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RESUMO

O cerebelo € uma estrutura encefélica envolvida no controle do equilibrio, do movimento
e na aquisicdo de habilidades motoras. Com os avancos cientificos e tecnologicos, estudos
demonstraram que o cerebelo também participa de fun¢bes ndo motoras, como controle
emocional, memoria e linguagem. Entretanto, ainda ndo se conhece quais areas
cerebelares e quais circuitos funcionais sdo predominantemente ativados nas diferentes
funcBes. O objetivo deste estudo foi analisar a ativacdo neuronal de areas cerebelares e
de outras estruturas encefalicas (hipocampo, amigdala, cortex pré-limbico e cortex infra-
limbico) apds exposi¢cdo aos modelos comportamentais de RotaRod e de modelo de
Esquiva Inibitoria, e estabelecer possiveis circuitos neuronais para as funcbes motoras e
ndo motoras. Para isso, foram utilizados camundongos Suico Albinos ingénuos, machos,
pesando entre 25 e 35¢. Para a avaliacdo comportamental, os animais foram submetidos
a trés condigdes: Esquiva Inibitoria, modelo utilizado para inferir meméria emocional;
RotaRod que avalia desempenho motor e aprendizagem motora; e Caixa
Moradia/Controle. Na condi¢do 1, os camundongos permaneceram em sua caixa moradia;
na condicao 2, os camundongos foram expostos a caixa de Esquiva Inibitéria por 2 dias;
e na condicdo 3, os camundongos foram expostos ao RotaRod por 3 dia. Ap6s a Ultima
exposicéo aos aparatos, os animais foram eutanasiados, e em seguida, perfundidos com
Paraformoldeido e seus encéfalos extraidos e seccionados para analise de
imunofluorescéncia da proteina c-Fos de estruturas pré-estabelecidas. Foram captadas
imagens das estruturas encefalicas e analisada sua ativacdo neuronal microscopicamente.
Foi utilizada a analise de variancia ANOVA one way, seguida de teste post-hoc de Tukey.
N&o houve diferenca significativa na expressdo de c-Fos em Iébulo VI do cerebelo entre
as diferentes condi¢des. Em contrapartida, houve diferenca na expressdo de c-Fos em
amigdala basolateral, cértex infra-limbico e cortex pré-limbico, que se tratam de
estruturas encefélicas pertinentes a processos emocionais, na exposi¢do dos animais aos
aparatos de avaliagdo. O teste de Coeficiente de Correlagcdo de Pearson r demonstrou
haver correlagdo positiva entre as varidveis das estruturas relacionadas a processos
emocionais. Concluimos que ndo houve diferenca significativa na expressdo de c-Fos em
I6bulo VI do cerebelo na exposicdo dos animais aos aparatos de avaliagcdo. Em
contrapartida, houve diferenca na expressdo de c-Fos nas outras estruturas encefalicas

pertinentes & processos emocionais na exposi¢do dos animais aos aparatos de avaliacao.
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Fos



ABSTRACT

The cerebellum is a brain structure involved in the control of balance, movement and the
acquisition of motor skills. With scientific and technological advances, studies have
shown that the cerebellum also participates in non-motor functions, such as emotional
control, memory and language. However, it is not yet known which cerebellar areas and
which circuits are predominantly activated in different functions. The aim of this study
was to analyze the neuronal activation of cerebellar areas and other brain structures
(hippocampus, amygdala and medial prefrontal cortex) after exposure to the behavioral
models of RotaRod and the Inhibitory Avoidance model, and to develop possible
neuronal circuits for the possible functions motor and non-motor. For that, naive, male
Swiss Albino mice, weighing between 25 and 35 g, were used. For the behavioral
evaluation, the animals were obtained under three conditions: home cage/control;
Inhibitory Avoidance, emotional memory model; and RotaRod that assesses motor
performance and motor learning. In condition 1, animals remained in the home-cage; in
condition 2 they were exposed to the Inhibitory Avoidance protocol for 2 days; and in
condition 3 to RotaRod for 3 days. After the last exposure to the apparatus, the animals
were euthanized, and then perfused with Parafomoldehyde and its brain extracted and
sectioned for immunofluorescence analysis of c-Fos protein from the structures. Images
of the brain structure were captured and their neuronal activation were analyzed
microscopically. One-Way ANOVA analysis of variance was used, followed by Tukey’s
post-hoc test. There was no significance in the expression of c-Fos in lobe VI of the
cerebellum between the different conditions. In contrast, there was a difference in the
expression of c-Fos in the basolateral amygdala, infralimbic cortex and prelimbic cortex,
which are brain structures relevant to emotional processes, in the exposure of animals to
the assessment apparatus. The Pearson Correlation Coefficient test demonstrated a
positive correlation between the variables of the structures related to emotional processes.
We concluded that there was no significant difference in the expression of c-Fos in lobe
VI of the cerebellum in the exposure of animals to the evaluation apparatus. In contrast,
was difference in the expression of c-Fos in the other brain structures relevant to

emotional processes in the exposure of animals to the assessment apparatus.

Keywords: neuronal activation, cerebellum, motor functions, non-motor functions, c-Fos
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1. PREFACIO

Essa dissertacdo foi realizada seguindo as normas do Programa de P6s-Graduacéo
em Fisioterapia e desenvolvida no Laboratério de Neurociéncias com colaboracdo do
Laboratorio de Imunohistoquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de S&o
Carlos (UFSCar).

A orientadora do presente projeto, Prof® Dra. Anna Carolyna Lepesteur
Gianlorengo, segue a linha de pesquisa de processos basicos, desenvolvimento e
recuperagdo funcional do sistema nervoso e realiza pesquisas experimentais com
camundongos sobre as potenciais funcdes motoras e ndo motoras do cerebelo, além da
interacdo da estrutura encefalica com os sistemas histaminérgico e dopaminérgico. Além
disso, também realiza pesquisas sobre avaliacdo e intervencdo em individuos com Doenca
de Parkinson. Para tanto, segue com parceria internacional com o Departamento de
Fisiologia da Universidade de Toronto atraves da pesquisadora Maithe Arruda Carvalho,
PhD, e com o Dr Felipe Fregni, Diretor do Spaulding Neuromodulation Center, Harvard
Medical School. O co-orientador do presente projeto, Prof. Dr. Thiago Luiz de Russo, é
coordenador do Laboratério de Pesquisa em Fisioterapia Neuroldgica, tendo como area
de atuacdo o campo da plasticidade neuromuscular e avaliacdo e intervencdo da
Fisioterapia Neurofuncional no pés-AVC. Além disso, também possui experiéncia com
Biologia Molecular e Imunohistoquimica em sua carreira académica.

O discente pesquisador deste projeto, discente José Mario Prati, iniciou o
Mestrado em Marco de 2019. No primeiro e terceiro semestres, o discente realizou
disciplinas referentes ao cumprimento de créditos do Programa de Pds-Graduacdo em
Fisioterapia da UFSCar. Ainda no primeiro semestre, o discente submeteu o projeto ao
comité de ética em pesquisa com animais da UFSCar e obteve posterior aprovacdo. No
segundo semestre, o discente realizou a qualificagdo do projeto, no qual foi aprovado e
sendo assim, deu inicio a coleta de dados. No decorrer do curso de Mestrado, o discente
foi aperfeicoando suas habilidades de trabalho fino com tecido nervoso e buscando por
melhorias ao projeto.

Além dos objetivos geral e especificos do presente projeto, 0 mesmo também tem
por objetivo contribuir com a literatura a respeito do entendimento sobre as potenciais
funcgdes do cerebelo que ainda ndo possuem evidéncias cientificas concretas ou que ainda

sdo desconhecidas. Existem inimeras hipoteses sobre func¢ées do cerebelo que abrangem
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ndo s6 componentes motores, como também componentes emocionais e cognitivos, e sua

participacdo com outras estruturas encefélicas.

a. Artigo desenvolvido a ser submetido para revista cientifica
O presente trabalho serd submetido para apreciacdo na revista Neuroscience
Letters. “Neuronal activation of cerebellum functional circuits in non motor and

motor functions in mice”

b. Orientacdo de alunas de Especializacdo em Fisioterapia Neurofuncional
Orientagdo de trabalho de conclusdo de curso de alunas de Especializagdo em
Fisioterapia Neurofuncional. Alunas: Mayene Souza Arrebola; Liangela
Gongalves Bortolotto. “Instrumentos de avaliagdo de déficits motores, cognitivos

e comportamentais em individuos com Doenca de Huntington”.

c. Indicadores e informacdes académicas
Curriculo Lattes: http://lattes.cnpg.br/3837528410213126
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7077-0161
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2. CONTEXTUALIZACAO

O cerebelo é uma estrutura do sistema nervoso supra-segmentar, derivado da parte
dorsal do metencéfalo e situado dorsalmente ao bulbo e a ponte, contribuindo para a
formacgédo do teto do IV ventriculo. Anatomicamente, distingue-se no cerebelo uma
por¢do impar e mediana, o vérmis, ligado a duas massas laterais, os hemisférios
cerebelares (MACHADO, 2005).

O neuroanatomista Olof Larsell (1886-1964) prop6s a subdivisao do cerebelo em
dez lobos. O lobo anterior corresponde as regides de Larsell I, 11, 111, IV e V. (DAMIANI
et al., 2016). Os lébulos cerebelares | a V, parecem estar mais envolvidos com o cOrtex
sensorio-motor, enquanto os I6bulos VI até parte do l6bulo IX parecem estar mais
envolvidos com cortices associativos. O lobulo X estd mais envolvido com nucleos
vestibulares, ndo possuindo conexdo significativa com areas corticais. (WITTER e DE
ZEEUX, 2015).

A compreensdo da atuacdo do cerebelo em fungdes motoras demonstra que a
estrutura participa do controle postural, da modulacdo do movimento voluntario e da
funcdo vestibular (MIDDLETON e STRICK, 1998). De acordo com Miterko e
colaboradores (2019) o cerebelo participa de comportamentos motores que abrangem a
coordenacdo, equilibrio, aprendizado e adaptagdo, embora 0s mecanismos de tais funcdes
ainda necessitam ser esclarecidos.

Com o avanco tecnoldégico em neuroimagem e modelos computacionais, tém se
permitido demonstracbes de que o cerebelo é ativado em fung¢bes ndo motoras, como
organizacao espacial, memdria visual e de longo prazo. (GORDON, 2007). Além da sua
participacdo em funcBes de carater cognitivo, estudos tém demonstrado a ligacdo
bidirecional do cerebelo com areas envolvidas na regulacdo emocional (TURNER et al.,
2007; MIDDLETON e STRICK, 2001). De acordo com Turner e colaboradores (2007),
o0 cerebelo é fortemente conectado com areas limbicas como amigdala, hipocampo e
nucleo septal. O cerebelo estd ligado a areas associativas dos hemisférios cerebrais
relacionadas a processamento emocional como regiGes pré-frontal e limbica.
(BUGALHO et al., 2006).

O hipocampo é uma estrutura localizada no lobo temporal de ambos os
hemisférios cerebrais. Participa de funcdes cognitivas como aprendizado e memoria e
estd envolvido com a resposta ao estresse (JOCA et al., 2003). Pouco se sabe sobre a

conexdo do cerebelo com o hipocampo, entretanto, um estudo recente demonstrou uma
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conexd@o cerebelo-hipocampo via tdlamo laterodorsal e ventrolateral para o cortex
retroesplenial e cortex entorrinal. Segundo os autores, esses achados reforcam a noc¢éo do
envolvimento do cerebelo em fungdes cognitivas, como navegacao espacial por meio de
um circuito polissinaptico. (BOHNE et al., 2019).

Estudos experimentais sugerem que o0 cerebelo estd envolvido no
condicionamento de reacBes aversivas especificas e no condicionamento de reagdes
aversivas inespecificas. (TIMMANN et al., 2010). Autores sugerem que o cerebelo
participa da manutencéo e/ou reativacdo de memdrias aversivas, além da participacao
cerebelar na aprendizagem de memadrias aversivas, mesmo com a inativacdo da amigdala,
que esté relacionada com processamentos emocionais. (SACCHETTI et al., 2007).

O cortex pré-frontal desempenha um papel fundamental na memdria. Também
tem como funcdo a tomada de decis@es, incluindo monitoramento de conflitos, deteccdo
de erros, controle executivo, aprendizado guiado por recompensa e tomada de decisdo
sobre risco e recompensa. (EUSTON et al.,, 2012). Balsters et al. (2010) sugerem
conexdes reciprocas entre cerebelo e cortex pré-frontal medial, além da participacdo de
regides Crus | e Crus Il no armazenamento de representacdes que podem ser implantadas
durante operac6es cognitivas qualificadas.

De forma geral, tanto fun¢des motoras, mas principalmente fungdes ndo motoras
do cerebelo, nédo estdo bem elucidadas. A caréncia de evidéncias a respeito da participacdo
cerebelar e das conexfes do cerebelo com outras estruturas encefalicas motivaram a
realizacdo deste trabalho.

Descric¢do da dissertagdo para publico leigo: O presente projeto estudou camundongos em
diferentes condi¢cdes que avaliavam a aprendizagem motora, desempenho motor e a
memoria emocional. Dessa forma, buscamos compreender como o cerebelo participa
dessas funcdes, assim como outras areas do cérebro. ApoOs 0s testes, realizamos um
procedimento de imunofluorescéncia no tecido nervoso desses animais para que as
celulas ficassem fluorescentes e fosse possivel visualiza-las através de um microscopio
acoplado em um computador. Foi realizada uma contagem das células fluorescentes e
uma correlacdo entre as estruturas analisadas referente & quantidade de células que
apresentaram ativacdo. Nao encontramos diferenca na ativagao do cerebelo nas diferentes
condigdes. Além disso, foi encontrada forte ativacdo em areas cerebrais responsaveis pelo
processamento emocional na tarefa que avaliamos aprendizagem motora e desempenho
motor. Isso implica que os animais apresentaram sinais emocionais na realizagéo da tarefa

motora e esses sinais podem afetar a execugéo e aquisicao de habilidades motoras.
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4. INTRODUCAO

O cerebelo é uma estrutura do sistema nervoso supra-segmentar, derivado da parte
dorsal do metencéfalo e situado dorsalmente ao bulbo e a ponte, contribuindo para a
formacgédo do teto do IV ventriculo. Anatomicamente, distingue-se no cerebelo uma
por¢do impar e mediana, o vermis, ligado a duas massas laterais, os hemisférios
cerebelares (MACHADO, 2005).

O neuroanatomista Olof Larsell (1886-1964) prop6s a subdivisao do cerebelo em
dez lobos. O lobo anterior corresponde as regides de Larsell I, 11, 111, IV e V. O lobo
posterior corresponde as regides de Larssell VI, VII, VIl e IX. O lobo fléculo-nodular
corresponde a regido de Larsell X. Essa divisao realizada por Larsell facilitou a tarefa de
identificar e compreender a apresentacdo clinica dos sintomas associados a lesbes
cerebelares (DAMIANI et al., 2016).

Os l6bulos cerebelares | a V, parecem estar mais envolvidos com o cortex
sensorio-motor, enquanto os I6bulos VI até parte do l6bulo IX parecem estar mais
envolvidos com cortices associativos. O lobulo X estd mais envolvido com nucleos
vestibulares, ndo possuindo conexao significativa com areas corticais. (WITTER e DE
ZEEUX, 2015).

Damiani e colaboradores (2016) relatam uma subdivisdo classica em sua revisao,
em que o arquicerebelo esta relacionado ao controle do sistema vestibular e recebe
aferéncias dos canais semicirculares e orgdos otoliticos, bem como dos nucleos
vestibulares situados no tronco enceféalico lateral, medial, superior e inferior. O
paleocerebelo estd relacionado ao controle da propriocepcdo e recebe aferéncias da
medula espinal (vias espinocerebelares anteriores e posteriores), alem de aferéncias
visuais e auditivas. O vermis esta relacionado a propriocepcao do esqueleto axial (tronco
e porgdes proximais dos membros), enquanto por¢cdes mediais dos hemisférios
correlacionam-se com a propriocepcdo das extremidades proximais dos membros
superiores e inferiores. O neocerebelo contém maior nucleo presente do cerebelo, o
nacleo denteado, este esti relacionado com a programacdo motora e cognicdo. O
neocerebelo recebe aferéncias de todo o cortex cerebral através de nucleos pontinos,
constituindo a via coértico-pontocerebelar e envia fibras eferentes para o nucleo rubro,

talamo e cortex cerebral: area motora, pré-motora e cortex pre-frontal.
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Ndcleos da Base

Cerebelo

Figura 1: Circuito cerebelo-talamo-cérebro-cortical.

Adaptado de D’ Angelo e Casali (2013)

Abreviacdes: APF, area pré-frontal; CM, cortex motor; CT, cortex temporal; NAT, nlcleo anterior tAlamo;
NCP, nlcleo cerebelar profundo; NPa, nicleo pontino anterior; NR, nlcleo rubro; NST, ndcleo

subtalamico; PC, cortex parietal.

Casartelli e colaboradores (2017) estudaram sobre o planejamento motor de
segunda ordem em um paciente com um caso raro de agenesia cerebelar. Os resultados
mostraram que o planejamento motor de segunda ordem foi preservado, mesmo com o
déficit nas habilidades motoras finas. O planejamento motor de segunda ordem se trata
de um ajuste em relagdo a tarefa motora priméria, o que se faz necessario para otimizar o
objetivo final da tarefa a ser realizada (DOMELLOF et al., 2019). Este resultado sugere
novas especulacdes sobre o papel do cerebelo nas habilidades de planejamento motor.

A compreensdo da atuacdo do cerebelo em fungdes motoras demonstra que a
estrutura participa do controle postural, da modulacdo do movimento voluntario e da
funcdo vestibular (MIDDLETON e STRICK, 1998). De forma automatica, o cerebelo
contribui para o processamento sensdrio-motor. Apos receber, analisar e reconhecer um
padrédo sensorial ou motor, o cerebelo produz corregdes de ganho e fase que permitem
regular a forca e ativacdo de grandes conjuntos de musculos (ALBUS, 1971 apud
D’ANGELO e CASALI 2013). De acordo com Miterko e colaboradores (2019) o

cerebelo participa de comportamentos motores que abrangem a coordenacéo, equilibrio,
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aprendizado e adaptacdo, embora os mecanismos de tais funcdes ainda necessitam ser
esclarecidos.

As pesquisas sobre as funcdes do cerebelo ampliaram de forma consideravel
durante as Ultimas décadas. A maioria dos pesquisadores em neurologia acreditava que o
cerebelo estava envolvido apenas com o controle do movimento. Porém, nos ultimos
anos, avangos em neurociéncias, em tecnologias de imagem e modelos computacionais,
tém permitido repetidas demonstra¢des de que o cerebelo participa de fun¢Ges motoras e
ndo motoras (KOZIOL et al., 2013; TAVANO e BORGATI, 2010; SCHMAHMANN et
al. 2007; BUGALHO et al., 2006; ENGELBARDT E. e MOREIRA D. M.; 2009).

O lobo fl6éculo-nodular, o vérmis cerebelar, o nucleo fastigial e o ntcleo globoso
sdo descritos como as regibes participativas pela cognicdo e emocdo. Tais areas
cerebelares sdo consideradas responsaveis pelos mecanismos primitivos de preservacao,
como manifestacbes de luta, emocdo, sexualidade e, possivelmente, de memdria
emocional. Os hemisférios cerebelares sdo descritos como supostos responsaveis pela
aprendizagem. (ESPERIDIAO et al., 2008)

Estudos sobre déficits neuropsicologicos em pacientes com lesdes cerebelares,
ativacdo do cerebelo em individuos normais durante a realizacdo de tarefas cognitivas e
conexdes anatdmicas mostrando as ligagdes do cerebelo com outras estruturas e com o
cortex cerebral suportam essa visao (SCHMAMANN et al., 2007; BUGALHO et al.,
2006). A utilizacdo de exames de neuroimagem tém confirmado que o cerebelo é ativado
em varios processos cognitivos, como a organizacao espacial, memoria visual e de longo
prazo, e a perturbacdo destas funcbes apOs danos cerebelares pode ser devido a uma
ruptura de projecGes cérebro-cerebelares (GORDON, 2007).

Popa e colaboradores (2014) sugeriram que a participacdo do cerebelo em
funcGes motoras e ndo motoras estaria relacionada a sua arquitetura uniforme e a um
modo comum de processamento das informagdes. Os autores correlacionaram resultados
eletrofisiologicos dos sinais motores no cortex cerebelar com observagdes em dominios
ndo motores, e sugeriram que o coOrtex cerebelar tem grande capacidade de estabelecer
associag0es entre diferentes sinais sensoriais, motores e ndo motores. De acordo com o0s
autores, os resultados de estudos sobre como as células de Purkinje codificam os sinais
de movimentos indicam que a circuitaria do cortex cerebelar suporta aprendizagem
associativa, sequenciamento, memoria de trabalho e modelos internos de dominios néo

motores.
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Estudos tém mostrado a ligagéo bidirecional do cerebelo com areas envolvidas na
regulagdo emocional (TURNER et al., 2007; MIDDLETON e STRICK, 2001). Segundo
Turner e colaboradores (2007), o cerebelo é fortemente conectado com o sistema
reticular, areas corticais associativas e areas limbicas, como amigdala, hipocampo e
nucleo septal. De acordo com Bugalho e colaboradores (2006), o cerebelo esta ligado a
areas associativas dos hemisférios cerebrais (regides pre-frontal, occipito-parietal,
temporal e limbica).

Nossa hipdtese € que o cerebelo participa de fungdes cognitivas em niveis
hierarquicos diferentemente da sua participagdo em funcbes motoras, se
intercomunicando com outras areas encefalicas envolvidas nos processos de memoria
emocional e aprendizagem motora, sendo elas o hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal

medial (cortex infra-limbico e cortex pre-limbico).

\ MODULAGAO NO PROCESSAMENTO EMOCIONAL

{ Amigdala I K
) \ 8 MODULACAO NO PROCESSAMENTO CONTEXTUAL
. A//v PLANEJAMENTO, EXECUCAO E CORRECAO EM
Hipocampo TEMPO REAL

Figura 2. Figura representativa da comunicagdo do cerebelo com outras estruturas encefalicas.

Figura representativa demonstrando nossa hipétese sobre os diferentes niveis hierarquicos na participagéo
do cerebelo na funcdo de estruturas encefalicas relacionadas & cognicgéo, enfatizando através de cores mais
escura para mais clara, a hierarquia da participacdo do cerebelo nas fungdes das outras estruturas. As
resultantes desse circuito supostamente seriam a modulagdo de processamentos emocional e contextual,
obtendo como produto final, o planejamento, execucédo e corregdo em tempo real sobre ac6es refinadas e
cronometradas qualitativamente, o que resultaria em aprendizagem e memdria emocional frente as repetidas

exposicoes.

O hipocampo esta localizado no lobo temporal de cada hemisfério encefalico e

estd relacionado a processos cognitivos como aprendizado e memoria, além de estar
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envolvido com a resposta ao estresse. Ele ¢ ativado por diferentes estressores e participa
do processamento de informacOes sobre eventos ameagadores (JOCA et al., 2003). O
hipocampo também mostra ter um papel seletivo no medo de estimulos contextuais, como
por exemplo, aprender sobre onde os choques elétricos foram causados (MAREN, 2008).
Mezzasalma e colaboradores (2004) citam em sua revisdo que € praticamente intuitivo
que um roedor evita entrar em uma jaula onde foi anteriormente submetido a um estimulo
aversivo e essa situacao se assemelha a um paciente que se recusa a atravessar uma ponte
sobre a qual ja sofreu um ataque de panico.

De acordo com Grossberg e Merril (1996), hipocampo e cerebelo coordenam
processos de aprendizagem através de circuitos que aprendem a adaptar o tempo de
saidas. O tempo do hipocampo ajuda a manter a atencdo em objetos de objetivo
motivacionalmente salientes durante atrasos variaveis relacionadas a tarefa, enquanto o
tempo cerebelar controla a liberacao de respostas condicionadas. Este modelo sugere que
mecanismos do hipocampo que ajudam a chamar rapidamente a atencdo para pistas
salientes poderia liberar comandos motores prematuros se ndo houvesse a liberagédo de
comandos adaptativamente cronometrados pelo cerebelo. Igloi e colaboradores (2015)
sugerem que o cerebelo ndo se limita ao processamento sensério-motor e que em especial
o lébulo VIIA, possua coativagdes funcionais com o hipocampo.

A amigdala é um complexo de nucleos que se encontra no lobo temporal anterior
de seres humanos e de outros animais (DA SILVA, 2016). E uma regido cerebral
importante para o processamento emocional e é responsavel pela deteccdo, geracéo e
manutencdo das emocdes relacionadas ao medo, além do reconhecimento de expresses
faciais de medo e coordenacdo de respostas apropriadas a ameaca e perigo. A amigdala
ndo € ativada apenas em processos que envolvem a sensacdo de medo, mas também
durante o reconhecimento de expressdes faciais de alegria, levando a conclusdo de que a
amigdala esta envolvida na resposta a estimulos de importancia emocional, independente
de seu contexto agradavel ou desagradavel. (ESPERIDIAO, 2008)

Sacchetti e colaboradores (2007) sugerem a participacdo do cerebelo na
manutencdo e/ou reativacdo de memorias aversivas e que a participacdo cerebelar vai
além de uma pura regulacdo das repostas motoras ou sua associagcdo com eventos de
medo. Os autores também demonstraram que a inativagdo da amigdala néo elimina as
memorias de medo forte e que esse efeito deve ser causado pelo cerebelo. O cerebelo
adquire uma representacdo de medo durével devido ao forte aprendizado, o que se torna

suficiente para suportar 0s processos de memaria na auséncia da amigdala. Em um estudo
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mais recente, Farley e colaboradores (2016) sugerem que mecanismos de aprendizagem
cerebelar s&o atenuados com a inativagdo da amigdala central.

O cortex pré-frontal medial é constituido por cortex cingulado, cortex subcaloso
e giro frontal medial. Estd bem conectado com a amigdala e esta envolvido no processo
de extin¢do do medo, na retencdo da extingdo, na reatividade emocional e na regulagédo
autondmica (SHIN et al., 2006; MORGAN et al., 1993). Esta estrutura desempenha um
papel fundamental na memdria, por seu envolvimento seletivo na recuperacdo de
mem@rias remotas, além de sua funcéo na consolidacéo de memorias. O cortex pré-frontal
medial também tem como funcdo a tomada de decisdes, incluindo monitoramento de
conflitos, deteccdo de erros, controle executivo, aprendizado guiado por recompensa e
tomada de decisdo sobre risco e recompensa. As teorias da funcdo do cortex pré-frontal
medial enfatizaram seu papel na tomada de decisdo adaptativa, no qual ele orienta as
decisbes antecipando os resultados emocionais. Com base em evidéncias anatdmicas e
eletrofisioldgicas, propde-se que esta estrutura tome como entrada o contexto e 0s eventos
atuais e preveja a resposta mais adaptativa com base na experiéncia passada (EUSTON
etal., 2012)

O cerebelo supostamente participa da modulacdo de funcBes consideradas como
dominio do lobo frontal como planejamento, sequenciamento, previsdo, julgamento,
atencdo, linguagem, memoria espacial e memoria de trabalho, através de conexdes pré-
frontopontinas que sdo uma parte essencial do substrato anatdmico para essa suposta
modulacdo cerebelar (SCHMAHMANN e PANDYA, 1995). De acordo com Balsters et
al. (2010), o cértex pré-frontal incorpora circuitos plésticos em Crus | e Crus Il para
armazenar representacbes que podem ser implantadas durante operagdes cognitivas
qualificadas. Watson e colaboradores (2014) sugerem que lesdes em regido vermal do
cerebelo podem contribuir para doencgas neuropsiquiatricas que estdo associadas ao mau
funcionamento neocortical e a neuromodulacéo de dopamina.

McNaughton e Coor (2004) relatam que a expressdo de uma determinada funcéo
ocorre em um processo integrado e sinérgico entre diferentes estruturas do sistema
nervoso central, que agem em diferentes vias e niveis hierarquicos. Os autores sugerem
que o controle neuropsicoldgico de comportamentos de medo e ansiedade, depende dos
diferentes estimulos aversivos e resultam da ativacdo de diferentes niveis hierarquicos de
um mesmo sistema defensivo.

As ligacGes entre o cerebelo e as diversas areas encefalicas indica um papel

modulador da atividade sindptica dos circuitos funcionais nas diferentes fungdes. Apds
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determinados estimulos, uma sequéncia de eventos ocorre no neurénio que por fim, levam
a transcrigdo de proteinas que apresentam afinidade de ligagdo ao DNA, provocando a
ativagdo de seus genes alvos. (PRADO e DEL BEL, 1998)

Existem genes que sdo ativados rapidamente apos estimulacdo celular e sua
expressao nao pode ser prevenida pelos inibidores da sintese proteica, sendo um desses
genes, o c-Fos. (HERRERA e ROBERTSON, 1996). O gene c-Fos pertence a um grupo
de genes de expressdo imediata (IEGs). A expressdo de c-Fos é rapidamente induzida por
diferentes tipos de estimulos, em varios tipos de células, independente da sintese proteica.
O c-Fos também ¢ induzido em condicGes de plasticidade neuronal a longo prazo,
incluindo aprendizagem e memoria (JAWORSKI et al, 2018; HERRERA e
ROBERTSON, 1996).

Para desenvolver mudancas de longo prazo, faz-se necessario a sintese de
proteina. Sendo um dos primeiros IEG’s estudados, o papel de c-Fos na aprendizagem e
memdria foi investigado mais profundamente do que outros IEG’s (HERRERA e
ROBERTSON, 1996)

Segundo Berghorn e colaboradores (1994), a maioria dos neurdnios expressa
pouco ou nenhum c-Fos em condi¢des basais, porém em respostas a estimulos, os
neurdnios expressam rapidamente o c-Fos e é comprovada a utilizacdo da coloracao de c-
Fos para marcacgéo de neurénios ativados sob uma condigéo estimulada.

A expressdo génica de c-Fos logo se tornou uma das técnicas mais comumente
usadas para marcadores de ativacdo neuronal e seu mapeamento fornece resolucao de
célula Unica com baixa expressao e plano de fundo. (JAWORSKI et al, 2018). No estudo
de Wang e colaboradores (2016) foram encontrados resultados a partir da expresséo de c-
Fos que indicam que o hipocampo, o nucleo central da amigdala e a regido ventromedial
do corpo estriado estdo envolvidos no processo de aprendizagem e memdaria. Além disso,
os resultados demonstraram novos caminhos funcionais e estruturais atraves dessas areas
cerebrais. Os autores ainda relatam que essas recém-descobertas podem acrescentar novas
dimensBes as redes neurais envolvidas na aprendizagem e memoria e sugerem o
desempenho de papeéis dessas redes neurais na patogénese da deméncia e Doenga de
Alzheimer. Keiser e colaboradores (2017) realizaram testes com camundongos machos e
fémeas onde os animais recebiam choque elétrico nas patas. Os resultados demonstraram
forte atividade de c-Fos em hipocampo dorsal e amigdala basal, sugerindo que estas
estruturas podem contribuir para recuperacdo do medo do contexto e generalizacdo da

memaria associada ao medo.
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Em estudo analisando a ativacéo de c-Fos no cerebelo, Gas e colaboradores (2017)
realizaram microinjecg&o de cloridrato de cocaina em camundongos e testes de preferéncia
com estimulos olfativos associados com cocaina. Os resultados indicaram a formacao de
memorias de preferéncia em células granulares no apice do cortex cerebelar, 0 que sugere
que o cerebelo é uma regido importante para a persisténcia de memorias relacionadas a
droga.

Babayan e colaboradores (2017) investigaram a arquitetura cognitiva subjacente
ao processamento de automovimento durante a exploragdo e 0 comportamento
direcionado ao objetivo. A analise pds-comportamental utilizou a expressao de c-Fos para
caracterizagdo da rede cerebral. O estudo revelou uma rede dominada pela atividade do
hipocampo e cerebelo que parecia sustentar uma navegagdo baseada em sequéncia. Este
resultado demonstrou que cerebelo e hipocampo ocupam uma posicdo central no
surgimento de acOes direcionadas a um objetivo a partir da organizacéo espaco-temporal
da informacdo de movimento préprio. Os autores também destacaram como a memoria
dependente do hipocampo pode ser funcionalmente associada a atividade do cerebelo
além de seu aspecto motor.

Em estudo de Tronel e Sara (2002), foi encontrada ativacdo de c-Fos em cortex
pré-limbico, cortex orbital ventrolateral e amigdala basolateral relacionada a
aprendizagem associativa. Isso indica que essas regifes atuam em conjunto para
consolidar a memdria sobre contingéncias de estimulo-resposta-refor¢o. Além disso, 0s
autores sugerem um papel da habenula lateral na recuperacdo de informacbes sobre
associagdes estimulo-recompensa.

Estudos analisando a ativagdo neuronal de circuitos cerebelares em funcoes
motoras e ndo motoras sdo escassos na literatura. O conhecimento sobre o papel do
cerebelo em suas fungdes contribui para o entendimento da base neurobioldgica do
processamento de circuitos cerebelares, o que proporciona uma melhor visualizacdo dos

aspectos fisiologicos e das manifestacdes clinicas nas disfungdes cerebelares.
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5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo geral
Analisar a ativacdo neuronal dos circuitos funcionais do cerebelo e outras

estruturas encefalicas relacionadas as fun¢Ges motoras e ndo motoras.

5.2.0bjetivos especificos

e Analisar a expressdo de c-Fos no cerebelo (I6bulo VI), apds exposi¢do dos
animais ao RotaRod e modelo de Esquiva Inibitoria.

e Analisar os circuitos funcionais nas seguintes areas cerebrais: amigdala,
hipocampo (CAL, CAS3, giro denteado) e cortex pre-frontal (cortex pré-limbico e
cortex infra-limbico).

e Tracar possiveis circuitos encefalicos envolvidos nos processos de memoria

emocional, desempenho e aprendizagem motora.
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6. METODOLOGIA

6.1.Procedimentos éticos e local da pesquisa
O projeto de pesquisa foi enviado ao Comité de Etica na Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Sdo Carlos (protocolo: 2401120819). A pesquisa foi
desenvolvida no Laboratdrio de Neurociéncias do Departamento de Fisioterapia com a
colaboracdo do Laboratorio de Imunohistoquimica e Biologia Molecular na Universidade

Federal de Sao Carlos.

6.2. Animais

Foram utilizados 16 camundongos ingénuos (Suico Albino) pensando entre 25 e
35 g, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sdo Carlos. Os animais
foram agrupados em 4 animais por caixa (31x20x13 cm) e ficaram em ambientes com
ciclo de luz de 12 horas, temperatura (21+ 1°C) e umidade controlados. Antes do inicio
dos experimentos, os animais foram gentilmente manipulados (tocar e segurar 0s animais
com as maos) por 2 minutos durante 5 dias para habituacdo com o manuseio do
experimentador. Alimento e 4gua estiveram disponiveis, exceto durante as breves sessoes

dos testes. O experimento foi realizado na fase clara, no periodo entre 8 e 14 horas.

6.3. Procedimentos comportamentais
6.3.1. Condicdo 1 — Caixa moradia/Controle
Quatro animais fizeram parte da Condicdo 1, no qual permaneceram em sua caixa
moradia por 21 dias, mantidos em ambiente controlado até passarem pelos procedimentos

de perfusdo transcardiaca e extracdo encefélica.

6.3.2. Condicéo 2 — Esquiva Inibitoria

Para esse procedimento foi utilizada a caixa de Esquiva Inibitoria confeccionada
em acrilico (48x24,4x25cm) composta por dois compartimentos de mesma dimensdo: um
claro, sob iluminagdo de 450 Ix, e outro escuro, com acrilico preto dotado de tampa (1
IX). Uma abertura na forma de porta guilhotina de 10x9 cm (base x altura) localiza-se ao
nivel do piso e no centro da divisdo dos dois ambientes; seu acionamento se da através
do programa instalado em computador em resposta aos sensores de infravermelho. O piso
é constituido por barras de ago inoxidavel (2,5 mm de diametro) distanciadas 1 cm entre

si, que liberam choques elétricos. Os animais foram transportados individualmente para
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o laboratdrio e foram deixados neste ambiente por pelo menos 1 hora antes do inicio do
procedimento.

Cinco animais fizeram parte da Condicgéo 2, no qual realizaram o treino de Esquiva
Inibitdria e foram expostos inicialmente a sessao de habituacdo. Na sessdo de habituacao,
os camundongos foram colocados na sala de experimentacdo uma hora antes do inicio
dos testes. Cada animal foi transportado individualmente até a caixa e posicionado no
centro do compartimento iluminado por 5 segundos. A porta guilhotina foi aberta e foi
mensurado o tempo de resposta para o animal atravessar do compartimento claro para o
compartimento escuro foi medido. Apds o animal atravessar com as 4 patas para o
compartimento escuro, a porta guilhotina foi fechada e o animal foi retirado do aparato.

Ap6s 30 minutos, foi realizada a sessao de aquisi¢ao. Nesta sessdo, imediatamente
apos o animal entrar no compartimento escuro, a porta guilhotina foi fechada e foi
liberado choque elétrico nas patas (0,5mA por 3s). Ap6s o choque elétrico, o animal ficou
confinado no compartimento escuro por 20s, foi retirado do aparato e colocado na gaiola.
Vinte e quatro horas ap6s a sessdo de aquisicao, foi realizada a sessdo de consolidagédo,
onde foi seguido o mesmo procedimento da sessdo de aquisicdo. Se o animal nédo
atravessasse para 0 compartimento escuro em até 120s, indicava que houve consolidacédo
da resposta de Esquiva Inibitéria. Nenhum animal foi excluido do estudo, independente
da acdo executada durante o processo de experimentacao descrito. Apds a realizacdo da

sessdo de consolidacdo, os animais passaram por eutanasia e perfusdo transcardiaca.

Figura 3. Caixa de Esquiva Inibitéria
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Habituacao Aquisigdo Consolidagao Perfusdo + extragao encefalica

30min 24hrs 90 min

>

Figura 4. Figura representativa demonstrando uma linha do tempo referente aos procedimentos realizados

na Condicdo 2 — Esquiva Inibitéria.

6.3.3. Condicdo 3 — RotaRod

O RotaRod automatizado (Master One Suprimentos e Equipamentos para
Laboratorio) consiste em uma caixa de acrilico de 8 cm de didmetro instalado
transversalmente por cinco baias com 10 cm de distancia entre uma e outra, e
aproximadamente 20 cm de altura em relacdo ao piso do equipamento. A rotacdo do
cilindro € promovida através de um motor. A laténcia de queda dos animais é mensurada
automaticamente por meio de um sensor localizado na base do aparato.

Sete animais fizeram parte da Condicéo 3, no qual foram expostos a sessdo de
habituacéo e trés sessdes de aquisi¢do. Na sessdo de habituacdo, os camundongos foram
colocados na sala de experimentacao uma hora antes do inicio dos testes. Em seguida, foi
iniciada a sessdo de habituacéo, onde os camundongos foram posicionados no cilindro do
aparato com a face voltada para a parede posterior do RotaRod, com velocidade crescente
de 8 a 20rpm por 120s ou até cairem. Em seguida, os animais foram colocados em sua
caixa moradia. Vinte e quatro horas ap6s a sessdo de habituacdo, foram iniciadas as
sessOes de aquisicao.

Na sessdo de aquisicdo, os camundongos foram colocados na sala de
experimentacdo uma hora antes do inicio dos testes. Em seguida, foi iniciada a sessdo de
aquisicdo, que foi repetido os procedimentos de posicionamento do animal no aparato e
iniciado o teste com 8rpm iniciais com rotacdo crescente até 20rpm por até 5 minutos ou
até o animal cair. Foram realizadas 3 sessdes de aquisi¢cdo, sendo dividas em sessdo 1 e 2

em um dia e apds vinte e quatro horas, sesséo 3 e perfusdo transcardiaca.
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Figura 5. RotaRod automatizado

Habituagdo Aquisicdo Aquisigdo Aquisicdo  Perfusdo + extracdo encefalica
24hrs Sessao ahrs Sessao 24hrs Sessao 90min
1 2 3
>

Figura 6. Figura representativa demonstrando uma linha do tempo referente aos procedimentos realizados

na Condi¢do 3 — RotaRod
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7. IMUNOFLUORESCENCIA

Os camundongos foram anestesiados com solugdo de Cloridrato de Cetamina
(100mg/kg) e Xilasina (10mg/kg, i.p) no volume de 30 ml/kg e perfundidos 90 min apos
a exposicdo aos modelos, ou apos serem retirados de suas caixas, no caso do grupo
controle. Os animais foram perfundidos manualmente com tampé&o fosfato salina (PBS)
0,1M seguido de paraformoldeio (4%) com auxilio de uma seringa com capacidade de 20
ml. Os encefalos foram removidos, fixados durante a noite, e transferidos para PBS 0,1M.
As seccles coronais (40um) foram feitas em um vibrdtomo em Iébulo VI cerebelar,
amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal medial (cortex pré-limbico e cortex infra-
limbico).

O protocolo seguiu as seguintes etapas: lavagem das sec¢es em 1% H202 e PBS
1X por 30 minutos; 3 lavagens em PBS 1X por 2 minutos; incubacdo em anticorpo
primario a 4°C (1:5000, rabbit anti-cFos em solucdo de bloqueio TNB) por 24 horas; 3
lavagens em PBS 1X por 2 minutos; incubacdo em anticorpo secundéario (1:500, donkey
anti-rabbit em solucéo de bloqueio TNB) por 60 minutos; 3 lavagens em PBS 1X por 2
minutos; amplificacdo TSA fluoresceina (1:100) em solucéo acido borico e 0,01% H202
em temperatura ambiente por 30 minutos; 3 lavagens em PBS 1X por 2 minutos;
incubacdo em DAPI (1:1000) e PBS 1X por 10 minutos; 3 lavagens em PBS 1X por 2

minutos.
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8. ANALISE DAS IMAGENS E  QUANTIFICACAO  DE
IMUNOFLUORESCENCIA DE c-FOS

Foram realizadas sec¢des coronais de 40 um em um vibratomo (Leica VT 1200S)
no cerebelo correspondente ao I6bulo VI (bregma -7.05mm a -7.65mm), amigdala
basolateral (bregma -1.05mm a -2.35mm), hipocampo areas CA1 (-1.55 a-2.25mm), CA3
(-1.55mm a -2.35mm), giro denteado (bregma -1.55mm a -2.35mm), cértex infra-limbico
(bregma 1.74mm a 2.24mm), cortex pré-limbico (1.64mm a 2.54mm), seguindo as
coordenadas estereotaxicas de Allen Brain Atlas (2007). Foram realizadas coletas de uma
amostra aleatdria de cada nucleo e regido encefalica de interesse para garantir que nao
haja influéncia na contagem de células para uma determinada regiéo.

As seccOes foram visualizadas em um microscopio eletrénico (ImageXpress) com
amplificacdo de 10x utilizando o software MetaXpress. (Molecular Devices, LLC)
durante 30 horas, sendo coletadas 378 imagens. As amostras foram cegadas recebendo
codigos (vermelho, verde e azul) e entregues a uma pesquisadora independente para que
fosse feita a quantificacdo de c-Fos. Neurdnios imunofluorescentes foram contados

bilateralmente utilizando o software ImageJ (NIH Image) em um filtro de campo escuro.
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9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados comportamentais foram analisados com o auxilio do software
Graphpade Prism, versao 9.0 para Windows (Graphpade software, San Diego, California,
EUA). Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA one-way) para avaliar a diferenca da
razdo cfos/dapi entre os grupos que foram expostos ao protocolo de Esquiva Inibitodria,
RotaRod e os animais do grupo controle. Para verificar a diferenga entre os grupos, foi
utilizado o teste post hoc de Tukey. Além disso, realizamos um teste de Correlagédo de
Pearson entre as diferentes areas nas trés condicGes. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes estatisticamente e valores de p=0.06 foram considerados como

tendéncia.
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10. RESULTADOS

Foram utilizados 16 animais para analise da expressdo de c-Fos nas diferentes
regides encefalicas. Segue apresentacdo dos resultados estatisticos em graficos referentes
a expressdo de c-Fos em cerebelo, amigdala basolateral, cortex pré-limbico, cortex infra-
limbico, hipocampo — giro denteado, hipocampo — CA1 e hipocampo — CA3, dos animais

que foram expostos ao treino de Esquiva Inibitoria, RotaRod e grupo Controle.

10.1. Cerebelo
N&o foi identificada diferenca estatisticamente significante entre os grupos de

Esquiva Inibitoria, RotaRod e controle (F2,13=1.263; p = 0.32) em Iébulo VI, indicando
que a exposicdo dos animais a caixa de Esquiva Inibitoria e ao RotaRod néo causou

aumento da atividade neuronal cerebelar, em comparacdo com os animais do grupo

controle.
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Figura 7. Expresséo de c-Fos em I6bulo VI cerebelar — Bregma -7.25mm

A- Representacdo esquematica da estrutura selecionada para andlise da expressdo de c-Fos. B- Figura
representativa da imunofluorescéncia de c-Fos em I6bulo VI cerebelar. C- Gréfico representativo da
expressao de c-Fos em Iébulo VI cerebelar nas diferentes condi¢cfes. As barras representam os valores de

média e erro padrdo da média da razdo cfos/dapi. Os pontos indicam a dispersdo de valores intra-grupo.

Ns= ndo significante.
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10.2. Amigdala basolateral
Foi identificada diferenca estatisticamente significante na expresséo de c-Fos em
amigdala basolateral nos animais que foram expostos a caixa de Esquiva Inibitéria e
RotaRod. (F2,13= 5.257; p=0.02). O post hoc de Tukey revelou que os animais do grupo
controle apresentaram menor expressdo de c-Fos quando comparados aos animais que
foram expostos a Esquiva Inibitéria (p=0.049) e ao RotaRod (p=0.02). N&o houve

diferenga entre os animais dos grupos de Esquiva Inibitéria e RotaRod (p=0.96).
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Figura 5. Expresséo de c-Fos em amigdala basolateral — Bregma -1.85mm

A- Representacdo esquematica da estrutura selecionada para analise da expressdo de c-Fos. B- Figura
representativa da imunofluorescéncia de c-Fos em amigdala basolateral. C- Grafico representativo da
expressdo de c-Fos em amigdala basolateral nas diferentes condi¢des. As barras representam os valores de
média e erro padrdo da média da razdo cfos/dapi. Os pontos (Esquiva), quadrados (Rotarod) e triangulos

(controle), indicam a disperséo de valores intra-grupo. * indica p<0.05. Ns= ndo significante.

10.3. Cortex pré-limbico
Foi identificada diferenca estatisticamente significante na expressao de c-Fos em
cortex pré-limbico nos animais que foram expostos a caixa de Esquiva Inibitdria e nos
animais expostos ao RotaRod (F2,11= 9.930; p=0.003). O post hoc de Tukey revelou que
0s animais do grupo controle apresentaram menor expressdo de c-Fos quando
comparados com 0s animais que foram expostos a Esquiva Inibitéria (p= 0.002). Em

contrapartida, na comparag&o entre os animais do grupo controle com o0s animais expostos
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ao RotaRod, ndo houve diferenca estatisticamente significante. Ja na comparacao entre
0s animais que foram expostos a Esquiva Inibitéria e a0 RotaRod houve tendéncia a
diferenca (p=0.06).
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Figura 9. Expressdo de c-Fos em cortex pré-limbico (CPL) — Bregma 1.94mm

A- Representacdo esquematica da estrutura selecionada para analise da expressdao de c-Fos. B- Figura
representativa da imunofluorescéncia de c-Fos em cortex pré-limbico (CPL). C- Gréfico representativo da
expressdo de c-Fos em cortex pré-limbico nas diferentes condiges. As barras representam os valores de
média e erro padrdo da média da razdo cfos/dapi. Os pontos (Esquiva), quadrados (Rotarod) e triangulos

(controle), indicam a dispersdo de valores intra-grupo. ** indica p<0.01. Ns= ndo significante.

10.4. Cortex infra-limbico
Foi identificada diferenca estatisticamente significante na expressdo de c-Fos em
cortex infra-limbico nos animais que foram expostos a caixa de Esquiva Inibitéria e ao
RotaRod (F211=21.67; p= 0.0002). O teste post hoc revelou que os animais do grupo
controle apresentaram menor expressdo de c-Fos quando comparados aos animais que
foram expostos a Esquiva Inibitoria (p= 0.0001) e ao RotaRod (p= 0.04). Também houve
diferenca significante na comparagdo entre animais que foram expostos a Esquiva
Inibitdria e ao RotaRod (p= 0.003).
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Figura 10. Expressao de c-Fos em cértex infra-limbico (CIL) — Bregma 1.94mm

A- Representacdo esquematica da estrutura selecionada para andlise da expressdo de c-Fos. B- Figura
representativa da imunofluorescéncia de c-Fos em cértex infra-limbico (CIL). C- Gréfico representativo da
expressdo de c-Fos em cértex infra-limbico nas diferentes condicGes. As barras representam os valores de
média e erro padrdo da média da razdo cfos/dapi. Os pontos indicam a dispersdo de valores intra-grupo. *
indica p<0.05, ** indica p<0.01, *** indica p <0.001.

10.5. Hipocampo — Giro denteado
Né&o foi identificada diferenca estatisticamente significante em giro denteado do
hipocampo nos animais expostos a Esquiva Inibitoria, RotaRod e animais do grupo
controle. (F2,11= 3.497; p= 0.06), indicando que a exposi¢do dos animais aos aparatos de
avaliacdo ndo teve expressao significativa de c-Fos, porém houve tendéncia a diferenca
p=0.06.
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Figura 11. Expressao de c-Fos em giro denteado do hipocampo (GD) — Bregma -2.05mm

A- Representacdo esquematica da estrutura selecionada para analise da expressdo de c-Fos. B- Figura
representativa da imunofluorescéncia de c-Fos no giro denteado (GD). C- Grafico representativo da
expressao de c-Fos no giro denteado. As barras representam os valores de média e erro padrdo da média da
razdo cfos/dapi. Os pontos (Esquiva), quadrados (Rotarod) e triangulos (controle), indicam a dispersdo de

valores intra-grupo. Ns= ndo significante.

10.6. Hipocampo — CAl

Foi identificada diferenca estatisticamente significante na expressdo de c-Fos em
hipocampo (CA1) nos animais que foram expostos ao RotaRod e nos animais expostos a
caixa de Esquiva Inibitoria (F213= 6.248; p= 0.01). O teste post hoc indicou que 0s
animais do grupo controle tiveram menor expressdo de c-Fos quando comparados aos
animais que foram expostos ao RotaRod (p= 0.04). Em contrapartida, ndo houve
diferenca significante na comparag&o entre os animais do grupo controle e os animais que
foram expostos a caixa de Esquiva Inibitéria (p= 0.98). Houve diferenca significante na
comparacao entre os animais que foram expostos a Esquiva Inibitoria e ao RotaRod (p=
0.02).
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Figura 12. Expressao de c-Fos em area CA1l do hipocampo (H-CAL) — Bregma -2.05mm

A- Representacdo esquematica da estrutura selecionada para analise da expressdo de c-Fos. B- Figura
representativa da imunofluorescéncia de c-Fos em area CAl (H-CAL). C- Grafico representativo da
expressdo de c-Fos em CAL. As barras representam os valores de média e erro padrdo da média da razéo
cfos/dapi. Os pontos (Esquiva), quadrados (Rotarod) e tridngulos (controle), indicam a disperséo de valores

intra-grupo. *= p<0.05. Ns= ndo significante.

10.7. Hipocampo — CA3

Foi identificada diferenca estatisticamente significante na expressdo de c-Fos em
hipocampo (CA3) nos animais que foram expostos a caixa de Esquiva Inibitéria e ao
RotaRod. (F212= 6.134; p= 0.01). O teste post hoc de Tukey indicou que ndo houve
diferenca significante na comparagéo entre os animais do grupo controle e os animais que
foram expostos a Esquiva Inibitdria (p= 0.98) e houve uma tendéncia a diferenca na
comparagdo entre 0s animais do grupo controle e os animais expostos ao RotaRod (p=
0.06). Houve diferenca significante entre os animais expostos a Esquiva Inibitoria e os

animais expostos ao RotaRod (p=0.02).
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Figura 13. Expressao de c-Fos em area CA3 do hipocampo — Bregma -2.05mm

A- Representacdo esquematica da estrutura selecionada para analise da expressdo de c-Fos. B- Figura
representativa da imunofluorescéncia de c-Fos em area CA3 (H-CA3). C- Grafico representativo da
expressdo de c-Fos em CA3. As barras representam os valores de média e erro padrdo da média da razédo
cfos/dapi. Os pontos (Esquiva), quadrados (Rotarod) e triangulos (controle), indicam a dispersao de valores

intra-grupo. *= p<0.05. Ns= ndo significante.

10.8. Coeficiente de Correlacéo de Pearson r
O teste de Correlacao de Pearson r indicou correlacdo positiva entre giro denteado
e area CA3; e uma tendéncia a correlacdo positiva entre cortex infra-limbico e cortex pré-
limbico na condicdo RotaRod; uma tendéncia a correlacdo positiva entre cortex pré-
limbico e amigdala; e uma tendéncia a correlacdo negativa entre giro denteado e cerebelo
na condigdo Esquiva Inibitoria. (*p<0.1; **p<0.05) (Figura 14).
A tabela 1 apresenta os valores de média e erro padrdo da média da razdo células

positivas para c-fos/dapi.
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Figura 14. Coeficiente de correlacdo de Pearsonr.

As figuras acima (A: Caixa moradia/Controle; B: Esquiva Inibitoria; C: RotaRod) demonstram a analise de

correlacdo inter-regionais para densidade de ativacdo de c-Fos (Razdo cfos/DAPI). Os eixos representam

as regibes encefalicas. Um coeficiente de correlagdo préximo de zero, indica que ndo ha relacdo entre as

variaveis. Quantos mais proximos o coeficiente se aproxima de 1 ou -1, mais forte é a relacdo entre eles.

*p<0.1; **p<0.05.
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Tabela 1. Expressdo de cFos/DAPI em diferentes estruturas do sistema nervoso central

Esquiva Inibitoria RotaRod Controle
Amigdala 0,010245 + 0,000473 1* | 0,011117 +0,003054 1* | 0,00022 + 0,000149
Cerebelo 0,005147 + 0,001901 0,008422 + 0,003222 0,002283 = 0,00062
Cortex infra- | 0,02471 + 0,002276 1*** | 0,010949 + 0,002523 1* | 0,000658 + 0,000246
limbico
Cortex pré | 0,013537 +£0,00171 1** 0,007316 + 0,001942 | 0,000777 + 0,000484
limbico
Hipocampo - 0,000454 + 0,000223 0,003399 £ 0,000864 1* | 0,000615 + 0,000358
CAl
Hipocampo - 0,00065 + 0,000448 0,005428 + 0,00133 0,000929 + 0,000511
CA3
Hipocampo - 0,001382 + 0,000371 0,004741 £ 0,001328 0,00145 + 0,000842
Giro denteado

Expressdo de cFos/DAPI em diferentes estruturas do sistema nervoso central apds treinamento de Esquiva

Inibitoria, RotaRod e Caixa moradia/Controle. Média + erro padrdo da média; 1* p<0.05; 1** p<0.01;

1#%* n<(0.001, na expressao de c-Fos em comparacdo com Controle.
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11. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo sdo que ndo houve expressao
significativa de c-Fos em I6bulo VI do cerebelo referentes as condigdes ap0s exposicao
ao modelo de Esquiva Inibitoria e RotaRod. As regides do hipocampo apresentaram
maior expressdo de c-Fos nos animais que foram expostos ao RotaRod. A amigdala
basolateral apresentou maior expressao de c-Fos tanto nos animais expostos a caixa de
Esquiva Inibitdria, quanto nos animais expostos ao RotaRod. Tanto cértex pré-limbico,
quanto cortex infra-limbico, apresentaram grande expressdo de c-Fos nos animais que
foram expostos a caixa de Esquiva Inibitoria.

Nossos achados referentes a expressdo de c-Fos no cerebelo ndo corroboram com
os resultados do estudo de Bureau et al. (2010), que avaliou a aprendizagem motora para
estabelecer um mapeamento regional de atividade neural em relacdo a aprendizagem
motora incluindo a aceleracdo do Rotarod, porém com algumas diferencas metodologicas.
Nesse estudo, os autores realizaram testes com os animais por 8 dias. Destes 8 dias, 0s
animais foram expostos ao RotaRod nos dias 1, 2, 3 e 8. Os animais foram sacrificados
com 1, 3 e 8 dias de treinamento. Em cada dia de testes, os animais eram colocados no
rotador por 10 vezes, tendo 180s de descanso entre as séries. Protocolo este, diferente do
nosso, no qual os animais eram expostos ao RotaRod por 2 dias consecutivos, divididos
em 3 sessOes de 3 exposicOes e sendo 2 sessdes realizadas em um dia, com 4 horas de
intervalo entre uma e outra, e 1 sessdo realizada no dia seguinte. Ou seja, 0s animais do
estudo de Bureau et al. (2010) receberam mais estimulo em relacdo aos animais do nosso
estudo. Sendo assim, os autores encontraram forte ativacdo no cerebelo no treino de
RotaRod nos animais que foram expostos durante 1, 3 e 8 dias comparados ao grupo que
n&o realizou treino. Com isso, podemos concluir que a expresséo de c-Fos no cerebelo se
da através de um grande volume e tempo de exposicdo a aparatos de avaliacao.

Estudos que utilizam o RotaRod puramente para identificar e determinar um
mapeamento cerebelar referente a aprendizagem motora sdo escassos na literatura.
Estudos recentes vém associando a aprendizagem motora através do cerebelo com a
adaptacdo de resposta optocinética. Wada et al. (2014) cita que a resposta optocinética é
um movimento ocular intensificado pelo movimento repetido de um campo visual
circundante e representa um prot6tipo de aprendizagem motora dependente do cerebelo.
Shutoh et al. (2006) sugeriu que o trago de memoria da adaptacdo de resposta optocinética

horizontal é inicialmente codificado no floculo cerebelar apds horas de treinamento
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optocinético e transferido para os nucleos vestibulares para ser consolidado na memoria
motora de longo prazo apds dias de treinamento. Okamoto et al. (2011) sugerem que a
atividade do cortex cerebelar pos-treinamento diario desempenha um papel importante
para a consolidacdo da memdria motora da adaptacédo de resposta optocinética horizontal.
Wada et al. (2014) sugeriram que o cerebelo € o local critico para aprendizagem motora
e a adaptacdo da resposta optocinética é um protdtipo de aprendizagem motora
dependente do cerebelo. Em contrapartida, alguns autores acreditam ainda ser
controverso o papel do cerebelo nas habilidades motoras. Seidler et al. (2002) sugerem
que o conceito do cerebelo como uma maquina de aprendizagem tem sido apoiado por
dados que mostram que € essencial para a modificacdo adaptativa do comportamento
reflexo e é ativado durante atividade motora. Entretanto, o aprendizado invariavelmente,
leva a mudancas no desempenho motor que por si s6 geram ativacdo do cerebelo. Nos
estudos até aqui descritos, a amostra foi exposta a determinados estimulos por um tempo
maior ao qual nossa amostra foi exposta ao RotaRod. Tal fato pode contribuir para o
entendimento de que para o cerebelo expressar sinais de ativacdo referentes a
aprendizagem motora, 0 mesmo necessita receber grande quantidade de estimulo para
promover uma memoria de aprendizagem. Outro desafio aparente é conseguir distinguir
se uma ativacao cerebelar a um estimulo motor se trata de uma resposta ao desempenho
motor ou se trata de uma resposta referente a aprendizagem motora.

Até 0 momento, ndo encontramos estudos na literatura que aferiram consolidacao
de memoria emocional associado a Esquiva Inibitoria através da expressdo de c-Fos no
cerebelo. Porém, estudos realizados em nosso laboratério para aferir memdria emocional
através da Esquiva Inibitdria, entretanto sem aferir expressao de c-Fos, demonstraram que
0s animais obtiveram resposta de Esquiva Inibitoria apds microinjeces de agentes
dopaminérgicos (GUILHERME e GIANLORENCO, 2021) e agentes histaminérgicos
(GIANLORENCGCO et al. 2013; GIANLORENCO et al, 2015). Esses resultados abrem
caminhos para novas pesquisas sobre a interagdo dopaminérgica e histaminérgica no
cerebelo, além de estudos citohistologicamente detalhados capazes de promover um
mapeamento neural cerebelar referentes as funcdes motoras e ndo motoras.

Como j& descrito, ndo encontramos uma forte ativacdo no cerebelo referente a
exposicdo dos animais aos aparatos de avaliacdo que mensuram a aquisicdo de funcdes
motoras e ndo motoras, porém, no estudo de Guell et al. (2018), que utilizaram fMRI em
humanos, foi encontrada ativacdo cerebelar em 16bulos IV, V, V1 e VIII na realizagdo de

tarefas motoras. Se tratando de tarefas ndo motoras, foi encontrada ativagdo em lobulos
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VI, Vb, IX e X. Ja Stoodley et al. (2012), encontraram ativacdo em lobulos V, VI e VIII
em tarefas motoras e ativacdo em I6bulos VI e VII em tarefas que exigiam padrdes
cognitivos engajados.

No estudo de Baumann e Mattingley (2012) foram usadas imagens de ressonancia
magnética funcional para identificar padrdes de atividade neural cerebelar em 30
individuos saudaveis, enquanto 0s mesmos categorizavam imagens que supunha cada
uma das cinco emocgGes primarias: felicidade, raiva, nojo, medo e tristeza. Todas as
emoc0Oes evocaram padrdes de atividades distintos no lobo posterior do cerebelo. As
atividades foram mais encontradas predominantemente em vermis e paravermis
cerebelar. Além disso, foram detectadas sobreposicGes entre as ativacdes cerebelares para
categorias especificas de emocdes, 0 que implica a existéncia de redes neurais
compartilhadas. Apesar de nossos achados ndo terem demonstrado uma ativagdo
significativa em cerebelo, levando em considerando os achados destes estudos utilizando
fMRI, podemos concluir que o cerebelo participa ativamente na realizacdo de funcdes
motoras e ndo motoras.

Nossos resultados demonstraram que a amigdala basolateral expressou c-Fos
consideravelmente quando comparada ao grupo controle, tanto nos animais expostos a
caixa de Esquiva Inibitoria, quanto nos animais expostos ao RotaRod. O mesmo
aconteceu no cortex infra-limbico. Esses resultados sugerem que houve presenca de
processos emocionais até mesmo na realizacdo da tarefa motora. Estudos sobre as
conexBes da amigdala com o cerebelo e do cortex infra-limbico com o cerebelo,
mensurando memoria emocional e aprendizagem motora sdo escassos na literatura. Em
contrapartida, estudos recentes tém demonstrado a relacdo de atividades de amigdala e
cortex infra-limbico, principalmente relacionados a extingdo do medo. (BLOODGOOD
etal., 2018; LINGAWI et al., 2019; BUKALO et al., 2021).

Encontramos uma tendéncia a correlacdo positiva de coeficientes entre cortex pre-
limbico e cértex infra-limbico na Condicéo 3 — RotaRod. Esse achado demonstra sinais
de processos emocionais na realizacdo da tarefa motora. Cortex infra-limbico e cortex
pré-limbico demonstram interacdo entre si na modulagdo do aprendizado. Mukherjee e
Caroni (2018) demonstraram que na aprendizagem de medo e extingdo de medo, a
atividade no cortex pré-limbico é necessaria durante uma nova aprendizagem para aplicar
associacOes aprendidas anteriormente, enquanto a atividade no cortex infra-limbico é
necessaria para aprender associacdes alternativas as outras. Portanto, essas estruturas

possuem papéis especificos e opostos na aprendizagem, para apoiarem juntos uma forma
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flexivel de nova aprendizagem. Marek e colaboradores (2018) demonstraram que a
ativacdo da conexdo entre cortex pré-limbico e cértex infra-limbico aumentam a extingéo
do medo. A conexao entre cortex pré-limbico e cortex infra-limbico em uma interagéo de
excitacdo e inibicdo com a amigdala, modula a expressdo do medo (Vidal-Gonzalez et
al., 2006). Observando nossos resultados, identificamos forte ativacdo de cortex pré-
limbico e cortex infra-limbico nos animais que foram expostos ao RotaRod. Baseado em
nossos resultados, os associando com os resultados dos estudos descritos, podemos
concluir que houve um processo de habituacao dos animais ao RotaRod frente as repetidas
exposicoes, o que possivelmente, desencadeou uma aprendizagem.

Na correlacdo de coeficiente de Pearson r na Condicdo 2 — Esquiva Inibitoria,
encontramos uma tendéncia a correlacdo positiva entre cortex pré-limbico e amigdala. No
estudo de Sotres-Bayon et al. (2012) foi demonstrado que o cortex pré-limbico integra
informac@es da amigdala basolateral e que sua inativacdo diminui a atividade das células
de projecdo em coértex pré-limbico. Os resultados sugerem que exista um circuito pré-
frontal, com participagdo do hipocampo, no qual o mesmo, blogueia 0 medo baseado na
amigdala. Em outro estudo, Uematsu et al. (2015) demonstraram ativacéo por meio de c-
Fos e BOLD em cértex pré-limbico e amigdala basolateral, além de conexéo estrutural
entre as estruturas por meio de tractografia, relacionado a aprendizagem de aversao ao
paladar condicionado. A partir de nossos achados, associados com os resultados dos
estudos descritos, podemos concluir que cortex pré-limbico e amigdala basolateral
possuem forte relacdo na troca de informacGes sobre processos emocionais e cognitivos,
0 que justifica a forte ativacdo das respectivas estruturas nos animais expostos a caixa de
Esquiva Inibitoria.

Em nosso estudo, a regido hipocampal de CALl foi a regido do hipocampo que
mais expressou c-Fos em animais que foram expostos a caixa de Esquiva Inibitoria e
ainda mais, nos animais que foram expostos ao RotaRod. Dong et al. (2009), sugerem
que dominios espaciais do campo CAl podem ser geneticamente ligados de forma
independentes para formar redes funcionais distintas relacionadas a emocéo e cognicao.
Assim como CAL apresentou maior expressdo de c-Fos nos animais expostos ao
RotaRod, 0 mesmo aconteceu com a amigdala, 0 que sugere que 0s animais apresentaram
sinais de processos emocionais a exposicdo ao aparato de avaliagcdo que teoricamente,
aferiria 0 desempenho motor e a aprendizagem motora. Ja em relacdo ao campo CA3, de
acordo com Gilbert e Kesner (2003), essa regido estd envolvida na aprendizagem.

Segundo Vazdarjanova e Guzowski (2004) o campo CA1 e CA3 desempenham fungdes
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distintas, porém complementares, no processamento de informacGes espaciais e
contextuais. Podemos concluir que os animais apresentaram maior expressao referentes
a processos emocionais na exposicao ao RotaRod, embora também tenham apresentado
expressao referentes a aprendizagem.

Nossos resultados referentes a correlacdo entre cerebelo e hipocampo, nédo
demonstraram correlagdo entre as varidveis apresentadas entre as estruturas. Estudos mais
classicos demonstraram correlacdo entre as estruturas. Newman e Reza (1978)
encontraram ativacdo em ambos hipocampos quando o nucleo fastigial era estimulado.
Por outro lado, foi encontrada ativacdo em I6bulo V1 do cerebelo quando o estimulo era
dado no hipocampo. Os autores sugeriram a existéncia de projecOes descendentes
bilaterais contendo componentes rapidos e lentos em conformidade com as propriedades
de conducdo de fibras musgosas e fibras trepadeiras. Os autores ainda sugeriram que
exista diferencas no controle do movimento executado pelo cerebelo em circunstancias
normais e situacOes de estresse. Outras funcdes provenientes da conectividade entre
cerebelo e hipocampo ja foram estudadas. Igloi e colaboradores (2015) utilizaram
imagens de fMRI e realidade virtual para examinar a contribuicéo cerebelar na navegacao
espacial. Os autores mostraram que existe uma ligacdo funcional entre cerebelo e
hipocampo e identificaram circuitos funcionais especificos que ligam o I6bulo V1la Crus
| do cerebelo aos cortices medial, pré-frontal medial e hipocampal em aspectos nao
motores de navegacao.

Na correlacdo de coeficientes de Pearson r, encontramos uma tendéncia a
correlacdo negativa entre giro denteado e cerebelo na Condicdo 2 — Esquiva Inibitoria.
Vicario-Abején e colaboradores (1995) descrevem em seu estudo que células granulares
transplantadas para o giro denteado, diferenciam-se em células do tipo giro denteado,
sugerindo que compartilham de um repertério semelhante de genes expressos. Em
contrapartida, Saito e colaboradores (2001) sugerem que a correlagcdo funcional de giro
denteado e cerebelo estd mal correlacionada, pois seus achados demonstram que o
desenvolvimento de estruturas cerebrais em camadas ndo possui necessariamente
caracteristicas comuns em seus perfis de expressao génica. Nossos achados corroboram
com estudos presentes na literatura que demonstram ainda ser incerta a correlagdo entre
giro denteado e cerebelo.

Uma correlagéo positiva de coeficientes encontrada foi entre giro denteado e CA3
na Condicdo 3 — RotaRod. A fungéo do sistema entre as duas estruturas em um circuito

local ndo é completamente elucidada. O que se sabe é que o sistema entre giro denteado
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e CA3 desempenha um papel central na codificagdo, armazenamento e recuperacédo de
memoria (Senzai, 2019). Apesar de ter havido correlacdo entre os coeficientes, ndo
encontramos expressao de c-Fos significativa das estruturas na comparagdo entre
Condicdo 3 - RotaRod e Condicéo 1 — Caixa Moradia/Controle. Sendo assim, concluimos
que o tempo e o volume de estimulo ao qual os animais foram expostos, ndo foram
suficientes para desencadear uma expressdo de c-Fos significativa referente as fungdes

designadas as estruturas conforme a literatura demonstra.
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12. CONCLUSAO

Concluimos que ndo houve diferenca significativa na expressao c-Fos em lébulo
VI do cerebelo na exposicdo dos animais aos aparatos de avaliagdo. Em contrapartida,
houve diferenca na expressdo de c-Fos nas outras estruturas encefalicas pertinentes a

processos emocionais na exposic¢ao dos animais aos aparatos de avaliagéo.
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13. CONSIDERAGCOES FINAIS

Sugerimos neste estudo que a aprendizagem motora e a memaoria emocional sdo
volume e tempo-dependentes ao se tratar da participacdo cerebelar. Comparando nossos
resultados com resultados de outros estudos, concluimos que o volume e o tempo de
estimulo influenciam diretamente na participacdo do cerebelo referente & aprendizagem
motora e memaoria emocional.

Segundo ponto a ser destacado é que a analise de estruturas cerebrais engajadas
em processamento emocional foi fortemente ativada na realizacédo da tarefa motora. Esses
resultados sugerem que de alguma forma, os animais apresentaram sinais de padrdo
emocional, o que pode ter influenciado de alguma forma no desempenho motor e na
aprendizagem motora.

Por fim, sugerimos que estudos mais detalhados em aspectos citohistoldgicos sdo
necessarios para elucidar questdes de plasticidade neural cerebelar na realizacdo de
tarefas que ja existem com importante participacdo cerebelar.
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LISTA DE ANEXQOS

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais o7
. Universidade Federal de S&o Carlos
8 Pesquisa I.II: o

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Ativacao neuronal de circuitos funcionais do cerebelo nas fungdes motoras e ndo motoras
em camundongos”, protocolada sob o CEUA n® 2401120819 (i 001336), S0b a responsabilidade de José Mario Prati e equipe; Anna
Carolyna Lepesteur Gianlorenco - que envolve a producdo, manutengao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 22/10/2019.

We certify that the proposal *Neuronal activation of cerebellum functional circuits in motor and non-motor functions in mice®,
utilizing 90 Heterogenics mice (90 males), protocol number CEUA 2401120819 (i o01236), under the responsibility of José Mario
Prati and team; Anna Carolyna Lepesteur Gianlorenco - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 10/22/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 10/2019 a 06/2020 Area: Fisioterapia
Origem:  Biotério Central da UFSCar

Espécie:  Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 10 a 15 dias N: 90
Linhagem: Sulco Albino Peso: 25a35¢g

Local do experimento: Os procedimentos serao realizados em uma sala de experimentacao do Laboratério de Neurociéncias do
Departamento de Fisioterapia.

Sao Carlos, 14 de abril de 2021

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comisso de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 SBo Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028
Horario de atendimento: 2¢ a 62 das Bh s 12h e das 14h & 16h : e-mail: ceua@ulscar.be
CEUA N 2401120819

Anexo 1. Certificado de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais

Fonte: Comissdo de Etica no Uso de Animais
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