a aquisição dos aspectos selecionados de um evento, estes são armazenados 

por algum tempo, podendo variar de segundos à meses (Rogan, 1997; Peterson, 1966; 

Lent, 2010). Esse é o processo de consolidação da memória, período no qual uma 

informação inicialmente nova e lábil torna-se mais concisa, eficiente e mais resistente a 

interferências (Cellini, 2016; Diekelmann, 2010). Durante esse processo ocorre tanto a 

indução de mudanças sinápticas de longa duração nos locais onde a representação dos 

componentes relativos à memória foi formada inicialmente, como em áreas alvo da 

atividade neural da região primária (Tsvetkov, 2002). O mecanismo celular mais provável 

para explicar como as memórias são consolidadas é denominado potenciação de longo 

prazo (do inglês: long term potentiation – LTP) (Bear, 1994). Há neste processo um 

fortalecimento das sinapses, possibilitando o armazenamento das memórias de longo 

prazo (Huang, 1994; Tsvetkov, 2002).  Ainda, tem sido mostrado que o LTP tem um 

papel fundamental na associação de conjuntos de neurônios específicos que estão 

envolvidos no traço da memória (engrama) (Wenzel, 1986; Wigstrom, 1986; Kandel, 
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2014), sendo este definido como a representação física de uma experiência ou evento 

(Wechsler, 1963; Poulos, 2015). Assim, a memória é evocada quando o traço de memória 

interage com dicas específicas ou com condições ambientais particulares (Tonegawa, 

2015; Schafe, 2005).  

 Por fim, a última etapa necessária para a formação das memórias é nomeada 

evocação, na qual as informações aprendidas e armazenadas podem ser lembradas (Han, 

2016; Rashid, 2017; Roy, 2017). 

 Existem várias formas de avaliar o processo de memorização. Este trabalho no 

entanto, teve o enfoque maior na avaliação da memória associativa, sendo resultante da 

associação entre dois ou mais estímulos (LeDoux, 2000). Os testes utilizados para avaliar 

esta memória específica nos ratos Wistar audiogênicos foram o CONDICIONAMENTO 

AO MEDO AUDITIVO e CONDICIONAMENTO AO MEDO CONTEXTUAL, 

detalhados nos tópicos a seguir. 
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1.4.1. CONDICIONAMENTO AO MEDO AUDITIVO 

 

O condicionamento ao medo clássico, também chamado de condicionamento ao 

medo auditivo, baseia-se na geração de uma reação defensiva a um estímulo que prediz 

uma consequência aversiva (Rescorla,1968; Watson, 1920). Em um experimento típico 

de condicionamento ao medo, roedores são apresentados a um estímulo emocionalmente 

neutro (EC), na maioria das vezes um som, que é pareado no tempo com um estímulo não 

condicionado (ENC) aversivo de choques nas patas (LeDoux, 1988) (Figura 01). 

Após o pareamento (associação entre EC-ENC) as apresentações do som (EC) 

evocam uma série de respostas defensivas que compartilham características similares às 

respostas de medo inatas, tais como: congelamento (Blanchard, 1969; Fanselow, 1984), 

alterações do sistema nervoso autônomo (frequência cardíaca, pressão sanguínea e 

frequência respiratória elevadas) (Stiedl, 1997; Schneiderman, 1974), vocalizações 

ultrassônicas de angústia a 22kHz (Blanchard, 1991) e potenciação dos reflexos de 

sobressalto e piscadas de olhos (Lee, 2004; Davis, 1986).  Coletivamente, estas respostas 

são chamadas de respostas condicionadas (RCs) ao medo (McAllister, 1971).  

As RCs evocadas pelo EC após o pareamento com o ENC indicam que o 

aprendizado associativo ocorreu de forma adequada, uma vez que respostas similares não 

ocorrem quando o EC e ENC não são pareados (Rescorla, 1967).  
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Figura 01: Paradigma do condicionamento ao medo. O condicionamento ao medo clássico envolve o 
pareamento temporal do estímulo condicionado (EC) emocionalmente neutro, como um som, com um 

estímulo não condicionado (ENC) aversivo, como um choque nas patas. Após o condicionamento, a 

apresentação do EC evoca várias respostas de medo, anteriormente não evocadas. 

 

Um vasto número de estudos neurofisiológicos, farmacológicos e por lesões 

evidenciaram o complexo amigdaloide (AMY) como um substrato neural importante para 

o condicionamento ao medo (LeDoux, 1996; Fendt, 1999). Sabe-se que este substrato 

neural, pertencente ao sistema límbico, possui três núcleos principais relacionados ao 

condicionamento ao medo: o núcleo lateral (LA), o núcleo central (CeA) e o núcleo basal 

(BA) (Pitkanen, 1997). Destes, o LA tem sido apontado como o componente chave do 

sistema neurológico responsável pela formação das memórias aversivas (LeDoux, 2000; 

Fanselow, 1999; Blair, 2001; Maren, 2001).  

As aferências auditivas relacionadas ao processamento do EC chegam ao AMY 

principalmente pelo LA (Romanski, 1993; McDonald, 1998). De forma sumarizada, sabe-

se que o tálamo auditivo e o córtex auditivo projetam-se para o LA, (Mascagni, 1993; 

Romanski, 1993; LeDoux, 1990b) que por sua vez se conecta com o CeA de forma direta 

ou indireta - via projeções para o BA (Pitkanen, 1997; Pare, 1998). 
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Já as aferências recrutadas pelo ENC enviam projeções provenientes do trato 

espino-talâmico para as áreas talâmicas (LeDoux, 1987; LeDoux, 1990b), projetando-se 

também para o LA, sendo as células deste núcleo responsivas a estimulações auditivas e 

nociceptivas (Romanski, 1993b). Ainda, áreas corticais responsáveis pelo processamento 

do estímulo somatossensorial, incluindo o estímulo nociceptivo, também projetam-se 

para o LA (Romanski, 1993; McDonald, 1998).  

Dessa forma, o LA é visto como a área na qual as aferências que processam o EC 

e ENC se interagem (LeDoux, 1990; Turner, 1991; Romanski, 1993; McDonald, 1998).  

No entanto, a convergência do EC-ENC não ocorre no LA inteiramente, uma vez 

que este consiste de três sub-regiões: dorsal (dLA), ventrolateral (vlLA) e medial (mLA). 

Estudos sugerem que esta convergência ocorre somente na sub-região dLA, formando o 

traço de memória do medo nesta região (Pitknen, 1997; Romanski, 1993). 

O LA parece ser crítico para a aquisição e retenção do condicionamento ao medo. 

Lesões eletrolíticas e excitotóxicas ao LA impedem a aquisição e a expressão do 

condicionamento ao medo (LeDoux, 1990; Campeau, 1995; Amorapanth, 2000). Ainda, 

a inativação temporária do LA com o muscimol impede o comportamento de 

congelamento evocado pelo EC (Muller, 1997). De forma semelhante, infusões de 

bloqueadores dos receptores de NMDA anteriormente ao condicionamento, prejudicam a 

memória de medo a curto e a longo prazo (Miserendino, 1990; Maren, 1996). Ainda, 

lesões excitotóxicas do LA, realizadas 16 meses após o condicionamento, interrompem 

severamente o comportamento de congelamento nos animais (Gale, 2004). 

Todavia, não basta apenas que o traço de memória seja formado, a ativação de 

várias áreas autonômicas e somatosensórias que medeiam respostas de medo específicas 

também devem ser ativadas. Estas RCs são moduladas pela estrutura de saída principal 
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do AMY: o CeA, substrato que recebe aferências nociceptivas da área parabraqueal e 

medula espinhal (Burstein, 1993). Embora o CeA não receba as principais aferências 

provenientes das áreas sensoriais que processam o EC sonoro, existem algumas vias 

diretas de aferências provenientes do LA e de outras regiões do AMY, tais como BA e 

núcleo basal acessório (ambos recebendo inputs de LA) que se projetam para o CeA 

(Pitkanen, 1997; Pare, 1998). Apesar dos núcleos LA e CeA se comunicarem de uma 

forma complexa envolvendo circuitos locais, a projeção direta parece ser suficiente para 

envio de informações, uma vez que lesões em BA e basal acessória não manifestaram 

nenhum efeito no condicionamento ao medo auditivo (Nader, 2001; Amoraphant, 2000).  

Por conseguinte, o CeA envia projeções para áreas do diencéfalo e tronco 

encefálico que controlam a expressão das respostas de medo (LeDoux, 1988). Enquanto 

danos ao CeA interferem com a expressão de respostas de medo condicionadas, danos às 

áreas nas quais o CeA se projeta, interrompem seletivamente a expressão de respostas 

individuais (LeDoux, 1988; Kapp, 1979). Por exemplo, danos ao hipotálamo lateral 

afetam a pressão arterial mas não a resposta comportamental de congelamento, ao passo 

que os danos a substancia periaquedutal interferem com o comportamento de 

congelamento mas não com alterações na pressão arterial (LeDoux, 1988). Similarmente, 

danos ao bed nucleus da estria terminal não possui efeito sobre a pressão arterial ou 

resposta de congelamento, mas interrompem a liberação condicionada dos hormônios do 

estresse mediada pelo eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (Van de Kar, 1991).  
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Figura 02: O papel da amigdala no condicionamento ao medo clássico. As informações do EC e ENC 

percorrem as vias talâmicas e corticais para se convergirem no núcleo LA. A informação é então codificada 

no subnúcleo LAd (identificada pelo*). Durante a expressão, a informação sensorial do EC é transmitida 

do núcleo LA para o núcleo CE, diretamente e indiretamente, passando pelo núcleo B. Logo em seguida, o 

núcleo CE, maior fonte de vias de saída da amigdala, ativa seus substratos eferentes para que as respostas 

de medo sejam manifestadas. Figura adaptada de Wilensky, 2006. 

 

Alguns estudos mostraram que as respostas evocadas auditivas unitárias de curta 

latência (<15 ms) nos neurônios do LA são “fortificadas” após o condicionamento ao 

medo (Quirk, 1995; Repa, 2001; Collins, 2000). Acredita-se que estas mudanças reflitam 

uma plasticidade sináptica induzida pelo pareamento associativo entre o som e o choque, 

tornando o EC relevante após o condicionamento (Collins, 2000). Corroborando com esta 

hipótese, o pesquisador Rogan et al. (1997) avaliou as respostas de campo auditivas no 

LA, bem como a RC (congelamento) após o condicionamento ao medo. Foi encontrado 

um aumento da amplitude e da inclinação (slope) dessas respostas evocadas, atrelada a 

manifestação do comportamento de congelamento. Ainda, pode-se notar que 

apresentações não pareadas do EC e ENC não produziram aumentos destas respostas.  

Após a realização de vários estudos para entender essas alterações nas respostas 

evocadas auditivas, sugeriu-se que anteriormente ao condicionamento auditivo ao medo, 
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apresentações de sons resultavam em fracas despolarizações dos neurônios do LA e havia 

nenhuma ou pouca ativação das áreas cerebrais que mediavam a expressão das RCs. No 

entanto, quando o som e o choque foram pareados no tempo, os neurônios eram 

fortemente despolarizados resultando na iniciação do processo de “fortalecimento da 

força sináptica” entre os aferentes auditivos e os neurônios do LA. Após o 

condicionamento ao medo, as apresentações do som resultavam em despolarização dos 

neurônios do LA e na ativação de áreas cerebrais que mediavam a expressão das RCs 

(Blair, 2001).  

Este aumento a longo prazo da força sináptica por horas, dias ou talvez até por 

períodos mais prolongados tem sido chamado de potenciação a longo prazo (do inglês, 

long-term potentiation – LTP) (Pape, 2010), sendo manifestadas no LA após aquisição 

de relevância do EC (Collins, 2000).   

Esta plasticidade sináptica gerada no condicionamento ao medo também ocorre 

em estruturas aferentes ao LA, como por exemplo o tálamo e o córtex auditivos 

(Weinberger, 1995; Quirk, 1997).  

Assim, sugere-se que o condicionamento ao medo muda a forma como o EC é 

processado e que esta plasticidade permite que o EC controle a expressão da resposta 

defensiva após a vivência da experiência aversiva (Collins, 2000).  

Outro substrato neural muito importante no condicionamento ao medo é o córtex 

pré-frontal (CPF), reconhecido como um dos principais substratos modulatórios da 

resposta comportamental em processos complexos de tomadas de decisão (Bechara, 

2000). Ainda, sabe-se que no decorrer de uma tarefa associativa aversiva, o CPF atua 

inibindo respostas comportamentais que não são mais consideradas relevantes (Morgan, 
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1995; Morgan, 2003; Quirk, 2003; Milad, 2004; Likhtik, 2005; Moscarello, 2013), 

possuindo então um papel fundamental para o aprendizado adequado.  
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1.4.2. CONDICIONAMENTO AO MEDO CONTEXTUAL 

 

   O ambiente no qual o condicionamento associativo ocorre pode ser utilizado 

como um EC poderoso, uma vez que não apresenta uma apresentação fásica em relação 

ao ENC (Phillips, 1992, Fanselow, 1980). 

  Diferentemente de um estímulo discreto, o contexto é formado por uma 

organização unificada de estímulos estáveis provenientes de modalidades sensoriais 

múltiplas (Murawski, 2016). Logo, é necessário apenas um tempo mínimo de exposição 

a este contexto para que estes elementos individuais (cheiro do ambiente, textura do fundo 

da caixa, cor das paredes da caixa, etc.) se organizem em uma representação única 

(Bevins, 1995; Fanselow, 1986; Fanselow, 1980). 

 Estes estímulos multimodais estáveis que formam a representação contextual no 

momento da ocorrência do ENC serão associados, constituindo o que é chamado de 

condicionamento contextual (Fanselow, 2010; Rudy, 2004; Rudy, 2009). Entretanto, para 

que a representação contextual se forme, há uma necessidade de que o animal passe algum 

tempo explorando o ambiente (Fanselow, 1990). Enquanto uma apresentação simultânea 

do som e do choque produzem uma resposta condicionada robusta no condicionamento 

clássico (Mahoney, 1976), um atraso de no mínimo 20 segundos entre a inserção do 

animal no contexto e o fornecimento do ENC é necessário para que o condicionamento 

contextual ocorra (Fanselow, 1990). Se o ENC for administrado imediatamente após a 

inserção do animal na caixa de condicionamento, o medo condicionado não ocorrerá 

(Fanselow, 1990). Este processo é chamado de “déficit do choque imediato”, uma vez 

que a representação unificada do contexto não obteve o tempo mínimo necessário para 

ser formado. Como dito anteriormente, o contexto é formado por vários elementos que 
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não serão identificados até que o animal inicie a exploração, não havendo então um EC 

para ser associado ao ENC (Fanselow, 1986; Fanselow, 1990).  

 Desta forma, o animal deve aprender a tratar o composto complexo de estímulos 

que formam o contexto como um todo, antes que um estímulo individual seja associado 

como o EC. Essa associação conjunta dos estímulos provenientes de modalidades 

sensoriais múltiplas para formar o contexto pode ser chamada de Gestalt (Fanselow, 

1986). 

 Se os fatores polimodais do contexto devem ser agrupados para serem 

interpretados como uma representação única, uma estrutura cerebral que processa 

estímulos polimodais deve ser recrutada. O hipocampo tem sido apontado como sendo o 

local no qual essas informações multissensoriais são recebidas, sendo o substrato chave 

para este tipo de condicionamento associativo (Suzuki, 2004). 

 Sabe-se que os neurônios hipocampais preferem “responder” em locais 

específicos e acredita-se que a relação entre os padrões de disparos destes place neurons 

permite aos animais distinguirem os diferentes contextos (Cobar, 2016; Fanselow, 2010). 

 Place cells (PC) (também chamados de place neurons) são neurônios hipocampais 

que disparam a uma frequência alta quando o animal explora uma região específica do 

ambiente (O’keefe, 1971). Cada PC possui sua própria região de disparo de preferência, 

normalmente chamada de place field (O’keefe, 1971). As PC foram identificadas em 

todas as subregiões do hipocampo: áreas CA1 e CA3 (O’Keefe, 1971; Leutgeb, 2004) e 

giro denteado (Jung, 1993). Vários estudos vem mostrado que a atividade das PC são 

controladas fortemente pela informação visual que os animais recebem do ambiente 

circundante (Muller, 1987; O’Keefe, 1987). Entretanto, apesar da informação visual 

desempenhar um papel crítico, alguns estudos mostraram que as PC são capazes de 

manter seus padrões de disparos espaciais constantes mesmo no escuro (Quirk, 1990). 
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Ainda, estudos que utilizavam ratos cegos indicavam a existência de place fields na 

ausência completa da aferência visual (Save, 1998), sugerindo que as PC não dependem 

somente da informação visual para gerar seus padrões de disparos específicos a 

localização. Aferências olfatórias (Zhang, 2015) e táteis (Gener, 2013) foram mostradas 

em também ajudar a determinar a localização dos place fields. Dessa forma, a 

especificidade da localização dos disparos das PC não é determinada por uma modalidade 

sensorial específica, mas pela integração de tipos múltiplos de informações sensoriais, 

embora uma modalidade sensorial particular possa ser dominante dependendo da natureza 

do ambiente circundante (Cobar, 2016). 

 A representação contextual organizada no hipocampo é então associada ao ENC 

aversivo no LA, similarmente ao EC discreto do condicionamento clássico (Fanslow, 

1994; Fendt, 1999). Esta associação ativa por sua vez o CeA, gerando várias 

manifestações que constituem as respostas condicionadas de medo (Figura 03). Sabe-se 

que danos às projeções hipocampo-BLA atenuam o condicionamento contextual, mas não 

interferem no condicionamento clássico (Philips, 1992; Sutherland, 1990). Entretanto, 

danos aos neurônios em BLA prejudicam ambos os condicionamentos (clássico e 

contextual) (Philips, 1992; Fanselow, 2010). Ainda, lesões eletrolíticas no hipocampo 

dorsal impediram a aquisição e a expressão do medo contextual condicionado (Kim, 

1992; Philips, 1992; Maren, 2001).  
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Figura 03: Circuitaria neural envolvida no condicionamento ao medo contextual. A integração da 

informação sensorial multimodal constituinte do contexto (EC) ocorre no hipocampo, sendo que sua 

associação ao ENC (choque nas patas) ocorre na amigdala basolateral. A circuitaria descendente 

proveniente do complexo amigdaloide gera as respostas condicionadas de medo, como por exemplo o 

congelamento. Figura adaptada de Fanselow, 1994; Fendt, 1999. 
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1.5. POTENCIAIS EVOCADOS AUDITIVOS 

 

Dentre as técnicas eletrofisiológicas, o registro da atividade bioelétrica gerada por 

uma população local de neurônios (LFP, do inglês “Local Field Potential”), por meio de 

microeletrodos implantados em porções específicas de circuitos neurais, constitui 

atualmente o método de escolha para o aumento da resolução espacial de que carecem os 

registros de escalpo (Leung, 1990). Esta técnica permite a monitoração dos circuitos 

estudados com alta precisão temporal (microssegundos), representando a atividade de 

populações neuronais em um raio de 0,5 - 3,0 mm a partir da ponta do eletrodo (Mitzdorf, 

1985). É possível também analisar fenômenos oscilatórios gerados pelos grupos de 

neurônios registrados em bandas de frequência específicas, assim como relações de fase 

de oscilações geradas em diferentes estágios sinápticos de um circuito neural (Varela, 

2001). 

Quando essa atividade espontânea de grupos neuronais é perturbada por um 

estímulo externo, geram-se fenômenos bioelétricos denominados potenciais evocados 

(Logothetis, 2003; Niedermeyer, 2005). Considerando que o evento externo seja um 

estímulo acústico, manifestações elétricas de vários núcleos através da via auditiva são 

evocadas. Isto acontece devido a uma consequência entre a relação que abrange as 

correntes iônicas sinápticas e os potenciais de ação no período de tempo no qual o 

estimulo sonoro é propagado através da rede neural. Estas respostas bioelétricas 

evocadas, que geralmente variam em décimos de microvolts, são chamadas de potenciais 

evocados auditivos (PEA) (Galambos, 1981; Picton, 2003; Niedermeyer, 2005). Estes 

podem ser classificados de acordo com a taxa de estimulação na qual são aplicados em: 

1) Potenciais Evocados Auditivos Transitórios (PEAt) ou 2) Potenciais Evocados 
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Auditivos em Regime Permanente (PEArp) (Picton, 1974; Davis, 1976; Galambos, 1981; 

Picton, 1987; Regan, 1989). 

Nos potenciais evocados auditivos transitórios, os estímulos são apresentados a 

uma taxa de repetição suficientemente lenta para que cada resposta termine antes da 

chegada do próximo estímulo, ou seja, os PEAt tem um início e fim bem demarcados. Os 

estímulos acústicos utilizados neste contexto são de curta duração (em torno de 10 a 50 

ms), com intervalos relativamente longos (tipicamente a cada 0,3 – 1,5 segundos). Para 

obtenção dos PEAt, os estímulos utilizados são geralmente cliques, que são sons gerados 

pela reprodução de uma onda quadrada; ou ‘tone bursts’, que são trechos curtos de tons 

puros (Dawson, 1947; 1951). A obtenção dos PEAt envolve realização de médias em um 

grande número de janelas temporais do LFP sincronizadas com os estímulos acústicos. 

Como resultado, a atividade aleatória do LFP se cancela e aproxima-se de zero, e uma 

série de deflexões positivas e negativas, caracterizadas por suas amplitudes e latências, 

se tornam evidentes após este processo (Dawson, 1947; 1951). 

Em contrapartida, os PEArp (ASSR, do inglês “Auditory Steady State Response”) 

podem ser obtidos pela apresentação de estímulos a uma taxa alta o suficiente para que o 

circuito neural envolvido na resposta não retorne ao seu estado basal durante a 

estimulação (Galambos, 1981; Felix, 2009). Regan et al. (Regan, 1989) definiram que um 

PEArp ocorre quando um estímulo contínuo evoca uma resposta na qual seus 

constituintes no domínio da frequencia (amplitude e fase) se mantêm constantes por 

períodos de tempo prolongados. Adicionalmente a taxa de estimulação, outra forma de 

gerar-se uma resposta evocada acústica em regime permanente se dá pela apresentação 

de tons modulados em amplitude - AM (Picton, 1987). Estes são o resultado da 

multiplicação de duas ondas senoidais: uma senóide de alta frequência (fp), que é 

denominada portadora e possui íntima relação com a região da membrana basilar que será 



39 
 

ativada; e uma senóide de baixa frequência (fm), que é denominada moduladora e está 

correlacionada ao nível de ativação de grupos neuronais recrutados por fp. Obtém-se, 

desse modo, na rede neural ativada pelo som, uma resposta periódica com frequência de 

oscilação igual à frequência da moduladora. A análise espectral das respostas bioelétricas 

geradas por esta rede neuronal durante a estimulação acústica evidencia aumento de 

energia no valor da frequência de modulação (Kuwada, 1986; Rees, 1986). Em outras 

palavras, uma assinatura eletrográfica, referente à atividade dos grupos neuronais 

(próximos ao eletrodo de registro) envolvidos diretamente no processamento do estímulo 

auditivo, é gerada através das oscilações dos PEArp que se evidenciam especificamente 

na fm nas análises tempo-frequência. Além disso, os tons AM possuem a vantagem de 

serem estímulos acústicos espectralmente estreitos, apresentados de forma contínua, 

durante uma janela temporal maior (Yantis, 1990; Schreij, 2010). As transições na 

amplitude neste tipo de estímulo são mais suaves, sem alterações abruptas em seu padrão, 

equiparando-se aos sons contidos na natureza; portanto considerado por alguns 

pesquisadores como uma forma de estimulação mais fisiológica comparada à estimulação 

transiente (PEAt são salientes em relação à totalidade do ambiente acústico, de modo que 

alocam automaticamente a atenção durante sua apresentação) (Yantis, 1990; Schreij, 

2010). 

Estudos prévios corroboram o argumento de que as respostas evocadas auditivas 

em regime permanente refletem um fenômeno neural mais complexo do que a simples 

superposição temporal de respostas transitórias, uma vez que as oscilações na frequência 

de modulação refletem o balanço da integração sináptica no substrato de interesse, bem 

como de projeções que também oscilam em fm, sejam elas provenientes de vias 

ascendentes ou descendentes. Ainda, sabe-se que a capacidade de gerar e manter atividade 



40 
 

oscilatória em diferentes bandas de frequência depende da integridade de circuitos neurais 

e sistemas neuroquímicos específicos (Brenner, 2009; Krishnan, 2009; Rass, 2012).  

Ademais, sabe-se que a escala dos eventos cognitivos está em torno de centenas 

de milissegundos (Varela, 2001; Florentine, 1988). Dessa forma, a utilização de PEArp 

tornam-se uma ferramenta ideal para o estudo de fenômenos neurais relacionados a 

modulação cognitiva, uma vez que possuem uma estabilidade temporal notoriamente 

maior que os PEAt (cerca de 10-50ms) (Jacobson, 1988).  

Com isso justifica-se a ideia de que a ativação da via em regime permanente 

fornece informações complementares aos estudos prévios de respostas transitórias. 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

 Uma vez que as crises epiléticas causam modificações morfológicas e funcionais 

no tecido neural, o comprometimento cognitivo se desenvolve como um sintoma 

secundário à epilepsia. Em especial, os danos cognitivos relacionados a memória tem sido 

um problema comum e incapacitante para os indivíduos com esta doença, sendo 

amplamente estudados pelos epileptologistas.  

 Com o intuito de avaliar os prejuízos cognitivos em uma circuitaria 

epileptogênica, tarefas de condicionamento ao medo vem sendo utilizadas. Neste teste, a 

memória associativa implícita pode ser avaliada, averiguando se realmente déficits 

cognitivos podem ser gerados como consequência da hiperexcitação e hipersicronização 

encontrados nas vias neurais epilépticas. 

 Vale ressaltar que em tarefas de condicionamento ao medo o complexo 

amigdaloide (AMY), além de participar ativamente do processo associativo, participa da 

modulação das respostas emocionais. Essa modulação advém da contínua troca de 

informações, através da grande densidade de projeções, junto aos substratos límbicos. 

Ainda, o colículo inferior (CI), principal fonte de projeções para o sistema tálamo-cortical 

ascendente na via auditiva, é visto como um estágio fundamental no circuitos de 

processamento de sons, sendo extremamente relevante na investigação dos mecanismos 

de modificação da sua atividade neural por influências cognitivas. 

 Dessa forma, torna-se de extrema relevância analisar-se o sincronismo entre essas 

estruturas cerebrais (AMY e CI) durante os processos de aprendizagem e memória 

avaliados em uma circuitaria epileptogênica no modelo animal genético WAR. Logo, a 

tarefa de condicionamento ao medo associativo foi utilizada para responder-se a seguinte 
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hipótese: “A facilitação acústico-límbica do rato Wistar audiogênico prejudica o 

aprendizado associativo auditivo.” 
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3. OBJETIVO GERAL 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

  

Avaliar os efeitos da modulação cognitiva, relacionados ao aprendizado 

associativo em uma tarefa de condicionamento ao medo clássico, nos potenciais evocados 

auditivos em regime permanente (PEArp) no núcleo central do colículo inferior (CI) e no 

núcleo lateral do complexo amigdalóide (LA) do rato Wistar audiogênico (WAR). 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o aprendizado associativo do WAR, no teste de condicionamento ao medo 

auditivo, através da porcentagem de congelamento; 

 Avaliar as alterações na fase e na amplitude dos PEArp observadas no núcleo 

central do CI em decorrência do aprendizado associativo, no teste de 

condicionamento ao medo auditivo; 

 Avaliar as alterações na fase e na amplitude dos PEArp observadas no LA em 

decorrência do aprendizado associativo, no teste de condicionamento ao medo 

auditivo; 

 Avaliar o sistema locomotor do WAR através dos testes: Campo aberto, Rotarod 

e Assimetria bilateral. 

 Avaliar a hiperexcitabilidade da via auditiva do WAR através da 

imunohistoquímica para cFos. 
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 Avaliar o aprendizado associativo do WAR, utilizando um estímulo condicionado 

(EC) multimodal, através do condicionamento ao medo contextual. 

 Avaliar a memória de reconhecimento do WAR através do teste de 

reconhecimento de objeto novo. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. DIRETRIZES ÉTICAS 

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as recomendações do 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais 

(CEUA-UFMG) sob o número de processo 264/2015. As diretrizes do CEUA-UFMG 

estão de acordo com as recomendações do Conselho nacional de controle de 

experimentação animal (CONCEA), da Sociedade Brasileira de Neurociências e da 

‘Behavior Gudelines for Animal Experimentation’ para manejo e uso de animais em 

experimentos. 
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4.2. SUJEITOS EXPERIMENTAIS 

 

Foram utilizados neste trabalho 82 ratos albinos machos da linhagem Wistar e 67 

ratos machos da linhagem WAR com peso entre 270 e 310 gramas (aproximadamente 08 

semanas de idade). Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto 

de Ciências Biológicas 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 água ad libitum, submetidos a um ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas e temperatura ambiente de 22ºC ±1. 

Para que os animais fossem incluídos nos protocolos experimentais, estes 

deveriam se adequar ao seguinte critério de inclusão: 

 Determinação da sensibilidade frente ao estímulo acústico: Todos os animais 

foram submetidos a três estimulações acústicas (110dB) com intervalo inter-

estímulo de 48 horas. A estimulação audiogênica foi aplicada por um período de 

60 segundos (ou até a crise epilética ocorrer), no qual o comportamento do animal 

era avaliado a partir da escala Garcia-Cairasco (1996), a qual quantificaria o índice 

de severidade do animal à crise audiogênica.  

 No grupo experimental, o critério de inclusão foi determinado pela 

apresentação de no mínimo duas convulsões com índice de severidade igual ou 

superior a 0.85.  

 Já no grupo controle, este índice deveria ser igual a 0,0, ou seja, o animal 

deveria ser totalmente resistente à crise audiogênica. 

Este procedimento descrito acima é conhecido como Screnning Audiogênico. 
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4.3. MANUTENÇÃO DA COLÔNIA WAR 

 

 A manutenção da colônia WAR é realizada pelos alunos do NNC que utilizam os 

animais, sendo realizada como descrição a seguir. São mantidas no biotério as matrizes 

(fêmeas e machos) com índice de gravidade superior ou igual a 0.85, de acordo com a 

escala Garcia-Cairasco (1996). A idade máxima das matrizes é de 180 dias. Após este 

período, os animais são sacrificados.  

 O acasalamento dos animais era realizado entre casais de uma mesma ninhada 

(filhotes da mesma fêmea), priorizando o número máximo de 04 animais por caixa: 01 

macho e 03 fêmeas. Durante o acasalamento, as matrizes eram mantidas na mesma caixa 

por um período de 15 dias. Logo após, cada fêmea era realocada para uma caixa individual 

e os machos eram reagrupados, aguardando para um próximo cruzamento.  

 Após o período de separação, as fêmeas eram observadas por 21 dias, período 

médio de duração de sua gestação. Após o nascimento, os filhotes eram mantidos com 

suas mães por um período de 21 dias alimentando-se por meio da amamentação. 

Finalizando este período, os filhotes eram desmamados e separados em caixas distintas: 

fêmeas em uma caixa e machos em outra caixa. As mães, no dia do desmame, eram então 

reagrupadas para aguardar o próximo cruzamento.  

 Os animais filhotes, após o desmame, eram alimentados por ração e observados 

diariamente até o 70º dia após o nascimento, período denominado crescimento. No 70º 

dia ocorria a triagem audiogênica dos animais, protocolo no qual a seleção dos roedores 

era feita por meio de seus índices de gravidade Garcia-Cairasco, utilizando-se uma 

estimulação sonora de 110dB.  
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 A cada Screnning audiogênico o macho e a fêmea com maior IG (≥ 0.85) eram 

identificados como matrizes. O restante dos animais eram distribuídos para os 

pesquisadores de acordo com a demanda do laboratório.   
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4.4. GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

 Os animais utilizados neste trabalho foram divididos em cinco grupos, sendo eles:  

 

Grupo 01: Protocolo de estimulação sonora seguida por análise de 

imunohistoquímica: 10 ratos Wistar e 11 ratos WAR machos foram submetidos à um 

protocolo de estimulação sonora de baixa intensidade (85dB). Baseando-se no fato de que 

o WAR manifesta uma crise epilética reflexa induzida por estímulo sonoro de alta 

intensidade (110dB), decidimos selecionar dois substratos pertencentes a via auditiva 

para avaliarmos a ativação neuronal, mediada pela marcação de proteínas c-Fos.  

 

Grupo 02: Protocolo de condicionamento ao medo auditivo: 36 ratos Wistar e 23 ratos 

WAR foram utilizados para avaliar o aprendizado aversivo associativo, utilizando-se o 

EC unimodal (som).  

 

Grupo 03: Protocolos comportamentais controle – avaliação atividade locomotora: 

10 ratos Wistar e 07 ratos WAR machos foram utilizados para realizarem três testes 

comportamentais: Campo aberto, Assimetria bilateral e Rotarod. Estes três testes 

comportamentais foram realizados a fim de analisar a locomoção espontânea, déficit 

sensório-motor e coordenação motora, a fim de descartar-se a possibilidade de 

comprometimento motor no WAR. 
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Grupo 04: Protocolo de condicionamento ao medo contextual: 16 ratos Wistar e 18 

ratos WAR foram utilizados para avaliar o aprendizado aversivo associativo, utilizando-

se o EC multimodal (contexto).  

 

Grupo 05: Protocolo de reconhecimento de objeto novo: 10 ratos Wistar e 08 ratos 

WAR foram utilizados para avaliar a memória de reconhecimento.  

 

Todos os protocolo citados acima serão descritos na seção “Protocolos experimentais”. 
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4.5. ESTIMULAÇÃO SONORA UTILIZANDO RESPOSTAS EVOCADAS 

EM REGIME PERMANENTE 

 

 A estimulação sonora utilizada no “Protocolo de estimulação sonora seguida 

por análise de imunohistoquímica” e “Protocolo de condicionamento ao medo 

auditivo” foi gerada através de um conversor digital-analógico (placa de Arduino Due), 

cujo sinal analógico de saída é determinado por um algoritmo computacional, de forma a 

se produzir tons puros possivelmente modulados em amplitude.   

 Para que os potenciais evocados auditivos em regime permanente (PEArp) fossem 

gerados, os estímulos sonoros foram constituídos por um tom senoidal puro de 10.000 Hz 

(frequência portadora, fp) modulado em 53,71 Hz (frequência moduladora, fm), a uma 

profundidade de 100%, utilizando uma frequência de amostragem de 20.000Hz. Em 

ambos os protocolos o estímulo sonoro era calibrado em 85dB, intensidade incapaz de 

induzir a CA no WAR. 
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4.6. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

4.6.1. GRUPO 01: PROTOCOLO DE ESTIMULAÇÃO SONORA SEGUIDA     

            POR ANÁLISE DE IMUNOHISTOQUÍMICA 

  

 Já havia sido mostrado na literatura que o WAR apresenta uma hiperexcitação no 

CI (Pinto, 2017). Desta forma, realizamos este protocolo com o intuito de verificar se este 

aumento de energia nas respostas evocadas do CI do WAR era consequente a um aumento 

de energia nas respostas dos neurônios registrados ou um maior recrutamento de 

neurônios para processamento do estimulo sonoro.   

 

 4.6.1.1. Protocolo de estimulação sonora 

 Para que este protocolo fosse realizado, os animais utilizados foram 

primeiramente divididos em dois grupos experimentais: grupo com estimulação sonora 

(SOMon) e grupo sem estimulação sonora (SOMoff), como mostrado na tabela abaixo: 

 

GRUPOS WISTAR WAR TOTAL 

Com estimulação sonora (SOMon) 05 05 10 

Sem estimulação sonora (SOMoff) 05 06 11 

 

Tabela 01: Animais utilizados no “Protocolo de estimulação sonora seguida por análise de 

imunohistoquímica. 
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Os animais que faziam parte do grupo SOMon eram submetidos ao estímulo 

acústico por 60s, acompanhado por dois períodos de silêncio (30s cada; antes e após o 

estímulo auditivo), totalizando uma duração de 120s. 

Em contrapartida, os animais que faziam parte do grupo SOMoff eram somente 

expostos a caixa de estimulação sonora, porém, sem a reprodução do estímulo sonoro 

(silêncio), também por um período de 120s. 

Ao final da realização do protocolo, todos os animais eram sacrificados e 

perfundidos após 90min, objetivando o tempo de maior expressão proteica (Worley, 

1993; Knapska, 2009). 
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4.6.1.2. Protocolo de imunohistoquímica para cFOS 

 

Os animais foram anestesiados (Uretana 14%, 10 ml/Kg) e submetidos a perfusão 

cardíaca com tampão fosfato salina (PBS) seguido por paraformaldeído (PFA) 4%.  Os 

cérebros foram removidos, fixados em PFA 4% e mantidos a 4°C. Após 24h, os cérebros 

foram transferidos para uma solução de sacarose a 30% e mantidos à 4°C por 3 dias. 

 Todos os 21 cérebros foram congelados em isopentano 99% a -45°C e seccionados 

(Cryostat 300 e ANCAP Ltd) a 40µm de espessura. As fatias do CI foram quantificadas 

em uma secção sagital em uma coordenada médio-lateral fixa de -1.9mm (referenciada à 

sutura medial). Já as fatias do lobo temporal auditivo (LTA) foram quantificadas 

utilizando-se secções coronais a uma coordenada fixa antero-posterior de -3.5 mm 

(referenciada ao bregma). Todas as fatias cerebrais seccionadas foram estocadas à -20ºC 

em solução crioprotetora (PBS, sacarose à 20%, etilenoglicol à 15%, NaN3 à 0.05%) e 

processadas simultaneamente no protocolo de imunohistoquímica para evitar viés.  

Em seguida, as secções foram lavadas três vezes por 6 min (3 x 6 min) em TBS 

antes de serem inseridas em peróxido de hidrogênio 3% (3% H2O2/TBS) por 10 min. 

Posteriormente, as secções foram lavadas 3 x 6 min em TBS seguido por 2h de incubação 

em solução bloqueadora [3% normal goat serum (NGS) in TBS/0.3% Triton X-100]. O 

anticorpo primário imunorreativo para c-Fos (Santa Cruz, sc-52) com diluição 1:1000, foi 

incluído e incubado overnight à temperatura ambiente.  

No dia seguinte, as secções foram lavadas 3 x 6 min em TBS com Triton X-100 

0.3% e incubadas com o anticorpo secundário (1:1000, biotinylated anti-IgG antibody 

goat antirabbit; Vector Laboratories) por 2 h à temperatura ambiente. Após, as secções 

foram lavadas 3 x 6 min em TBS com Triton X-100 0.3% e incubadas com o complexo 

biotina avidina (AB) (1:500 in TBS with 0.3% Triton X-100; Vector Laboratories) 
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durante 1h à temperatura ambiente. Logo em seguida as secções foram lavadas 3 x 6 min 

em TBS e 3 x 6 min em acetato 174 mM.  As secções foram cobertas por uma solução 

contendo Diaminobenzidina (DAB) 0.2 mg/ml, sulfato de níquel à 25 mg/ml e acetato à 

0.0025% H2O2 por 15 min.  

Finalmente, as secções foram lavadas 3 x 6 min em acetato 174 mM e montadas 

em laminas gelatinizadas, secas ao ar livre, desidratadas com xilol e cobertas por Entellan 

(Fonseca, 2013). 
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 4.6.1.3. Análise de imunohistoquímica para cFOS 

 

Após realizado o protocolo de imunohistoquímica para cFOS, fotografias das 

secções cerebrais foram tiradas utilizando-se a câmera digital AxioCam MRm (Zeiss) 

com o auxílio do programa Carl Zeiss Axiovision 4.8 (imagens 1388 x 1040 pixels; 

0.5123µm x 0.5123µm pixel size). Logo em seguida, as fotografias salvas no formato 

ZVI foram analisadas utilizando-se o programa ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A 

técnica de limiar automático do ImageJ foi utilizado para construção de uma máscara que 

separava as células marcadas do background. Nesta técnica o mesmo nível de limiar para 

os pixels era estabelecido, sendo que as células marcadas apresentavam-se ~60% mais 

escuras que o background, mantendo esse padrão para todas as imagens analisadas.  

Um objeto identificado somente era quantificado como célula se seu tamanho 

(micrometros^2) era definido entre 25-100 com circularidade entre 0.00 – 0.80. Com o 

intuito de elevar-se a resolução espacial das imagens adquiridas, cada fatia com sua 

referida estrutura alvo foi reconstruída a partir de um mosaico formado por 50-60 fotos 

individuais e sequenciais com sobreposição ~40%, utilizando-se a objetiva de 5x do 

microscópio Zeiss system. Axio Imager.M2 (1388x1040 pixels cada).  

As regiões de interesse (ROI) selecionadas, CI e LTA, foram quantificadas em 

sua totalidade em uma única fatia por animal, respeitando uma particular coordenada 

anteroposterior (-3.5 mm Bergma) coronalmente para o LTA e à uma particular 

coordenada mediolateral (-1.9 mm sutura medial) sagitalmente para o CI. A coordenada 

especifica para cada fatia foi escolhida, ao invés de uma varredura rostrocaudal (secções 

coronais) ou mediolateral (secções sagitais), com o intuito de avaliar-se todos os animais 

em uma mesma secção para as áreas alvo. Toda a quantificação foi realizada dentro das 
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ROIs, como demonstrado no diagrama esquemático do Atlas cerebral de roedores 

mostrada na Figura 06. Com o intuito de fornecer comparações inter-ROIs, o número total 

de células marcadas foi normalizado pela área de cada ROI em mm2.  

Além disso, nenhuma diferença estatística foi observada para a área total analisada 

entre as fatias entre os grupos de animais e/ou condições. Em outras palavras, o tamanho 

das áreas das ROIs não diferiram entre os animais intra-grupo ou intergrupo.   
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4.6.2. GRUPO 02: PROTOCOLO DE CONDICIONAMENTO AO MEDO 

AUDITIVO  

 

 O teste comportamental descrito a seguir foi realizado para analisar-se o 

aprendizado aversivo associativo do WAR, utilizando-se um EC unimodal (som). 

 Para que este experimento fosse realizado, utilizaram-se 36 ratos Wistar e 23 ratos 

WAR. Os animais foram distribuídos randomicamente entre os grupos NÃO PAREADO 

e PAREADO, como detalhado na tabela abaixo: 

 

GRUPOS WISTAR WAR TOTAL 

Não pareado 17 12 29 

Pareado 19 11 30 

 

 

Tabela 02: Animais utilizados no “Protocolo de condicionamento ao medo auditivo”. 
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4.6.2.1. Cirurgia para implantação de eletrodos profundos  

Somente os animais que foram submetidos ao protocolo de condicionamento ao 

medo auditivo foram passaram pelo procedimento cirúrgico. Os 59 animais foram 

anestesiados com uma solução de quetamina (30mg/kg) e xilazina (5mg/kg), de acordo 

com as recomendações do comitê de ética no uso de animais da UFMG (CEUA-UFMG). 

Se necessário, era fornecido ao animal um reforço anestésico de 0,1 mL de quetamina 

(10g/100 mL) intraperitonealmente.  

Após a indução anestésica, período no qual o animal apresenta-se totalmente 

anestesiado, a região superior da cabeça era tricotomizada. Logo em seguida, o animal 

era posicionado em aparelho estereotáxico (Stoelting Co.) e fixado por meio de barras 

auriculares maciças. Após a fixação, era realizado degermação da parte superior da 

cabeça do animal, realizando-se em seguida uma excisão elíptica da pele, iniciando-se na 

linha interauricular e se estendendo aproximadamente 0,8 centímetros anteriormente, 

com largura de aproximadamente 0,5 centímetros. Era então realizada a limpeza da região 

da excisão, retirando-se todo o sangue e tecido subcutâneo inseridos na região de interesse 

com o auxílio de salina estéril, com o intuito de expor o crânio e suas suturas de interesse.  

Após o nivelamento dorso-ventral das suturas lambda e bregma realizou-se 

trepanação para fixação de parafusos de aço (Fine Science Tools, nº 19010-00) em 03 

pontos do crânio: no osso nasal bilateralmente (terra à esquerda e referência à direita) e 

no osso parietal à esquerda (não conectado, somente utilizado para maior fixação do 

conector). Realizou-se em seguida, mais duas trepanações nas coordenadas AP: -9,0 mm, 

LL: -1,4 mm, DV: -4,0 mm (CI) e AP: -2,8 mm, LL: -5,0 mm, DV: -7,2 mm (LA), 

utilizando-se o bregma como referencial (Paxinos e Watson, 1998) para implantação dos 

eletrodos de registro. Estes eram fixados do lado direito do crânio com o auxílio da 

substância cimento de zinco. Os quatro eletrodos (terra, referência e ativos) eram então 
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soldados ao conector RJ-11 de 6 pinos, cobrindo-se logo em seguida a ferida cirúrgica 

com acrílico odontológico (Figura 04). 

 

Figura 04: Cirurgia estereotáxica para implantes de eletrodos profundos. A. RJ11 de 6 pinos e suas 

conexões: 1: Eletrodo referencial; 3: Eletrodo do LA; 5: Eletrodo do CI; 6: Eletrodo de aterramento; 2 e 4: 

canais vazios utilizados somente para fornecer mais estabilidade ao conector (não eram ligados a nenhum 

contato). B. Locais nos quais os eletrodos e parafusos eram fixados no crânio dos roedores. #: local no qual 

o parafuso de suporte era fixado.  C. Trepanações feitas para inserção dos eletrodos e parafuso de suporte. 

D. Parafusos fixados no crânio dos animais. E. Cirurgia finalizada e conector RJ11 de 6 pinos fixado no 

crânio do rato. Adaptado de Paxinos e Watson,1998. 

 

Ao fim da cirurgia, os animais receberam, por via intramuscular, uma dose de 5,0 

mg/kg de pentabiótico veterinário (Baytril®) e uma dose de 2,5 mg/kg de anti- 

inflamatório (Banamine®). Os animais eram mantidos na manta térmica até que se 

recuperassem da indução anestésica, quando eram então transferidos para gaiolas 

individuais. Após 7 dias de recuperação os animais eram submetidos ao protocolo de 

condicionamento ao medo. 
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 4.6.2.2. Paradigma de condicionamento ao medo auditivo 

 

O protocolo de condicionamento ao medo auditivo utilizado neste trabalho 

utilizou dois tipos de estímulos: o estímulo condicionado (EC) e o estímulo não 

condicionado (ENC). O EC foi descrito previamente na sessão “ESTIMULAÇÃO 

SONORA UTILIZANDO RESPOSTAS EVOCADAS EM REGIME PERMANENTE”, 

ao passo que o ENC foi composto por uma corrente elétrica de 0,4 mA aplicada por 2s 

nas patas dos animais através de barras de metal no chão da caixa de condicionamento. 

Este protocolo foi desenvolvido durante um período de três dias consecutivos, 

utilizando-se dois grupos: grupo pareado e grupo não pareado. 

No grupo pareado, o primeiro dia de estimulação sonora (pré-treino) era composto 

por uma apresentação de uma seqüência de 5 EC (intervalo inter-estímulos pseudo-

randomizado, 30 a 180 s) no contexto A (uma caixa de acrílico preto de 30 x 20 x 25 cm). 

 Já no segundo dia de experimentação (treino), os animais eram colocados no 

contexto B (caixa de condicionamento de 23 x 23 x 23), sendo que cada apresentação dos 

5 EC era dessa vez, pareada à aplicação de um ENC durante os 2 últimos segundos de 

apresentação do som. 

Por fim, no último dia de experimentação (terceiro dia - teste), ao animais eram 

novamente expostos apenas às 5 apresentações do EC no contexto A, sem a apresentação 

do ENC. 

No grupo não pareado o mesmo protocolo foi desenvolvido ao longo dos três dias. 

Entretanto, no dia do treino (segundo dia de experimentação) o ENC era fornecido 

durante os períodos de silêncio, e não durante os 2 últimos segundos do EC. O intuito da 

modificação temporal do fornecimento do estímulo incondicionado era o de não realizar 

a associação entre os EC-ENC. 
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Figura 05:  Desenho esquemático do protocolo de condicionamento ao medo auditivo. A. No primeiro 

dia (pré-treino - PT) o roedor é inserido no contexto A e o EC é fornecido. No dia seguinte (treino - T) o 

roedor é inserido no contexto B e o EC é pareado ao ENC no grupo pareado. No grupo não pareado o EC 

é fornecido de forma não pareada ao ENC, ou seja, em momentos distintos. No terceiro dia (teste – TT) o 

animal é reexposto ao contexto A e somente o EC é fornecido. Quantifica-se então a resposta de medo 

condicionada. B. Padrão de temporização do EC e ENC no grupo pareado no dia do T. C. Padrão de 

temporização do EC e ENC no grupo não pareado no dia do T. 

 

O aprendizado da tarefa foi mensurada através da manifestação de uma das 

respostas de medo descritas na literatura no dia do teste: a resposta defensiva de 

congelamento (freezing). Este comportamento foi definido como a ausência total de 

movimentos, exceto os respiratórios, sendo numericamente expresso como a 

porcentagem de tempo durante a qual o animal se manteve nesta condição durante a 

apresentação do EC.  

A quantificação foi feita posteriormente através das análises realizadas nas vídeo-

gravações por um experimentador cego. Os 30 segundos da apresentação de cada EC 

foram divididos em 6 janelas de 5 segundos. Caso o animal permanecesse congelado por 
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3 segundos contínuos dentro de uma mesma janela, esta seria contabilizada como uma 

janela positiva para congelamento. 

 Vale a pena mencionar que a caixa de condicionamento utilizada neste trabalho 

foi idealizada e construída pelos alunos do Núcleo de Neurociências, gerando como 

consequência o trabalho de mestrado do aluno Paulo Aparecido Amaral Junior, 

pesquisador que tomou frente da programação deste setup. Se for de interesse, a 

dissertação do aluno está disponível para maiores informações.  

 

 

Figura 06:  Caixa de condicionamento criada no Núcleo de Neurociências. Caixa de acrílico 

transparente com barras cilíndricas de aço inox eletrificadas formando o piso.  
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 4.6.2.3. Registros eletrofisiológicos 

 

Os registros eletrofisiológicos foram obtidos através de um estágio pré-

amplificado de ganho unitário (ganho 1x. adaptador ZCA-AMN16. Omnetics©) acoplado 

a um fino cabo que se conectava ao RJ11 de 6 vias (ZC16 – 16 canais ZIF CLIP. 

Omnetics© acoplado ao RJ11). Os potenciais de campo local (LFP) foram registrados e 

filtrados (1 a 2000Hz) pelo condicionador analógico de sinais (Tucker-Davis 

Technologies PZ2) acoplado em uma estação de trabalho (DELL Precison T3400) onde 

está instalado o programa de aquisição (RpvdsEx. Tucker-Davis Technologies).  

Após o processamento analógico, os sinais foram digitalizados a uma taxa de 

amostragem de 12 kHz. O primeiro canal de registro foi dedicado a uma onda senoidal 

com a mesma freqüência e fase da moduladora, sendo utilizado como referência para o 

cálculo da fase do LFP. Outros 2 canais foram dedicados à aquisição dos LFPs do AMY 

e do CI.  

Todos os experimentos foram registrados através de gravações de vídeo (TVnPC 

P6), para que posteriormente fossem utilizadas para realizar comparações entre os 

achados eletrofisiológicos e comportamentais. Os dados adquiridos foram exportados 

para o programa Matlab®, no qual os resultados foram analisados através de rotinas 

desenvolvidas em nosso próprio laboratório.  
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4.6.2.4. Processamento digital dos sinais 

A análise tempo-frequência dos sinais de LFP registrados foi feita através de 

software escrito em MATLAB® R2013a, utilizando-se a função spectrogram, que aplica 

a transformada de Fourier de tempo reduzido ao sinal (STFT, do inglês “Short Time 

Fourier Transform”). A STFT é uma variante da transformada rápida de Fourier (FFT, 

do inglês “Fast Fourier Transform”) e realiza uma transformada de Fourier dentro de 

uma janela temporal que se move ao longo da série temporal. Esta janela deslizante 

permite a caracterização de variações de amplitude e fase do LFP ao longo do tempo. 

Para o cálculo da STFT utilizaram-se janelas Hanning não sobrepostas contendo 

32.768 pontos (2,6844 segundos) da série temporal. O resultado dessa análise espectral é 

uma representação espectro-temporal complexa S: 

S (f,t) = A(f,t).eiθ(f,t) 

em que A e θ são, respectivamente, amplitude e fase da frequência f na janela espectral 

do momento t da análise tempo-frequência, e é o número de Euler e i é a unidade 

imaginária.  

Para todas as análises subsequentes dos PEArp a amplitude basal Ab foi calculada 

para cada animal como sendo a média da amplitude em fm para todas as n janelas 

espectrais do pré-estímulo. As amplitudes normalizadas Anorm dos PEArp de cada animal, 

para todas as n janelas espectrais durante os protocolos de estimulação sonora foram 

expressas como porcentagem em relação à amplitude basal. Os resultados que 

representam um único valor de amplitude para cada período de tempo durante a 

estimulação sonora foram obtidos realizando-se a média das Anorm de todas as janelas 

espectrais referentes àquele período de tempo. 
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Para a análise da estabilidade da fase dentro de cada apresentação do EC, foi usado 

o fator de agrupamento de fase (PLV, do inglês phase-locking value) (Lachaux, 

Rodriguez et al., 1999; Fisher, 1996; Tallon-Baudry, Bertrand et al., 1997), definido como 

 

O PLV foi calculado para as mesmas janelas usadas para o cálculo dos valores de 

amplitude, obtendo-se da mesma forma um único valor para cada apresentação do EC, 

que é um número real variando entre zero e um, em que PLV=0 significa uma distribuição 

uniforme dos N valores de fase e PLV = 1 significa uma perfeita sincronização de fase 

em torno de um valor θ específico. 
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4.6.2.5. Análise histológica: posicionamento dos eletrodos profundos 

Todos os animais submetidos aos registros eletrofisiológicos no paradigma de 

condicionamento ao medo auditivo, após verificação histológica, deveriam apresentar os 

eletrodos de registro corretamente posicionados no CI e no LA. Somente os animais que 

continham os eletrodos nestes núcleos específicos foram incluídos nas análises 

eletrofisiológicas.  

Para que a verificação do posicionamento dos eletrodos ocorresse, os animais 

foram primeiramente anestesiados com uma solução de uretana (14% p/v; 10 ml/kg). 

Após completa indução anestésica, foi fornecido uma corrente elétrica de 2mA por uma 

duração de 2s em nos eletrodos ativos de cada animal. Esta corrente elétrica gera uma 

lesão eletrolítica no tecido cerebral, sendo possível identificar o local exato que os 

eletrodos estavam posicionados.  Logo após, os animais eram submetidos ao protocolo 

de perfusão cardíaca, na qual era infundido uma solução tampão fosfato salina (PBS), 

seguido por solução de paraformoldeído solubilizado em PBS (PFA4%) através da artéria 

aorta do roedor. 

Após perfusão, os cérebros foram removidos, pós fixados em PFA 4% p/v e 

mantidos a 4 ºC por 24 hs. Em seguida, os cérebros foram transferidos para solução de 

sacarose solubilizada em PBS (30% p/v) e mantidos a 4º C por 72 hs. Finalmente, os 

cérebros foram congelados em Isopentano (99%) e estocados a -80ºC.  

A partir de cortes coronais (AMY) e sagitais (CI) realizados a 40 μm (Micrótomo 

de Congelação, LUPE Indústria e Comércio / MC-00), algumas fatias, de acordo com as 

coordenadas estereotáxicas referentes ao implante dos eletrodos ativos, foram 

selecionadas e coradas para confirmação do implante de eletrodo, seguindo protocolo de 
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marcação com solução de vermelho neutro [Vermelho neutro (1% p/v); acetato de sódio 

anidro (0,3% p/v); ácido acético glacial (0,12% v/v)]. 
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4.6.3. GRUPO 03: PROTOCOLOS COMPORTAMENTAIS CONTROLE:  

       AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA  

 

 Os três testes comportamentais descritos a seguir foram realizados para analisar-

se o déficit sensório-motor, locomoção espontânea e a coordenação motora nos animais, 

a fim de descartar-se a possibilidade de comprometimento motor no WAR. 

 

 4.6.3.1. Teste de Assimetria bilateral (Asimmetry Bilateral Test) 

 

Neste teste comportamental tiras de fita crepe (1 x 5 cm) foram coladas, 

randomicamente, em cada pata dianteira dos animais. Em seguida, os roedores eram 

colocados em uma caixa de acrílico transparente, sendo realizadas vídeo-gravações 

(câmera Microsoft®) para posterior quantificação (off-line) da latência para a remoção 

da fita crepe. 

Foram realizados 4 trials do experimento, sendo que cada trial era composto por 

03 minutos de duração (Veizovic, 2001).  
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4.6.3.2. Teste de Campo aberto (Open field Test) 

 

Neste teste comportamental a atividade locomotora dos animais foi mensurada 

utilizando-se um aparato de campo aberto (caixa de madeira [60 cm × 60 cm]) com 40 

cm de altura. 

Os roedores eram colocados no centro da arena do campo aberto e a distância 

percorrida pelo animal era quantificada através do software ANY-Maze (version 4.5, 

Stoelting). Este programa detecta a posição do animal na arena do campo aberto e calcula 

a distância percorrida por ele (Almeida-Santos, 2013).  

Os experimentos possuíam a duração de 5min, sendo também registrados por 

vídeo-gravações através de uma câmera (Microsoft®) localizada sobre (dois metros 

acima) o aparato de campo aberto.  
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4.6.3.3. Teste Rotarod (Rotarod Test) 

 

O teste do Rotarod foi utilizado para avaliar o equilíbrio e a coordenação motora 

dos animais experimentais. O equipamento Rotarod utilizado no presente estudo é um 

aparelho composto por um cilindro giratório de 5 cm de diâmetro e 28 cm de comprimento 

posicionado horizontalmente a 40 cm de altura. O cilindro giratório está conectado a um 

motor elétrico que funciona em diferentes velocidades.  

Na sessão de treinamento, os animais eram colocados na plataforma giratória a 

uma velocidade de 5rpm. O treinamento tinha duração máxima de 180s, sendo que a 

média do número de quedas e a latência para a primeira queda eram contabilizadas.  

Já na sessão do teste, realizado 24 horas após o dia de treinamento, a velocidade 

constante do aparelho foi ajustada para 25 rpm, submetendo-se o animal à três trials com 

intervalos de 30 minutos. Registrava-se então, o número de quedas e a latência para a 

primeira queda em cada trial, contabilizando a média final destes valores para realizar-se 

as análises estatísticas. 

Durante o treino e o teste, se o animal caísse, o mesmo era reconduzido à barra 

giratória pelo experimentador até esgotar-se o tempo de 180s.  (Sharma, 2016). 
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4.6.4. GRUPO 04: PROTOCOLO DE CONDICIONAMENTO AO MEDO 

            CONTEXTUAL 

 O teste comportamental descrito a seguir foi realizado para analisar-se o 

aprendizado aversivo associativo do WAR, utilizando-se desta vez, um EC multimodal 

(contexto). 

 Para que este experimento fosse realizado, utilizaram-se 16 ratos Wistar e 18 ratos 

Wistar audiogênicos. Os animais foram distribuídos randomicamente entre os grupos 

CONTROLE e EXPERIMENTAL, como detalhado na tabela abaixo: 

 

GRUPOS WISTAR WAR TOTAL 

Controle 07 07 14 

Experimental 09 11 20 

  

Tabela 03: Animais utilizados no “Protocolo de condicionamento ao medo contextual”. 

 

 O paradigma de condicionamento ao medo contextual ocorreu durante dois dias, 

com um intervalo de 24 horas entre o treino e o teste. No primeiro dia (treino), os animais 

do grupo EXPERIMENTAL foram expostos a caixa de condicionamento passando pelo 

seguinte protocolo: 03 minutos de exploração seguido por 03 choques nas patas (ENC: 

0.4mA; duração: 2s) com 02 minutos de intervalo entre os choques. Após o fornecimento 

do último ENC, foi fornecido um intervalo de 01 minuto, totalizando um tempo total de 

08 minutos de experimentação. Os animais do grupo CONTROLE, no entanto, foram 

somente expostos a caixa de condicionamento por um período de 08 minutos, não sendo 

fornecido ENC aos animais, ocorrendo somente a exploração contextual.  
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 No dia do teste (24 horas após a realização do treino), todos os animais de ambos 

os grupos foram expostos a caixa de condicionamento por 02 minutos, sendo quantificado 

o comportamento de congelamento a este contexto (Soler-Cedeno, 2016).  

  

 

Figura 07:  Desenho esquemático do protocolo de condicionamento ao medo contextual. A. No 

primeiro dia (treino - T) o roedor é inserido no contexto B e o ENC é fornecido. No dia seguinte (teste - 

TT) o roedor é reexposto ao contexto B sem a apresentação do ENC. Quantifica-se então a resposta de 

medo condicionada.  
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4.6.5. GRUPO 05: PROTOCOLO DE RECONHECIMENTO DE OBJETO      

           NOVO  

  

 O teste comportamental descrito a seguir foi realizado para analisar-se a memória 

de reconhecimento de objeto do WAR. Estudos neuroetológicos mostraram que as crises 

epiléticas podem gerar alterações comportamentais consequentes de danos neurológicos 

mediados pelas convulsões (Lopim, 2016; Bertti, 2014; Jokeit, 2001; Malheiros, 2012). 

Dessa forma, decidimos realizar este teste para avaliarmos se a memória de 

reconhecimento de objeto do WAR está alterada.  

 Para que este experimento fosse realizado, utilizaram-se 10 ratos Wistar e 08 ratos 

Wistar audiogênicos, como detalhado na tabela abaixo: 

 

GRUPO WISTAR WAR TOTAL 

Memória de longa duração 10 08 18 

 

Tabela 04: Animais utilizados no “Protocolo de reconhecimento de objeto novo”. 

 

 

 No primeiro dia (habituação), os animais foram expostos a uma caixa plástica 

vazia (50cm x 40cm x 20cm) por um período de 10 minutos. Vinte e quatro horas após a 

sessão de habituação, os animais foram expostos a mais 01 minuto de rehabituação, 

seguida pela sessão de treino, na qual eram ofertados aos animais dois objetos idênticos 

para exploração, por um período de 10 minutos. Os dois objetos eram sempre colocados 

na mesma posição dentro da caixa. A retenção da memória foi avaliada durante a sessão 
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de teste, realizada 24hs após a sessão do treino. Nela, o objeto familiar e o objeto novo 

eram apresentados aos animais exatamente na mesma posição que os objetos foram 

apresentados no dia do treino, também por uma duração de 10 minutos.  

 Entretanto, durante o teste, para evitar-se uma preferência natural dos animais pela 

localização dos objetos, os mesmos eram pseudo-randomicamente trocados de lado. Ou 

seja, no teste de um animal o objeto novo permanecia do lado esquerdo da caixa e no 

seguinte animal, o objeto novo permanecia do lado direito da caixa (Fonseca, 2013).  

 Entre cada troca de animal, a caixa e os objetos explorados eram limpos com 

álcool 70%. O tempo de exploração foi definido como “cheirar” ou “tocar” o objeto com 

o nariz. Os dados foram expressos como o índice de reconhecimento de objeto (IR), 

calculado de acordo com a seguinte fórmula: 
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4.7. ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

Todos os dados foram apresentados como médias ± S.E.M. Anteriormente à 

realização dos testes estatísticos, todos os dados foram submetidos às análises de 

normalidade através do teste de Kolmogorov- Smirnov. As comparações estatísticas 

foram realizadas utilizando-se o teste RM-ANOVA de duas vias, seguido por pós-teste 

de Bonferroni em acordância com o coeficiente de variação. Quando apenas duas 

variáveis eram comparadas, as análises foram realizadas através do Teste T.  

Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados 

foram analisados utilizando-se o Software GraphPad Prism 6.0. 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados demonstraram distintos padrões eletroencefalográficos e 

imunohistoquímicos para os grupos analisados, sugerindo haver uma hiperexcitabilidade 

na via neuronal avaliada no WAR.  

O número de células marcadas pela ativação neuronal mediada pelo c-FOS 

apresentou um aumento estatístico no CI (SOMon: Wistar n=5; WAR n=5 / SOMoff: 

Wistar n=5, WAR n=6; F1, 17 = 3.09; p=0.0212) e no LTA (SOMon: Wistar n=4; WAR 

n=4 / SOMoff: Wistar n=4; WAR n=6; F1, 14= 4.033; p = 0.0201), durante o período de 

estimulação sonora (85dB) no grupo WAR (Figura 08). Nas análises intra-grupo também 

houve um aumento significativo na ativação neuronal pelo estimulo externo sonoro no CI 

(F1, 17 = 3.09; p=0.0025) e no LTA (F1, 14= 4.033; p = 0.0012) somente no grupo WAR 

(Figura 08). 

Uma vez comprovado que o WAR possui uma hiperexcitabilidade em sua via 

auditiva, realizamos então os testes comportamentais controle, com o intuito de 

avaliarmos a atividade motora destes animais. O objetivo era o de excluir qualquer 

comprometimento motor que poderia prejudicar o desempenho dos animais na tarefa de 

condicionamento ao medo auditivo. 
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Figura 08: Expressão de c-Fos nas regiões de interesse analisadas. A-B. Figuras ilustrativas do CI e 

LTA. As imagens foram capturadas utilizando-se lente de aumento de 5x. Escala da barra: 1mm. C-D. 

Figuras ilustrativas dos diferentes grupos analisados com e sem a estimulação sonora a 85 SPL. As imagens 

foram capturadas utilizando-se lente de aumento de 20x. Escala da barra: 200µm. E-F. Número de células 

marcadas por c-FOS por unidade de área (mm2). SOMon: grupo com estimulação auditiva. SOMoff: grupo 

sem estimulação auditiva. Os dados estão representados como média ± S.E.M. 
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Como demonstrado a seguir, sugerimos por meio dos três testes comportamentais 

controle que o WAR não possui um déficit na atividade motora, em comparação com os 

animais controle.   

No primeiro teste realizado, avaliado por meio do “Teste de campo aberto”, 

podemos sugerir que o WAR não possui déficit de locomoção espontânea. Os animais 

experimentais não apresentaram diferenças estatísticas na distância percorrida (p = 

0,5976) ou no tempo de mobilidade (p = 0.0633) durante a realização do teste, em relação 

ao grupo controle (Figura 09). 

Figura 09: Desempenho dos animais no Teste de campo aberto. A. Distância (m) percorrida pelo roedor 

em um período de 05 minutos. B. Tempo (s) de mobilidade do roedor em um período de 05 minutos. Os 

dados estão representados como média ± S.E.M.  
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Ademais, por meio do segundo teste comportamental controle, podemos sugerir 

que o WAR não apresenta déficit de locomoção motora, avaliado pelo “Teste Rotarod”. 

Os animais experimentais não apresentaram diferenças significativas na latência para a 

primeira queda (F 1, 30 = 1,974; p= 0.7621) ou no número de quedas do cilindro giratório 

(F 1, 30 = 0.7052; p> 0.9999) em relação ao grupo controle (Figura 10). 

 

Figura 10: Desempenho dos animais no Teste Rotarod. A. Latência (s) para a primeira queda durante o 

treino e teste. B. Número de quedas durante o treino e teste. Os dados estão representados como média ± 

E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: diferenças inter-grupos. 
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E por fim, de forma similar aos outros testes comportamentais, podemos sugerir 

por meio do “Teste de assimetria bilateral” que o WAR não apresenta déficit sensório-

motor. Os animais experimentais não apresentaram diferenças significativas na latência 

para a remoção da fita crepe das patas dianteiras (p= 0,0871) em relação ao grupo controle 

(Figura 11). 
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Figura 11: Desempenho dos animais no Teste de assimetria bilateral.  A latência (s) para a retirada das 

fita crepe das patas dianteiras direita e esquerda foram quantificadas. Os dados estão representados como 

média ± E.P.M.  
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 Portanto, uma vez demonstrado que o WAR não possui um déficit locomotor, 

submetemos estes animais à tarefa de condicionamento ao medo auditivo. 

  Conforme esperado, os animais controles apresentaram evocação normal da 

memória da tarefa aversiva, expressada pelo aumento significativo do comportamento de 

congelamento durante a sessão do TT, apenas no grupo pareado (F 1, 28 = 46,03; p 

<0.0001). Ainda, não houve aumento significativo do congelamento no dia do TT para os 

animais controles no grupo não pareado (F 1, 27 = 0,1243; p = 0.7306) (Figura 12). 

 Entretanto, o WAR apresentou um percentual de congelamento semelhante ao da 

sessão PT nos grupos pareado (F 1, 28 = 46,03; p > 0.9999) e não pareado (F 1, 27 = 0,1243; 

p > 0.9999) (Figura 12).  

 

Figura 12: Porcentagem de comportamento de congelamento durante as apresentações do EC no 

protocolo de condicionamento ao medo auditivo no grupo não pareado (A) e pareado (B). O 
aprendizado associativo levou ao condicionamento do comportamento de congelamento. Os dados estão 

representados como média ± E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: diferenças inter-grupos. 
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 Estes resultados sugerem a existência de um comprometimento no aprendizado 

do WAR nesta tarefa de associação aversiva, uma vez que não manifestaram a resposta 

condicionada no dia do TT.  

 Uma vez identificado o comprometimento da evocação da memória aversiva do 

WAR, por meio da não manifestação das respostas condicionadas no paradigma de 

condicionamento ao medo auditivo, fizemos uma seleção dos animais que apresentavam 

os implantes de eletrodos nas áreas de interesse.   

 Somente os animais que possuíam os eletrodos inseridos no núcleo central do CI 

direito e núcleo lateral da amígdala direita foram utilizados para realizar-se as análises 

eletrofisiológicas dos PEArp. 

 Abaixo, podemos observar as marcações dos eletrodos de registro nos substratos 

de interesse após realizada as análises histológicas (Figura 13).  

 

Figura 13: Confirmação do posicionamento dos eletrodos de registro. A. Posicionamento do eletrodo 

de registro no núcleo central do CI em um corte sagital a uma espessura de 40µm. Coordenadas: AP: -9,0 

mm, LL: -1,4 mm, DV: -4,0 mm. B. Posicionamento do eletrodo de registro no núcleo lateral do complexo 

amigdaloide em um corte coronal a uma espessura de 40µm. Coordenadas: AP: -2,8 mm, LL: -5,0 mm, 

DV: -7,2 mm. As setas indicam o local no qual o eletrodo estava posicionado. 
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 Após realizada a histologia foi constatado que 30 animais possuíam eletrodos 

corretamente posicionados no CI (Grupo pareado: 10 Wistars e 06 WARs; Grupo não 

pareado: 07 Wistars e 07 WARs) e 29 animais possuíam eletrodos corretamente 

posicionados no LA (Grupo pareado: 09 Wistars e 06 WARs; Grupo não pareado: 08 

Wistars e 06 WARs). Somente estes animais foram utilizados para realizarem-se as 

análises dos PEArp. 

 Todos os animais utilizados neste trabalho apresentaram um aumento de energia 

exatamente na fm proposta: 53.71Hz, como mostrado nas figuras ilustrativas abaixo 

(Figuras 14-15):  
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Figura 14: Imagem ilustrativa do Potencial de campo local e espectograma dos PEArp do CI de um animal controle (WIS). O símbolo (o) representa o momento no qual 

a estimulação sonora se iniciou e o símbulo (x) representa o final da estimulação sonora. PEArp evidenciado exatamente na Fm 53.71Hz. 
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Figura 15: Imagem ilustrativa do Potencial de campo local e espectograma dos PEArp do CI de um animal experimental (WAR). O símbolo (o) representa o momento 

no qual a estimulação sonora se iniciou e o símbulo (x) representa o final da estimulação sonora. PEArp evidenciado exatamente na Fm 53.71Hz. 
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  Avaliando-se a média das Anorm durante os 5 trials de estimulação da sessão de 

PT, podemos observar que a energia utilizada pelo CI para processamento do EC nos 

grupos pareado (F 1,14 = 0.002596; p = 0.0037) e não pareado (F 1,12 = 0.1995; p < 0.0001) 

é notoriamente maior que o grupo controle (Figura 16A e Figura 17A, respectivamente). 

Logo, apresentamos mais um dado, em concordância com os resultados da 

imunohistoquímica, que reforça a hiperexcitabilidade encontrada no CI do WAR.   

 Entretanto, quando realizamos a análise intra-grupo para compararmos o nível de 

ativação das células do CI durante o PT e o TT, diferenças estatísticas entre as energias 

normalizadas não foram encontradas. Em outras palavras, a energia normalizada evocada 

no CI durante o PT no Wistar (Grupo pareado: F1,14 = 0.002596; p = 0.6075 / Grupo não-

pareado: F1,12 = 0.1995; p > 0.9999) e no WAR (Grupo pareado: F1,14 = 0.002596; p = 

0.7755 / Grupo não-pareado: F1,12 = 0.1995; p > 0.9999) foram semelhantes à evocada no 

dia do TT (Figura 16A). 
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Figura 16: Caracterização dos PEArp do CI no grupo pareado do Protocolo de condicionamento ao 

medo auditivo. A. Média das Anorm para fm 53.71Hz durante o PT e TT. B. Média dos valores de PLV 

durante o PT e TT. Os dados estão representados como média ± E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: 

diferenças inter-grupos. 

 

 

 

Figura 17: Caracterização dos PEArp do CI no grupo não pareado do Protocolo de condicionamento 

ao medo auditivo. A. Média das Anorm para fm 53.71Hz durante o PT e TT. B. Média dos valores de PLV 

durante o PT e TT. Os dados estão representados como média ± E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: 

diferenças inter-grupos. 
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 Posteriormente avaliamos os resultados intra-grupo referentes ao PLV, 

observando um aumento estatístico em seus valores somente nos Wistars (F1,14 = 3.522; 

p = 0.0063) no TT, no grupo pareado. Ainda, não houve aumento significativo do PLV 

no dia do TT para os animais controles no grupo não pareado (F 1, 12 = 0,1909; p > 0.9999) 

(Figura 17B). 

 De forma semelhante à análise comportamental, o grupo experimental não obteve 

um aumento dos valores do PLV nos grupos pareado (F1,14 = 3.522; p > 0.9999) e não 

pareado (F 1, 12 = 0,1909; p = 0.9455), no dia do TT (Figura 15B-16B). 

 Estes dados sugerem que somente o grupo controle pareado apresentou um maior 

acoplamento de fase do CI em relação ao EC no dia do TT, sugerindo ter havido um 

aprendizado na tarefa de condicionamento ao medo auditivo. 
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Figura 18: Figura ilustrativa dos valores do PLV, de um animal controle (WIS), durante a apresentação 

do EC no PT e no TT. PEArp registrado no CI. 

 

 

 

Figura 19: Figura ilustrativa dos valores do PLV, de um animal experimental (WAR), durante a 

apresentação do EC no PT e no TT. PEArp registrado no CI. 
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 Concomitante as análises dos PEArp no CI, realizamos também as análises dos 

PEArp em LA. Diferentemente do CI, o LA não faz parte da via auditiva, sendo avaliado 

neste trabalho como o substrato no qual a associação entre os EC e ENC se interagem. 

Logo, é razoável esperar-se que a média das Anorms encontradas em LA seriam bem 

menores em comparação às encontradas no CI (Figura 20A e Figura 21A). 

 Ainda, realizando-se as análises inter-grupos das Anorm, não foram identificadas 

nenhuma diferença estatística no PT (F 1,13 = 0.002133; p > 0.9999) e no TT (F 1,13 = 

0.002133; p > 0.9999) no grupo pareado. A mesma tendência se estendeu pelo grupo não 

pareado, não havendo também nenhuma diferença estatística no PT (F 1,12 = 0.5468; p > 

0.9999) e no TT (F 1,12 = 0.5468; p = 0.3219). 

 Da mesma forma, quando realizadas as análises intra-grupos das Anorms, também 

não foram identificadas nenhuma diferença estatística entre os grupos pareado (F1,13 = 

0.002133; WIS: p = 0.8507 / WAR: p = 0.9547) e não pareado (F1,12 = 0.5468; WIS: p = 

0.2961 / WAR: p > 0.9999). Ou seja, avaliando-se a amplitude dos PEArp do LA não 

podemos afirmar que houve um aumento da energia durante o processamento do EC no 

TT (Figura 20A e Figura 21A). 

 Por outro lado, de uma maneira bem clara, podemos observar que somente o grupo 

pareado dos animais controle apresentaram um aumento significativo dos níveis do PLV 

no dia do TT (F1,13 = 2.717; p = 0.0087 / Figura 19B) em relação ao TR. Nenhum diferença 

estatística foi identificada no grupo não pareado (F1,12 = 0.07702; p > 0.9999 / Figura 

21B).  
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 Ademais, nenhuma diferença estatística foi encontrada nos grupos pareado (F1,13 

= 2.717; p > 0.9999 / Figura 20B) e não pareado (F1,12 = 0.07702; p > 0.9999 / Figura 

21B) do WAR nas análises de PLV.  

 Seguindo o mesmo padrão encontrado nos PEArp do CI, estes dados sugerem que 

somente o grupo controle pareado apresentou um maior acoplamento de fase em relação 

ao EC no dia do TT. 
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Figura 20: Caracterização dos PEArp do LA no grupo pareado do Protocolo de condicionamento ao 

medo auditivo. A. Média das Anorm para fm 53.71Hz durante o PT e TT. B. Média dos valores de PLV 

durante o PT e TT. Os dados estão representados como média ± E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: 

diferenças inter-grupos. 

 

 

Figura 21: Caracterização dos PEArp do LA no grupo não pareado do Protocolo de condicionamento 

ao medo auditivo. A. Média das Anorm para fm 53.71Hz durante o PT e TT. B. Média dos valores de PLV 

durante o PT e TT. Os dados estão representados como média ± E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: 

diferenças inter-grupos. 
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Figura 22: Figura ilustrativa dos valores do PLV, de um animal controle (WIS), durante a apresentação 

do EC no PT e no TT. PEArp registrado no LA. 

 

 

Figura 23: Figura ilustrativa dos valores do PLV, de um animal controle (WAR), durante a apresentação 

do EC no PT e no TT. PEArp registrado no LA. 
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 A composição espectral do LFP no CI e LA, nas bandas de frequências adjacentes, 

também foi avaliada (Figuras 24-25). Os valores de energia foram normalizados pelo 

período basal, ou seja, o período de pré-estímulo no qual não havia som.  

 Esta análise foi utilizada como um resultado controle, tendo o intuito de 

demonstrar que o estímulo sonoro foi sublimiar à CA, ou seja, não foi capaz de induzir a 

convulsão nos animais. Podemos observar que em todos os grupos os valores de energia 

ficaram sempre em torno de 1 em todas as bandas de frequência analisadas, durante os 

períodos de apresentação do estímulo sonoro. Sabe-se que há uma notória e drástica 

redução estatística dos valores de energia (intra-grupo) nas bandas de frequência no 

momento da estimulação sonora se a convulsão ocorrer (Pinto, 2017). Desta forma, 

nossos achados sugerem que a estimulação sonora utilizada neste protocolo não induziu 

a CA nos animais experimentais e controles. 
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Figura 24: Média das Anorm da composição espectral a partir do registro no CI durante o PT e TT nos grupos pareado (A-E) e não pareado (F-J). Os dados estão 

representados como média ± E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: diferenças inter-grupos. 
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Figura 25: Média das Anorm da composição espectral a partir do registro no LA durante o PT e TT nos grupos pareado (A-E) e não pareado (F-J). Os dados estão 

representados como média ± E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: diferenças inter-grupos. 
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 Portanto, podemos sugerir até o momento que os animais controle pareados 

apresentaram durante o TT a resposta condicionada de congelamento, bem como um 

aumento de acoplamento de fase entre o LA-EC e CI-EC. Entretanto, o WAR não 

apresentou a resposta condicionada de congelamento e não apresentou o aumento de 

acoplamento entre os substratos estudados e o EC. Ainda, podemos sugerir que nenhum 

animal apresentou a CA. 

 Logo, podemos sugerir que o WAR não aprendeu a tarefa de condicionamento ao 

medo auditivo, apresentando um déficit cognitivo neste paradigma específico. 
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 Por conseguinte, decidimos submeter os animais experimentais a uma tarefa de 

condicionamento contextual, a qual utiliza o ambiente como um EC. O objetivo deste 

protocolo foi o de avaliar o aprendizado do WAR em uma tarefa na qual a junção de 

várias modalidades sensoriais seriam utilizadas como EC. Ou seja, se realmente a 

hipótese levantada neste trabalho estiver correta, o WAR não conseguiria associar o EC 

unimodal (som) ao ENC no grupo pareado, porém, conseguiria realizar a associação se 

outras vias sensoriais fossem ativadas (EC multimodal, como por exemplo: o ambiente).   

 Assim, realizamos o protocolo de condicionamento ao medo contextual. Como 

esperávamos, o WAR apresentou somente no dia do TT uma resposta condicionada de 

congelamento (F1,18 = 0.4570; p < 0.0001) semelhante ao Wistar (F1,18 = 0.4570; p < 

0.0001), no grupo experimental. Entretanto, nenhum comportamento de congelamento 

foi observado no TT no WAR (F1,12 = 0.0.04990; p > 0.9999) ou no Wistar (F1,12 = 

0.04990; p > 0.9999) no grupo controle (Figura 26).   

 

Figura 26: Porcentagem de comportamento de congelamento durante o protocolo de 

condicionamento contextual no grupo controle (A) e experimental (B). O aprendizado associativo levou 

ao condicionamento do comportamento de congelamento. Os dados estão representados como média ± 

E.P.M. *: diferenças intra-grupos. #: diferenças inter-grupos. 
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 Posteriormente decidimos realizar o teste de reconhecimento de objeto. O 

desenvolvimento deste teste teve como objetivo demonstrar o aprendizado do WAR em 

mais uma tarefa que fosse independente da via auditiva e independente do complexo 

amigdalóide,  reforçando mais uma vez a hipótese criada neste trabalho. 

 Assim, também como esperado, podemos sugerir com base nos dados 

apresentados a seguir que o WAR foi capaz de reconhecer o objeto novo, apresentando 

um tempo maior de exploração no objeto não familiar (Figura 27). Estes resultados não 

possuíram diferenças estatísticas do grupo controle, sugerindo que houve um aprendizado 

satisfatório nesta tarefa em ambos os grupos (p = 0.7245).  

 M e m ó r ia  d e  lo n g a  d u r a ç ã o

(W is = 1 0 ;W A R = 0 8 )

IR

W IS   W AR  
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Figura 27: Desempenho dos animais no Teste de reconhecimento de objeto novo. O índice de 

reconhecimento (IR) foi utilizado para avaliar a memória de longa duração dos animais. Os dados estão 

representados como média ± S.E.M.  
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6. DISCUSSÃO 

 

 Podemos observar, com base nos dados comportamentais e eletrofisiológicos 

deste estudo, que o grupo controle (Wistar) aprendeu a tarefa de condicionamento ao 

medo auditivo, entretanto o WAR não.  

 Com relação aos resultados comportamentais, sabe-se que o congelamento é 

utilizado na literatura como certificação de que o protocolo de condicionamento ao medo 

foi efetivo em gerar o aprendizado associativo. Observou-se neste trabalho que durante o 

PT, os níveis de congelamento para todos os grupos (WAR: pareado e não pareado / 

Wistar: pareado e não pareado) foram semelhantes. Entretanto, após o condicionamento 

ao medo auditivo, apenas o grupo pareado controle (Wistar) mostrou aumento no 

comportamento de congelamento em relação aos seus valores do PT. Ainda, o fato de os 

grupos não-pareado terem apresentado a resposta comportamental esperada de um 

controle, com taxas de congelamento igualmente baixas, tanto no PT como no TT, mostra 

que o protocolo comportamental usado foi efetivo em atribuir uma valência neutra ao 

contexto A. Vale a pena ressaltar que todos os animais utilizados para realizar-se os 

protocolos foram escolhidos de forma randômica. Desta forma, estes resultados são um 

controle importante que evidenciam que não há viés comportamentais nos grupos 

avaliados, sendo o comportamento de congelamento consequente de um aprendizado 

associativo entre o EC-ENC.  

 Abstendo-se aos resultados eletrofisiológicos podemos perceber que não houve 

no dia do TT um aumento significativo nos valores da amplitude da resposta evocada no 

CI e LA em comparação ao PT em nenhum grupo. Entretanto, observamos um aumento 

nos valores de PLV nestes substratos no dia do TT, somente no grupo pareado controle 

(Wistar). Estes dados corroboram em parte com os resultados publicados recentemente 
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pelo nosso laboratório, os quais avaliaram os PEArp durante o paradigma de 

condicionamento ao medo auditivo. Neste trabalho, registros eletrofisiológicos também 

realizados no CI, utilizando a mesma fm (53.71Hz) e fc (10.000Hz), mostraram uma 

dinâmica semelhante nos PEArp em comparação ao nosso trabalho. Os valores de fase 

no dia do TT encontravam-se em uma variabilidade menor (aumento de acoplamento de 

fase com o EC) concomitante a um aumento da amplitude do sinal dos PEArp (Lockmann, 

2017). Esta dinâmica neuronal tem sido interpretada como um processo de sincronização 

neural induzido pela aquisição de relevância pelo EC (Lockmann, 2017; Mark, 1967; Ji, 

2009) em tarefas de condicionamento ao medo. Acredita-se que estas alterações nos 

PEArp dependentes de aprendizado se deva pela modulação de outros substratos que se 

conectam ao CI. Como estamos tratando de uma via ativada em estado estável, considera-

se que todas as projeções envolvidas no processamento do EC estão ativadas quando 

avaliamos a atividade dos neurônios do CI. Portanto, podemos sugerir que a fase do sinal 

registrado em fm no CI e LA reflete a somação sináptica de todos os osciladores que 

trabalham na interpretação da informação. 

 Dando continuidade ao raciocínio utilizado no trabalho do Lockmann et. al., 2017, 

os nossos achados referentes aos PEArp no LA dão suporte à ideia de que a fase, como 

reflexo temporal da integração sináptica, é uma variável dinâmica, podendo ser sensível 

a alterações plásticas nos circuitos envolvidos no condicionamento ao medo e que 

influenciam o processamento dos sons relevante no CI. 

 Sugerimos então que as mudanças de fase encontradas nos PEArp do CI no TT 

possam refletir uma participação maior da atividade de neurônios do LA, somente no 

grupo que possuiu a aquisição de relevância do EC (controle pareado - Wistar). 

Acreditamos que essa modulação se deva por projeção indireta AMY - CI, uma vez que 
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até o momento não foram descritas na literatura projeções diretas entre estes substratos 

em roedores (Wistar e /ou WAR). 

 Ademais, o fato de que a dinâmica temporal das alterações de fase do LA ser 

similar às alterações encontradas no CI (aumento dos níveis de PLV somente no grupo 

controle pareado no TT), reforça ainda mais a hipótese de que exista uma modulação top-

down mediada pelo AMY.  

 Contudo, em divergência com o trabalho do Lockmann at al (2017), nosso 

trabalho não apresentou um aumento da amplitude do sinal concomitantemente a 

diminuição da dispersão dos valores de fase, após o condicionamento ao medo. Podemos 

discutir este dado supondo que o aumento da energia em uma determinada banda de 

frequência pode ser entendido como uma maior sincronização de disparos locais 

(independente de amplitude) e/ou um aumento do recrutamento de neurônios que compõe 

uma mesma rede neural reverberante (Varella, 2001). Dessa forma, acreditamos que em 

nosso trabalho conseguimos visualizar somente uma maior sincronização de disparos 

locais, demonstrada pelas análise de dispersão dos valores de fase. 

 Por outro lado, não identificamos modificações nos componentes espectrais 

(amplitude e fase) dos PEArp do WAR, em nenhum dos substratos neurais após o 

condicionamento ao medo auditivo, em ambos os grupos (pareado e não pareado). Como 

o aprendizado associativo gerou mudanças na fase do PEArp do grupo controle, 

sugerimos que a aquisição de relevância do EC por um processo específico de 

aprendizado associativo não ocorreu no WAR. Acreditamos que este prejuízo cognitivo 

seja consequente da facilitação acústico-límbica encontrada nestes animais (Magalhães, 

2004; Scarlatelli-Lima, 2003; Moraes, 2000; Hirsch, 1997). Defendemos esta hipótese 

baseado nos resultados eletrofisiológicos e imunohistoquímicos apresentados neste 

trabalho, os quais corroboram com achados também realizados em WARs na literatura 
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epileptogênica (Hirsch, 1997; Pinto, 2017; Drumond, 2011; Moraes, 2000). Nossos 

resultados sugerem que o circuito de processamento sensorial sonoro do WAR apresenta 

uma predisposição anormal e elevada para responder a estímulos sonoros, gerando por 

sua vez a hiperexcitabilidade encontrada no CI e LTA (Figura 08). Esta facilitação da via 

acústica pode prejudicar a interpretação da relevância do estímulo sonoro, uma vez que a 

diferentes intensidades (85dB e 110dB), o WAR responde com o mesmo padrão elevado 

de ativação neuronal (Pinto, 2017).  

 Ainda, alguns estudos sugerem que o AMY do WAR também possui esta 

facilitação para ativação em animais abrasados (Moraes, 2000; Hirsch, 1997) e não 

abrasados (Magalhães, 2004; Scarlatelli-Lima, 2003). Acreditamos que esta 

hiperativação do AMY prejudicou o aprendizado do WAR na tarefa de condicionamento 

ao medo auditivo, uma vez que a associação do EC-ENC no dia do TR ocorreu de forma 

exacerbada. Em outras palavras, devido a facilitação amigdalar, o WAR não foi capaz de 

associar somente o som (EC) ao fornecimento presumível do choque nas patas, mas 

também atrelou os componentes multimodais do contexto B ao EC. Por consequência, 

quando o animal foi retomado ao contexto A no dia do TT, o mesmo não conseguiu evocar 

a informação aprendida no TR de forma adequada, por não ter dissociado o contexto B 

do som. Assim, acreditamos que para o WAR, o EC no TT seja interpretado como 

irrelevante/incompleto por ser apresentado separadamente dos componentes que fazem 

parte do contexto B. Logo, o mesmo manifestou no dia do TT comportamento e PEArp 

semelhantes ao PT, não demonstrando relevância ao EC. 

 Outra forma de explicarmos o não aprendizado do WAR na tarefa de 

condicionamento ao medo auditivo seria pelo fato de que o WAR possuiria um dano 

morfológico ou funcional no AMY. Entretanto esta hipótese não se aplica, baseado no 
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fato de que o WAR foi capaz de associar a representação contextual com o ENC – tarefa 

sabidamente AMY-dependente (Phillips, 1992).  

 Portanto, acreditamos que no condicionamento ao medo contextual a 

hiperativação encontrada no AMY do WAR beneficiou o aprendizado associativo, uma 

vez que o TT de retenção foi realizado no mesmo contexto onde ocorreu o TR. Ainda, 

vale a pena ressaltar que a representação contextual nesta tarefa é consequente da 

organização unificada de estímulos estáveis provenientes de modalidades sensoriais 

múltiplas e principalmente, independentes de aferências auditivas (Muller, 1987; Zhang, 

2015; Gener, 2013). Logo, sugerimos que este fator também beneficiou o aprendizado 

adequado nesta tarefa. 

 Os resultados encontrados com o WAR no teste de condicionamento ao medo 

contextual corroboram com os dados encontrados no condicionamento instrumental ativo 

e passivo (Castro, 2015). Os autores descreveram que no teste de esquiva ativa de duas 

vias (Two-way active avoidance - TWAA) os animais apresentaram um número menor de 

respostas condicionadas, ou seja, se movimentaram menos para o outro compartimento 

da caixa. Neste caso, o WAR apresentou um desempenho inadequado nesta tarefa, 

sugerindo ter havido um comprometimento do aprendizado e/ou não retenção da memória 

associativa. Entretanto, de forma intrigante, no teste de esquiva inibitória (Step-down 

inhibitory avoidance- TDIA) os animais apresentaram um número maior de resposta 

condicionada, definida pela maior latência para descer da plataforma de madeira. Neste 

caso, os animais apresentaram um aprendizado adequado nesta tarefa, equiparando-se ao 

grupo controle.   

 Contudo, assa ambiguidade de resultados deve ser interpretada com cautela, uma 

vez que nos dois testes, o WAR apresentou um índice de congelamento elevado (Castro, 

2015). Uma possível explicação para este resultado seria o fato de que o WAR possui um 



106 
 

déficit motor que prejudicaria sua locomoção. Entretanto, essa explicação é improvável, 

visto que o WAR não apresentou déficit sensório-motor, de locomoção espontânea ou 

coordenação motora neste trabalho (Figuras 09 – 11).  

 De fato, acreditamos que o desempenho do WAR nos condicionamentos operantes 

(TWAA e STIA) também teria sofrido interferências pela facilitação do AMY, assim 

como ocorreu nos condicionamentos clássico e contextual. 

 Sabe-se que o córtex pre-frontal medial (mCPF) vem sendo indicado na literatura 

como um substrato importante para mediar as respostas instrumentais no 

condicionamento de esquiva ativa (Moscarello, 2013; Moscarello, 2017) e passiva 

(Canto-de-Souza, 2016; Yang, 2013; Zhang, 2011). Ainda, sabe-se que a transição do 

comportamento de RC passivas (congelamento) para RC ativas (fuga) que ocorre no 

condicionamento instrumental depende da modulação do CeA (Fadok, 2017), mediada 

pelo mCPF (Moscarello, 2013; Milad, 2002; Quirk, 2003; Likhtik, 2005). Uma vez que 

o AMY do WAR possui uma maior hiperexcitabilidade, sugerimos que a modulação 

realizada pelo mCPF no CeA é inexistente ou ao menos insuficiente, impedindo a 

manifestação das RC ativas durante o condicionamento operante. 

 Por fim, podemos sugerir com base nos resultados da tarefa de RON que o WAR 

é capaz de apresentar a memória de reconhecimento de forma adequada, equiparando-se 

ao grupo controle. Além disso, este resultado pode sugerir que além do WAR apresentar 

o comportamento exploratório inato de roedores preservado (Baxter, 2010; Ennaceur, 

1988), o hipocampo (substrato chave para realização desta tarefa) (Broadbent, 2009; 

Cohen, 2013) encontra-se intacto. Estes achados corroboram com o resultado do 

condicionamento ao medo contextual, o qual também depende do hipocampo para 

realizar a representação contextual de forma adequada (Phillips, 1992; Suzuki, 2004). 
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7. CONCLUSÃO 

 

 Podemos sugerir com base nos resultados demonstrados neste trabalho que o 

WAR apresenta uma facilitação na via acústica, semelhante a hiperativação límbica 

previamente demonstrada em outro trabalhos. Ainda, podemos sugerir que esta facilitação 

acústico-límbica pode comprometer (condicionamento ao medo auditivo) ou beneficiar 

(condicionamento contextual) os processos mnemônicos, dependendo da circuitaria 

utilizada para modulação do aprendizado.    
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