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“Ainda é dificil convencer as pessoas de que a inova¢do
comeca na educacdo de base. Ciéncia e tecnologia
comegam com a crianga que o cientista foi no passado”

Cristovam Buarque

“A inovag¢do ndo se faz sem ciéncia e ciéncia ndo se faz sem educa¢do”

Luiz Antonio Elias

“Tudo em ciéncia e tecnologia come¢a com a
educacio dos jovens. E preciso uma estratégia de
encantamento em inovacdo’”’

Marcelo Gleiser

“Todo mundo quer falar de inovagdo, mas poucas pessoas entendem que
inovacdo comega com gente, e gente para fazer inovagao tem que ser educada.
O grande gargalo da ciéncia brasileira é a educagdo brasileira”™

Miguel Nicolelis
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RESUMO

A ciéncia e tecnologia andam juntas. A ciéncia fornece o conhecimento para a
geracdao de novas tecnologias que, porsua vez, disponibiliza novas ferramentas
para a geracdo de novos conhecimentos. Uma educacdo cientifica deve vir
acompanhada de uma educacdo tecnoldgica permitindo entdo que o aluno
entenda ndo sO o experimento, mas também como os resultados foram obtidos,
como 0s equipamentos, técnicas e protocolos funcionam. Para uma educacéo
cientifica efetiva o aluno deve ir aléem de expectador, se colocando no papel de
pesquisador, a fim de construir seu préprio conhecimento. No entanto, para essa
tarefa, € necessario o uso de equipamentos adequados ao experimento a ser
realizado. Essa tese visa suprir a necessidade de equipamentos para
experimentos na area de neurociéncia focados no estudo de memodria e
aprendizado, utilizando roedores e peixes como modelos animais na tarefa de
esquiva inibitdria passiva. Esses equipamentos visam uma maior acessibilidade
do ponto de vista operacional e financeiro, sendo mais precisos e com isso
fornecendo dados mais confidveis e robustos do que 0s equipamentos
disponiveis. Possibilitando aos alunos, da alfabetizagdo a pos-graduacgédo, a
realizacdo de experimentos comportamentais, tanto de maneira simples quanto
complexas, interagindo em todas as etapas experimentais, resultando em
aprendizagem e desenvolvimento cognitivo além de possibilitar novas

descobertas cientificas.

Palavras-chave: Esquiva inibitdria passiva; aprendizado; memdria; zebrafish;

ratos.
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ABSTRACT

Science and technology walking together, science provides the knowledge to
generate new technologies which in turn provides new tools for the generation
of new knowledge. A science education must be accompanied by a
technological education to enable students to understand not only the
experiment, but also how the results were obtained, understanding how the
equipment, techniques and protocols work. For effective science education the
student must go beyond bystander, putting themselves in the researcher function
in order to construct their own knowledge. However for this task, it is necessary
to use suitable equipment to the experiment to be performed. This PhD Thesis
aims to fill a need for equipment for experiments in neuroscience focused on the
study of memory and learning, using rodents and fish as animal models in the
passive inhibitory avoidance task. These devices achieve greater accessibility of
the operational and financial point, being more accurate and thus providing more
reliable and consistent data that current equipment. Enabling student’s literacy to
post graduate conducting simple and complex behavioral experiments,
interacting in all experimental steps, resulting in learning and cognitive

development and enable new scientific discoveries.

Keywords: Passive inhibitory avoidance task; learning; memory; Zebrafish;
Rats.
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INTRODUCAO

‘What is painful is avoided and what is pleasant is pursued’.

Aristotle, De MotuAnimalium

Ciéncia e tecnologia andam juntas desde o inicio da historia da
humanidade e para entender essa relacéo é necessario aprofundar o conceito de
tecnologia. Longe de serem apenas os apetrechos eletrénicos que existem ao
nosso redor, a tecnologia compreende todo o conjunto de instrumentos, métodos
e técnicas que visam a resolucdo de problemas. A descoberta do fogo, a
invencdo da roda, da escrita e a prensa mdvel sdo exemplos de tecnologias
(primitiva e medieval).

A ciéncia por sua vez e todo o conhecimento adquirido pelo estudo ou
pratica. O avancgo cientifico proporciona o conhecimento necessario para o
desenvolvimento de novas tecnologias, ja os avancos tecnoldgicos possibilitam
o aprofundamento cientifico gerando novos conhecimentos.

Essa relacdo é uma parte fundamental de nosso mundo, no qual, para
viver plenamente é necessario estar alfabetizado cientifica e tecnologicamente.
Possuir um conhecimento cientifico pleno é conhecer as tecnologias envolvidas
na geracdo daguele conhecimento. Assim, uma alfabetizacdo cientifica necessita
do acompanhamento de uma alfabetizacdo tecnologica de modo a permitir a
compreensdo de como aquele conhecimento foi gerado.

Autores como Kirasilchik, Delizoicov, Piaget (Delizoicov, 1990;
Krasilchik, 2004; Piaget, 1980) defendem a necessidade de uma formacéo
cientifica de base na sociedade atual, de uma exposi¢do a um ambiente rico e

diversificado. No entanto, uma das principais limitacdes impostas atualmente



em relacdo as atividades experimentais em sala de aula é que elas apenas
comprovam as teorias pré-concebidas de conceitos cientificos o que, de acordo
com Zanon e Silva, pouco contribui para uma aprendizagem significativa
(Zanon, 2000).

Nessa linha o Dr. Glaucius Oliva (presidente do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico CNPq — 2012) defende que o ideal
seria que o estudante fosse “empreendedor do seu proprio conhecimento, da sua
propria formacdo”, adotando uma atitude que incentive o pensamento livre e
desperte o interesse pelo conhecimento.

De acordo com o neurocientista Dr. Miguel Nicolelis “A gente ndo faz um
sistema para que as criancas gostem de estudar, para que vao a esquina jogar
bola e, no intervalo, discutam o que Newton fez, ou por que a Teoria da
Relatividade mudou o mundo. Precisamos de um modelo replicavel e s6 pode
ser replicavel se a pratica da ciéncia de alto nivel for massificada. 1sso so vai
acontecer por outro modelo educacional, ndo um modelo para educar
servidores, ou servos, mas para educar mentes livres do receio de ousar”.

Para tanto e necessario que as escolas levem a ciéncia as criancgas, jovens
e adultos, de modo que eles adquiram a capacidade de gerar conhecimentos e
ndo o ato de adquirir um conhecimento acabado. Proporcionando a capacidade
de aprender a solucionar problemas e questionar o mundo em sua volta se
tornando aptos a aplicar um conjunto de normas basicas que devem ser seguidas
para a producéo de conhecimentos (método cientifico).

Dessa forma, o aluno necessita de conhecimentos prévios fornecidos pelo
educador para iniciar uma observacdo sistematica de fatos, uma educacéo
tecnoldgica que o permita seguir para a realizacdo das experiéncias sabendo
como as técnicas e aparelhos funcionam, para finalmente, com o uso de

deducbes logicas, comprovar cientificamente os resultados obtidos.



Né&o existe um momento bem definido para se iniciar a educacéo cientifica
e tecnologica. No entanto, o processo de alfabetizacao escolar inicia-se em torno
dos 6/7 anos de idade em virtude de achados ja bem consolidados em psicologia
cognitiva que mostram que nessa fase as estruturas cerebrais ja atingiram a
maturidade necessaria para esse tipo de aprendizagem. Nessa fase o individuo ja
se encontra apto a fazer relagbes entre objetos cognitivos de representacao
concreta (Sternberg, 2000). Assim, ele é capaz de compreender experimentos
cientificos que ndo envolvam conceitos abstratos, sendo esse aprendizado um
estimulo para o desenvolvimento de suas estruturas cognitivas.

A exposicdo a esse tipo de estimulo (experimentos cientificos) poderia
nédo so favorecer o desenvolvimento de conhecimentos em ciéncia, mas também
melhorar globalmente a capacidade de aprendizagem, como, por exemplo, a
alfabetizacéo.

Estudos com humanos indicam que a aprendizagem nas criangas ocorra
em meio prazeroso e motivadores. A participacdo em experimentos cientificos
pode incentivar a reflexdo sobre os temas propostos, estimulando
cognitivamente os alunos e otimizando a aprendizagem escolar através do
interesse pelo conhecimento — ou seja, motivando-os.

No ensino de ciéncias nas series iniciais, os trabalhos de Carvalho e seus
colaboradores, vém mostrando o quanto é significativo para as criangas o
desenvolvimento de atividades experimentais. Com estudos fortemente apoiados
na perspectiva de Piaget, os trabalhos vém mostrando as importancias de tais
atividades para a construcdo do conhecimento.  As pesquisas desenvolvidas
por Carvalho com a utilizacdo de atividades experimentais, mostraram que para
discutir os conceitos e fenbmenos decorrentes das ciéncias naturais € necessario
buscar tais conceitos no cotidiano dessas criangas, em suas brincadeiras, em seu

mundo. Assim, a tarefa da escola passa a ser a reconstrucéo desses conceitos que



ja estdo elaborados de forma espontanea no mundo vivenciado por elas. Destaca
a autora, que “é importante fazer com que as criancas discutam os fenémenos
que as cercam”, levando-as a estruturar esses conhecimentos e a construir, com
seu referencial 16gico significados dessa parte da realidade.

Conforme Bachelard, “todo conhecimento é resposta a uma questdo”
(Bachelard, 1938), o que nos permite ressaltar a das atividades experimentais no
processo de (re)construcdo de conhecimentos cientificos para as séries iniciais,
conforme destacou Carvalho (Carvalho and Costa, 1998). A experimentacdo nao
pode ser relegada a um segundo plano nas séries iniciais, pois é da natureza da
crianca experimentar, testar, investigar e propor solucdes, cabendo a escola
incentivar e usufruir destas caracteristicas, atuando como mediadora entre a
experimentacdo espontdnea ¢ a cientifica. “Esta abordagem metodoldgica
enfatiza a iniciativa do aluno porque cria oportunidade para que ele defenda
suas ideias com seguranca e aprenda a respeitar as idéias dos colegas. Da-lhes
também a chance de desenvolver variados tipos de acbes — manipulacgdes,
observacoes, reflexdes, discussdes e escrita”(Carvalho, 1998).

Na prética, a experimentacdo, quando presente nas atividades curriculares,
assume o carater de demonstracdo, de comprovacéo dos conceitos e fenémenos
discutidos teoricamente, ou ainda, acaba sendo empregada cOomo recurso
estratégico para manter a atencdo do estudante no objeto de conhecimento.
Entretanto, é necessario ultrapassar esta visdo e redirecionar as atividades
experimentais, tendo em vista que “a principal funcéo das experiéncias €, com a
ajuda do professor e a partir das hipoteses e conhecimentos anteriores, ampliar
0 conhecimento do aluno sobre os fendbmenos naturais e fazer com que ele as
relacione com sua maneira de ver o mundo”. (Ibid, p.20).

Astolfi et al, mostram que o ensino de ciéncias para criangas, representa a

introducdo a formacéo do espirito cientifico, que pressupde iniciacdo a deducéo,



ao raciocinio légico, mas também representa a inventividade das hipdteses e a
formulacdo de problemas. O ensino de ciéncia ndo deve visar apenas 0S
conhecimentos dos conceitos e fendmenos especificos da disciplina, como
também deve ser entendido como ‘“uma alavanca preciosa para o0
desenvolvimento da passagem a abstracédo, das capacidades de raciocinio e de
antecipacao, favorecendo o acesso a novas operacdes mentais” (Astolfi, 1998)

Para Hodson, as atividades experimentais ainda tém por objetivo
estimular a confianca e a autoestima dos alunos, sendo indiferente ao resultado
final do experimento, o importante € a participacdo dos alunos, a tentativa
(Hodson, 1988).

O desenvolvimento e a utilizacdo de equipamentos de neurociéncias para
serem usados por alunos, jovens e adultos, podem ter um papel estimulador no
campo do ensino e aprendizagem. Por outro lado, os equipamentos atuais
disponiveis no mercado voltados a neurociéncia possuem um custo elevado, o
que inviabiliza a sua aquisicdo pelas escolas, além de serem de dificil manuseio
devido a sua complexidade operacional. Surge, entdo, uma necessidade de
desenvolvimento de equipamentos que proporcionem aos alunos as ferramentas
necessarias para estimular a vivéncia do método cientifico, possuindo um facil
manuseio e baixo custo, mas mantendo suas caracteristicas funcionais. Através
desses equipamentos e dos experimentos em neurociéncias, esperamos
minimizar a falta de interesse dos alunos por aprender (Peroneo, 2008).

De acordo com Piaget a interacdo entre o sujeito e objeto resulta em
aprendizagem e desenvolvimento cognitivo, assim mais do que observadores,
esse projeto propde colocar as criangas no papel de pesquisadores, interagindo
diretamente com 0s equipamentos aqui desenvolvidos, de forma que eles
possam ditar o ritmo dos experimentos de acordo com a busca dos seus saberes
(Piaget, 1990).



Essa tese visa suprir a necessidade de equipamentos para experimentos na
area de neurociéncia focados no estudo de memdria e aprendizado, utilizando
roedores e peixes como modelos animais na tarefa de esquiva inibitdria passiva,
para serem utilizados por alunos, da alfabetizacéo a p6s-graduacéo.

Além disso, a introducdo dos alunos nesse ambiente de equipamentos
tecnoldgicos e experimentos cientificos pode facilitar a construcdo de

conhecimentos naturais (Delizoicov, 1990).
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2. OBJETIVO GERAL.

Disponibilizar equipamentos para que alunos dos anos iniciais do ensino
fundamental possam ter contato com as neurociéncias, desenvolvendo a
capacidade de abstracdo, transposicdo do conhecimento adquirido e o
desenvolvimento pensamento critico. Para isso € necessario desenvolver
equipamentos para pesquisa em neurociéncia robustos e acessiveis de modo a
viabilizar a vivéncia do método cientifico por criancas em processo de
alfabetizacdo e o0 desenvolvimento de pesquisas e Nnovos experimentos por

alunos da graduacdo e p6s-graduacéo.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1. Projetar e construir os instrumentos que viabilizem experimentos para
pesquisa em neurociéncia na area de memdaria e aprendizado aversivo:
-Introducdo do conceito de corrente elétrica e materiais condutivos através
de experimentos e observacdes realizadas pelos proprios alunos.
-Introducdo ao conceito de memoria e aprendizado em modelos animais
atraves de experimentos de esquiva inibitoria.
2.1.2. Adaptar o protocolo de esquiva inibitoria, com 0s equipamentos

desenvolvidos, de modo a adequé-los para o uso dos alunos no laboratorio.



- Analisar a influéncia do uso dos equipamentos desenvolvidos na
capacidade de abstracao e generalizacédo, avaliar a capacidade de transposicdo do
conhecimento adquirido da observacdo do experimento.

-Avaliar a influéncia desses experimentos na taxa de alfabetizacdo
(atraves do aumento motivacional) comparando com as taxas historicas de turma
controle das mesmas escolas.

2.1.3. Divulgar os resultados da pesquisa na comunidade escolar e sociedade em

geral e na comunidade cientifica.

3. Manuscrito a ser submetido para a revista Plos Biology

Esquiva inibitdria passiva aquatica — padronizacéo de variaveis e estudo do

efeito da frequéncia de estimulo no aprendizado aversivo em zebrafish

Abstract

BACKGROUND: A tarefa de esquiva inibitéria vem sido amplamente utilizada
para o estudo da memdria aversiva. Nos Ultimos anos comegou a se utilizar o
zebrafish como modelo animal, mas parametros cruciais inerentes aos aparelhos
atuais que podem influenciar na analise comportamental (frequéncia do
estimulo, condutancia da &gua, distribuicdo dos eletrodos) séo frequentemente
negligenciados.

NOVO METODO: Desenvolvemos um novo aparato para a tarefa de esquiva
inibitoria aquética, modificando a forma e distribuicdo dos eletrddos de aco
inox no aquario. Cada par forma um dipolo elétrico cuja polaridade é invertida

de um pulso elétrico para o outro. Esse dispositivo dispde de componentes que



medem e registram a corrente exata fornecida ao animal, com um controle
preciso da frequéncia do estimulo aplicada durante todo o experimento.
RESULTADOS: Diferente dos dispositivos atuais, esse novo aparato aumenta a
area de contato entre os eletrodos e a agua. Padronizamos a condutividade da
agua para que junto com a distribuicdo das barras, resulte em uma drastica
reducdo da influéncia do tamanho do animal. E importante ressaltar que a
memoria aversiva foi observada em estimulos com intensidades e frequéncias
especificas..

CONCLUSAO: Esse novo aparelho oferece uma melhora substancial na analise
comportamental na tarefa de esquiva inibitéria com zebrafish, permitindo a

comparacéo de dados entre animais com diferentes idades e tamanhos.

Introducéao

Nos Gltimos anos diversos trabalhos foram desenvolvidos para o estudo de
memoria utilizando como modelo animal o zebrafish (Capiotti et al., 2014;
Fernandes et al., 2015; Luchiari et al., 2015; Miklosi and Andrew, 2006; Salas et
al., 2006), dentre as formas de avaliacdo do aprendizado e memoria destaca-se a
utilizacdo do meétodo de esquiva inibitoria (Blank et al., 2009; Bortolotto et al.,
2015; de Castro et al., 2009; Manuel et al., 2015; Ng et al., 2012), seguindo a
linha de estudo que foi consolidada no modelo com roedores (Borba Filho et al.,
2015; de Oliveira Alvares et al., 2005; Detrait et al., 2009; Hudson, 1950;
Izquierdo et al., 1999). No entanto, ao levarmos o modelo de esquiva inibitoria
do modelo com roedores para 0 modelo com peixes alguns cuidados devem ser
tomados, com o intuito de permitir a repetitividade do experimento e sua
replicabilidade em outros laboratorios. Esse artigo visa a analise de como as

diversas varidveis envolvidas no processo de esquiva inibitoria aquéatica, com
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zebrafish, podem sofrer variacGes e como estéo relacionadas entre si, além disso
apresentamos algumas sugestdes de como resolver alguns dos problemas
encontrados no decorrer dos experimentos de esquiva inibitoria, utilizando como
modelo animal o zebrafish.

Para 0 estudo de memoria, com modelos animais, empregando um
estimulo aversivo é necessario que, primeiramente, o animal sinta o estimulo e
gue 0 mesmo se mostre homogéneo para 0 mesmo grupo e igual ou proporcional
dentro dos grupos a serem comparados.

Nesse modelo de esquiva inibitoria, a corrente elétrica e fornecida por
meio de barras metalicas que servem de condutores para a transmissdo da
corrente, da fonte para o animal. No caso da utilizacdo de peixes como modelo
animal temos a introducdo de novas variaveis, (condutividade da agua,
distribuicdo da corrente elétrica na agua e as caracteristicas fisicas do animal)

uma vez que teremos a &gua como condutor da corrente da fonte para o animal.

Materiais e métodos

Animais e condicdes experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a
lei Brasileira 11.794/2008. Recomendacdes para o bem estar do animal foram
seguidas de acordo com o projeto aprovado ao comité de ética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul #28043. Peixes zebrafish (4 meses , 0.4g, n=125)
foram utilizados nesse presente estudo. Animais foram mantidos sob
temperatura controlada (22°+ 1°C) em uma sala com ciclo 12h claro/ 12h escuro,
ph xx , densidade de xx peixes/litro. Antes do experimento, os animais foram
isolados em baias individuais fig3-D, 24 horas antes do inicio do treino até o

termino do experimento com alimentagdo controlada 2 vezes ao dia. A
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habituacdo dos animais para o experimento € um ponto critico, uma vez que
diminui o estrese causado pelo manipulador no dia do treino e pelo isolamento
do cardume. Apo6s o periodo de habituacdo, os animais sdo treinados no aparato
de esquiva inibitoria entre as uma e cinco horas da tarde. O desempenho

comportamental do animal € registrado em video.

Agua

A agua utilizada para a tarefa de esquiva inibitoria passiva aquatica foi a
agua de osmose reversa com adicdo de sal marinho até atingir a condutividade
de 500uS/cm a uma temperatura de 27°C , pH 6.8. Esse € um dos pontos criticos
do experimento, uma vez que o tipo de agua a ser utilizada influéncia na
transmissdo da corrente que vai passar para 0 peixe, ou seja, no estimulo sentido
pelo peixe e a temperatura da agua modifica sua condutividade conforme a
figura 1 (ElgaLabwater).

Condutividade da Agua Pura X
Temperatura

0,1 ??ggﬁ

(uS/cm)

Condutividade

0,01
0 20 40 60 80 100

Temperatura (°C)

Figura 1Grafico fornecido pela Elga Labwater (ElgaLabwaterElgaLabwater)mostrando a variacdo da

condutividade da agua tipo 1 com o aumento da temperatura

Na definicdo de qual tipo de &gua utilizar deve-se observar como cada

variavel influencia na transmissdo da corrente elétrica para o peixe, 0 primeiro
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fator é a temperatura, isso porque um aumento de 1°C pode causar um aumento
na condutividade da agua tipo 2 de 2% e de até 6% na agua tipo 1, figl. Ja o pH
da agua tipo 1 pode cair até 4,5 devido a absorcdo de CO2 da atmosfera, assim
uma das primeiras limitacGes desse modelo fica em torno de como a temperatura
e 0 pH vao ser controladas no decorrer do experimento.

A diferenca de condutividade entre os tipos de dgua deve-se a diluicdo de
fons nas mesmas, esse fendmeno foi mostrado por August Arrhenius em seu
trabalho “Dissociacdo das substancias Aquosas” publicado em 1889 (Arrhenius,
1889). Nele, Arrhenius estabelece a teoria da dissociacdo i0nia, onde a
condutividade elétrica das soluces devia-se a existéncia de ions livres. Esse
processo e facilmente observado na diluicdo de NaCl em agua, o qual sofre uma
dissociacdo formando os ions Na+ e Cl- , para essa solu¢do Arrhenius deu o
termo de solucdo eletrolitica. Mesmo a agua tipo 1 obtida por osmose reversa ou
desionizacdo ndo atinge a marca de zero de condutancia, iSSo ocorre porque a

agua sofre auto ionizacdo formando o cation hidrogénio e hidroxila.

Condutividade da Agua X
Concentrac¢ao de Eletrolito (25°C)

100 —

~
T
1

10 = g

Condutividade (uS/cm)
\

0.1
Concentragao (mg/L
0,1 1 10 . 1 30

HCl NaOH Na(Cl — CO2

Figura 2 Grafico fornecido pela Elga- Labwater mostrando a variagdo de condutividade da agua tipo 1 frente

a diluicdo de diferentes quantidades e tipos de eletrdlitos
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Sendo assim, quanto maior a quantidade de ions livres diluidos na agua,
maior vai ser a sua condutividade, fig2(ElgaLabwater). Isso influencia
diretamente a distribui¢do da corrente elétrica pela 4gua e a passagem da mesma
pelo peixe.

Aparato de esquiva inibitoria

O aparato de esquiva inibitoria aquatica passiva consiste em um aquério
de dimens6es 30x10x15cm de vidro revestido por uma camada de filme branco.
Nas laterais do aquario estdo dispostos 6 pares de barras de aco inoxidavel de
1,2cm de largura. No centro do aquéario temos uma porta movel de fibra de vidro
branca e nos extremos um sistema de iluminacdo com possibilidade de selecdo

entre trés cores pré definidas (vermelho, verde e branco). Fig 3 A.

A | B

=)

i f f
a1 J ) v [/ l Commutador l Frequency and Current Source
7 e ——— @ Bary @[lnumltv cwrol]@[ 15 mA /220 ‘.‘J

Figura 3 Representagao esquematica do aparato de esquiva inibitoria - O aparato de esquiva inibitoria — A; o
diagrama operacional com o controlador digital de frequéncia pelo microntrolador (PIC18F4520) —B; foto do

aparelho em uso —C ; baias individuais D.
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O sistema de controle da corrente elétrica conta com um microcontrolador
para controle da frequéncia do estimulo, selecdo de cores e permutacdo das
barras durante o estimulo fig3-B.

Corrente elétrica na esquiva

A corrente elétrica € distribuida entre a agua e o peixe, sendo que a

corrente elétrica (i) € definida como a razdo entre 0 movimento de cargas (Q)

passando em um determinado ponto ou plano.

. dQ
Tt

Essa definicdo, no entanto, ndo é suficiente para analisar 0 que ocorre no
peixe, necessitando a utilizacdo do conceito de densidade de corrente j, que é
definida por.

J=pv

Onde p ¢ a densidade volumétrica de cargas e v é a velocidade média de
movimento das cargas por um plano S. Podemos entdo escrever a corrente

elétrica i como fruto da multiplicacdo da densidade de corrente j pela area, ou

i=3§]d$

Consideraremos que a densidade de cargas, p, € a velocidade ,v, na agua a

seja:

ser utilizada sejam constantes, teremos que j sera constante e podemos escrever

izjfds

que:



15

A transmissdo da corrente elétrica da fonte da esquiva inibitoria para a
agua é fornecida por meio de eletrodos imersos na agua (a distribuicdo da
corrente entre os eletrodos na agua serd vista mais adiante). Apos sair dos
eletrodos, a corrente se espalha pela agua, e ao colocarmos o peixe na agua
temos que parte da corrente continuara passando pela dgua e parte comegara a
passar pelo peixe. Desse modo, podemos dizer que a corrente i sera dada pelo
somatoério da densidade de corrente da agua, j, ,pela area da coluna de agua
acima e abaixo do peixe, S, ,com a densidade de corrente no peixe, J,, pela area

do mesmo, S,,.

i=J, ¢ dS+ J, ¢ dS
Sa Sp

Sendo a corrente i, fornecida pela fonte da esquiva inibitoria constante,
temos que a parcela que passara pelo peixe sera funcdo da densidade de corrente
do peixe, J,, ou seja, da densidade de cargas livres no interior do animal, pela
velocidade de locomocdo das mesmas, no seu interior, multiplicada pela area do
peixe. Podemos considerar que a densidade de cargas no interior dos peixes da
mesma espécie vivendo sobre condicdes iguais de osmolaridade e alimentacéo €
constante para o grupo, assim teremos a influéncia da area do animal e da
densidade de cargas na agua assim como da area da coluna de &gua acima e

abaixo do peixe.

Eletrodos

Nos artigos que abordaram a esquiva inibitoria utilizando o zebrafish

como modelo animal, os eletrodos sdo colocados em um dos lados do aquaério,
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sendo um fio nu na extremidade do aquario (Blank et al., 2009) ou na forma de
uma placa tomando metade do aquario (Ng et al., 2012).
Ambos os modelos apresentam certa limitagdo, do ponto de vista de

otimizacdo da esquiva, ao optar por uma placa ao longo do aquario a area de

A= fas
S

No caso de uma barra retangular, A =B.H , onde B € 0 comprimento da

superficie que ¢é dada por:

base da placa e H ¢ a altura da mesma.

Essa area (superficie da placa) sera muito maior que a area do peixe, dessa
forma, a densidade de corrente da agua deve ser menor que a densidade de
corrente do peixe, a fim de compensar a diferenca das areas. Isso é feito
colocando uma agua de baixa condutividade, normalmente agua tipo 1, mas
optar por esse tipo de agua acarreta problemas como um pH que pode sofrer
variacdes bruscas e uma necessidade de um controle fino na temperatura da agua
e uma limpeza constante do aquario entre os animais a fim de manter a agua em
seu nivel de pureza.

Ao utilizar um fio nu como eletrodos resolveram o problema da area, mas
criamos outro, a distribuicdo do campo elétrico na dgua seguird as linhas do
campo magnético caindo com o quadrado da distancia e o cosseno entre a linha
dos eletrodos e a linha do campo elétrico.

A visualizacdo da distribuicdo das linhas de forca do campo elétrico pode
ser observada na elegante demonstracdo feita pelo Mr. Harold M Waage, do
Laboratdrio de Fisica Palmer, na Universidade de Princeton, cuja foto encontra-
se impressa no livro “Curso de Fisica de Berkeley — eletricidade e magnetismo”
de 1970 (Waage, 1970) e pode ser vista abaixo, fig4.
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Figura 4 Demonstragao das linhas de campo elétrico utilizando fibras em suspensdo no dleo. (H. M. Waage,

Am. J. Phys. 32, 388 (1964)
Podemos calcular a corrente elétrica por meio do campo elétrico. Os

eletrodos imersos na agua formam um dipolo cujo campo elétrico pode ser

eXpresso por:
__—%
T r24h?

cosf
Onde r é a distancia a linha central entre os dois eletrodos, h é a metade
da distancia entre os eletrodos e 8 é o angulo entre a linha central entre os dois

eletrodos e a distancia r e @ é a carga nos eletrodos. fig 4.

-

Figura 5 Linhas de campo elétrico fluindo do polo positivo para o negativo.
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A partir do campo elétrico £ podemos calcular a intensidade de corrente,
uma vez que:

o.FE

—
I

Assim.

] = rz-l——hz'a' cosf

Onde o é a condutividade do material, medido em ohms por metro ou
siemens por cm. Logo, quanto mais distante da linha dos eletrodos, mais fraco
fica o campo elétrico e menor a densidade de corrente j . Dessa forma, passamos
a ter um valor de corrente variavel ao longo do aquério. Essa variacdo foi
medida utilizando 1 litro de agua tipo 2 (fig 6-A) em um aquario com dimensdes
30cmx10cm, com os eletrodos colocados na extremidade do aquario, utilizando
barras com 1,2cm de largura como eletrodos e uma barra a mesma forma e
material utilizada como eletrodo para medicdo da corrente ao longo da agua do
aquario, aplicando uma corrente i de 0.74A ,0 resultado da medicdo pode ser
visto na figura 6.
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Figura 6 Variacdo da corrente elétrica na agua do aquario, corrente aplicada de 0.7mA. A - agua tipo 2, um
unico bar de eletrodos; B - agua tipo 2, 3 pares de eletrodos; C- agua de osmose com adi¢ao de sal marinho,
condutividade 500uS/cm, um par de eletrodos; D- agua de osmose com adi¢do de sal marinho, 500uS/cm, 3

pares de eletrodos.

Para a medicdo das correntes na agua do aquario foi utilizado o
multimetro ET-2082C da Minipa, preciséo de + 1,1%.

Para resolver esse problema evitando o aumento demasiado na area dos
condutores, foram colocados seis pares de eletrodos retangulares, com 1.2cm de
base. Os eletrodos foram colocados nas paredes ao longo do aquério para limitar
a superficie de contato lateral das barras com a agua, fig6-B-D. A configuracao
adotada permite a selecdo dos pares que serdo utilizados para o fornecimento do
estimulo aversivo. Os pares selecionados sdo ligados alternadamente a uma

frequéncia até 126Hz com alternancia entre os polos.
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Frequéncias

Ao se introduzir uma fonte de tensdo em uma solucdo eletrolitica que
estava em repouso, as cargas livres na solucdo entram rapidamente em
movimento, dando origem a corrente elétrica. Porem, com o fluxo de cargas
temos uma diminuicdo da densidade de cargas p e por consequente, uma
diminuicao do fluxo de corrente J.

A diminuicdo das cargas segue uma relacdo exponencial que pode ser
obtida utilizando a lei de Ohm, a equacdo da continuidade e nelas aplicando a

primeira equacdo de Maxwell. Assim chega-se a seguinte equacao:
p = po.e” @/

Onde € é a permissividade dada pela permissividade relativa do material
€, multiplicada pela permissividade do vacuo €, .Essa relagdo nos da uma queda
da densidade de cargas pela constante de tempo €/0 que é chamada de tempo de

relaxacdo. No caso da &gua tipo 2 temos que :

€ 80.8854.10°12
P 1.10-6 = 0,7ms

p = Po. e_(t/0,7ms)

Ou seja, em 0,84 milisegundos toda carga livre no interior da dgua tipo 2 €
reduzida em 30%, ap0ds 6 milisegundos as cargas livres no interior da agua tipo 2
séo reduzidas a 0,01% da carga inicial.

Para evitar a variacdo de densidade de cargas e consequente mudanca no
valor do estimulo recebido pelo animal, a corrente elétrica é fornecida na forma

de pulsos quadrados e alternados, fig 7.
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Figura 7 Forma de onda da corrente aplicada. A- 20 Hz10 pulsos de 25ms a cada 500ms ; B- 125Hz10 pulsos

de 4ms a cada 83ms.

Tarefa de esquiva inibitéria passiva

Apobs o condicionamento em baias individuais, 0s animais sao submetidos
ao treino no aparato de esquiva inibitoria. Com a porta central fechada, o animal
é colocado em um dos dois compartimentos do aquério, j& com a iluminacéo
devidamente ligada, sendo o tempo de habituacdo no compartimento de 60s.
Ap0ds esse tempo a porta central é elevada cerca de 2cm, e logo apds cruzar para
0 compartimento oposto o animal recebe o estimulo até retornar ao
compartimento inicial. O tempo total do treino é de 2 minutos pds-tempo de
habituacao, onde durante esse tempo o animal recebe o estimulo elétrico sempre
que entra no compartimento oposto, possuindo limite de entradas de 10 vezes.

No final do treino o animal é recolocado na baia individual e reposto ao

aparato 24h depois, sessdo de teste.
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Tanto na sessé@o de treino quanto na sessdo de teste, o tempo de laténcia
para a entrada do animal no compartimento oposto é medido via ativacdo de um

cronometro manual.

Analises estaticas

Os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartil, uma vez
que as variaveis analisadas (laténcia de entrada no compartimento aversivo no
dia da segéo de teste e treino) ndo seguem uma distribuicdo normal, utilizando o
teste de normalidade D’ Agostino&Pearson. A observagao teve um limite de 180
segundos e os dados foram analisados usando o programa Graphpad Prism 5.
Para comparacao de resultados foi empregado ANOVA de uma via seguido por
Dunnett’s, Mann-Whitney ou usando Chi-square com nivel de significancia de
p<0.05.

Resultados

Para eliminar a influencia da preferencia por um compartimento ou outro,
foram utilizadas duas cores neutras, vermelho e verde, para diferenciar o
compartimento aversivo do compartimento seguro. Nao foi observada diferencas
significativas no tempo de exploragdo dos animais nos compartimentos ao longo

de 10 minutos, fig 8.
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Figura 8 Tempo de exploragdo dos compartimentos, deixo y valor do tempo em cada compartimento (valor
acumulativo) n=10/ grupo; média e erro.

A influéncia da cor do compartimento aversivo foi observada no tempo de
laténcia inicial para a entrada no compartimento aversivo e no numero de
estimulos (trials) que o animal leva ao longo dos 2 minutos de treino, fig.9.

Quando o compartimento aversivo possui a cor vermelha o animal demora
menos tempo para atravessar a diviséria do aquario (latencie- training) quando
comparado ao tempo medio para a entrada no compartimento aversivo quando
este é iluminado com a cor verde. O numero de estimulos elétricos que o animal
leva ao longo de 2 minutos € significativamente maior quando o compartimento
aversivo e iluminado com vermelho.

N&o foi observada diferenca estatistica tanto no aprendizado de curta
duracdo (3 horas) quanto no de longa duragdo (24 horas) dos animais quando
submetidos a 0.7mA 20Hz ou 125Hz, independente do compartimento aversivo
ser na cor verde quanto na cor vermelha, fig. 10. Tendo os quatro grupos
apresentado diferenca estatistica quando comparado as laténcias no teste e
treino, p<0.05.



Latencies - training

A
o
3

w
o
1

seconds (s)
N
<

=
o
1

0+

Green Red

N° trials

24

Trials

Figura 9 Laténcia de entrada no compartimento aversivo de acordo com a cor de iluminagao do
compartimento e o nimero de estimulos que o animal recebe ao longo do treino de acordo com a cor do
compartimento em que o estimulo é dado; n=15/grupo, intensidade de estimulo 0.7mA 20Hz. Média e erro.

**p<0.005; ***p<0.0001.
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Figura 10 Laténcias de entrada no compartimento aversivo no dia do treino (LT) e teste 3 horas pés treino
(L3) e 24 horas pés treino (L24H) de acordo com a cor do compartimento aversivo; n=15/grupo; mediana e

intervalo interquartil.
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Figura 11 Laténcias de entrada no compartimento aversivo (vermelho) no treino e teste, numero de
estimulos dados no decorrer do treino , ambos em fun¢ao da frequéncia da corrente aplicada, i=0.4mA.

n=15/grupo; mediana e intervalo interquartil; *p<0.05.

Foi observado uma diferenca no aprendizado em funcgédo da frequéncia do
estimulo aplicado para a intensidade de 0.4mA. A frequéncia de 20Hz foi menos
eficaz para a geracdo de um compartimento de esquiva passiva quando

comparado as frequéncias de 62 e 125Hz. Fig 11.

Discussao
Utilizando roedores como modelo, a intensidade da corrente que passa

pelo corpo do animal deve ser a mesma para todos do mesmo grupo, a fim de
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possuir uma resposta de acordo com o estimulo e as condi¢cBes dadas pelo
experimentador. Nesse modelo, a corrente elétrica é fornecida por meio de
barras metalicas que servem de condutores para a transmissdo da corrente da
fonte para o animal. No caso da utilizagao de peixes como modelo animal temos
a introducédo de novas variaveis, uma vez gque teremos a 4gua como condutor da
corrente da fonte para o animal.

Dessa forma, precisamos definir que tipo de &gua utilizar. Existem
diversos orgdos de regulamentacdo que ditam os parametros, conduténcia, ph,
entre outros, de cada tipo de agua. A International Organization for
Standardization (ISO) determina em sua norma 1S03696:1987 que a
condutividade da agua tipo 1 dever ser inferior a 0.1 uScm e a da tipo 2 1 pStm
ambas a temperatura de 25°C, ja a medicéo do valor do pH desses dois tipos de
agua ndo deve ser aplicado. A American Society for Testing Materials (ASTM)
adota, para a temperatura de 25°C que a condutancia da agua tipo 1 deve ser
inferior a 0.056 uScm e a do tipo 2 1 uScm, novamente a medi¢ao do pH nao se
aplica a esses dois tipos de agua. A agua de um aquario normal tem a
conduténcia acima de 6 uScm e o pH fica entre 6,5 e 8.

Colocando uma agua com uma quantidade muito grande de cargas
ibnicas, a passagem da corrente é facilitada e uma grande parte da mesma
continuara fluindo pela dgua. Como a densidade de cargas média do peixe €
pequena ,assim como sua area, a parcela de corrente que passa pelo animal pode
ndo ser suficiente para provocar um estimulo aversivo a ponto de o animal evitar
a regido do choque em um teste posterior de memoria.

Assim, a volta do animal a zona do aquéario que deveria ser evitada ndo se
deve ao fato do animal n&o ter aprendido, e sim ao fato do estimulo dado néo ter

sido aversivo a ponto de provocar uma memoria que o faca evitar aquela regido.
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Desse modo, a comparacdo entre 0s animais deve ser feita levando em
consideracdo o tamanho do animal (quanto maior 0 peixe maior serd a area de
superficie e maior a parcela de corrente que fluird por ele), e o tipo da agua
utilizada. Na utilizacdo de dguas com baixa densidade de cargas i6nicas a troca
da &gua entre os animais se mostra indispensavel, uma vez que o animal leva um
pouco da solucdo da dgua na qual estava e 0 mesmo pode excretar dejetos que
vao modificar a qualidade da agua no aparato.

Ao utilizar uma adgua com maior condutividade o efeito do tamanho do
animal diminui e ndo existe a necessidade de troca constante de agua. A
aplicacdo de uma corrente alternada homogeniza o valor do estimulo durante
todo o teste, sendo também possivel a modulagem do aprendizado pela
frequéncia da corrente, em baixas frequéncias € necessario a aplicacdo de uma
corrente mais elevada 0 que pode causar a perda de postura do animal, em altas
frequéncias (acima de 200Hz) o nado do animal é prejudicado e ele apresenta
dificuldade em sair do compartimento aversivo.

Esse trabalho procurou abordar as principais variaveis envolvidas na
tarefa de esquiva inibitdria aquatica, visando diminuir a variabilidade entre 0s
experimentos e abordando variaveis até entdo negligenciadas como a frequéncia
do estimulo, forma e distribuicdo dos eletrodos na agua e o tipo da agua a ser

utilizado.
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Abstract

BACKGROUND : A tarefa de esquiva inibitoria vem sido amplamente utilizada
para o estudo da memoria aversiva, mas parametros cruciais inerentes aos
aparelhos tradicionais que podem influenciar na analise comportamental (
frequéncia do estimulo, bioimpedancia do animal) sdo frequentemente
negligenciados.

NOVO METODO: Desenvolvemos um novo aparato para a tarefa de esquiva
inibitoria passiva, modificando a forma e distribuicdo das barras de ago inox no
piso da caixa onde o estimulo é aplicado. As barras possuem 2mm de diametro,
sdo retangulares e distribuidas em pares com um espago de 1cm até o proximo
par. Cada par forma um dipolo elétrico cuja polaridade ¢ invertida de um pulso
elétrico para o outro. Esse dispositivo dispbe de componentes que medem e
registram a corrente exata recebida pela pata do animal, com um controle
preciso da frequéncia do estimulo aplicada durante todo o experimento.
RESULTADOQOS: Diferente dos dispositivos tradicionais, esse novo aparato
aumenta a area de contato entre a pata e as barras, permitindo que a corrente
passe apenas pelas patas do animal, drasticamente reduzindo a influencia da
bioimpedancia do animal. A anélise dos dados gravados mostra que a corrente
recebida pelo animal é praticamente a mesma aplicada, independente da
composicdo corporal do animal. E importante ressaltar que a memoria aversiva
foi observada em estimulos com intensidades e frequéncias especificas (0.35mA
ou 0.5mA a 62 e 125Hz mas ndo com 0.2mA ou 20Hz). Além disso, esse
aparelho permite observar os bens conhecidos efeitos na meméria induzidos pela
guanosina.

CONCLUSAO: Esse novo aparelho oferece uma melhora substancial na analise
comportamental na tarefa de esquiva inibitoria, permitindo a comparacdo de

dados entre animais com diferentes composic¢des corporais.
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Introducéo

No ultimo século varios aparatos e protocolos para o estudo da memoria e
aprendizado vem sendo criados. Um desses aparatos foi desenvolvido por
Thorndike [1], constistindo em um pequeno cesto ou “caixa de problemas”. Em
meados de 1930, a tarefa foi realizada em uma caixa contendo uma alavanca e
um dispensador de comida. Nesse dispositivo, o rato tem acesso a comida ao
mover a alavanca [2]. Mais tarde Hudson e colaboradores [3] apresentaram um
novo protocolo de estimulo Unico denominado tarefa de esquiva inibitoria (
Inhibitory Avoidance Task — IAT) . Em 1960 , Jarvik e Kopp [4] modificaram a
IAT construindo um novo aparato contendo dois compartimentos, uma pequena
e iluminada cdmara conectada a uma cdmara maior e escura onde o animal
recebia um estimulo elétrico ao entrar. Desde entdo o protocolo da IAT vem
sofrendo modificacdes. Essas modificacdes resultaram no consolidado protocolo
de esquiva inibitoria (passiva) atual.

Na tarefa de esquiva inibitoria, um ponto critico é a aplicacdo de vérias
intensidades de correntes elétricas, partindo de 0.3mA a 3mA [17-20]. A
intensidade do estimulo reflete na laténcia de descida (step-down) no dia do
teste (24h apos o treino). Para ratos Wistar machos (idade , 2-3m esses, peso
220-260g), pesquisadores mostraram que a laténcia de descida no dia do tese é
de £40-50 segundos para um estimulo de 0.3mA[7], 0.4mA[15,21] e 0.5mA[22-
26] por 2 segundos; laténcias de descidas de 180 segundos no teste, aplicando
0.8mA (2s) no treino [22,27] e 600s para 1mA (2s) [28].
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No entanto, esses aparelhos ndo consideram a influencia da
bioimpedéancia do animal na corrente aplicada. Adicionalmente, inimeras outras
versdes do protocolo combinam uma ou duas se¢bes de exposicdo ao estimulo
(trial) durante o treino[21]. Aléem disso, até agora ndo existe uma padronizacao
do protocolo de IAT para avaliar a memoria aversiva de forma precisa [29],
principalmente para novos pesquisadores na area.

Nosso objetivo foi desenvolver e padronizar um novo aparato para a tarefa
de esquiva inibitoria passiva, onde a intensidade da corrente aplicada nas patas
do animal e precisamente a mesma em todos 0s animais, independente da
bioimpedancia do animal; a frequéncia do estimulo e a intensidade sdo
controladas e registradas durante todo o experimento. Em outras intervencoes,
nos testamos esse novo dispositivo de esquiva inibitoria passiva usando uma

droga amnésica bem conhecida (guanosine, i.p) [30,31]

Materiais e métodos

Animais e condicdes experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a
lei Brasileira 11.794/2008. Recomendacdes para o bem estar do animal foram
seguidas de acordo com o projeto aprovado ao comité de ética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul #5647. Ratos adultos Wistar fémeas (3 meses,
280-300g, n=20) e machos (3-5 meses, 310-450g, n= 258) foram utilizados
nesse presente estudo. Animais foram mantidos sob temperatura controlada
(22°+ 1°C) em uma sala com ciclo 12h claro/ 12h escuro, além de distribuidos
em grupos de 5 animais em gaiolas de plastico (plexiglas) com livre acesso a
comida e agua. Antes do experimento os animais foram manipulados utilizando

luvas, por aproximadamente 5min, uma vez por dia durante 7 dias consecutivos.
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A habituacdo dos animais para 0 experimento é um ponto critico, uma vez que
diminui o estrese causado pelo manipulador no dia do treino. Apos o periodo de
habituacdo, os animais sdo treinados no apatado de esquiva inibitoria entre as 3 e
5h da tarde. A performance comportamental do animal é registrada em video.
Dois protocolos de paradigmas distintos foram utilizados: no primeiro, a
duracdo do choque nas patas foi estipulado em 3s [26,30,32] adaptando a
frequéncia e a corrente aplicada; no segundo, 0s animais recebem o choque nas
patas até retornar a plataforma[20]. Os parametros de tempo, incluindo a
laténcia para descida com as quatro patas durante as secdes de treino e sessdo de

teste foram medidos atraves de cronometro de ativagdo manual.

Aparato de esquiva inibitoria

O aparato de esquiva inibitoria consiste em uma caixa de polimetil-
acrilado de 50x25x30cm. Essa caixa possui uma janela de acrilico transparente
de 48x30cm, no interior apresenta uma plataforma de 5cm de altura por 12cm de
comprimento por 25cm de largura, seguido por uma grade formada por uma
série de 20 pares de barras de aco inox (2mm de didmetro) espacado em 2mm

entre as barras e 1cm entre cada par (Figura 1).



35

ELEL SD Card
25¢ ﬁ
E

Step-Down H
30cm # y ’_- ~ U
) Commutador Fre
YWY v | quency and Current Source
, - <:: Bars <: Intensity Control <:J 1.5mA/220V
7

Figura 1 Representacdo esquematica do aparato de esquiva inibitdria - O aparato de esquiva inibitdria,
incluindo o diagrama operacional com o controlador digital de frequéncia pelo microntrolador (PIC18F4520),
um conversor analégico digital (A/D) para registro e controle da intensidade do estimulo e registro dos dados

em um cartao SD.

Cada par de barra forma um dipolo elétrico cuja polaridade € invertida a
cada pulso. Todas as barras sdo isoladas dos lados e embaixo. Esse aparato de
esquiva inibitoria passiva foi construido de forma a evitar a interferéncia da
bioimpedancia dos animais na intensidade do estimulo. Com uma nova
distribuicdo e formato das barras, a corrente passa apenas pela pata do animal
que estd em contato com o par de barras. 1sso nos permite controlar a frequéncia
e intensidade da corrente, além de permitir o registro da corrente que passa pela

pata do animal durante todo o experimento.

Frequéncias

Trés frequéncias diferentes de correntes foram aplicadas, como mostra a

figura 2.
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Figura 2 Forma de onda da fase positiva do estimulo para diferentes frequéncias (Hz) a intensidade de

corrente 0.35 mA

Trens de pulsos a 20Hz (10 pulsos de 25ms a cada 500ms), 62Hz (10
pulsos de 8ms a cada 167 ms) e 125Hz (10 pulsos de 4ms a cada 83ms). Deste
modo, o periodo de choque aplicado em todas as frequéncias selecionadas, em 1
segundo, € o mesmo. Programando a frequéncia da corrente, introduzimos uma
frequéncia modulante, que expde o animal a trens de pulsos seguidos em de
periodos sem choque, isso evita que o animal tenha contracbes musculares
continuas involuntarias provocadas pela passagem da corrente e permite que o
animal escape.

A escolha da frequéncia foi baseada nas frequéncias utilizadas em
maquinas de estimulacdo elétrica utilizadas na fisioterapia, que propde 0 uso de
10-100Hz [33]. A frequéncia de 10Hz foi usada por Garin[20] e o valor da
frequéncia na maioria dos artigos que usam o aparato de esquiva inibitéria ndo é

especificado.
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Essas frequéncias sdo controladas por um microcontrolador PIC18F4520.
A intensidade do estimulo varia de acordo com o protocolo utilizado e é
especificado pela voltagem recebida por um resistor de 100ohms integrado a um
circuito 1AT. Essa voltagem é convertida por um A/D do microcontrolador
PIC18F4520 com 10bits de resolucao, de acordo com o teorema da amostragem
de Nyquist-Shannon, convertido em um numero ASCII e registrado em um
arquivo.txt em um cartdo de memoria SD (2Gb), usando a biblioteca fat16 para

C++.

Bioimpedancia

Esse € um importante aspecto a ser considerado quando é usado o
aparelho de esquiva inibitdria. A fonte de tensdo é normalmente 110V ou 220V
e uma resisténcia e selecionada atraves de um botéo seletor. O uso da corrente
proveniente de baterias pode ser utilizado, no entanto, resulta em uma alta
influencia da bioimpedancia do animal [34]. De acordo com a lei de Ohm, a
bioimpedancia diminui a corrente efetiva recebida pelo animal quando esse toca
nas barras [35]. Existem trés fatores importantes que influenciam no valor da
bioimpedancia (usando uma frequéncia abaixo de 1kHz): o valor da
condutividade do corpo do animal (p), a area de contato entre a pata do animal e
as barras de aco (A) e a distancia entre as barras (L). Em frequéncias abaixo de
1kHz o valor da biocimpedéancia é igual a resisténcia do corpo R=p.L/A[36].
Substancialmente, aumentamos a area (de 0.2cm? para 0.8cm?), modificando a
forma das barras e diminuimos a distancia (de ~15cm para 0.2cm) entre os polos
positivos e negativo. Como resultado de nossas modificacOes, esse dispositivo
apresenta uma grande area (A) e pequeno percurso (L), resultando em uma
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diminuicao drastica do valor de bioimpedéancia da pele da pata do animal [37] de
1.7Momhs para 32Komhs.

No aparelho tradicional a bioimpedancia da pele é de 1.7Mohms/1mma?
que é um valor muito proximo ao da resisténcia interna da fonte de corrente para
ImA [37], além do mais, a bioimpedancia do animal muda conforme a
composicdo corporal [38]. Esse é um aspecto ndo especificado por varios
autores [3,20,30,39,40]. De fato, medimos o valor da intensidade de corrente no
aparato de esquiva inibitoria tradicional, com a base formada por tubos de por
aco inox (Imm didmetro) espacados em lcm [41,42]. A corrente efetiva
recebida pelas patas dos animais no aparelho tradicional é normalmente reduzida
em 21-58% da corrente selecionada quando as patas tocam as barras (Figura 3,

gréfico inserido).

e
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Figura 3 Tracado da intensidade de corrente a 62Hz passando através das patas dos animais ou do resistor.
Diferentes grupos estao representador por barras brancas, cinzas ou cinza escuro: resistor de 150Kohms
(sem animal no aparato), ratos fémeas (3 meses ; 280-320g) ou ratos machos ( 3 meses; 310-360g),
respectivamente. No grafico inserido o efeito da corrente passando pelo corpo do animal no aparelho
tradicional de esquiva inibitéria, corrente nominal de 0.4mA. O grafico representa média e desvio. A analise
por teste Mann-Whitney; n=5 animais/grupo/corrente e 5 medidas para cada animal. Ndo foram observadas

diferencas significativas entre os grupos. Grafico inserido, 8 animais, 3 medidas para cada animal.
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Em outras palavras, um pesquisador pode selecionar 0.5mA no aparelho
tradicional e aplicar 0.25-0.4mA, mas nao tem escolha na intensidade,
apresentando uma alta variacé@o nos resultados finais.

No nosso aparelho de esquiva inibitoria ha um aumento de 0.8cm?2 na area
de contato entre a pata do animal e o par de barras e uma diminuicdo do
percurso da corrente, consequentemente, nos diminuimos drasticamente o valor
da bioimpedancia da pele da pata [37] de 1.7Mohms para 32Kohms. Devido a
essas mudancas, fomos capazes de reduzir a corrente de 21-58% (aparelho
tradicional) para 0.1-3%.

Para o choque elétrico passar apenas pelas patas e ndo pelo corpo do
animal no nosso aparato, existem trés modos de posi¢éo das barras: conectado a
fase, conectado a terra e off (sem fase, sem terra). Ligamos o par de barras (um
por um) conectando apenas uma barra a fase e apenas uma barra a terra de cada
vez, todas as outras barras no off. O par de barras esta perto suficiente para tocar
(com uma pata) as duas barras ao mesmo tempo (barra positiva e terra), assim a
corrente passa da barra positiva para a barra negativa pela pata do animal e nédo

pelo corpo inteiro como acontece no aparelho tradicional (Lei de Gauss).

Registro da corrente

Deve ser observado que, aléem da bioimpedancia, a condutividade elétrica
também depende de “fatores extracorporeos”, assim como outras impurezas que
podem ficar entre as barras e patas (fezes, etc.), outro fator dificil de quantificar.
Essa € a razdo para medir e registrar a corrente que passa pelo animal, se
qualquer fator extracorpéreo diminuir a intensidade de corrente ela vai ser

visualizada.
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A corrente € registrada pelo conversor analogico digital (A/D), seguindo o
teorema de Nyquist-Shannon. A frequente amostragem € de 400Hz. Medimos a
corrente através do valor da voltagem em um resistor de 100oms localizado ap6s
a barra polo negativo, assim a corrente sera registrada apenas quando a pata do
animal fechar o circuito pisando no par de barras. O valor medido (V,) é
resultante da tensdo aplicada (V;) dividido pelo somatério das resisténcias, do
botdo seletor (R;), da bioimpedancia da pata do animal (R,) e do resistor de

1000hms (R3), multiplicado por 100ohms (veja a equacéo abaixo).

_ R3V1
?" (R +R, +R,) Y

Esse valor é convertido para ASCII pelo microcontrolador e registrado no
cartdo de memoria.

Usando o sistema de registro, somos capazes de determinar o niumero de
estimulos recebido por cada animal. A figura 4 mostra os dados da intensidade

de estimulo para 0.35mA e 0.8mA em trens de 62Hz.
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Figura 4 Namero de animais (n=10 por grupo) recebendo trés rajadas consecutivas de correntes (0.35mA
ou 0.8mA, 62Hz), medidas em 1 segundo.

Quando a intensidade de estimulo é de 0.35mA com trens de 62Hz ou
125Hz, todos os animais recebem os pulsos dados, sem pular. No entanto, com a
intensidade de estimulo de 0.8mA, o ndmero de pulos aumenta e
consequentemente o numero exato de pulsos recebidos pelo animal diminui,
dificultando a analise experimental. Desse modo, para evitar inconstancias no
recebimento dos estimulos devido aos pulos, decidimos utilizar intensidades de
0.2, 0.35 e 0.5mA para medir o efeito de diferentes frequéncias de correntes na
performance dos animais (todos os dados da intensidade de corrente passando
pela pata do animal foram registrados em um cartdo SD e analisados

posteriormente).
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Tarefa de esquiva inibitdria passiva

Primeiro protocolo

Para esse protocolo utilizamos um estimulo de 0.35mA a 62Hz. Cada
animal foi gentilmente colocado na plataforma com a face virada para a quina
esquerda do aparelho esquiva inibitoria (secdo de treino). Quando o animal
desce da grade com as quatro patas, ele recebe um choque (estimulo) por trés
segundos. Em seguida, o animal é retirado do aparato. Apos 24 horas (secdo
de teste), cada animal é colocado novamente na plataforma. Nessa se¢do nédo é
aplicado o choque quando o animal desce da plataforma. ApoOs descer, cada
animal é retirado do aparato e recolocado na caixa moradia [43]. Os parametros
de tempo do treino e teste foram mensurados, utilizando um cronometro de
ativacdo manual. O tempo de descida com as quatro patas para grade foi medido
nas duas secdes (teste e treino). O limiar de corte das laténcias para descida foi

de 60 segundos na secéo de treino e de 180 segundos na secdo de teste.

Segundo protocolo

Durante a secdo de treino, cada animal € gentilmente colocado na
plataforma com a face virada para a quina esquerda do aparato de esquiva
inibitoria. Apos descer da plataforma com as quatro patas o animal recebe um
choque continuo (a corrente e a frequéncia depende do grupo especifico) até
voltar espontaneamente para a plataforma (laténcia de escape). Em seguida ele é
retirado do aparato. O teto maximo da laténcia de escape é de 60 segundos [20].
Ap0s 24 horas (secdo de teste), o procedimento € exatamente 0 mesmo descrito
no primeiro protocolo para secdo de teste. Os parametros de tempo no teste e

treino foram mensurados utilizando um cronometro de ativacdo manual. Os
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animais foram divididos em 11 grupos de acordo com a intensidade e frequéncia
do estimulo aplicado (0.2mA; 20,62 e 125Hz), (0.35mA; 10,20,40,62 e 125Hz) e
(0.5mA; 20,62 e 125Hz).

Desempenho na esquiva inibitoria passiva (Score)

Para avaliar o desempenho no IAT, a laténcia de descida da plataforma
nas secOes de treino e teste € comparada. De acordo com estudos prévios, a
memoria é mensurada pela diferenca entre a laténcia de descida da plataforma
na secdo de treino e a laténcia de descida na secdo de teste [30-32, 43,44] [22-
26]. No segundo protocolo, 0 tempo para escapar do choque muda de animal
para animal, deste modo optamos por qualificar o desempenho do animal pela
influencia do tempo de exploracdo da plataforma (laténcia de descida da
plataforma no treino), a duracé@o do choque (laténcia para escape) e a laténcia de
descida da plataforma no dia do teste, para avaliar esse desempenho utilizamos a

equacao abaixo.

_log(k, /SDT)

(k,SU)

f(t)

SD24H

f(t): fungéo IAT

SDT: laténcia de descida da plataforma na secéo de treino

SD24: laténcia de descida da plataforma na segéo de teste

SU: laténcia para escapar do choque

K1: 60s (tempo maximo na plataforma durante a secéo de treino)

K2: 3s (tempo minimo na plataforma durante a secéo de teste)
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A medida de “aprendizado” ¢ a mesma de todos os artigos classicos que
utilizam a esquiva inibitoria passiva, sendo a diferenca entre a laténcia de
descida da plataforma no treino e a laténcia de descida no teste ap6s 24 horas. O
valor da laténcia de retorno da plataforma (laténcia de escape) é utilizado para
qualificar e comparar animais com diferentes tempos de fuga em fungdo do
aprendizado na tarefa.

O uso da equacao f(t) nos permite preparar o efeito de tratamentos que
afetam o retorno a plataforma (ex.: sensibilidade ao choque), sem
necessariamente afetar o aprendizado. Se o tempo de retorno a plataforma é
diferente entre os animais, a equacdo balanceia as variaveis resultando em um
valor de desempenho.

Adicionalmente qualquer valor da equacdo acima de 1 indica que a
laténcia para descida da plataforma no dia do teste (SD24H) é significativamente
maior que a laténcia para descida no dia do treino (SDT), independente do tempo

de escape.

Drogas

Guanosina (GUO) foi adquirida da Sigma (St. Louis, MO, USA) sendo
diluida em NaCl 0.9%. A solucdo foi preparada imediatamente antes do uso e
propriamente protegida da luz [30,45]. Trinta minutos antes da secdo de treino
0s animais receberam uma dose Unica intraperitorial (i.p.) injecdo de 7.5mg/kg
GUO (1ml/kg) ou veiculo (NaCl — 0.9%). A dose de Guanosina aplicada foi
baseada em estudos prévios do nosso grupo usando protocolos in vivo para

investigar a anticonvulsivantes [46-49] e efeitos amnésicos na IAT [30].

Analises estaticas
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Os dados foram expressos em mediana e intervalo interquartil, uma vez
que as variaveis analisadas (laténcia de descida da plataforma no dia da se¢édo de
teste e treino) ndo seguem uma distribuicdo normal, utilizando o teste de
normalidade D’Agostino&Pearson. A observagdo teve um limite de 180
segundos. Os dados foram analisados usando o programa Graphpad Prism 5.
Para comparar os resultados foi utilizado ANOVA de uma via seguido por
Dunnett’s, Mann-Whitney ou usando Chi-square com nivel de significancia de
p<0.05.

Foi utilizado no total n=278 divididos em: medidas de intensidade de
corrente — 48 animais (Figura 3); medidas para pulsos de correntes consecutivas
— 20 animais (Figura 4); protocolo um e protocolo dois — 20 animais (Figura 5);
influencia da intensidade de corrente e frequéncia — 90 animais (Figura 6);
mapeamento dos efeitos em 0.35mA — 20 animais (Figura 7); experimento com

Guanosina — 80 animais (Figura 8).

Resultados

Usando nosso novo aparato para esquiva inibitoria, a corrente recebida
pelas patas do animal tem exatamente a mesma intensidade da corrente aplicada,
isento da influencia da bioimpedancia do corpo do animal (0.2, 0.4, 0.6 ou
0.8mA) (Figura 3). No entanto, para obter esse resultado é necessario ligar um
par de barras de cada vez. Isso é controlado pelo microcontrolador PIC18F4520
que muda os pares de barras de acordo com a frequéncia selecionadas (20Hz,
62Hz ou 125Hz) e o nimero de pares (20 pares nesse aparato).

No segundo protocolo (com tempo de escape variavel), a media de tempo

que os animais recebem o choque foi de 8.5 segundos (intervalo interquartil
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7.25-18.5 segundos) e os animais ficaram mais tempo na plataforma durante a

secdo de teste quando comparado a secéo de treino (Figura 5).

2007 3 without returning
[ Returning

»N
S

-
L4
o

Step_up latency (s)

o

Escape

Step_down latency (s)
e >
o (=]

=R

Training Test 24H Training Teste 24H

Figura 5 Tempo de descida da plataforma (s) nas secdes de treino e teste. Cinza claro representa o grupo
que ndo retorna a plataforma (primeiro protocolo com trés segundos de estimulo), cinza escuro representa
0 grupo que retorna a plataforma (segundo protocolo com tempo de escape) na se¢do de treino (0.35mA,
62Hz). A laténcia para escapar do choque no segundo grupo esta representada na figura inserida. Os
dados estdo expressos em mediana e com intervalo interquartil; analisado pelo teste de Mann-Whitney;

(n=10 por grupo) ***p<0.001 comparando com o tempo de descida da plataforma no treino.

O aprendizado foi observado no segundo protocolo, mas ndo no primeiro
(aplicando o estimo de trés segundos), usando 0.35mA 62Hz. Porém, utilizando
uma corrente 0.8mA 62Hz por trés segundos o comportamento do animal reflete
0s experimentos classicos (dados ndo mostrados). Devido a isso, escolhemos
usar o segundo protocolo nos demais experimentos desse estudo.

Né&o hé diferenca estatistica entre as laténcias de descida da plataforma no
dia do treino entre os grupos (Figura 6A). Existe uma alteracdo(?) estatistica
entre os grupos 0.5mA 62Hz e 0.5mA 20-125Hz na laténcia de escape da grade
(Figura 6B). Ademais, para estimulos de 0.2mA a 20, 62 e 125Hz, e 0.35 ou
0.5mA a 20Hz ndo foi encontrado diferenca estatistica entre a laténcia de

descida da plataforma na secdo de teste e na secdo de treino (Figura 6C). Os
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animais que receberam o estimulo de 0.35 e 0.5mA a 62 e 125Hz aumentaram
consideravelmente o tempo na plataforma na secdo de teste (Figura 6C).
Aplicando a eq.2 podemos observar a influencia de todas as variaveis que
podem contribuir para o processo de aprendizado. Por essa analise matematica,
todos os grupos com media acima de 1 sdo classificados como grupos que

apresentaram memoria aversiva (Figura 6D).
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Figura 6 Efeitos da frequéncia (Hz) e da intensidade de corrente (mA) na laténcia de descida da
plataforma da esquiva inibitéria. Efeitos da frequéncia (Hz) e da intensidade de corrente (mA) na laténcia
na secdo de treino — A, laténcia de escape — B, laténcia de descida da plataforma na se¢do de teste — C e

score (pontuacéo) de desempenho (D — a combinacao dos trés graficos acima pela aplicacdo da eq.2). Em
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B, a mesma letra representa diferenca estatistica entre os grupos; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, por
Mann-Whitney, comparado ao mesmo grupo em A. Data representada por mediana intervalo interquartil
(n=10/grupo).

A figura 7 demonstra o efeito do estimulo de 0.35mA com diferentes
frequéncias no tempo de descida da plataforma na secdo de teste. Para 40Hz o
tempo de descida da plataforma na secdo de teste € 0 mesmo observado quando
utilizado 0.3-0.5mA em artigos classicos (mediana de 40-50 segundos).
Entretanto, quando utilizamos 62Hz o tempo de descida da plataforma €
comparavel ao de 0.8mA (media de 180 segundos) e a resposta comportamental

ao estimulo se intensifica em altas frequéncias (Tabela 1).

A
200 [ 10Hz 1 1
[ 20Hz
[ 40Hz
150 = 62Hz
n I 125Hz
>
2 100
2
5
dok
50
oL == FH I_H — i I |
T E 24h T E 24h T E 24h T E 24h T E 24h
B
16
8
= 4
@
E 2
g 1 — 1
& 0.500
0.250
0.125
10Hz 20Hz 30Hz 62Hz 125Hz

Figura 7 Efeitos da frequéncia (Hz) aplicando intensidade de corrente 0.35mA na laténcia de descida da
plataforma na esquiva inibitoria. A — efeitos da frequéncia (Hz) na laténcia de descida da plataforma na
secdo de treino (T), laténcia de escape (E), laténcia de descida da plataforma na secdo de teste (24h) e
pontuacdo de desempenho (B — a combinacdo dos trés parametros aplicando a eq.2). **p<0.001;
***n<0.001, por Mann-Whitney, comparando com o mesmo grupo em A. Data representada por mediana

intervalo interquartil (n=10/grupo)
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Tabela 1
0.35mA 20Hz
Training Test
ID Vocalization Flinch  Jump | Rearing fum Freez Risk Faeces
Angle Acessment
cxlrl - + - 2 0 0 0 0
cxlr2 + + - 6 6 1 2 Ok
cexlr3 - + - 3 2 0 2 Ok
cX2r3 - ++ - 5 3 0 2 0
cx2r4  + + - 2 1 0 1 Ok
cx3rd + ++ - 1 0 0 0 Ok
0.35mA 62Hz
Training Test
ID Vocalization Flinch  Jump Rearing fum Freez Risk Faeces
Angle Acessment
cxlrd ++ ++ - 10 4 0 7 Ok
cxX1r5 +++ +++ + 5 5 0 5 Ok
cX2rl ++ ++ + 7 3 0 6 Ok
cX2r2 ++ ++ + 3 2 0 5 0
cxX3rl  +++ +++ - 5 3 0 6 Ok
cx3r2 + +++ + 14 8 0 7 Ok
cx3r3  +++ +++ + 2 1 0 3 Ok

Tabela 1 Descricdo da observacdo comportamental de resposta no teste e treino na esquiva inibitéria. +
um episddio, ++ entre dois e quatro episodios, +++ mais de quatro episodios; no teste niumero absoluto de

eventos durante a se¢éo de teste

Usando o segundo protocolo observamos uma diminuicdo na memoria na
esquiva inibitéria pela administracdo da Guanosina i.p. 7.5mg/kg a uma

estimulacdo 0.35mA, a 62 e 125Hz (Figura 8). Mesmo com o grupo Guanosina
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apresentando maior tempo de retorno a plataforma, foi observado o efeito

amnésico desse composto.
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150 1 Step-Down Test 24H
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Figura 8 Efeito da Guanosina na laténcia de descida da plataforma na tarefa de esquiva inibitéria. (A)
Efeito da Guanosina (i.p. — 7.5mg/kg) no tempo de descida da plataforma na tarefa de esquiva inibitoria
utilizando 0.35mA com diferentes frequéncias (62Hz e 125Hz). Todos 0s grupos apresentaram uma
laténcia de escape similar (dados ndo mostrados). Barras expressas em mediana (intervalo interquartil).
(B) Aplicagdo da eq.2 nos dados do grafico A. Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney (n=20 por
grupo); ***p<0.001.

Existe a influencia da laténcia de retorno a plataforma na secdo de treino
(laténcia de escape) e da laténcia de descida da plataforma na secdo de treino na
pontuacdo de desempenho de ambos os grupos administrados salina (Figura 9
A-C) e Guanosina (Figura 9 B-D). Observamos que 18% dos animais tratados

com Guanosina e 17.5% dos animais controle obtiveram pontuacdo > 1 e <2.99.
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Entretanto, o numero de animais tratados com Guanosina com a pontuacdo

maior que trés é significativamente menor que o grupo controle (17%,65%,

respectivamente) (p<0.0001, Chi-square) (Veja a figura 9).
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Figura 9 Influéncia no aprendizado do tempo de exploracdo da plataforma na secéo de treino (step-down

latency in training) e tempo de estimulo (escape latency). A escala de cores indica a pontuacéo do animal
de acordo com a eq.2. (A) Grupo Salina exposto a 0.35mA, 62Hz. (B) Grupo Guanosina exposto a 0.35mA,
62Hz. (C) Grupo Salina exposto a 0.35mA, 125Hz. (D) Grupo Guanosina exposto a 0.35mA, 125Hz.

(n=20/grupo).
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Discussao

Em nosso aparato, a intensidade do estimulo elétrico ndo depende da
bioimpedancia do animal (Figura 3). Isso permite avaliar o efeito real do
estimulo entre grupos de animais com diferentes valores de bioimpedancia,
eliminando a influencia das condi¢bes de moradia [50] do fendtipo, genotipo
[34,35], tratamentos como exercicios fisicos [51] e drogas [52], assim como
mudancas no valor da bioimpedancia [53].

Além do mais, nosso objetivo foi desenhar um aparato cuja frequéncia e
intensidade do estimulo sejam facil e claramente controladas com registro
durante todo o experimento, uma vez que 0s estudos que utilizam aparatos
desenhados para avaliar a tarefa de esquiva inibitdéria ndo consideram a
influencia da bioimpedéancia do animal na corrente aplicada, nem da frequéncia
e da intensidade de estimulo. Esses trés pontos claramente influenciam no
comportamento do animal, conforme nossos resultados.

Uma das grandes vantagens das nossas modificacbes é garantir que a
corrente aplicada durante a tarefa € a mesma para todos os animais. Em palavras
simples, se um pesquisador seleciona 0.5mA nos aparelhos tradicionais ele pode
aplicar 0.25-0.4mA, resultando em uma alta variacdo na performance final dos
animais. Com esse novo aparato, somos capazes de reduzir essa diminuicdo de
21-58% (aparelho tradicional) para 0.1-3% (Figura 3). Usando o aparelho
tradicional para tarefa de esquiva inibitdria passiva, cada animal pode receber
uma diferente intensidade de estimulo (devido as diferencas na composicédo
corporal); desse modo, comparag6es entre animais com diferentes idades, sexo
ou peso é prejudicada, devido as diferencas na bioimpedancia dos animais.

E importante observar que, além da bioimpedancia, a condicdo elétrica

também depende de fatores extracorpdéreos que podem ficar entre as patas e as
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barras durante o teste (fezes, etc.), outo fator dificil de quantificar. Essa é uma
razdo adicional para registrar a corrente que passa pelo animal, se qualquer fator
diminuir a intensidade da corrente esse sera visualizado.

A frequéncia modifica o efeito da intensidade da corrente no
comportamento do animal durante a tarefa de aprendizado da esquiva inibitoria
(Tabela 1). Esse é um pardmetro ndo padronizado e usualmente ndo citado nos
artigos, mas € tdo importante quanto a intensidade da corrente como confirmado
por nossos dados (Figuras 6 e 7).

A escolha da frequéncia foi baseada nas frequéncias utilizadas nos
aparelhos de eletroestimulacao utilizadas na fisioterapia, usualmente 10-100Hz
[33]. A frequéncia de 10Hz foi utilizada por Barin[20], e o valor da frequéncia
utilizada na maioria dos artigos nao é especificada. Mesmo utilizando baterias
como fontes, o estimulo deve ser dado na forma de pulsos, a corrente constante
(corrente Gaussiana) promove a contracdo constante dos musculos e pode
queimar a pele (efeito Joule). Além disso, precisdvamos definir a janela de
frequéncia ideal para esse trabalho. Nesse sentido, trabalhamos com frequéncias
baixas como 20Hz para responder qual a menor frequéncia que pode ser
utilizada afim de obter aprendizado na tarefa.

Nisto, existe uma relacdo no desempenho entre o tempo de permanéncia
na plataforma na secdo de teste e a frequéncia da corrente (Figura 6 ¢ 7). O
comportamento de escapar do choque é a mesma para frequéncias de 20Hz e
125Hz, mas ndo o desempenho na secdo de teste. Essa modificacdo no aparato
de esquiva inibitoria permitiu controlar variaveis até entdo ndo especificadas
[18,32,39,54]. Nossos dados demonstram que ndo apenas a intensidade da
corrente, mas também a frequéncia exerce um papel fundamental no
desempenho e aprendizado na tarefa de esquiva inibitoria. Esse dado sobre a

frequéncia é uma das informacdes que faltam na maior parte dos estudos usando
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IAT [19,41,55,56]. Observamos aprendizado utilizando 0.35 e 0.5mA a 62 e
125Hz, mas ndo a 20Hz (Figura 6). A laténcia de escape para a plataforma
durante o estimulo é similar para todas as intensidades de corrente, até a mais
baixa aplicada (0.2mA), independente da frequéncia administrada.

E importante enfatizar a programacdo de uma frequéncia modulante
dentro das frequéncias utilizadas (Figura 2), isso permite evitar a contracédo
muscular continua provocada pela passagem da corrente pelo corpo do animal.
Além disso, a mudanca do formato da barra evita que o animal agarre a mesma
durante o estimulo (Figura 1). Porem, apenas isso ndo e suficiente para resolver
o problema da influencia da bioimpedancia na corrente elétrica. Nessas
condi¢bes, mudamos a forma e distribuicdo das barras, assim como a forma de
acionamento. Em razdo disso, ndo podemos aplicar o padrdo de choque utilizado
na maioria dos modelos classicos dos aparatos desenhados para esquiva
inibitoria passiva porque precisamos ligar um par de barras por vez. Ademais, a
comparacdo entre o nosso aparelho e os tradicionais (um sem influencia da
bioimpedancia e outro com, respectivamente) e dificultado por ndo podermos
controlar a frequéncia dos aparelhos tradicionais, € nem medir a intensidade real
passando pelos animais.

Com 0 novo aparato apresentado aqui, somos capazes de: (1) abolir a
influencia da bioimpedancia na intensidade da corrente recebida pelo animal; (2)
controlar precisamente a corrente recebida durante a entrega do choque no
decorrer da tarefa; (3) controlar e registrar constantemente a intensidade e
frequéncia da corrente efetiva aplicada, habilitando o registro completo de todo
0 experimento. Nisto temos uma clara reducéo da diminuicdo da corrente efetiva
para apenas 0.1-3%, indicando uma influencia insignificante da bioimpedancia
(Figura 3).
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A Guanosina, uma purina de base guanina, desenvolve um papel
importante no sistema nervoso central [49,57], com um bem estabelecido efeito
amnesico em roedores [30,31,49]. Por consequéncia, validamos nosso novo
aparato usando animais tratados com injecGes de Guanosina i.p.. Observando
um significante efeito da Guanosina na memoria de esquiva inibitéria mesmo
com uma variagao no tempo de escape.

Levando tudo em consideracao, esse novo aparato oferece um substancial
avanco na analise comportamental em tarefas que envolvem esquiva inibitoria
passiva, por considerar parametros cruciais até entdo ndo considerados, como a
frequéncia do estimulo aplicado e, principalmente, a influencia da
bioimpedancia do animal. Essa influencia foi drasticamente reduzida pela
mudanca da forma e distribuicdo das barras no aparato, que permite registrar a
corrente exata que passa precisamente pela pata do animal durante a tarefa e
comparar resultados entre animais com diferentes composicdes corporais. A
respeito desses achados, apenas estudos futuros com classicas doengas com
prejuizo de memoria ou potenciais drogas moduladoras de memoria podem
afirmar o potencial pleno desse novo aparato. Finalmente, nos também
propomos uma equacdo matematica que pode melhorar a analise da performance

do animal na tarefa de esquiva inibitdria.
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5. METODOLOGIA

O desenvolvimento dos equipamentos teve como plataforma os
microcontroladores da linha PIC18F4520, escolhida pela flexibilidade, robustez
e acessibilidade. A linguagem de programacédo adotada sera o C++ utilizada no
programa mickroC PRO for PIC que € o responsavel pela compilacdo do mesmo
(transducdo das linhas de comando em codigo hexadecimal). A gravacdo do
programa no microcontrolador devera ser feita pelo programa PICKit 2 v2.61
utilizando o kit ACE USB como interface fisica entre o computador e o
microcontrolador.

A utilizacdo dos equipamentos desenvolvidos no decorrer desse projeto se
dard por alunos de escolas publicas do municipio de Porto Alegre/RS que
obtiveram escores igual ou inferior a 3,1 na avaliagdo do IDEB em 2009.

O trabalho deve ser realizado no periodo de uma semana, trés dias em um
colégio da rede publica de Porto Alegre (a ser escolhido) com alunos em
processo de alfabetizacdo e dois dias nas instalacbes da UFRGS, sala de
neuroengenharia. Antes da realizacdo da semana de experimento serd enviado
um termo de consentimento para 0s pais ou responsaveis e a dire¢do do colégio,
0 projeto sera exposto ao comité de ética.

A coleta de dados constituira por meio de videos, entrevistas e a analise dos
dados sera feita de forma qualitativamente (método de fichamento ou analise de

rede social).

5.1. CARACTERIZACAO DA PESQUISA

Quanto a Natureza: tedrica e empirica

Quanto ao Tratamento dos Dados: Pesquisa Quantitativa e Experimental.

Quanto aos Fins: Exploratoria, Descritiva e Explicativa.
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Quanto a conduta em relacdo aos Dados: Experimental.

5.2. SELECAO DA POPULACAO E AMOSTRA

Alunos que estudam em uma das trés escolas publicas do municipio de
Porto Alegre/RS que obtiveram escores igual ou inferior a 3,1 na avaliacdo do
IDEB em 20009.

ESCOLA 2005/2007(2009
Esc. Est. Ens. Fund. <« 0911
Vila Cruzeiro do Sul [Escola Aberta] ’ ’
Esc. Est. Ens. Fund.
AlvarengaPeixoto 2,21 25129
Esc. Est. Ens. Fund.
Santa Ritade Cassia 3.212,7 3,1

5.3. COLETA DE DADOS
A coleta de dados serd por meio de videos e entrevistas de acordo com 0

anexo 2.

5.4. ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS
A anélise dos dados sera feita de forma qualitativamente (método de
fichamento ou anélise de rede social), através da utilizacdo de procedimentos

estatisticos.
6. ENSAIO DE PESQUISA (proposta)
As atividades comecardo apds aprovacdo do comité de ética da UFRGS e

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos responsaveis

dos alunos.
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No primeiro dia, um monitor (doutorando Gilvan Luiz Borba Filho) sera
responsavel por realizar a entrevista individual de conhecimentos prévios (media
de 5 minutos por aluno), registrando as respostas em video e na ficha de
conhecimentos prévios. Enquanto as entrevistas estiverem sendo realizadas, 0s
demais alunos ficaram desenhando sobre a visdo do que é ser um cientista.

No segundo dia, os alunos receberdo o equipamento de teste de
condutividade (um por aluno), onde os alunos terdo 10 minutos para testar
livremente, na sala de aula, que materiais fazem a luz do equipamento acender e
quais ndo faz, apés esse tempo sera feita uma entrevista individual expondo
diversos materiais: barras de metal, madeira, malha de aco, agua destilada, agua
com sal e isopor. As perguntas seguirdo o anexo 2, todas as respostas registradas
em video.

No terceiro dia, os alunos seguirdo em um oOnibus da UFRGS para o
departamento de bioguimica, os alunos serdo apresentados ao equipamento de
esquiva inibitoria para zebrafish, a explicacdo de seu funcionamento serd em
cima dos experimentos previamente feitos.

O experimento sera realizado na sala de neuroengenharia, sala anexa ao
departamento de bioquimica realizado na sala de neuroengenharia, sala anexa ao
departamento de bioquimica. Os alunos entrardo em turmas de 10 alunos,
enquanto esperam para entrar 0s alunos serdo apresentados a alguns alunos da
bioquimica (voluntarios) que falardo um pouco sobre a universidade e seus
experimentos.

O equipamento sera calibrado para 0.01mA , de modo a fornecer um leve
estimulo para o animal evitar uma zona (amarela ou verde) escolhida pelos
alunos, nesse momento sera introduzido o conceito de memoria de trabalho e
aprendizado, o zebrafish sera retirado do primeiro aquario moradia e

gentilmente colocado no aparato de esquiva inibitéria para zebrafish, no lado



67

oposto ao escolhido como lado aversivo. Ao entrar no compartimento aversivo o
zebrafish receberd um breve pulso de 0.01mA para voltar ao compartimento
seguro, esse procedimento sera repetido até o animal atingir uma laténcia de
60segundos no compartimento seguro. ApOs esse tempo o animal sera
recolocado no segundo aquario moradia. Esse procedimento serd repetido de
forma a possibilitar que os alunos vejam a diferenca na memoria de trabalho dos
diferentes zebrafishs.

No quarto dia, os alunos seguirdo em um Onibus da UFRGS para o
departamento de bioquimica onde irdo participar de um experimento de esquiva
inibitoria envolvendo ratos Wistar de 3-4meses. O experimento sera realizado na
sala de neuroengenharia, sala anexa ao departamento de bioquimica. Os alunos
entrardo em turmas de 10 alunos, enquanto esperam para entrar os alunos serao
apresentados a alguns alunos da bioquimica (voluntarios) que falardo um pouco
sobre a universidade e seus experimentos. Antes de entrar na sala de
neuroengenharia serdo devidamente vestidos com jalecos descartaveis, os alunos
serdo apresentados ao equipamento de esquiva inibitéria e a explicacdo de como
0 teste funciona sera devidamente fornecida.

Antes do teste um momento para perguntas sera reservado, 0s alunos serao
apresentados a um rato Wistar (que ndo sera utilizado no experimento) para
conscientizacdo do que € um animal de laboratério, por que ele é utilizado,
como ele é criado, bem como os parametros éticos que estdo envolvidos na
pesquisa animal. Em seguida sera pedido siléncio absoluto, o equipamento de
esquiva inibitéria sera calibrado para 0.35mA 62Hz, um rato Wistar sera
colocado na plataforma e o tempo de descida sera registrado, apds descer o rato
levard o estimulo até retornar para a plataforma, sera retirado e posto em sua

caixa moradia.
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Serdo realizadas perguntas de acordo com o0 anexo 2. Ap0s as respostas, 0
equipamento de esquiva inibitéria devera ser devidamente limpo e sera pedido
mais um momento de siléncio. Logo apds, o monitor pegara um animal
previamente treinado na esquiva inibitéria e o apresentara, dizendo que o animal
foi treinado na esquiva no dia anterior. O animal sera calmamente colocado na
plataforma e o tempo de descida registrado em cronometro (teto de 60
segundos). Apos esse tempo o animal deve ser retirado e colocado em sua casa
moradia. A turma saird dando espaco para uma nova turma que sera exposta ao
mesmo procedimento.

Quinto dia, pediremos para os alunos desenharem sobre o que eles
acharam dos experimentos, descrevendo as diferenca (se existirem) na facilidade
de aprendizado dos peixes quando comparados ao ratos. Sera um dia para

conversa informal entre 0 monitor e as criangas.

7. DISCUSSAO

Durante o decorrer desse doutorado diversos equipamentos foram
desenvolvidos com a finalidade de aproximar a neurociéncia dos alunos em
processo de alfabetizacdo, um deles (anexo 2) foi destinado ao laboratorio do
professor Luc Pellerin do Departamento de Fisiologia da Faculdade de Biologia
e Medicina da Universidade de Lausanne (Suica) e utilizado em parcerias com
os alunos do Departamento de Bioquimica da UFRGS , Alexandre Muller e
Roberto F. Almeida, sendo um equipamento de monitoramento de atividade em
rodas de exercicio. Outros mais simples, como um medidor de condutividade
(anexo 4) foi utilizado por alunos em um projeto de extensédo do PPG de
educacdo em ciéncias da UFSM, orientado pelo professor Jodo Batista com a

finalidade de introduzir o conceito de corrente elétrica e condutividade.
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Foram realizadas tentativas de leitura de sinais eletrofisioldgicos do
cérebro de zebrafish in vivo livre no aquario, com amplificadores e filtros de
acordo com o anexo 5. No entanto, o processo cirurgico de implante desses
eletrodos ainda necessita ser dominado.

Durante a escolha de qual experimento em neurociéncias deveria servir de
base para o trabalho com os alunos em fase de alfabetizacéo, ficou claro que
teria que ser um experimento com resultados claros e concreto, cujo resultado
fosse visivel a olho nu e légico o suficiente para que os alunos podessem
compreender. A escolha da tarefa de esquiva inibitoria passiva acabou sendo a
mais obvia, uma vez que o aprendizado na esquiva ocorre em segundos e o
comportamento do animal que aprende a tarefa difere claramente do animal que
ndo a aprende.

Ao iniciar os trabalhos com a esquiva inibitoria com ratos torrnou-se
claros os problemas operacionais decorrentes da variabilidade da corrente
elétrica em funcao das caracteristicas fisioldgicas dos animais, dentro do mesmo
grupo a variacdo da intensidade de corrente chegava a 50%. Fez-se necessario
alguns meses de estudo para chegar a uma solucdo plausivel e mais alguns
meses para a construcdo de um protdtipo, de modo a realizar os testes para
confirmar a resolucdo do problema. No total, foram 2 anos dedicados a
solucionar um problema conhecido pela comunidade cientifica a algumas
décadas “I largelly used this type of tasks and | know problems for using this
type of tasks.” “ it is well known that giving the intensity of a footshock not
always reflect the strenght of the electrical footshock™ (Reviewer #1 — Artigo
Anexo 1) , “eletric shocks are not precisely controlled in most typical IAT
setups” (Reviewer #2 — Artigo Anexo 1).

Além do problema de variabilidade da intensidade da corrente (corrigido

em nosso aparelho), existe outra variavel até entdo negligenciada, a frequéncia
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do estimulo aplicado. Apesar de ndo estar claro como o cérebro processa as
informacdes aversivas da esquiva inibdria, ficou evidente que ela depende da
frequéncia com que o estimulo é fornecido, sendo possivel manipular o
aprendizado pelo aumento da frequéncia e ndo da intensidade, o que evita danos
ao corpo do animal e diminui o desconforto do mesmo na tarefa.

As melhorias realizadas no equipamento de esquiva inibitdria passiva
resultaram na diminui¢do do nimero de animais utilizados no teste, assim como
a possibilidade de comparacges entre animais de sexo e peso diferentes.

Atualmente, existe uma grande preocupacdo na busca de modelos
alternativos, apesar dos ratos serem um modelo indispensavel para varios
ensaios, ele pode ser subistituido por modelos animais mais simples em alguns
casos de tarefas de aprendizado e memoria aversiva, sem a presenca de
farmacos. No entanto, existem poucos trabalhos que abordam a esquiva
inibitoria com zebrafish, todos com intensidades diferentes e formas diferentes
de eletrodos. Nos trabalhos publicados até o momento ndo foram descritas
informac6es sobre intensidade de corrente e tipo de agua utilizada no teste, o
que torna quase impossivel a replicabilidade do experimento e o que nos levou a
uma padronizagdo completa da tarefa, rendendo um ano de estudo.

Afim que conseguir um modelo alternativo valido para o rato na tarefa de
esquiva inibitoria passiva, realizamos um estudo completo das variaveis
existentes na tarefa de IAT com zebrafish. Esse estudo rendeu um manuscrito
em preparacdo e um equipamento aonde o indice de aprendizado chega a 90%.

Devido a complexidade na construcdo dos equipamentos e das solucdes
demandadas por eles, ndo foi possivel, nesse trabalho, realizar os experimentos
propostos com os alunos em fase de alfabetizacdo. Os equipamentos foram

disponibilizados para os alunos de graduacdo (iniciacdo cientifica) e pos-
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graduacéo, que agora dispde de equipamentos mais confiaveis e precisos para a

realizacdo dos experimentos cientificos.

8. PERSPECTIVAS

A finalizacéo das atividades pendentes, como a submissdo do manuscrito
1, a realizacdo dos experimentos de esquiva inibitéria pelos alunos da rede
publica, realizacdo da leitura eletrofisioldgica do zebrafish através do implante
de eletrédos e filtros analdgicos/digitais de acordo com o anexo 3 utilizando
uma interface com o sistema android de modo a construir um leitor de sinais
eletrofisiologicos portatil.

Disponibilizar no mercado os dois equipamentos desenvolvidos em

parceria com a iniciativa privada no mercado.



9. ANEXOS

Anexo 1
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ANEXO 2- MANUAL DE UTILIZACAO DO SISTEMA DE REGISTRO DE
ATIVIDADES PARA CAMUNDONGOS

$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Semi-Automatic Wheel for Monitoring Mice Exercise Activity

Operation Manual
By Gilvan Luiz Borba Filho

Designed and developed by Eng. Gilvan Luiz Borba Filh
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Apparatus description

The Semi-Automatic Wheel for Monitoring Mice Exercise Activity is an
apparatus designed to easily and automatically evaluate the mice voluntary
exercise performance on a home cage wheel.

The apparatus (dimensions: 15x 25 x 30 cm, 1.4 kg) consist of a wheel

(15 cm of diameter) coupled to an electronic operational system.

The wheel is made of stain steel bars connected by an acrylic support. It
presents two opposite sensors that are recognized by the specific detector on the
operational box.

The operational box presents a display screen, three buttons, a memory

card, a memory card port and an electric energy plug.

(1)  Turn ON/OFF button.

(2) Memory card: 2Gb, formatted FAT or FAT16. The system does not
recognized FAT32 format.

(3) Memory card port: to connect the memory card.
(4) Red button: for start/reset the system.
(5) Green button: to save the recordings in the memory card.

Power Supplies: The apparatus operates from 100V to 240V and 50-60Hz.
It is desirable the use of no breaks to prevent losing data if a power interruption

occurs during data acquisition.

The operational system
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The system counts the number of half laps by detecting the wheel sensors
by a specific detector.

The recording data is based on the number of half laps that is detected
during 32,600 CPI (cycles per instruction) which correspond to approximately
10 minutes. Based on this point, the minimum registration period for recording
Is 32,600 CPI. The system does not register the half laps if it stops before 32,600
CPI.

The system re-starts the count every 32,600 CPI. The number of half laps
during each 32,600 CPI is register separated in a file in the memory card.

The data is saved in a file (.txt format) in the memory card, named

Suisse0X.txt It can be opened in programs as Excel, Matlab, SiLab etc.

How to use the Semi-Automatic Wheel for Monitoring Mice Exercise Activity

1. Activity recording
a. Turn on the apparatus by pressing ON/OFF key button
b. Put the memory card on the specific port with the contacts up.
c. Press the red button to initiate recording. *

d. The activity recording occurs on an ongoing basis until the green
button REC is pressed. It is extreme important to press the green
button before take out the memory card. All data will be lost if the

memory card is removed without pressing the green button.*
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* Take note of the date and time of starting/ending the data acquisition;

Processing the recorded data

2. Remove the memory card;
3. The data is saved in the memory card as a .txt file.

4. The file can be opened by any program such as Matlab, Silab, Excel,
Word, etc;

5. Save the data in a personal computer or pen drive. Every time that green
button is pressed or the memory card is removed and put it on again in

the apparatus, the .txt file is replaced by a new one.

Descriptive figures



1. Hole apparatus

2. Wheel
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3. Operational box (front, back,lateral)

Blue arrow: CPI

Yellow arrow: number of half laps

Red arrow: shows the last value written on the card.



5. Memory card

RADuston

o B

2GHB

SD/2G8

6. The data file is saved in. txt format

- TESTECOL
1. Energy ﬂ giugumentn de kexto p | ug

How to analyze your data
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Here we show an exemple of how the data can be analyzed in the Windows

Excell. This Excell file is provide in the memory card.

H

| J
H1 | H2

A C D E F L]
T.001 I R Recording interva sl Dist {m) I Real timeih] I Total Dist (m) | Total Time(h)
15 15 C:10:05 7,065 18:00 160,611 1:10:35
40 15 C:10:05 18,84 18:10
37 15 C:10:05 26,847 18:20
o 15 C:10:05 C 18:30
73 15 0:10:05 34,383 18:40
30 15 C:10:05 1413 18:50

126 15 0:10:05 59,346 19.00

19/5/11 18:00 18/5/11 19:10
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Column A (Yellow): is to be filled with the data recorded by the card. The
column can be filled manually or the data can be imported directly through the
file (.txt) in the memory card.

To import the data:

(1) Click with the right button in hyperlink T.001 in Al cell (2) Import
the txt file on the memory card.
Column B: is already filled with the diameter (15cm) of the wheel. It is
important to allow the spreadsheet to plot the graph in meters. This number is
fixed.
Column C: is already filled with the interval between recordings. The records
are registered every 32,600 CPI (which is variable between 10 and 10:05 min).
This number is calculated when you fill columns H,I and J.
Column D: shows the distance (in meters) for each recording intervals. It is
automatically calculated when you fill the column A.
Column E: shows the real time of each recording interval. It is automatically
calculated when you fill columns H, I and J.
Column F: shows the distance (in meters) of full recorded time. It is
automatically calculated when you fill column A.
Column G: shows the total time (in hours) of recording. It is automatically
calculated when you fill column I and H.
Column H (Pink): is to be filled with the number of recording intervals. This
number will be used to correct precisely time between recordings.
Column I (Blue): is to be filled with the date and time of the beginning of the
record (i.e. date 09/09/2011; hour 16:30:00).*
Column J (Green): is to be filled with the date and time of the ending of the
record (i.e., date 10/10/2011; hour 9:30:00).*
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*The hour data must be accurately pointed. This will be used to correct the time

of the recordings intervals and the range of x-axis of the graph.

Errors messages

Card Error: In case of the card is not seated properly the system will display the
message “Card Error”. In this case make sure the card was put through and it is
with the electrical contacts up.

Boot Problem: The operational system only recognize memory card with FAT
or FAT16 format. The original memory card provided with the Semi-Automatic
Wheel for Monitoring Mice Exercise Activity is already ready to use (FAT
format). The operational system will not recognize if a memory card with other
format (i.e. FAT32) is inserted it. Thus, a Boot Problem message will appears in

the display.



In this case, format the card in FAT or FAT16 format.

Importantly, no memory cards greater than 2 GB should be used.
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Anexo 3

Projeto do Amplificador de Sinais Eletrofisiologicos para ZebraFish

Aluno: Eng. Gilvan Luiz Borba Filho
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Introducéo

Nos ultimos anos o estudo dos sinais eletrofisiolégicos, em
especial os neurais, vem sendo foco de grande estudo, com eles €
possivel avaliar o resultado de um farmaco ou de uma lesdo, estudar o
efeito de uma doenca no padrdo de disparo neural e com isso testar
uma cura (Goldsmith1 and Christian Jobin, 2012).

E impossivel separar os avancos da area biomédica com os
avancos tecnologicos atuais, de fato, sdo os avancos tecnoldgicos que
impulsionam os avangos médicos. No campo da neurociéncia isso fica
ainda mais evidente (Nicolelis, 2006).

Com os novos amplificadores operacionais, filtros e as novas
tecnologias de conversdo A/D os pesquisadores dispde de uma vasta
gama de modos de visualizar os sinais eletrofisioldgicos.

Atualmente, uma nova ferramenta entrou no cenario na
neurociéncia e da bioquimica, o zebrafish, conhecido no Brasil como
paulistinha, por ser um peixe de pequeno porte e facil manuseio o
zebrafish vem ganhando espaco no estudo de farmacos,
principalmente no de combate a sintomas de déficits na locomotivos e
convulsdes (Lee David Ellis, Kelly Howard Soanes, 2012). Nesse
cenario a leitura dos padrdes eletrofisiolégicos do peixe se torna
indispensavel, no entanto, todos os equipamentos disponiveis no
mercado sdo voltados a mamiferos de pequeno e medio porte.

E foi essa falta de suporte no estudo dos sinais com zebrafish
que levou ao desenvolvimento desse projeto.
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Aquisicéo do Sinal

Para poder projetar um amplificador com um filtro ativo, temos,
primeiro, que conhecer a natureza do sinal envolvido.

Para a aquisicdo de um sinal eletrofisiologico a natureza do sinal
em si se torna um desafio, uma vez que a corrente que flui pelo
sistema nervoso é uma corrente idnica e ndo elétrica (Kandel -2000).

De uma forma simplificada podemos descrever a geracdo dos
sinais eletrofisiologicos como uma relagé@o entre a entrada e saida de
fons nas células nervosas. A figura abaixo ilustra a geracdo de um
potencial em uma fibra nervosa pela entrada de sédio Na+ e a saida de
potassio K+ (imagem do HowStuffWorks 2007).

Como funcionam o0s nervos

potencial de agao

potencial de membrana (mV)
(=]
i i
-----.

_E8 88
8
g

ana (my)

Figura 11 - Geragdo de um potencial de acdo em uma fibra nervosa.
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Para a leitura desses sinais um eletrodo é colocado proximo a
fonte e uma referéncia € estabelecida por outro eletrodo em uma area
proxima. A diferenca de concentracdo idnica nas proximidades dos
dois eletrodos resultara no sinal a ser lido, (Pineda 2011).

Devido a natureza do sinal, os eletrodos necessitam ter uma
Impedancia elevada, ou serem desacoplados do sistema de aquisicao,
caso contrario a aquisicdo do sinal acaba por influenciar diretamente
no mesmo. (Nicolelis 2006)

Amplificador

Para o desacoplamento do sinal com o sistema de aquisi¢édo
foram utilizados trés amplificadores operacionais, de forma a se obter
um amplificador operacional de instrumentacdo (Valkenburg, 1982).
Figura abaixo:
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Figura 12-Diagrama de um amplificador de instrumentacao.

Nesse circuito temos v1 e v3 como entrada, v3 sendo o eletrodo
de referéncia ao sinal captado em vl1. Esse circuito tem como
caracteristicas a necessidade de uma baixissima corrente na entrada e
0 ganho dado com a modificacdo de apenas um resistor, o0 Rg.

Como é caracteristica dos amplificadores operacionais, a tensdo
entre os pontos A e B é a mesma, assim como a tensédo entre C e D
(Valkenburg, 1982). Dessa forma podemos estudar o comportamento
do amplificador tirando as equacfes nos nos de v, e vs. Como a
tensdo em A € igual a tensdo e B e igual v, , e atensdo em C € igual a
de D que é igual a v,, temos :

Ry Ry
Vy = 1+R_ U1+ —R_ V3
g g
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Para o projeto adotaremos R; = 25K , R, = R, = 40K,
ficamos assim com o0 mesmo diagrama utilizado pela Texas
Instruments no projeto do INA128, o ganho do amplificador de
instrumentacao sera dado por:

50K12

Ry

k=1+

Nesse primeiro estdgio de amplificacdo serd dado um ganho de
10 vezes, 20dB/dec ,ou seja , o Rg serd de 5,5KQ. Esse circuito
apresenta um ganho linear para a faixa de 0-500KHz, na temperatura
de 25° e tensdo de alimentacdo V, = +15V.
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GAIN vs FREQUEMNCY

ED I T T
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50 e
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= 10
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-10 \
=20 b
1K 1k 100k 1M 1M
Figura 13 - Variagao do ganho em fungdo da frequéncia no circuito
da fig 2.

Filtro

Um dos problemas inerentes a aquisi¢do de sinais neuronais € 0
ruido provocado pelos outros sinais eletrofisiologicos, batimento
cardiaco, movimento muscular, movimento respiratorio (Sharma et al,
2007).

No caso do zebrafish os batimentos cardiacos e 0 movimentos
branquial sé@o os responsaveis pela maior parte da contaminacédo do
sinal (Pineda et al 2010). Esses dois estimulos ficam na faixa dos 0,5-
3Hz, dessa forma um primeiro filtro foi projetado para filtrar esses
ruidos ja na aquisicdo do sinal, com um filtro passa baixa na saida
para a referéncia.(INA128-Datasheet TI).

IMA128

Figura 14 - Diagrama do amplificador de instrumentagao
com um filtro passa baixa na referéncia.
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Com essa realimentacdo a saida passa a ser de um passa alta com
frequéncia de corte de 1,59Hz. A equacdo de transferéncia da
realimentacdo para a referéncia pelo filtro passa fica:

_ 1 1 _ -1
T (s) = R.Cs  106.10~%s 0,01.s

T(s) = 10.(1 —0,01s™1)

No entanto apenas esse filtro ndo é suficiente, uma vez que a
intensidade do ruido é muito superior, 20X, maior que o sinal neural,
com isso a implementacdo de um filtro passa faixa de 3 a 20 Hz se
torna necessario. Esse filtro tem que ter a frequéncia central w, =
53,4rad /s com um ganho de 60dB.

E interessante para esse filtro possuir uma assimetria, com a
maioria dos polos e zeros agindo na baixa frequéncia, uma opcao seria
a funcdo de transferéncia T (s) abaixo:

ks3
(s +19)3(s + 125)°

T(s) =

Com wy, = 19rad/s e ws, = 125rad/s . Assim teriamos um
ganho de 18dB/oct de 0 a 3 Hz e uma atenuacado de 6dB/oct depois
dos 20Hz. O projeto dessa parte do amplificador ficou por conta de
dois colegas de curso.
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ANEXO 4
TESTE DE CONDUTIVIDADE

b

Figura 15 Diagrama do sistema de teste de condutividade.

-Bateria de 9V;
-Led 5mm;
-Clip para conveccdo da bateria;

-Fios flexivel 0.5mm diversos;
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ANEXO 5 DIAGRAMA DO SISTEMA DE CONTROLE PARA A ESQUIVA
PARA ZEBRAFISH

ANEXO 6 CIRCUIDO DO SISTEMA DE CONTROLE PARA A ESQUIVA
INIBITORIA PARA ZEBRAFISH

e 17
Wﬁ g,




