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Resumo

O sistema sensorial tatil de roedores é de fundamental importancia para animais que pos-
suem habitos noturnos e dependem principalmente das vibrissas para localizar e discriminar
objetos. O cértex pré-frontal (PFC), mais especificamente o cingulado anterior, esta associ-
ado, dentre outras fungdes, com monitoramento de erros, atencdo e mudanga de estratégia
em tarefas de dupla escolha, influenciando nos processos de tomada de decisdo. O processo
de tomada de decisao é uma fun¢ao cognitiva complexa que depende da integracao de diver-
sos estimulos sensoriais e experiéncias prévias para antecipar e aperfeicoar um resultado. O
objetivo deste trabalho ¢ adaptar e padronizar protocolo de tomada de decisao envolvendo
discriminacao tatil. Bem como, caracterizar o padrao eletrofisiologico dos cortices pré-frontal
(PFC), somatossensorial primario (S1) e motor primario (M1) durante a aplicagdo do proto-
colo. Para isso, quatro ratos Wistar foram treinados em uma tarefa de discriminacgao tatil.
Na tarefa proposta, existem fases com escolha tinica e dupla escolha - para que o processo de
aquisicao das regras (escolha tnica) se diferencie dos momentos de tomada de decisao (du-
pla escolha). Todos os animais atingiram o critério de aprendizado de pelo menos 2 sessoes
consecutivas com 150 tentativas em cada sessao. Nas sessoes com dupla escolha o animal
avaliado atingiu acurdcia acima do aleatério (Z = -2,02; p < 0,05). A atividade de diversos
neuronios foi registrada nas regides alvo. E em todas foi possivel registrar modulagao na ati-
vidade neuronal em diferentes fases da tarefa comportamental, tanto nas etapas de escolha
unica (31 unidades - lado esquerdo; 26 unidades - lado direito) quanto na escolha dupla (29

unidades).

Palavras-chaves: tomada de decisao perceptual; cortex somatossensoérial ; cortex pré-frontal;

cortex cingulado anterior; cortex motor primério.

Abstract

Rodents tactile sensory system has major importance for those animals with nocturnal habits
in which depends on its whiskers to locate and to discminate objects in full darkness condition.
Prefrontal cortex (PFC) and even more specific, the anterior cingulate, takes part in error
monitoring, attention and strategy planning in ambiguous tasks, participating in the decision
making process. The decision making process is a complex cognitive function that relies in
a variety of sensorial stimuli integration and previous experience to anticipate and guide

to behavior. Therefore, in order to understand the relationship between the PFC, S1 and
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primary motor cortex (M1), the present study aims to characterize the neuronal patterns
of these areas while rats perform a task of tactile decision making. For this purpose, four
rats were trained to discriminate an aperture length. If wide, the rat should receive the
reward on the left side, if narrow on the right side. The behavioral and the PFC, S1 and
M1 electrophysiological data will be acquired in different moments. In the first moment,
animals performed the task and get a reward in the only available reward window (forced
choice). In the second, the rat decided the correct window, according to the aperture length,
in order to receive the reward (free choice). All animals reached learning criterion of at least 2
consecutive sessions with 150 trails in each session. Over free choice sessions, animal reacher
accuracy performance above chance (Z = -2.02; p < .05). Neuronal activity was recorded
and, in all regions, was possible to observe neuronal modulation in different stages of the

behavioral task, both in the forced choice and free choice stages.

Keywords: perceptual decision-making; sensorimotor cortex; prefrontal cortex; anterior cin-

gulate cortex; primary motor cortex.
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1 Introducao

1.1 Tomada de Decisao

Decisoes sao tidas como processos cognitivos que envolvem a escolha de uma alter-
nativa frente a varias outras. Em uma determinada situacdo, um sujeito se depara com uma
situagao cuja solucao tem varias alternativas que podem ser escolhidas. Neste caso o indivi-
duo deve ser capaz de identificar e julgar cada uma delas para escolher aquela que resolvera
a situagao. Apos a escolha, esta deve ser executada com uma agao. Por fim, esta acao gerara
resultados (positivos ou negativos) que servirao como feedback para o sujeito em situagoes
problematicas futuras (GLIMCHER et al., 2009; GOLD M.N. et al., 2007). No entanto, o
processo de escolha envolve uma série de eventos (implicitos ou explicitos) que devem ocor-
rer para se alcancar um objetivo especifico. Ao identificar miltiplas escolhas, o sujeito deve
avaliar qual tera resultados mais satisfatorios. Entao, a escolha deve ser julgada com base
em diferentes fatores, tais como: a utilidade de cada uma delas, o tempo necessario para
executa-la, os esforcos despendidos, a probabilidade de acerto ou erro, os riscos implicados
a cada uma delas e o valor atribuido a cada um dos possiveis resultados (BAUTISTA; TIN-
BERGEN; KACELNIK, 2001; KENNERLEY et al., 2009; VILLAS-BOAS, 2014; WALTON
et al., 2006). A avaliacdo desses fatores visa a maximizagdo dos beneficios e a minimizagao
dos custos. Ainda, estes fatores podem ser influenciados pela manipulacao do valor de cada
resultado, isto é, dando feedbacks durante a execugao da a¢ao ou dando recompensas/punicao
ao fim de cada uma (GOLD M.N. et al., 2007). E importante salientar que durante a exe-
cucao da acao deve haver um mecanismo para avaliar ou monitorar o comportamento em
atividade. Esse mecanismo deve analisar a eficiéncia de uma decisao relacionada a um obje-
tivo em particular. Essa andlise sera ttil para formacao de decisoes futuras, implementando o
comportamento mais adequado (CARTER et al., 1998; RIDDERINKHOF; ULLSPERGER;
CRONE, 2004; SCHALL, 2003; VAN EDEN; LAMME; UYLINGS, 1992). O estudo na area
de decisoes remonta a época da economia classica em 1776. Nesta época, estudiosos busca-
vam entender como diferentes escolhas influenciavam na atividade do mercado. Desde entéao,
profissionais de varias areas, como psicélogos, fisicos economistas, etc, comegaram a estudar
o processo de tomada de decisdoes de um ponto de vista cognitivo. A partir dai, as decisoes
foram categorizadas em diversos tipos com base em seu contexto. Sdo exemplos dessas ca-

tegorias as decisoes com base em contexto social, decisdes baseadas em valores e decisdes
perceptuais (BURTON, A. et al., 2015; GLIMCHER et al., 2009; VILLAS-BOAS, 2014)..
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A tomada de decisoes perceptuais, objeto de estudo deste trabalho, é aquela depen-
dente de informagoes sensoriais que chegam ao sistema nervoso. Nesta categoria, as decisoes
sao influenciadas por diversas caracteristicas da informacao sensorial (como tipo de estimulo,
velocidade, estimulos de interferéncia), por fatores atencionais e de meméria. Este ultimo,
possui um papel importante, uma vez que escolhas realizadas previamente devem ser acu-
muladas na memoria para que possam ser comparadas com o contexto atual, e decisoes
com maiores chances de resultados satisfatorios sejam tomadas (RIDDERINKHOF, K. E;
ULLSPERGER, M; CRONE, E. A; NIEUWENHUIS, 2004).

Do ponto de vista cognitivo, para tomar decisoes, é necessario a integracao de muitos
sistemas neurais para realizagao de uma escolha (Figura 1.1). E necessario um sistema neural
que acumule e compare os estimulos sensoriais com informacgoes armazenadas previamente,
um sistema que detecte as interferéncias e dificuldades contidas no sinal sensorial e recrute
sistemas atencionais para que a informacao seja processada de forma satisfatoria. Além disso,
¢é necessario um sistema para representacao das diversas variaveis de decisao, incluindo as
possiveis escolhas a serem feitas. Por fim, é necessario um sistema que monitore a execucao
da acao, detectando possiveis erros e ajustando o comportamento para se obter resultados
otimizados (HEEKEREN, 2008; MAZUREK et al., 2003; ROMO, R.; LEMUS, L.; LAFU-
ENTE, V., 2012 ). O estudo no campo de decisoes perceptuais tem buscado esclarecer como
os diferentes fatores de uma decisdo sdo computados e como eles se apresentam em circuitos
neurais. Nos tltimos anos, abordagens comportamentais e eletrofisiologicas tém gerado uma
grande variedade de teorias relacionadas a circuitaria dos processos de tomada de decisao.
Muitas dessas teorias tem fomentado o envolvimento dos cértices sensério-motor e pré-frontal
em decisoes perceptuais (GOLD M.N. et al., 2007; SCHALL, 2003); Schall, 2003).. Muitas
regioes do cortex pré-frontal tém sido apontadas como parte do circuito neural envolvido
em decisoes perceptuais. Dentre essas areas, o cortex pré-frontal orbital atua em processos
envolvendo incertezas (GRINBAND; HIRSCH; FERRERA, 2006) predicao de resultados e o
valor de recompensas (GOTTFRIED; DOHERTY; DOLAN, 2016; KHANI; RAINER, 2016;
SCHOENBAUM; ROESCH, 2005). Além dessa area, Sul e colaboradores., (2012) mostraram
que o coértex pré-frontal agranular esta envolvido no planejamento ou preparacgao para acoes
motoras. Outra area com papel importante em processos de decisoes ¢ o cortex cingulado
anterior (ACC). Estudos comportamentais e eletrofisiolégicos mostraram que o ACC estd
envolvido com o monitoramento de erros, manutencao da informacao de escolhas corretas,
atencgdo, expectativa por recompensas entre outras atividades (CARTER et al., 1998; KIM
et al., 2015; ROMO; SALINAS, 2003; WALTON et al., 2006)
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Figura 1.1 — Modelo esquematico dos eventos relacionados a decisdes perceptuais.

frommEmEEEEEEEEEmEmmmmmmmmm—— TomEEEEEEEEEEEEEEEEmmmmmEmmm—— r
1 1 1
1 1 1
\4 \4 \4
Percepgao Antecipacao Memdria Decisao Execugdo
Atenggio Avallaqac.v das Escolh:i da Seleg:jo da Monitoramento
alternativas solugdo acao

modelo do processo de tomada de decisoes perceptuais. Nesta categoria, a percepcao de
estimulos sensoriais é necessaria para que se faga uma escolha e execute uma acao.

Neste contexto de multiplas vias e areas, como o cértex somatosensorial primario
poderia influenciar as tomadas de decisdoes de maneira mais especifica? Ou talvez como
estruturas do PFC sao melhores preditoras do comportamento do que S1(PALMER, C.,
CHENG, S., SEIDEMANN, E., 2007; CHEN, Y., GEISLER, W., SEIDEMANN, E., 2008;
BOSKING, W.H., MAUNSELL, J., 2011), como o PFC poderia estar influenciando S1 du-
rante uma tarefa onde o animal ativamente explora o ambiente ? Roedores tem sido muito
utilizado como animais modelo para estudo de tomada de decisdes perceptuais para diversas
modalidades sensoriais. No entanto, a modalidade de estimulos tateis nestes animais possui
uma particular importancia (CARANDINI; CHURCHLAND, 2013). Isso porque o sistema
somatossensorial destes animais apresenta uma alta especializacao das regides cerebrais que
se dedicam a representar as informacoes sensoriais tateis captadas. Tal especializacao torna
ratos e camundongos animais modelos para estudo do sistema tatil, além de oportunizar o
estudo de processos cognitivos como a tomada de decisdes perceptuais. Assim, pesquisadores
tém realizado tarefas psicofisicas com roedores que permitem controlar a natureza, a quan-

tidade e a qualidade das varidveis sensoriais apresentadas e recompensar comportamentos
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especificos dos animais submetidos a essas tarefas (GOLD M.N. et al., 2007). Por exemplo,
Krupa e colaboradores (2001) descreveram uma tarefa de discriminagao tatil onde o objetivo
dos animais era diferenciar a distdncia entre duas barras paralelas e escolher um lado (direito
ou esquerdo) para receber uma recompensa de dgua. Os autores mostraram que ratos reali-
zando essa tarefa aprendem a associar o lado correto da recompensa (com base no estimulo
apresentado) integrando diversas tentativas executadas repetitivamente. Nesta tarefa, o esti-
mulo sensorial relevante para os animais decidirem onde pegar a recompensa ¢ a distancia da
abertura larga e da abertura estreita. Porém, existe um limiar em que os animais conseguem
detectar essa diferenga. Os autores mostraram que os animais sao capazes de discriminar
aberturas com até 3,5 milimetros de diferenca. Ao longo dos ultimos anos, outros pesquisa-
dores mostraram o engajamento de muitas outras regioes cerebrais durante a discriminacao
tatil nessa tarefa. Foi visto que, além do cértex somatossensorial primario, o cértex motor
primaério, o cértex visual primdrio e o hipocampo também participam nesta tarefa (KRUPA,
2004; KRUPA et al., 2001; PAIS-VIEIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2007; VASCONCE-
LOS et al., 2011). Além disso, mostrou-se também que essas areas podem alterar a dindmica
neural durante o processamento da informacao sensorial. E, por se tratar de uma tarefa que
envolve comportamentos complexos, como a tomada de decisoes, é essencial o envolvimento
de areas de processamento cognitivo superior. Neste sentido, neste trabalho, escolhemos 3
regides para investigar seu papel ao longo da execucao da tarefa de discriminagao tatil ativa.
As areas escolhidas comprrendem S1, M1 e o PFC, mais especificamente o cortex cingulado

anterior e serao comentadas a partir de agora.

1.2 Sistema Somatossensorial de Roedores

Animais de hébitos noturnos, como ratos e camundongos, dependem muito de 6rgaos
sensoriais para percorrer ambientes com baixa iluminacao ou total escuridao. Nestes casos,
a audicao, o olfato e o tato sdo os principais mecanismos utilizados por esses animais para

coletar informacgoes do ambiente, se prevenir de predadores, encontrar alimentos e identificar
objetos (DIAMOND et al., 2008).

Em roedores, a captacao dos estimulos sensoriais é feita por meio de receptores pre-
sentes em varias partes do corpo do animal, como na pele, lingua, nariz, patas e bigodes
faciais, também chamados de vibrissas misticiais. Estes iltimos compreendem receptores de
toque especializados e sao responsaveis por captar estimulos tateis que sao conduzidos ao
cortex somatossensorial (EBNER; KAAS, 2015). As vibrissas podem ser divididas em dois
tipos de estruturas: as grandes e as pequenas vibrissas misticiais, ou macro e micro vibris-

sas, respectivamente. Em geral, os roedores apresentam 36 macro vibrissas, localizadas mais
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lateralmente, e aproximadamente 165-210 micro vibrissas, localizadas ao redor do focinho.

As grandes vibrissas misticiais de ratos e camundongos estao fixas a pele do animal
em uma disposicao bem definida de cinco linhas designadas dorso-ventralmente por letras
de A a E, onde cada linha possui de 4 a 9 vibrissas formando arcos enumerados no sentido
caudal para o rostral (BRECHT; PREILOWSKI; MERZENICH, 1997; PETERSEN, 2007).
Assim, a posicao de cada vibrissa pode ser dada pelo sistema de coordenadas das linhas e

dos arcos (Figura 1.2).

As vibrissas estao ancoradas a pele do animal por meio de uma estrutura chamada
foliculo que confere movimentagao e sensibilidade tatil (PETERSEN, 2014). Durante o com-
portamento exploratério ativo, os ratos realizam movimentos rapidos e ritmicos das vibrissas
(5-20 Hz). Na maioria das vezes, estes movimentos ocorrem de forma sincronizada bilate-
ralmente, porém as vibrissas também podem se mover independentemente. Outros estudos
mostram que os ratos podem alterar o ritmo de movimento das vibrissas, ou seja, mudar a
frequéncia e a amplitude do movimento, adotando diferentes comportamentos exploratorios
(BERG; KLEINFELD, 2003; SENGUL, 2015; SHULER; KRUPA; NICOLELIS, 2002). Além
de encontrar objetos, os ratos usam as vibrissas para coletar informacoes como pressao, velo-
cidade, tamanho, forma e textura através da combinag¢ao de movimentos de protracao e retra-

¢ao (para frente e para tras) das vibrissas. E movimentos da cabega juntamente com o ajuste
da postura. (BERG; KLEINFELD, 2003; KNUTSEN; DERDIKMAN; AHISSAR, 2005). O

Figura 1.2 — Organizacgao espacial das vibrissas em roedores.

T~ 1123456788
x\\\}q 00000 A
A Col em barris |

\ 1 00000 B

1 0000000 C

' 00000000 D

' 000000000E

Talamo

Tronco cerM

As vibrissas estao dispostas em ambos os lados do focinho dos roedores. As grandes vibrissas
sao designadas por linhas de A a E e arcos enumerados de 1 a 7. Cada uma das vibrissas

possui uma area de representagao correspondente no tronco cerebral, tdlamo e cortex em
barris. Fonte: Adaptado de DIAMOND et al., 2008.

movimento das vibrissas é realizado pela ativagao de dois grupos musculares: os intrinsecos
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(responsaveis pela protragao das vibrissas) e extrinsecos (responséaveis pela retragao). Esses
movimentos geram energia mecanica. Tal energia é utilizada para ativar mecanorreceptores
presentes no foliculo, bem como deflagrar potenciais de acdo em neurdnios sensoriais de pri-
meira ordem que inervam o foliculo de cada vibrissa. O estimulo captado é conduzido por
meio de vias paralelas para o ganglio trigeminal (GT), niicleo trigeminal no tronco cerebral
(NT), tdlamo e o cértex somatossensorial primario (DIAMOND et al., 2008; ERZURUMLU;
MURAKAMI; RIJLI, 2010). E por fim, S1 projeta para regides cerebrais de ordem superior

como o cortex somatossensorial secundério (S2) (ROMO et al 2002).

Cada neur6nio do GT transmite informagoes de apenas uma vibrissa e conduz o es-
timulo captado através de um ramo central para formar sinapses excitatorias com neuronios
de segunda ordem do NT. O NT consiste de um ntcleo principal (PrV) e trés niicleos espi-
nhais, o oralis (SpVo), o interpolaris (SpVi) e o caudalis (SpVc). O subnicleo principal (PrV)
possui zonas definidas histologicamente chamadas barreletes (Figura 1.3). Cada barrelete é
formado por grupamentos de neuronios que dedicam-se a representar predominantemente
uma vibrissa e juntos formam um mapa completo das vibrissas (HENDERSON; JACQUIN,
1995; MA; WOOLSEY, 1984; WOOLSEY; VAN DER LOOS, 1970; JACQUIN; RHOADESI,
1990; LO et al., 1999; VEINANTE et al., 1999, 2000). Os quatro nucleos do NT estao in-
tensamente interconectados com projecoes GABAergicas além de receberem informagoes de
estacOes superiores da via trigeminal, como S1, S2 e projegoes indiretas do cértex motor
primario (FURUTA et al., 2008, 2010).

As informagdes do N'T sao entao transmitidas para regioes diferentes do talamo, prin-
cipalmente para os niucleos contralaterais ventro-posterior medial (VPm) e para o ntcleo
medial posterior (POm) (ERZURUMLU; MURAKAMI; RIJLI, 2010). Em VPm também hé
grupamentos que representam a organizacao somatotopica das vibrissas, nomeados barrildi-
des (Figura 1.3). Os barriléides, por sua vez, sdo subdivididos em trés regices (cabega, ntcleo
e cauda) (URBAIN; DESCHENES, 2007). As subdivisoes dos barril6ides estao relacionadas
as diferentes vias pelas quais o estimulo sensorial ascende de forma paralela no sistema trige-
minal (via Lemniscal 1 e 2, via extralemniscal e a via paralemniscal). Cada via inicia-se em
nicleos distintos do N'T, ascende em paralelo pelas sub-regides dos barrildides e termina em

diferentes areas corticais de S1 (as colunas em barris, as colunas septais e zona agranular),
S2 e M1 (FELDMEYER et al., 2013).

A via Lemniscal 1 transmite estimulos de neurdnios de segunda ordem do PrV para
os barril6ides da se¢ao dorso-medial do nicleo ventral posterior medial (dmVPm) do tdlamo.
Os axdnios dos neurdnios desse nicleo projetam para as camadas 3, 4, 5b e 6a de S1 (CHI-
ATA et al., 1991; HENDERSON; JACQUIN, 1995). A via Lemniscal 2 inicia-se a partir de

PrV e transmite a informagao sensorial para a regiao da cabega dos barriléides em VPm e,
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Figura 1.3 — Representagao somatotopica das vibrissas na via trigeminal.

Barrels

A g
Neocortex
Ophthalmic

O estimulo captado pelas vibrissas (pressdo, vibragao, textura, etc.) é conduzido através
do ganglio trigeminal para os barreletes do nicleo trigeminal do tronco cerebral. O nicleo
trigeminal conecta-se com os barrildéides do nticleo VPm do talamo. O talamo, por sua vez
transmite as informagdes para o cortex em barris (camada IV de S1). Fonte: Adaptado de
ERZURUMLU; MURAKAMI; RIJLI, 2010.

em seguida, para a regiao das colunas septais (FURUTA; KANEKO; DESCHENES, 2009;
VEINANTE et al., 1999). Na via extralemniscal, os neur6nios de SpVi projetam para o domi-
nio ventro-lateral do nicleo ventral posterior medial (vIVPm) sub-regiao caudal. Os axdnios
desses neurdnios, por sua vez, projetam para a zona agrunular de S1 e S2 (VEINANTE et
al., 2000). Na via paralemniscal, os neurénios na parte rostral do NT interpolar néo estao
espacialmente agrupados. Eles projetam para diversas areas, dentre elas para o setor medial
do nicleo posterior (POm) e a zona incerta. Os ax6nios dos neuronios de POm projetam para

areas imediatamente ventrais aos barris, a camada 5a de S1 e para o cortex motor primario

(DIAMOND et al., 2008; VEINANTE; LAVALLEE; DESCHENES, 2000).

A funcao das diferentes vias ainda nao foi claramente descrita e as hipoteses variam
entre autores. YU et al. (2006) examinaram a resposta neuronal das trés vias trigeminais
(lemniscal, paralemniscal e extralemniscal) durante a livre exploragao de objetos e apds a es-

timulacao das vibrissas no animal acordado. Os autores mostraram que neurénios dos nicleos
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taldmicos respondem de acordo com o tipo de estimulo sensorial apresentado (Figura 1.4). Por
exemplo, a maioria dos neurdnios de POm responde aos movimentos das vibrissas, indepen-
dente do contato delas com os objetos, codificando informagoes de frequéncia do movimento
das vibrissas. Por outro lado, os neuronios de vIVPm respondem apenas quando as vibrissas
entram em contato com objetos. Por outro lado, neurénios de dmVPm respondem a ambos,
movimento e toque das vibrissas. Esses resultados sugerem que os diferentes sinais sensori-
ais relativos ao toque ativo das vibrissas sdo transmitidos por diferentes vias no talamo, de
modo que a via paralemniscal transmite preferencialmente sinais sensoriais de movimento,
a via extralemniscal transmite sinais de contato com o objeto e a via lemniscal transmite

a combinacao de ambos. Nos tltimos anos foi demonstrado que o processamento sensorial

Figura 1.4 — Desenho Esquematico da condugao do sinal aferente durante o toque
ativo das vibrissas.

Sinais provenientes do movimento das vibrissas (W) sdo transmitidos pela via paralemnis-
cal (para) através de Pom. Os sinais relativos ao toque das vibrissas (T) com objetos séo
transmitidos pela via extralemniscal (extra) através de vIVPm, envolvido com a localizacao
dos objetos (“onde””). Os sinais provenientes da combina¢ao do movimento das vibrissas e
o toque com objetos (WT) sdo transmitidos pela via lemniscal através de dmVPm, estando
envolvido com informagoes da identidade dos objetos (“o que”). Fonte: YU et al., 2006 .

¢ mais complexo do que se imaginava. Evidencias mostram que ele nao depende apenas do
fluxo ascendente de informacao até o cortex, mas sim, um complexo sistema de loops corti-
cais (Figura 1.5)(HOFFER; HOOVER; ALLOWAY, 2003; LEE; CARVELL; SIMONS, 2008;
NICOLELIS et al., 1995). E que estruturas de ordem superior podem alterar toda a dindmica
talamo-cortical. Pais-Vieira et (2013) demonstrou que a inativagao do cértex motor primario
pode afetar a atividade antecipatéria em S1 e no talamo durante uma tarefa de discriminacao

tatil ativa.
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Figura 1.5 — Representagao esquematica das vias ascendentes e suas conexoes no
sistema sensoério-motor relacionados as vibrissas.

Nucleo trigeminal

Ganglio trigeminal Talamo Cértex

— | SpVc POm M1
/Paraleminiscal

TG |—| SpVi | — | cauca S2

VPm Leminisca -

—— > | Nacleo barris

—| PrV - S1

Cabeca Leminiscal 1 septo

A via ascendente inicia com os neurdnios primarios aferentes no glanglio trigeminal (TG) que
projeta os sinais neurais para o nicleo trigeminal no tronco encefalico (NT). O NT consiste
em um nucleo principal (PrV) e nos subntcleos espinais interpolaris (SpVi), caudalis (SpVc)
e oralis (SpVo, ndo mostrado na figura). A via lemniscal 1 origina-se a partir dos barreletes
de PrV e projeta para as colunas em barris de S1 via regiao nicleo dos barriléides de VPm.
A via lemniscal 2 carrega informgoes oriundas de PrV que sao projetadas para a regiao
da cabeca dos barriloides e posteriormente para a regido septal (e zona agranular de S1).
A via extralemniscal origina-se em SpVi e projeta para a regido caudal dos barriloides de
VPm e posteriormente para S2. Por fim, a via paralemniscal inicia-se em SpVi, projetando
para Pom que, por sua vez, envia os sinais neurais para S1, S2 e M1. Fonte: Adaptado de
(FELDMEYER et al., 2013)

O cértex somatossensorial também envia projecoes para outras estruturas corticais e
subcorticais, como por exemplo, M1, area motora suplementar, PFC, talamo, nicleo trigemi-
nal, caudado e putamem (ZHANG; DESCHENES, 1997). Através de injeces de tracadores
retrogrados e anterogrados, observou-se que S1, S2 e M1 estdo estreitamente relacionados
por projecoes reciprocas (CHAKRABARTI; ALLOWAY, 2006; HOFFER; HOOVER; AL-
LOWAY, 2003; WRIGHT; NORRIE; ARBUTHNOTT, 2000). O processamento sensorial
também é influenciado por estruturas relacionadas com atencao, como por exemplo os ni-
cleos da base. (GOARD; DAN, 2009; THOMSON et al., 2014). Estudos indicam que a esti-
mulacao dos nicleos da base promove uma facilitacdo na resposta a estimulos tateis em S1.
(MA; LUO, 2012; YU; DAYAN, 2005).

Adicionalmente, estudos tém revelado a existéncia de conexoes reciprocas entre areas
somatossensoriais e o PFC (BEDWELL et al., 2014; YAMAGUCHI; KNIGHT, 1990). O

PFC desempenha um importante papel na modulacao da informacao somatossensorial em
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S1 e S2. Uma série de experimentos realizados por Skinner e Yingling (1984), por exemplo,
revelaram que o PFC mantém uma supressao tonica das aferéncias talamicas para S1. Isso
pode ser uma forma de inibir estimulos irrelevantes e facilitar o processamento de estimulos

relevantes.

1.3 Cortex Pré-Fontal

O termo pré-frontal é utilizado para designar o cortex do polo anterior do cérebro
de mamiferos como roedores, primatas nao humanos e humanos. O cortex pré-frontal (PFC)
foi inicialmente definido como a porcao cortical que recebe projecoes do nicleo médio-dorsal
do tdlamo (KOLB; CIOE, 2004). Entretanto, com o desenvolvimento de novas e robustas
técnicas utilizando tragadores neuroanatomicos, estabeleceu-se que o nicleo médio dorsal do
talamo nao projeta exclusivamente para o PFC. Além disso, outros nicleos talamicos também
projetam para o PFC. Sendo assim, apenas a conexao com o tdlamo nao seria mais um fator

determinante para estabelecer a organizagao anatémica do PFC (OTANI, 2004).

O PFC consiste de areas neocorticais interconectadas que recebem e enviam projecoes,
dentre outras areas, para a amigdala, formacao hipocampal, nicleos da base, cértex pré-
motor, drea motora suplementar, e dreas de processamento sensorial (visual, auditério e
somatosensorial). Essas conexoes sugerem que o PFC também executa fungao de integragao

da informagao sensorial com os sistemas de meméria (MILLER; COHEN, 2001)

O PFC apresenta uma grande heterogeneidade funcional, sendo uma estrutura im-
portante para o controle de fungdes cognitivas complexas como integragdo sensério-motora,
memoéria, tomada de decisao e raciocinio. Assim, o PFC atua no controle executivo do sis-
tema nervoso, isto é, selecionando e gerando o comportamento que é mais apropriado para
um determinado contexto (OTANI, 2004; BARBAS; PANDYA, 1989; GOLDMAN-RAKIC;
SCHWARTZ, 1982; PANDYA; BARNES, 1987; PANDYA; YETERIAN, 1990; PETRIDES;
PANDYA, 1984; SELTZER; PANDYA, 1989). Muitos estudos tém elucidado as fungoes inte-
grativas do PFC, e seu papel na organizacao de comportamentos sequenciais com objetivos
direcionados aleém de uma importante papel na consolidagdo de memoérias. Assim, uma das
fungoes do PFC ¢é a representagao e o planejamento de agoes integrando informagoes sensori-
ais e motoras para guiar o comportamento do animal, fazendo com que as agdes sejam cada
vez mais apropriadas a um contexto em particular (NEAFSEY, 1990; OTANI, 2004; FUS-
TER, 2015a; KOLB & CIOE, 2004). Neste sentido, o PFC esté envolvido em processos de
planejamento, atencao, tomada de decisao, implementacao de regras, mudanca de estratégia,

raciocinio e linguagem.

O PFC pode ser dividido em duas grandes regioes: o cértex pré-frontal medial (mPFC)
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e a regiao orbital (OFC). Em roedores, ambas as regides recebem projegoes do nicleo médio-
dorsal do talamo. As regides mPFC e OFC de roedores sao funcionalmente dissocidveis e
possivelmente homélogas as regioes dorsolateral e orbital de primatas (KOLB; CIOE, 2004).
No mPFC existem pelo menos cinco sub-regioes funcionalmente distintas: o cortex cingulado
anterior, o cértex pré-limbico, infra-limbico, cértex dorsal e a area orbital medial. O OFC,
por sua vez, divide-se na regido orbito-lateral e na regido insular. (OTANI, 2004; KOLB &
COPE, 2004).

Acredita-se que a area orbital e medial sao associadas com inibicdo comportamental,
enquanto que as areas ventrolaterais e dorsal estao associadas com fungoes de meméria e
atencao. A parte dorsal do mPFC esta funcionalmente ligada ao cértex motor e estd envolvida
no processamento temporal e motor. Enquanto a parte ventral do mPFC possui um papel
funcional no processamento cognitivo e emocional. O PFC orbital tem sido relacionado com
o aprendizado associativo. A regido insular agranular do PFC possui um importante papel
no processamento sensorial da gustagio (AMARAL; PRICE 1984; BARBAS; DE OLMOS
1990; BARBAS; PANDYA 1989, GOLDMAN-RAKIC et al 1984, PORRINO et al 1981,
VAN-HOESEN et al 1972)..

Evidencias eletrofisiologicas mostraram que o PFC esta envolvido na integracao de
varias modalidades sensoriais. Estudos com primatas mostraram que estimulos sensoriais de
trés modalidades (visual, olfatoria e somdtica) evocam respostas em suas respectivas areas
primérias assim como no PFC. As respostas sensoriais no PFC podem ser evocadas tanto pela
comunicag¢ao talamo-cortical, quanto cortico-cortical. Isso pode ser observado tanto pelo fato
de que lesOes nas areas primarias nao extinguem as respostas no PFC, quanto pelo fato de

que a estimulagao das areas primarias evocam respostas no PFC mesmo depois de inativagao
taldmica (BIGNALL; SINGER, 1967; ROMANSKI, 2007).

O PFC também esta envolvido na atencao sensorial seletiva, suprimindo as informa-
¢Oes sensoriais irrelevantes e potencializando as relevantes (SCHAEFER; HEINZE; ROTTE,
2005). Evidéncias mostraram que o PFC possui um papel chave no processamento da infor-
magcao sensorial em S1 e S2, facilitando o processamento de informagdes necessarias para a
tarefa. Dessa forma, o PFC pode ser interpretado como uma estrutura que exerce influéncia
top-down sobre as informagoes sensoriais ascendentes, como pode ser observado em pacientes

com lesoes focais no PFC, nos quais modulagoes inibitérias sobre informacoes sensoriais sao

interrompidas (SKINNER; LINDSLEY, 1967).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo caracterizar o padrao eletrofisiologico dos cortices
pré-frontal e sensério-motor durante uma tarefa de discriminacao tatil envolvendo tomada

de decisdo.

2.2 Objetivos Especificos

e Padronizar novo protocolo comportamental para estudo da tomada de decisdao em pro-

cesso de discriminagao tatil.

e Comparar a resposta unitaria de neurénios dos cortices pré-frontal e sensério-motor
durante o treino for¢ado (apenas a opgao correta é apresentada ao animal) e o treino

variado, que envolve tomada de decisao.

e Correlacionar o comportamento do animal com os dados eletrofisiologicos adquiridos

durante o treino forcado e a tomada de decisao.
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3 Materiais e métodos

3.1 Sujeitos Experimentais

Foram utilizados quatro ratos Wistar machos pesando entre 400 e 430g, mediante
aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Internacional de
Neurociéncias Edmond e Lily Safra IIN-ELS sob o protocolo 04/2015. Os animais foram
mantidos em caixas individuais com ciclo claro e escuro de 12/12 horas e condigoes de tem-
peratura controlada (23 4 2°), alimentados com racao ad libitum e restricao de agua (15 a

20 ml por dia).

3.2 Tarefa Comportamental

A tarefa requer que os ratos discriminem a distancia entre duas aberturas, larga ou
estreita, utilizando apenas suas grandes vibrissas faciais, para receber uma recompensa de
agua. Para isso, os animais foram treinados em uma caixa comportamental, que consiste de
duas cAmaras separadas por uma porta central deslizante (Figura 3.1.A). A primeira cAmara
(de recompensas), possui duas saidas que entregam dgua como recompensa para o animal.
A segunda cdmara (de discriminagao) contém um orificio, localizado logo a frente de duas
barras de discriminacdo que possuem aberturas previamente definidas para 72 mm (abertura
larga) e 56 mm (abertura estreita). Sensores infravermelhos estdo instalados em cada orifi-
cio, na porta central e na barra de discriminagao. Estes sensores enviam simultaneamente
pulsos TTL (Transistor-Transistor Logic) para o equipamento de aquisi¢do de dados eletrofi-
siologicos (Plexon®) para sincronizar a atividade comportamental do animal com o registro

eletrofisiologico.

O treino foi conduzido como descrito por KRUPA et al., (2001) com adaptagdes para
este trabalho. Um dia antes de qualquer treinamento, os ratos foram colocados sob uma
dieta com restricao de agua. O protocolo comportamental baseou-se em quatro fases, para
cada uma delas foram realizadas sessoes de treinamento com durac¢ao de noventa minutos. O
desempenho do animal, assim como o critério de avaliagao para seguir para a préoxima fase da
tarefa, foi analisado com base no nimero de tentativas por sessdo (minimo de 150 em todas
as fases) e pela porcentagem de tentativas corretas por sessdo (minimo de 70% de acerto na

fase 4) por 2 sessoes consecutivas.

Na primeira fase os ratos foram treinados a receber a recompensa de dgua em cada
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Figura 3.1 — Caixa comportamental para estudo de tomada de decisao durante
tarefa de discriminacao tatil.

A Orifici | Barras de
el centrs discriminagdo B Fase 3 - treino forgado

1 (largo)

Camara de
discriminagao

Porta central
L
[\
Recompensa
Cémara de
recompensas J
c Fase 3 - treino forgado D Fase 4 -Treino livre
(estreito) (tomada de deciséo)

J C

A) O aparato comportamental é dividido em duas cAmaras, uma de recompensas e outra
de discriminagao, separadas por uma porta central. B) Fase 3 - treino for¢ado (estreito). As
barras de discriminagao estao na posicao estreita e somente o lado esquerdo esté disponivel.
C) Treino forgado (largo). As barras de discriminagao estao na posigao largo e somente o lado
direito esta disponivel. D) Fase 4 - treino livre. A cada tentativa, a distancia entre as barras
é definida aleatoriamente entre larga e estreita. Nesta fase, o animal deve tomar a decisao de
qual o lado em que ira buscar a recompensa. Fonte: do autor.

uma das saidas (direita ou esquerda) contidas na cdmara de recompensas. Na segunda fase
do treinamento, os ratos foram habituados a entrar na segunda cdmara do aparato (cAmara
de discriminacao), posicionar o focinho no orificio central deste compartimento e voltar para
a camara de recompensas para receber 50ul de dgua. Na terceira fase, chamada de treino

forcado, uma barreira fisica de acrilico foi instalada na camara de recompensas, impedindo o
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acesso do animal a uma das portas de recompensa. Essa fase foi dividida em duas etapas: na
primeira, apenas a abertura larga foi apresentada, e somente a porta de recompensa da direita
estava disponivel (Figura 3.1.B). Ao atingirem o critério de aprendizado descrito acima, os
animais foram treinados na segunda etapa, em que apenas a abertura estreita era apresentada
e somente a porta da esquerda estava disponivel (Figura 3.1.C). Na fase 4 (livre escolha), a
barreira fisica foi retirada; desta forma, o animal teve que discriminar a distancia entre as
aberturas das barras (larga ou estreita) e tomar a decisdo de qual lado pegar a recompensa,
uma vez que os dois lados estavam disponiveis (Figura 3.1.D). A escolha correta consiste
em ir para o lado que havia sido previamente (fase 3) associado aquele estimulo especifico

(estreita - esquerda; direita - larga).

Avaliamos o nimero médio de tentativas em cada fase da tarefa comportamental e o

niumero médio de tentativas executadas por minuto.

3.3 Construcao das Matrizes de Microeletrodos

Para a construcao das matrizes de microeletrodos, foram utilizados fios de tungsténio
de 50 pm revestidos com Teflon. As matrizes foram construidas para implante no ACC (1 x
8, separados por 200um), S1 (4 x 3, separados por 300 pym) e M1 (4 x 3, separados por 300
pum). As configuragdes das matrizes estao indicadas na tabela abaixo e foram estabelecidas a
partir das coordenadas estereotaxicas do atlas de Paxinos e Watson (2007). O bregma (ponto
anatomico onde a sutura coronal intercepta a sutura sagital) foi utilizado como ponto de

referéncia para a escolha das coordenadas em estudo.

Tabela 3.1 — Coordenadas estereotaxicas para implante de microeletrodos em S1, M1 e ACC
(AP — anteroposterior, ML — médio-lateral, DV - dorsoventral).

Regiao AP ML DV
S1 +2,20 a -0,40 mm 1,40 mm 1,96 mm - Angulo 24°
M1 +2,04a-324mm 52a64mm 750 pm (Camada IV)
ACC 3,0 mm 1,5a 3,60 mm 1,1 mm - Angulo 39°

3.4 Procedimentos Cirlrgicos

Os procedimentos cirirgicos para implante das matrizes de microeletrodos foram re-
alizados apos os animais atingirem o critério de aprendizado nas etapas 1 e 2 do treino
forcado. Durante todos os procedimentos cirurgicos foram utilizados avental, luvas e campo

cirtrgico estéreis. Os animais foram pesados e anestesiados com ketamina (50-80 mg/kg, in-
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traperitonial), xilazina (3-4 mg/kg, intramuscular) e atropina (0,05 mg/Kg, intramuscular),
ap6s prévia indugdo anestésica com isoflurano a 5%. O nivel anestésico foi mantido durante
todo o procedimento cirtrgico com isoflurano 1 a 2%. Apds a inducdo, os animais foram

tricotomizados e sua cabeca foi fixada a um aparelho estereotaxico.

A craniotomia foi realizada utilizando uma broca dental de alta rotacdo para abertura
das janelas de implante dos eletrodos. Depois, a matriz de eletrodos (previamente esterilizada
em luz ultravioleta por 2 horas) foi devidamente posicionada nas coordenadas estereotaxicas
descritas na tabela 1. Apds a cirurgia, o fornecimento do anestésico foi suspenso e os pa-
droes fisioldgicos avaliados. Para a recuperacao da cirurgia, administrou-se profilaticamente

antibiotico (Enrofloxacina) e anti-inflamatério.

3.5 Registro Eletrofisiologico

O registro da atividade neuronal (potencial de a¢do) dos animais durante a tarefa
comportamental foi realizado utilizando o sistema de aquisicio de dados Ominiplex® (v.
1.13.0, Plexonlnc, Dallas, Texas, EUA) com taxa de aquisicdo de 40000 Htz. Os animais
foram anestesiados com isoflurano (2-5%) para facilitar a conexao do cabo de registro. Apos
o término da anestesia, os animais foram colocados na caixa comportamental e conectados
ao equipamento de aquisicao dos dados. O registro eletrofisiologico foi realizado durante as

fases 3 e 4 da tarefa comportamental.

3.6 Analise e Processamento dos Sinais Neurais

Nos registros eletrofisiologicos isolamos a atividade de neuronios, através da identi-
ficacdo dos spikes de diferentes canais utilizando o método conhecido como Spike sorting.
Neste método utilizou-se a analise de componentes principais para agrupar formatos de onda
com caracteristicas semelhantes (Figura 3.2.A). Cada cluster foi associado a atividade de
neurénios unitdrios ou multi-unitarios (Figura 3.2.B e C). Os clusters multi-unitarios sao
formados pela sobreposicao de diferentes spikes, com baixa amplitude e intervalo inter-spike

(periodo refratario) menor do que 1 ms (Figura 3.2.D).

Para a andlise dos dados neurais foram usadas apenas as tentativas realizadas na
seguinte sequéncia de eventos: 1) periodo de base (1s); 2) periodo antecipatorio (0,5s), 3) dis-
criminagao (1s) e 4) recompensa (1,5s). Consideramos uma tentativa completa aquele em que
o animal executou a sequéncia de eventos descritas acima no periodo de -2 a 2 segundos, sendo
o tempo 0 foi o instante em que o feixe de infravermelho do orificio central foi quebrado. As

tentativas completas foram extraidas utilizando uma rotina escrita no Matlab® (v. 8.1.0.604
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R2013a, Mathworks, Natick, MA, USA) que utiliza os TTLs dos sensores infravermelhos na

janela de tempo.

Os dados de potenciais de acao foram analisados utilizando NeuroExplorer para con-
tagem das ocorréncias de disparos neuronais na janela de tempo de cada tentativa (bin =
50 ms). Através do NeuroExplorer foram estabelecidas as médias de disparos (counts/bin)
e intervalo de confianca de 95% para cada neurdnio. Quando todos os bins de um evento
ficavam dentro do intervalo de confianga, o respectivo evento foi considerado como “sem mo-
dulagoes” (hipétese nula). A hipdtese nula foi rejeitada nos casos em que haviam bins fora
do intervalo de confianga, ou seja, ocorreu algum tipo de modulagdo. Por sua vez, as mo-
dulagbes observadas nos disparos foram classificadas como excitatérias (acima do intervalo
de confianga), inibitérias (abaixo do intervalo de confianga) ou multifasicas (em um mesmo

evento bins acima e abaixo do intervalo de confianca).
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Figura 3.2 — Identificagdo da atividade elétrica de neurénios (Spike Sorting).

Método para identificar a atividade unitaria e multi-unitaria de neurénios baseado na analise
de componentes principais (PCA, do inglés “Principal Component Analysis”). A) formato de
onda (amarelo equivale a atividade unitaria e em verde a atividade multi-unitaria, B) grafico
de superficie para o nimero de formatos de onda que compoe o cluster C) separacdo entre os
clusters D) distribuigdo dos intervalos inter-spike (ISI) para cada unidade (imagem superior)
e auto-correlacao (imagem inferior), E) outros exemplos de unidades neuronais encontradas
para o mesmo animal. Fonte: do autor
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4 Resultados

4.1 Resultados Comportamentais

Para estudar o processo de tomada de decisao durante a tarefa de discriminacao
tatil, desenvolvemos uma adaptacao do aparato comportamental descrito por Krupa et al.
(2001). Neste, implementamos uma barreira fisica de acrilico construida para evitar que
o animal tenha escolha de onde pegar a recompensa durante a fase trés do treinamento
comportamental. Dessa forma, podemos comparar com a fase quatro onde o animal tem
duas opgoes para pegar a recompensa (direita ou esquerda). Com a inser¢ao dessa barreira,
foi necessario adaptar o protocolo comportamental. Dividimos a fase trés do treinamento em
duas etapas. Na primeira, o animal realizou a tarefa comportamental com a barreira fisica
bloqueando o lado direito e na segunda etapa, bloqueando o lado esquerdo. Quatro animais
foram treinados nas fases um, dois e trés do protocolo comportamental até atingirem o critério

de aprendizagem (Figura 4.2).

A Figura 4.1 mostra as curvas de aprendizado dos 4 animais nas fases 1 e 2. Pode-
se observar uma queda na performance da sessao 2 para a sessao 3, o que ja era esperado
dado o aumento na complexidade da tarefa e as novas regras que o mesmo precisa apren-
der.Também pode-se observar diferencas individuais na performance dos animais ao longo
do tempo, que podem estar relacionadas a eventos externos (ex: estados motivacionais). Trés
animais que atingiram o critério de aprendizagem nas duas etapas (esquerda e direita) da
fase 3 foram submetidos a cirurgia para implante de microeletrodos. O rato 4 nao sobreviveu
a cirurgia. Apos a recuperacao pos-operatoria dos animais 2 e 3, ambos foram readaptados a
fase 3 da tarefa comportamental, agora com o cabo para registro eletrofisiolégico conectado
(Figura 4.3).

Quando os animais recuperaram os niveis de performance (150 tentativas completas),
foram passados para a fase 4 (livre escolha). Nesta, o rato 3 ndo realizou o nimero de
tentativas estabelecido como critério no tempo pré-determinado. Por este motivo, seus dados
eletrofisiolégicos e comportamentais desta fase (4) foram desconsiderados (Figura 4.4). A

analise eletrofisioldgica reportada neste estudo é referente ao animal 2.

O animal 2 realizou cinco sessoes na fase de livre escolha, e apresentou nimero médio
de tentativas de 243,80 (SD = 83,76). Através de teste T de Wilcoxon pode-se mensurar que
ao longo das sessoes o animal atingiu acuracia (M = 87,40; SD = 5,81) acima do aleatério
(Z =-2,02; p < 0,05).
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Figura 4.1 — Curva de aprendizagem dos quatro animais nas fases 1 e 2 da tarefa
de discriminacao tatil.

Animal
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—2
—3
—_—

T
1 2

T
3

| R e (T e o e (o T [ T P |
4 5 6 7 8 91011 1213 14 15 16
Sessdo

As duas primeiras sessoes (fundo cinza) sao referentes a performance do animal na cdmara
de recompensa (fase 1). As sessoes seguintes (fundo amarelo) foram realizadas na cadmara de
discriminacao (fase 2) até que animal atingisse o critério de mais de 150 tentativas em duas

sessoes consecutivas.

Figura 4.2 — Média de tentativas de cada animal na fase 3.

ID_animal Fase Média N Desv. padrio
Rato_1 3_direita 124,00 1
3_esquerda | 283,50 4 96,776
Total 251,60 5 110,056
Rato_2 3_direita 200,00 12 90,986
3_esquerda | 21563 8 82,045
Total 206,25 20 85,641
Rato_3 3_direita 14531 16 105,462
3_esquerda 165,33 6 93,874
Total 150,77 22 100,628
Rato_4 3_direita 164,82 11 62,227
3_esquerda 177,11 7 84,758
Total 169,83 18 69,678
Total 3_direita 166,55 40 90,455
3_esquerda | 203,80 25 91,867
Total 180,88 65 92,111

Média de tentativas de cada animal nas duas etapas (esquerda e direita) da fase 3, apds
atingirem o critério de aprendizagem da tarefa (150 tentativas completas em duas sessoes

consecutivas).



4.2. Resultados Eletrofisioldgicos 23

Figura 4.3 — Média de tentativas nas duas etapas da fase 3 ap6s os procedimentos
cirurgicos.

ID_animal  Fase Média N Desv. padrio
Rato_2 3_direita 176,00 3 156,675
3_sesquerda 193,00 3 11,136
Total 185,50 6 99,679
Rato_3 3_direita 154,00 4 148,618
3_esquerda 97 43 7 59,567
Total 116,00 " 97,825
Total 3_direita 164,29 7 139,250
3_esquerda 126,10 10 67,263
Total 141,82 17 100,954

Média de tentativas nas duas etapas da fase 3 (esquerda e direita) dos animais que receberam
implante de microeletrodos.

Figura 4.4 — Média de tentativas completas na fase 4.

ID_animal | Media N Desv. padréo
"Rato_2 243,80 5 83,760
Rato_3 22,50 6 404178
Total 123,09 11 130,269

Média de tentativas completas na fase 4 - livre escolha.

4.2 Resultados Eletrofisiolégicos

Durante o registro eletrofisiologico, encontramos modulacoes estatisticamente signifi-
cativas no nimero de disparos ao longo de cada evento da tarefa (periodo de base, antecipa-
tério, discriminagao e recompensa Figura 4.5) nas 3 regioes registradas. Na fase 3 (forgado
do lado esquerdo) analisamos um total de 31 unidades (12 em S1, 11 em PFC e 8 em M1).
Em S1, todas as unidades mostraram modulac¢oes na tarefa. No entanto, das 12 unidades
em S1, 6 apresentaram modulagoes excitatérias ou multifasicas nos periodos de discrimina-
¢do e recompensa. Ainda em S1, 3 unidades tiveram modulagoes inibitérias predominantes
e apenas 1 unidade teve modulagoes excitatérias em todos os eventos. No PFC, 4 unidades
apresentaram-se com o numero de disparos dentro da média nos periodos de base e anteci-
patorio, enquanto 4 unidades tiveram aumento nos disparos. Nos periodos de discriminacao
e recompensa, observamos modulagoes excitatorias, inibitorias e multifasicas distribuidas de
forma heterogénea no PFC. Por outro lado, em M1 nos periodos de base e antecipatorio

apenas uma unidade nao teve modulagoes no niimero de disparos. Todas as outras unidades
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em M1 apresentaram aumento ou diminui¢ao no niimero de disparos. Ja no periodo de discri-
minagao e recompensa, houve predominancia inibitéria ou multifasica no niimero de disparos

em M1 (exemplos dessas modulgao sao mostrados na Figura 4.6).

Durante a segunda etapa da fase 3 (forgado do lado direito), foram analisados um
total de 26 unidades (9 em S1, 8 em PFC e 9 em M1). Todas as unidades apresentaram mo-
dulagbes em um ou mais eventos da tarefa. Em S1, no periodo de base, 8 unidades tiveram
aumento significativo no nimero de disparos e 1 teve diminui¢ao. No periodo antecipatorio,
6 unidades mostraram diminuicao no ntimero de disparos. Ainda em S1, 4 unidades tiveram
modulagoes inibitérias nos periodos de discriminagao e recompensa e 4 unidades tiveram
modulagbes multifisicas e/ou excitatérias neste mesmo periodo. Em PFC, 4 unidades apre-
sentaram inibi¢cao no niimero de disparos nos periodos de base, antecipatério e discriminacao.
Essas mesmas unidades tiveram modulagoes multifasicas no periodo de recompensa. Ja em
M1, 9 unidades apresentaram modulagoes excitatérias, inibitérias e multifasicas no periodos
de base, antecipatoério e discriminacao. Porém, no periodo da recompensa houve uma predo-
mindncia em modulagoes excitatérias em M1 (exemplos dessas modulgao sdo mostrados na
Figura 4.7).

Figura 4.5 — Esquema temporal dos eventos de uma tentativa completa.

Periodo de base

| |Periodo antecipatorio
B Discriminacgo

[ Recompensa

Toque no orificio Orificio de
central recompensa

-2 -1 0 1 2

A tentativa é considerada completa quando o animal realiza o percurso no intervalo de 4
segundos. O ponto 0 é o instante em que o infravermelho do orificio central é quebrado.
Fonte: do autor.

Na fase 4, scolha livre (com tomada de decisdao) foram analisados um total de 29

unidades (13 em S1, 10 em PFC e 6 em M1). Na fase 4 observou-se que apenas 2 unidades
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(uma em S1, outra em PFC) tiveram o ntimero de disparos reduzido em todos os eventos da
tarefa. Em S1, 7 unidades tiveram aumento nos disparos no periodo de base e diminuicao
predominante nos periodos antecipatorio e discriminacao. Durante o periodo de recompensa,
5 unidades tiveram modulagoes excitatorias, 5 multifasicas e 3 inibitorias. J4 no PFC, das 10
unidades analisadas, 4 tiveram respostas inibitorias tanto no periodo de base quanto no ante-
cipatério. Nestes dois periodos, 2 unidades tiveram respostas excitatorias. Na discriminacao,
5 unidades tiveram diminui¢do no ntimero de disparos no PFC. No periodo de recompensas,
ainda no PFC, observou-se os 3 tipos de modulacoes entre as unidades. Por fim, as 6 unida-
des de M1 analisadas tiveram predominancia de modulagoes excitatorias em todos os eventos

(exemplos dessas modul¢ao sdo mostrados na Figura 4.8).
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Figura 4.6 — Histograma peri-evento do niimero de disparos de potenciais de acao
durante a fase 3 lado esquerdo.

Fase 3 (Esquerdo)
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Histograma peri-evento mostrando modulagoes na ocorréncia de disparos de potenciais de
acao (count/bin) tendo como evento de referencia (tempo 0), o instante que o infravermelho
do orificio central da camara de discriminacao foi quebrado. NeuroExplorer, bin=50 ms.
Linha amarela representa o nimero médio de disparos na janela de tempo (-2 a 2 s). Fundo
cinza representa o intervalo de confianga de 95%
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Tabela 4.1 — Descri¢ao das modulagoes ocorridas em cada evento da tarefa para todas as uni-
dades durante o registro da fase 3 lado esquerdo (periodo de base, antecipatoério,
discriminagao e recompensa). E = Excitatorio, I = Inibitério, M = Média, MF

= Multi-fasico

Regiao | Uni | S ou M Unit | P. b. | Ant. | Disc. | Rec
da single M M E MF
7b single MF I MF I
9c single E I I I
10a single E M I MF
11a single I I I E
12a single M M E MF
51 Ta multi E E E E
9a multi M M E E
9b multi M E I I
10b multi M M E E
10c multi M M MF E
12b multi M M M E
14a single I I MF | MF
15a single E E E E
18a single E M I I
19a single M E E E
15b multi E E MF E
PFC 16a multi M M M M
16b multi M M I E
18b multi E M MF | MF
19b multi E E E E
19c¢ multi E E MF E
20a multi M M M E
2la single E B MF | MF
22a single M M E MF
22b single E E I MF
M1 22c single I I MF | MF
22d single E I I 1
28a single I I I E
28b single E E I E
30a single MF I I MF
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Figura 4.7 — Histograma peri-evento do niimero de disparos de potenciais de acao
durante a fase 3 lado direito.

Fase 3 (Direito)
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Histograma peri-evento mostrando modulagoes na ocorréncia de disparos de potenciais de
acao (count/bin) tendo como evento de referencia (tempo 0), o instante que o infravermelho
do orificio central da cadmara de discriminacao foi quebrado. NeuroExplorer, bin=>50 ms.
Linha amarela representa o nimero médio de disparos na janela de tempo (-2 a 2 s). Fundo
cinza representa o intervalo de confianga de 95%
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Tabela 4.2 — Descrigdo das modulacoes ocorridas em cada evento da tarefa para todas as
unidades durante o registro da fase 3 lado direito (periodo de base, antecipatério,
discriminagao e recompensa). E = Excitatorio, I = Inibitério, M = Média, MF

= Multi-fasico

Regiao | Uni | S ou M Unit | P. b. | Ant. | Disc. | Rec
da single E I E MF
Ta single E B E MF
9a single E M I I
10a single E I MF | MF
S1 10b single I I E E
7b multi E I MF I
9b multi E I I I
9¢ multi E M I I
11a multi E I I MF
17a single M I I I
19a single E B MF I
16a multi I M I MF
PRC 16b multi I I I MF
18a multi I I I MF
18b multi E M M E
19b multi E E E MF
20a multi M M E E
21a single M M E MF
22a single I I E MF
28a single M I I E
32c single I I MF 1
M1 22b multi MF E MF E
28b multi E E MF E
28¢ multi E M E E
32a multi I I MF I
32b multi M M E I
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Figura 4.8 — Histograma peri-evento do niimero de disparos de potenciais de acao
durante a fase 4 livre escolha.

Fase 4 (Escolha Livre)
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Histograma peri-evento mostrando modulagoes na ocorréncia de disparos de potenciais de
acao (count/bin) tendo como evento de referencia (tempo 0), o instante que o infravermelho
do orificio central da camara de discriminacao foi quebrado. NeuroExplorer, bin=50 ms.
Linha amarela representa o nimero médio de disparos na janela de tempo (-2 a 2 s). Fundo
cinza representa o intervalo de confianga de 95%
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Tabela 4.3 — Descri¢ao das modulacoes ocorridas em cada evento da tarefa para todas as uni-
dades durante o registro da fase 4livre escolha (periodo de base, antecipatoério,
discriminagao e recompensa). E = Excitatorio, I = Inibitério, M = Média, MF

= Multi-fasico

Regiao | Uni | S ou M Unit | P. b. | Ant. | Disc. | Rec.
Da single B I E MF
Ta single B M MF MF
9c single E M I I
9d single I I I I
10a single M M MF E
11a single M I I E
S1 b multi E E E E
7c multi E I MF MF
9a multi M I I MF
9b multi E I I I
10b multi I I I E
10c multi E I MF E
11b multi M M I MF
16a single M M I E
16¢ single I I I MF
17a single I I I I
18a single I I I MF
PFC 14a multi M M E E
14b multi E M I E
16b multi I M MF I
16d multi I I M M
18b* multi E E E M
19a* multi E E E M
2Ha single E M I MF
28a single I M E E
M1 22a multi E E E E
28h multi MF I I E
32b multi M M E E
32¢ multi E E MF MF
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5 Discussao

A elaboracao de novos aparatos comportamentais, bem como o protocolo para treina-
mento animal, requerem condicoes padronizadas. Isso porque cada tentativa executada pelo
animal deve ser analisada de forma igual ao longo de toda sessdo do experimento. Aqui, de-
senvolvemos uma adaptacido de uma tarefa previamente descrita (KRUPA; et al 2004) para
estudar o processo de tomada de decisao durante uma tarefa de discriminacao tatil ativa.
Elaboramos uma barreira fisica usada durante a etapa de associagao da aprendizagem, para
que o animal nao tenha uma alternativa, que nao a correta, para escolher. Mostramos neste
trabalho que a insercao da barreira fisica para impedir a livre escolha do animal para pegar a
recompensa nao ¢ um fator que impede o aprendizado da tarefa. Porém, a partir do momento
que uma nova variavel é introduzida na tarefa, neste caso a barreira fisica, uma nova estra-
tégia pode ser utilizada pelo animal para executar a tarefa. Todos os animais foram capazes
de atingir o mesmo critério de aprendizado proposto em trabalhos anteriores (minimo de 150

tentativas em duas sessoes consecutivas) (SILVA, 2016).

Além de adaptar a tarefa de discriminagao tatil proposta por Krupa et al., (2001)
para estudar tomada de decisdao em roedores, registramos a atividade elétrica cerebral do
cértex somatossensorial, motor primario e pré-frontal de ratos em 3 condigdes. Na primeira,
o animal recebia o estimulo das barras de discriminacao separadas por uma abertura estreita
e somente o lado esquerdo estava disponivel para receber a recompensa. Na segunda condicao,
as barras de discriminagao estavam separadas por abertura larga enquanto estimulavam as
vibrissas do animal. Neste ultimo caso, o animal tinha apenas a opcao do lado direito para
pegar a recompensa. Na terceira condigao, a distancia entre as barras alternava, de tentativa
para tentativa, entre as aberturas larga e estreita. Neste caso, o rato deveria escolher qual o

lado correto que deveria buscar a recompensa.

Nestas trés condig¢oes observamos que neurénios de S1 aumentam o niimero de dispa-
ros no periodo de discriminacao. Essa modulacao é consistente, pois é o momento em que as
vibrissas sao flexionadas pelo contato com as barras de discriminagao (KRUPA et al., 2004;
PAIS-VIEIRA et al., 2013). Porém, podemos observar aumento na ocorréncia de disparos
formando dois picos dentro do periodo de discriminagao. Isso pode ter ocorrido devido ao
fato da janela de tempo da tentativa estar centralizada no momento em que o animal encosta
o focinho no orificio central. Isso se mostra coerente com o percurso realizado pelo animal
para cumprir cada tentativa da tarefa. Isto é, para chegar no orificio central para o focinho,

as vibrissas do animal encostam nas barras de discriminacao na ida e na volta do percurso
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realizado pelo animal. Krupa e colaboradores (2004) mostraram que a estimulagao ativa ou
passiva das vibrissas do animal produz um aumento na taxa de disparos em neuronios da
camada 4 de S1 de ratos. Esse aumento ocorre quando os animais detectam a distancia entre
duas barras utilizando suas vibrissas. Os autores relataram que existe diferenca na atividades
desses neuronios quando a estimulagao ocorre de forma ativa e passiva. A estimulacao ativa
das vibrissas gera um aumento tonico na taxa de disparos dos neurdnios com magnitude e du-
ragao maior do que o aumento causado durante a estimulacao passiva das vibrissas. Por outro
lado, modulagoes inibitérias também foram encontrados no momento da discriminacao nas
3 condigoes registradas. Isso é consistente com o encontrado por Pais-Vieira e colaboradores
(2013). Eles observaram que 11% dos neurdnios da camada 4 de S1 apresentam modula¢oes

inibitérias quando o animal realiza a discriminacao tatil.

Muitos estudos tém mostrado uma complexa rede de estruturas que sao recrutadas
em tarefas que exigem tomada de decisoes. Tratando-se de decisdes que devem ser tomadas
com base na discriminacao ativa de estimulos sensoriais tateis, é fundamental a participacao
de estruturas cerebrais que processam as informagoes sensorio-motoras e as comparam com
experiéncias prévias para determinar uma acao. O PFC tem sido apontado como uma estru-
tura chave para a execugao desse processamento. No presente estudo, verificou-se modulacoes
excitatorias e inibitérias de neurdénios do ACC em diferentes momentos da tarefa de discrimi-
nagao tatil. Tais modulagoes estao de acordo com os resultados encontrados em estudos com
primatas humanos e ndao humanos, cuja tarefa era discriminar duas frequéncias vibratérias
(ROMO; SALINAS, 2003; YANG et al., 2014). Nestes estudos, observou-se o envolvimento
do cortex pré-frontal durante a tarefa. Os autores sugerem que o PFC é responsavel por
evocar a memoéria do estimulo apresentado anteriormente e comparar com o estimulo atual e

assim, tomar uma decisao sobre qual resposta emitir.

Outro estudo realizado por Aratjo e colaboradores (2012), mostrou que o cértex cin-
gulado anterior responde a tarefas onde existe um objetivo direcionado aumentando sua taxa
de disparo. Adicionalmente, Narayanan e Laubach (2006) mostraram que o cortex cingulado
anterior exerce modulagoes inibitérias em neurdnios do cértex motor, estabelecendo assim,
um controle sobre respostas motoras inapropriadas. Os autores verificaram que durante uma
tarefa onde os animais devem esperar o momento certo para responder, neurdnios do cor-
tex motor aumentam sua taxa de disparo nesse periodo. Eles relataram que a inativagao do

cortex cingulado diminui essa modulagao nos neurdénios motores.
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6 Conclusao

Com este trabalho, padronizamos um protocolo comportamental para estudo de to-
mada de decisdes durante uma tarefa de discriminacgao tatil bem estabelecida na literatura. A
barreira contruida para impedir a escolha do animal nao alterou o comportamento ou aprendi-
zagem da tarefa. Registramos a atividade eletrofisiologica de neurénios de trés regides: cortex
somatossensorial primario, cortex motor primario e pré-frontal. Essas trés regides apresenta-
ram modulagoes no nimero de disparos durante diferentes momentos da tarefa. Neuronios
das 3 areas responderam de forma diferente em cada periodo da tarefa. As modulagoes fo-
ram observadas tanto em sessoes de escolha livre quanto nas sessoes de escolha forcada.
Contribuindo assim para o entendimento da circuitaria envolvida no processo de decisoes
perceptuais. Outras andlises devem ser realizadas para avaliar a magnitude e o tempo de

duragao dessas modulagoes bem como investigar a conectividade entre essas areas.
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