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O Congresso de Iniciagdo Cientifica e Tecnologica (CICT) € um evento aberto a
comunidade no qual todos os aproximadamente 1.700 alunos de Iniciagao Cientifica
e Tecnolégica da UFRN (bolsistas e voluntarios) apresentam os resultados de suas
pesquisas desenvolvidas ao longo de um ano, como cumprimento de um plano de
trabalho elaborado e orientado por um professor/pesquisador do quadro permanente

da Instituic&o.

O CICT esta entre as agdes inseridas no ambito do Programa Institucional de
Bolsas de Iniciacdo Cientifica e Tecnologica da UFRN, que possui entre seus
objetivos: a) Contribuir para a formagéo e engajamento de recursos humanos em
atividades de pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovagao; b) Contribuir para
a formacgao cientifica de recursos humanos que se dedicarao a qualquer atividade
profissional; e ¢) Contribuir para a formacgao de recursos humanos que se dedicarao

ao fortalecimento da capacidade inovadora das empresas no Pais.

A 362 edicdo do Congresso teve como tema “Planeta Agua: a cultura oceanica para
enfrentar as mudancas climaticas no meu territério", estando alinhada aos 17
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel da Agenda 2030 da ONU. Ao submeter
os trabalhos ao Congresso, os alunos indicaram os objetivos da Agenda 2030 aos
quais suas pesquisas estavam relacionadas. Essa iniciativa visa estimular a
pesquisa cientifica e tecnolégica voltada para a busca por solugbes para os desafios
sociais contemporaneos. Em uma etapa inicial do CICT, denominada Mostra de
Trabalhos e Videos de Ciéncia, Tecnologia e Inovacédo, foram realizadas as
apresentagcoes dos trabalhos submetidos pelos participantes do evento. As
apresentagdes ocorreram de forma assincrona, por meio de arquivos digitais
(trabalho completo e video), sendo disponibilizadas ndo s6 aos avaliadores do
congresso pelos Sistemas da UFRN, mas também ao publico em geral por meio do
site do evento (www.cic.propesq.ufrn.br). Apds essa etapa inicial, que ocorreu sob o
formato virtual, os 48 melhores trabalhos do evento foram selecionados para
apresentagao oral em uma etapa complementar do congresso que ocorreu de forma

presencial.



Os alunos concorreram ao 9° Prémio Destaque na Iniciacédo Cientifica e Tecnoldgica
da UFRN, que foi instituido pela Pro-Reitoria de Pesquisa em 2017 para reforgar as
acdes dos programas institucionais de iniciagédo cientifica e tecnologica. O prémio
contemplou as categorias Trabalho Destaque de Iniciagcado Cientifica e Tecnoldgica e
Video Destaque de Iniciagdo Cientifica e Tecnoldgica) e na subcategoria de
Inovagdo. Os premiados foram agraciados com bolsas mensais de até R$ 1100,00
(mil e cem reais) durante o periodo de um ano. Os orientadores dos alunos
premiados adquiriram precedéncia em relagdo aos demais para efeitos de

concorréncia no Edital de Bolsas de Pesquisa da UFRN em 2026.

Ainda em 2025, a Pré-Reitoria de Pesquisa realizou a 72 Edicdo do Prémio
Pesquisador Destaque da UFRN, certame instituido em 2019 e que é concedido
anualmente aos pesquisadores da instituicdo que tenham apresentado relevantes
contribuicbes para o desenvolvimento da ciéncia em cada uma das trés grandes
areas do conhecimento: Ciéncias da Vida; Ciéncias Exatas, da Terra e Engenharias;
e Ciéncias Humanas e Sociais, Letras e Artes. Além de troféu e certificado, todos os
premiados foram contemplados com auxilio no valor de R$ 10.000,00 (dez mil reais)
para custear despesas especificas, discriminadas em edital, e tiveram a
oportunidade de compartilhar suas experiéncias com os participantes do CICT 2025

em uma mesa redonda.

O congresso cumpriu trés fungdes valiosas para o desenvolvimento da ciéncia na
instituicdo: insercdo dos discentes em um ambiente académico de publicagcéo e
apresentacao dos resultados da pesquisa; divulgagao cientifica por meio dos videos
que utilizam uma linguagem cientifica, porém acessivel a todos; e, por fim, a

popularizagao da ciéncia.



PROGRAMAGAO
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15/10 Divulgacdo da lista dos pré-selecionados para concorrer ao 9° Prémio
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TITULO: Soneca Escolar - Sono pods-treino como catalisador da velocidade de
leitura
Resumo

Conforme realizado por Torres (2021) e sistematizado em Pegado (2021), esta pesquisa visa
associar atividades multissensoriais ao sono pos-treino, dadas os indicios de que a soneca
escolar apds o almocgo permitiu a persisténcia do aprendizado apds 3 meses da realizacdo das
atividades — conclusao congruente com os achados de diversos estudos que verificaram
beneficios na aprendizagem do sono pos-treino (Stickgold et al., 2000) (Kurdziel, 2013)
(Cabral, 2018) (Wang, 2022). A escolha de um protocolo que incida nas habilidades de
leitura e utiliza a soneca como parte do experimento ndo € trivial. A leitura ¢ uma atividade
que viabiliza outras diversas aprendizagens, de forma que melhorar a alfabetiza¢do logo no
inicio deste ciclo pode trazer resultados para a aprendizagem pelo resto da vida. A soneca,
por sua vez, faz-se relevante na medida em que continua a se provar como potencializadora
da aprendizagem, sendo aplicavel a baixo custo e de maneira escalavel (Ribeiro; Stickgold,
2014). Espera-se que a aplicagdo do treino multissensorial associado ao sono pds-treino:

a) Reduza a ocorréncia de invaridncia em espelho na escrita e aumente a velocidade de
leitura, conforme encontrado por Torres et al. (2021)

b) Aumente o desempenho académico nas outras areas além da leitura e escrita;

¢) Aumente o prazer no momento de leitura coletiva ou individual.

Palavras-chave: Sono, Escola, Alfabetizacao
TITLE: School Naps — Post-training sleep as a catalyst for improving reading speed
Abstract

As carried out by Torres (2021) and systematized in Pegado (2021), this research aims to
associate multisensory activities with post-training sleep, given the evidence that a school nap
after lunch enabled the persistence of learning even three months after the activities were
performed — a conclusion consistent with the findings of several studies that verified the
benefits of post-training sleep on learning (Stickgold et al., 2000; Kurdziel, 2013; Cabral,
2018; Wang, 2022).

The choice of a protocol that targets reading skills and incorporates napping as part of the
experiment is not trivial. Reading is an activity that enables various other forms of learning;
therefore, improving literacy at the very beginning of this process can yield lifelong benefits
for learning. Napping, in turn, proves relevant insofar as it continues to demonstrate its role
as a learning enhancer, being low-cost and scalable (Ribeiro & Stickgold, 2014).
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It is expected that the application of multisensory training combined with post-training sleep
will:

a) Reduce the occurrence of mirror invariance in writing and increase reading speed, as found
by Torres et al. (2021);

b) Improve academic performance in areas beyond reading and writing;

c¢) Enhance enjoyment during both collective and individual reading.

Keywords: Sleep, School, Literacy

Introducao

A leitura constitui uma das habilidades cognitivas mais importantes adquiridas durante o
processo de alfabetizagdo. Ela ndo se restringe a uma competéncia escolar, mas atua como
um pilar central no desenvolvimento da linguagem, da compreensao textual, da capacidade de
abstracdo e, em ultima instancia, da autonomia intelectual. Uma crianca que domina a leitura
com fluéncia tende a apresentar melhor desempenho em multiplas disciplinas, j& que o acesso
ao conhecimento formal e cientifico depende, em grande parte, da decodificacdo de simbolos
escritos. Além disso, a leitura revela aspectos centrais da cogni¢do, como a velocidade de
processamento da informacao, a capacidade de concentracdo e a eficiéncia das redes neurais
envolvidas em memoria e atencao.

Pesquisas em neurociéncia tém evidenciado que o sono exerce papel essencial na
aprendizagem e na consolidagdo de novas informagdes. Durante o repouso, especialmente nas
fases de sono REM e NREM, ocorre uma reorganizacao sinaptica que fortalece circuitos
neurais ativados durante a vigilia. Esse processo, conhecido como consolidagdo da memoria,
garante que experiéncias recentes sejam estabilizadas e transferidas da memoria de curto
prazo para sistemas de longo prazo, favorecendo retencao e recuperagao futuras. Em idades
iniciais, como no periodo de alfabetizagdo, esse mecanismo ¢ ainda mais relevante, ja que o
cérebro infantil apresenta elevado grau de plasticidade neural, ou seja, maior capacidade de
adaptacao e formagao de novas conexoes.

Nesse contexto, a inser¢ao de uma soneca pedagdgica — entendida como um intervalo de
sono de aproximadamente duas horas durante o dia — pode representar uma estratégia de
baixo custo e alto impacto no ambiente escolar. Estudos anteriores ja sugerem que pausas
regulares aumentam o rendimento cognitivo, reduzem a fadiga mental e ampliam a
capacidade de atencdo sustentada. Ao ser aplicada em um contexto educacional, uma soneca
estruturada poderia nao apenas melhorar a disposi¢ao dos alunos, mas também acelerar
processos de leitura e compreensao.

A habilidade de leitura, por sua vez, demanda a retencao e o reconhecimento de unidades

fonoldgicas e ortograficas. Esses processos dependem tanto da memoria de trabalho —

responsavel por manipular informagdes em tempo real — quanto da memoria de longo prazo,

onde se estabelecem representacdes estaveis de padrdes linguisticos. A consolidacdo dessas

memorias € diretamente beneficiada pelo sono. Além disso, dificuldades especificas

enfrentadas por criancas em fase de alfabetizacdo, como a invariancia em espelho (tendéncia
Ce_.%

a confundir letras como “b” e “d” ou “p” e “qQ”), podem ser mais facilmente superadas
quando mecanismos de neuroplasticidade sdo estimulados pelo descanso adequado.
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Assim, integrar praticas pedagogicas a fundamentos neurocientificos ndo apenas amplia a
compreensdo do processo de ensino-aprendizagem, como também fornece ferramentas
inovadoras para acelerar o desenvolvimento infantil. Diante disso, o presente estudo pretende
investigar a eficacia de uma soneca pedagogica de duas horas na aceleragio da velocidade de
leitura em criangas em fase de alfabetizacao.

Metodologia

O estudo experimental em ambiente escolar foi desenhado para que a intervengao funcionasse
como qualquer outra pratica pedagogica. Os sujeitos da pesquisa sao alunos de 1° ano do
Ensino Fundamental I, entre 5-7 anos, de 6 escolas da rede publica do Rio Grande do Norte.
O momento destinado a soneca escolar ocorre apds o almogo, portanto, apenas escolas de
tempo integral foram selecionadas, ja que os alunos ja estariam na escola naquele periodo. As
institui¢des foram divididas em: grupo interven¢ao (participagdo integral do protocolo); e
grupo controle (seguiram a programacao regular da escola).

A pesquisa foi dividida em 5 etapas:

1. Selecao das escolas e estabelecimento das parcerias;
2. Aula alfabética e formacao das professoras;

3. Pré-teste;

4. Intervencao;

5. Pos-testes.

Etapas da pesquisa:

Primeira etapa

As professoras das turmas do grupo treino passardo por um treinamento com a finalidade de
aplicarem as atividades da pesquisa. O treinamento consiste em:

Conhecer a fundamentagao tedrica das atividades, bem como seus objetivos;
Saber o passo-a-passo da aula fonica e do treino multissensorial;

Simular as atividades entre as participantes do treinamento;

Realizar uma avaliacao escrita sobre o conteudo do treinamento.

Segunda etapa

Os sujeitos serdo informados de que suas familias permitiram a participagdo em uma pesquisa
que acontecera nas proximas semanas, mas que estao livres para participar ou nao das
atividades. Aqueles que concordarem em participar, iniciardo com uma aula fonica de 30
minutos sobre a grafia das letras em suas formas maiuscula e minuscula. O objetivo dessa
aula &, posto que boa parte das escolas trabalha apenas com a grafia maitscula nessa etapa de
ensino, familiarizar os estudantes com a grafia das letras que serdo demandadas nos testes.
Feito isso, serdo solicitados a fazer um ditado ortografico.
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Terceira etapa

As professoras das turmas do grupo treino aplicardo o treino multissensorial voltado a
discriminacao de letras em espelho durante 30 minutos ao longo de 3 semanas consecutivas.
Nesse periodo também terao duas horas apos o almocgo destinados a soneca.

Durante as 3 semanas, todas as turmas terdo o momento destinado a soneca apo6s o almogo,
conforme j& ocorre na programacao regular das escolas, usando um actimetro para confirmar
o tempo que realmente passaram dormindo.

Quarta etapa

Para avaliar os resultados no desempenho a longo prazo, bem como comparar o desempenho
com os grupos controle, serdo repetidos os testes apds 30, 90 e 365 dias ap6s a finalizacdo do
treino multissensorial a fim de verificar o desenvolvimento dos sujeitos no que tange a escrita
em espelho, velocidade de leitura, compreensao semantica, desenvolvimento académico em
geral e percepcao de prazer no momento de leitura.

Resultados e Discussoes

Os dados coletados na primeira etapa da pesquisa sugerem que a inclusao de uma soneca de
duas horas apds o protocolo de alfabetizacdo pode ter impactos distintos no desempenho em
leitura, especialmente na velocidade de leitura das criangas. Estima-se uma tendéncia de
maior ganho entre os alunos que participaram do grupo com intervencao (soneca), em
comparagdo aqueles que permaneceram em suas rotinas escolares regulares no grupo controle
(salvo pela aplicacao do protocolo). A diferenca, se expressa de forma mais clara nos pds-
testes, indicara que o descanso pode atuar como um modulador importante da consolidacao
do aprendizado.

A anadlise preliminar reforga a hipdtese de que o sono exerce papel central na consolidagdo de
habilidades cognitivas relacionadas a leitura, favorecendo possivelmente a reorganizagao de
representacdes visuais e fonoldgicas que permitem superar erros tipicos da fase inicial da
alfabetizagdo, como o espelhamento de letras.

Ao dar continuidade a investigacdo, se prevé analises estatisticas mais detalhadas, capazes de
identificar a magnitude do “efeito soneca” ao longo do tempo e de explorar variaveis
secundarias, como: acuracia de leitura e desempenho em tarefas cognitivas complementares.

Conclusao

A investigacdo evidenciou que a soneca ap0s atividades de alfabetiza¢do pode atuar como um
elemento facilitador no processo de aprendizagem, especialmente na superagao de
dificuldades ligadas a invariancia em espelho. Ainda que os efeitos tenham se mostrado mais
consistentes no grupo intervengdo, o contraste com o grupo controle sugere que o sono exerce
um papel especifico na consolidacdo de memorias relacionadas a leitura.

Esses resultados apontam para a necessidade de repensar praticas pedagogicas no Ensino
Fundamental I, incorporando momentos de descanso como parte do planejamento escolar.
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TITULO: Coleta e experimentos de sono pds-treino como catalisador da velocidade
de leitura
Resumo

A alfabetiza¢do no Brasil apresenta indices que despertam preocupagdo: apenas 49,3% das
criangas do 2° ano estavam alfabetizadas em 2023 (INEP). Um dos entraves no processo de
alfabetizacdo ¢ a superacao da invariancia em espelho para letras, que provoca confusdo entre
letras simetricamente opostas, como “b” e “d”. Este estudo tem como objetivo avaliar a
eficacia de atividades multissensoriais, aplicadas por professoras da rede publica, associadas
ao sono pods-treino, como catalisadores da velocidade de leitura. O protocolo consiste em
sessoes de 30 minutos ao longo de trés semanas, com atividades motoras, tateis, auditivas e
orais realizadas com restri¢ao visual, com finalidade de inibir a invaridncia em espelho e,
consequentemente, potencializar as discriminagdes entre letras. Apos as sessoes, as criancas
participardo de periodos de descanso monitorados. Participardo do estudo criangas de 5 a 9
anos, mediante consentimento dos responsaveis e das professoras. Os dados sao analisados
com testes estatisticos paramétricos ou ndo paramétricos (alpha = 0,05). Espera-se que a
integragdo entre treino multissensorial € sono contribua para a superagao de dificuldades de
diferenciagdo grafica e fonologica, fornecendo evidéncias para praticas pedagogicas
aplicaveis em larga escala.

Palavras-chave: Alfabetizagao, Treino Multissensorial, Invariancia, Sono pés-treino
TITLE: Data Collection and Experiments on Post-Training Sleep as a Catalyst for
Reading Speed

Abstract

Literacy rates in Brazil are cause for concern: only 49,3% of second-grade children were
literate in 2023 (INEP). One of the obstacles in the literacy process is the subversion of
mirror invariance for letters, which causes confusion between symmetrically opposite letters,
such as “b” and “d.” This study aims to evaluate the effectiveness of multisensory activities,
applied by public school teachers, associated with post-training sleep, as catalysts for reading
speed. The protocol consists of 30-minute sessions over three weeks, with motor, tactile,
auditory, and oral activities performed with visual restriction, with the purpose of inhibiting
mirror invariance and, consequently, enhancing letter discrimination. After the sessions, the
children will participate in monitored rest periods. Children aged 5 to 9 years will participate
in the study, with the consent of their parents and teachers. The data will be analyzed with
parametric or nonparametric statistical tests (alpha; = 0.05). It is expected that the integration
of multisensory training and sleep will contribute to overcoming difficulties in graphic and
phonological differentiation, providing evidence for large-scale pedagogical practices.

12



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

Glaniiics o Tocmotoacs CICT 2025

Keywords: Literacy, Multisensory Training, Mirror Invariance, Sleep

Introducao

O processo de alfabetizacao ¢ um periodo critico no desenvolvimento cognitivo e social das
criangas, constituindo um momento chave para a aquisi¢cdo de competéncias académicas e
para a participagdo plena na vida em sociedade. Entretanto, os indices de alfabetizacdo no
Brasil ainda revelam fragilidades significativas. De acordo com a edi¢ao de 2023 da pesquisa
Alfabetiza Brasil, apenas 49,3% dos estudantes do 2° ano estavam plenamente alfabetizados
no ano referido (INEP, 2023). Esses numeros apontam para um cenario preocupante, no qual
aproximadamente metade da populacdo de criangas em idade de consolidagao de leitura e
escrita, enfrenta dificuldades nesse objetivo. Da multiplicidade de fatores que contribuem
para tal situagdo, destacam-se questdes de ordem socioecondmica e metodoldgica, sendo esta
ultima um ponto crucial para investigacdes sobre estratégias pedagdgicas que potencializam a
aprendizagem.

Um de tais desafios metodoldgicos diz respeito a chamada invaridncia em espelho, isto ¢é, a
incapacidade de assimilar a diferenca entre imagens simetricamente opostas. No processo de
aprendizagem da leitura e da escrita, esse fenomeno se manifesta, por exemplo, na ndo
diferenciagdo entre as letras “b” e “d” ou “p” e “q”. Pesquisas indicam que a superagao da
invariancia em espelho constitui um passo essencial para a consolidagdo da alfabetizagio
(Pegado et al., 2011; Pegado et al., 2014). Deste modo, a hipotese que orienta este estudo ¢ a
de que a inibi¢do da invaridncia em espelho pode atuar como catalisadora, acelerando o

processo de alfabetizagdo e potencializando a fluéncia leitora.

Dentre as abordagens para suprimir este obstaculo, os treinamentos multissensoriais, bem
como o0 sono pos-treino, se demonstram enquanto uma estratégia promissora. Tais atividades
envolvem a integracdo de diferentes sistemas sensoriais além da visdo, incluindo o motor, o
tatil, e o auditivo de modo a reforcar a discriminacdo entre estimulos semelhantes. Evidéncias
sugerem que esse tipo de intervencao contribui positivamente para o desenvolvimento das
habilidades de leitura em criangas nos primeiros anos do ciclo da alfabetizacdo (Torres et al.,
2021; Macdonald et al., 2020). Ao diversificar e integrar as formas sensoriais de assimilacao
da informagao, a aprendizagem deixa de se apoiar exclusivamente no sistema visual, o que
favorece uma representagao mais robusta das letras e de seus fonemas correspondentes.

Além disso, o sono, mesmo de curta duracdo, tem sido amplamente reconhecido pela
literatura cientifica como um momento oportuno, em razao do aumento da reativagao e
consolida¢do em nivel neural da memoria, por desempenhar papel fundamental na
permanéncia de novos contetidos, (WAMSLEY, 2011). Assim, associar atividades
multissensoriais & uma rotina de soneca no ambiente escolar pode constituir uma estratégia
inovadora e de grande impacto pedagogico, especialmente quando aplicada em contextos
reais de ensino, conduzida pelas proprias professoras.

Entretanto, € necessario ressaltar que os estudos que reinem evidéncias da eficacia desse
protocolo, foram realizados em ambientes controlados, em que os treinamentos foram
aplicados de maneira individualizada, podendo ndo refletir inteiramente as condi¢des
concretas de uma escola.

Portanto, a pesquisa avalia ndo apenas a eficacia do protocolo no desenvolvimento da leitura
e escrita, mas também sua viabilidade de aplicacdo em larga escala. Caso os resultados sejam
positivos, as atividades propostas poderao ser incorporadas de forma sistematica ao cotidiano
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escolar, extrapolando o campo experimental e consolidando-se como um instrumento
pedagogico baseado em evidéncias. Tal perspectiva € essencial para o avango das praticas
educacionais, permitindo que a escola se aproxime cada vez mais de metodologias
fundamentadas cientificamente e que oferegam reais beneficios ao processo de alfabetizagdo
das criangas brasileiras.

Metodologia

O presente estudo foi delineado com o intuito de investigar a eficacia de atividades
multissensoriais relacionadas a letras, associadas ao sono pos-treino, na melhoria da
velocidade de leitura e na superagdo da invariancia em espelho em criangas em fase de
alfabetizacdo. Entdo, a metodologia contempla a descri¢do do protocolo de intervencao, a
caracteriza¢ao dos sujeitos participantes, os critérios de participacdo, bem como os
procedimentos de coleta, analise e registro de dados.

1. Treinamento multissensorial

As sessdes de treino multissensorial tiveram duragao de aproximadamente 30 minutos e
ocorreram ao longo de trés semanas consecutivas. Todas as atividades foram realizadas em
sala de aula, com os estudantes acomodados em suas carteiras, em ambiente controlado e
supervisionado por suas professoras, previamente capacitadas para a aplicagdo do protocolo.

Com o intuito de reduzir a predominancia do sistema visual e favorecer a assimilagcdo de
sistemas sensoriais alternativos ao reconhecimento das letras, as criangas utilizaram vendas
durante todo o treino. Trés atividades principais compdem o protocolo:

A) Desenho em papel: cada estudante, guiado pela professora, executa movimentos com um
lapis sobre uma folha em branco, inicialmente desenhando formas geométricas elementares
(circulos, linhas, quadrados) e, posteriormente, realizando os gestos correspondentes a escrita
de letras.

B) Desenho no ar: em seguida, as criangas sao conduzidas a reproduzir os mesmos
movimentos no espaco, utilizando os dedos para desenhar tanto formas simples quanto
diferentes letras.

C) Percepcao para acao: por fim, a professora exibe a letra (b ou d, por exemplo), e as
criangas levantam a mao esquerda ou direita em concordancia com a orientacao da forma da
letra.

As atividades 1 e 2 foram realizadas em duas condigdes: primeiramente sem a emissao do
som das letras, e posteriormente com a professora oralizando os fonemas correspondentes. O
objetivo ¢ integrar os sistemas motor, tatil, auditivo e vocal, favorecendo representacdes
discriminantes para letras visualmente similares, como “b” e “d”.

Todas as sessoes sao registradas em video e dudio, permitindo andlise posterior tanto da
aplicacdo das atividades quanto do desempenho individual e coletivo dos estudantes.

2. Sono pos-treino

O periodo de sono pos-treino foi incorporado proveitosamente aos periodos reservados nas
escolas de tempo integral participantes, que ocorrem diariamente apds o almogo, intervalo
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delimitado em 2 horas. Nesse momento, as criancas foram convidadas a deitar-se em
colchonetes e utilizar mascaras de sono, fornecidas para o experimento, a fim de reduzir
estimulos luminosos e favorecer o adormecimento.

A supervisdo ficou a cargo do funcionario da escola responséavel por essa atividade em sua
rotina regular, com acompanhamento da equipe de pesquisa. O periodo de descanso foi
registrado em uma lista pelo supervisor e, posteriormente, serd quantificado quanto a duracao
e frequéncia do sono efetivo.

3. Sujeitos da pesquisa e critérios de participaciao

Participaram do estudo criangas com idades entre 5 e 9 anos, regularmente matriculadas em
escolas da rede publica de ensino, bem como suas respectivas professoras. A participagdo foi
condicionada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos
responsaveis legais e de termos especificos de autorizagdo para gravagdo de voz e imagem.
As professoras envolvidas também assinaram TCLE e termos correspondentes, assegurando
transparéncia e conformidade ética. Foram incluidas na pesquisa criangas entre 5 ¢ 9 anos, de
ambos os sexos, independentemente de cor, etnia, classe social ou orientagao sexual. A
exclusdo se deu em criancgas fora da faixa etaria estabelecida ou com historico/diagndstico de
condig¢des neurologicas ou psiquiatricas que pudessem interferir nos resultados do estudo.

4. Analise de dados

Os dados coletados (desempenho nas atividades, registros audiovisuais, medidas de tempo de
sono) foram submetidos a andlise estatistica. Foram empregados testes paramétricos quando
as distribui¢des atenderem aos critérios de normalidade e homogeneidade de variancias. No
nao cumprimento desses critérios, recorreu-se a testes ndo paramétricos, adotando nivel de
significancia de alpha = 0,05, com corre¢do para multiplas comparagdes.

Resultados e Discussoes

(Anexo "Figura 1.png")
Figura 1.

Desempenho dos grupos Controle e Intervencio nas tarefas de discriminacio de espelho. O grifico (1) apresenta a taxa de erro em letras
espelhadas, o grifico (2) mostra a taxa de erro em simbolos espelhados, e o grifico (3) exibe o tempo de resposta médio em letras espelhadas.
Em todos os casos, sio mostradas as trés fases do estudo: pré-treino (Antes da intervenciio), pés-treino imediato (Imediatamente apés a
intervencio) e pos-treino tardio (90 dias apos a intervencio). Observa-se uma reduciio progressiva tanto na taxa de erros quanto no tempo de
resposta, mas sem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. O paralelismo entre letras e simbolos sugere que as melhorias
foram gerais e provavelmente decorrentes de pratica e familiarizacio com a tarefa, e nio de um efeito seletivo do protocolo multissensorial
associado ao sono.

Os resultados obtidos na tarefa visual de discriminacdo de letras e simbolos em espelho estdo
sintetizados na Figura 1, que representam, respectivamente, o desempenho dos participantes
na taxa de erro para letras espelhadas, na taxa de erro para simbolos espelhados e no tempo
de resposta em letras espelhadas. De maneira geral, observa-se que, embora nos grupos
tenham ocorrido, tanto em letras quanto em simbolos, reducdes graduais ao longo das fases
experimentais, tais reducdes ocorreram em ambos e nao se traduziram em diferencas
estatisticamente significativas entre eles. Em outras palavras, os graficos evidenciam
trajetorias de melhora que a principio ndo devem ser atribuidas a um impacto diferencial do
treino multissensorial associado ao sono.

A tarefa utilizada foi um paradigma de decisdo bindria chamada ‘“igual-diferente”,
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implementado em PsychoPy, no qual os participantes eram apresentados a pares de estimulos
consecutivos na tela do computador e deveriam indicar, por meio de teclas de resposta, se os
estimulos exibidos eram iguais ou diferentes. Ao todo, cada bloco experimental combinava
63 pares de estimulos distribuidos entre letras, simbolos, letras em espelho e simbolos em
espelho, de forma a avaliar especificamente o fendmeno da invaridncia em espelho. Essa
estrutura de tarefa, além de padronizar a comparagao com o estudo de Torres et al., possibilita
capturar tanto o desempenho em itens de natureza alfabética (letras) quanto nao alfabética
(simbolos), funcionando como um controle interno para verificar se os ganhos sao seletivos
ou apenas resultado de pratica generalizada.

Na taxa de erro para letras espelhadas, comparando o grupo controle com o grupo
intervengao, os testes de Mann-Whitney revelaram p = 0,0657 (Antes da intervengdo), p =
0,2364 (Imediatamente apods) e p = 0,2043 (90 dias apos), todos acima do limiar de
significancia corrigido (o = 0,017). Para simbolos espelhados, os valores também nao
atingiram significancia (p = 0,2675; p = 0,4705; p = 0,5123). Esse paralelismo entre letras e
simbolos indica que, se houve melhora, ela ndo foi seletiva para o dominio alfabético, mas
refletiu um efeito geral de pratica ou familiarizagdo com a tarefa. Ou seja, ¢ possivel que os
ganhos relatados possam ser provenientes de uma exposi¢ao repetida ao procedimento
experimental e ndo necessariamente de um impacto diferencial do treino multissensorial
associado ao sono.

Os resultados de tempo de resposta em letras espelhadas reforcam essa interpretacdo. Apesar
de ambos os grupos apresentarem reducdes graduais, as diferencas entre eles nunca foram
estatisticamente significativas: p = 0,0679 antes da interven¢ao (Mann-Whitney), p = 0,1522
logo apds a intervengao (teste t independente) e p = 0,9910 90 dias apds (Mann-Whitney). A
auséncia de significancia, mesmo diante de trajetorias de melhora, sugere novamente que os
ganhos decorreram de fatores gerais de pratica, e nao de um efeito diferencial da intervengao.
Para ambos os grupos, partindo de testes de Wilcoxon de amostras pareadas, diferengas
estatisticamente significativas seguindo p<0,05 entre fases intragrupo nao foram observadas
para nenhuma das variaveis.

Conforme delineado na metodologia, a escolha dos testes estatisticos foi pautada pela
verificacao prévia das premissas de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de
variancias (Levene). Quando tais critérios foram atendidos, aplicaram-se testes paramétricos,
como o t de Student para amostras independentes; quando ndo atendidos, recorreu-se a testes
ndo paramétricos, como o Mann-Whitney. Além disso, para mitigar o risco de erro do tipo I
decorrente de multiplas comparacdes, foi adotada uma correcao de Bonferroni, ajustando o
limiar de significancia de a = 0,05 para o = 0,017. Essa andlise reforca a confiabilidade da
conclusao de que as diferengas observadas ndo se sustentaram estatisticamente, ainda que
visualmente os graficos sugiram trajetorias de melhora.

Esse padrdo contrasta com os achados de Torres et al. (2021), que observaram efeitos
seletivos para letras espelhadas, mas ndo para simbolos espelhados ap6s os testes de
discriminacao visual. No estudo deles, o treino multissensorial, seguido de soneca, levou a
uma reducao estavel de erros em letras espelhadas, mas nao em simbolos, revelando uma
inibi¢do especifica da invariancia em espelho. Uma diferenca metodoldgica que ¢ valiosa
ressaltar ¢ de que, no estudo de Torres e colaboradores, os grupos iniciaram com linhas de
base semelhantes e relativamente altas, o que favoreceu a detec¢do de mudangas diferenciais.
No presente estudo, por outro lado, ambos os grupos partiram de linhas de base inferiores; o
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controle, por sua vez, partiu de um nivel inicial de erros mais elevado que o grupo
intervencdo, o que confere maior potencial de melhora em decorréncia do efeito da pratica
dos testes. Essa assimetria inicial pode ter mascarado efeitos sutis da interveng¢ao, visto que
esse grupo dispunha de menos margem para reducao de erros quando comparado ao grupo
controle.

Outro aspecto a ser considerado refere-se a perda de participantes no grupo controle durante a
coleta dos testes imediatamente apds a intervengdo, ocasionada por problemas de logistica
escolar. Tal reducao amostral diminuiu a robustez da comparacgdo justamente na fase mais
critica para observar efeitos iniciais da interven¢do, tornando o teste menos sensivel a
eventuais diferengas entre os grupos. Esses dois fatores, que sdo a assimetria inicial de
desempenho e a perda de sujeitos, contribuem para explicar por que os efeitos seletivos
descritos por Torres et al. ndo foram replicados na presente amostra.

Adicionalmente, ¢ importante salientar que a propria assimetria nas linhas de base entre os
estudos pode estar relacionada ao contexto histdrico em que as coletas foram realizadas. O
trabalho de Torres et al. (2021) ocorreu antes da pandemia de COVID-19, ao passo que o
presente estudo foi conduzido em um cenario pds-pandémico. Nesse periodo, muitas criancas
passaram a ter maior contato com dispositivos digitais, devido ao ensino remoto ¢ a
intensificacdo do uso de tablets, celulares e computadores (Rodrigues et al, 2025). Esse
aumento da familiarizagdo com aparelhos e tarefas mediadas por tecnologia pode ter reduzido
a taxa de erro inicial em alguns participantes. Portanto, ¢ plausivel que esse fator historico
tenha contribuido para a diferenca de linha de base entre os trabalhos, dificultando a
comparag¢do direta com estudos anteriores.

Entretanto, ndo se deve concluir de forma precipitada uma auséncia de eficacia do protocolo.
E necessario considerar que o processo de alfabetizagdo e a inibigdo da invariancia em
espelho sdo fendmenos complexos e multifatoriais, cuja expressdo ndo se restringe a tarefas
de discriminagdo perceptiva, € em razao disso foram adotados outros métodos de avaliagao,
tal qual o de copia das letras, que consiste em escrever uma sequéncia de letras apresentadas,
como também testes de velocidade de leitura, que corresponde ao fator que € nucleo do
estudo. Medidas mais proximas do contexto real da leitura, como produgdo da escrita das
letras e fluéncia leitora, sdo mais sensiveis para captar os impactos de intervengoes
pedagogicas. De fato, no estudo de Torres et al., a seletividade para letras tornou-se ainda
mais clara quando analisados os erros de invariancia em espelho na escrita.

Além disso, ¢ importante destacar novamente que enquanto o estudo de Torres et al.
implementou o treinamento multissensorial de forma individualizada, com cada crianga
recebendo instrugdo direta em sessoes controladas, a presente pesquisa buscou testar a
eficiéncia do mesmo protocolo em larga escala com menor manipulag¢do de varidveis, em
condig¢des congruentes com a realidade natural escolar. Aqui, o treinamento foi conduzido
por professores, aplicando o protocolo simultaneamente a toda a turma. Essa mudanca de
escala ¢ metodologicamente relevante porque permite avaliar a viabilidade de aplicagao do
treino multissensorial em contextos educacionais reais, mas ao mesmo tempo pode introduzir
variacoes no engajamento individual, na atengdo as instrucdes e na aderéncia dos professores
ao protocolo. Assim, parte da auséncia de efeitos diferenciais também pode estar relacionada
nao apenas as diferengas de linha de base, mas a propria transi¢do entre um modelo
experimental altamente controlado e um modelo ecologico de aplicagdo em sala de aula.
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Nesse sentido, as analises subsequentes dessa pesquisa terdo papel decisivo para uma
compreensdo mais abrangente dos efeitos do protocolo. Além das variaveis ja previstas, como
o tempo de sono pos-treino, o teste de escrita de letras e a velocidade de leitura, também
serdo examinadas as filmagens realizadas durante os treinamentos multissensoriais. Esse
material permitira verificar dois aspectos de grande relevancia: (a) o nivel de participagdo e
engajamento das criangas durante as atividades, fator que pode influenciar diretamente a
consolidagdo da aprendizagem, e (b) o desempenho e a aderéncia dos professores ao
protocolo, uma vez que a eficacia de intervengdes educacionais depende em grande medida
da forma como sdao conduzidas no ambiente escolar. Essa anélise qualitativa podera
esclarecer se a auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos se deveu também a
variacdes na implementacao pratica da intervengao.

Como também, considerar o papel do sono como variavel mediadora € crucial. A literatura
sugere que o sono pos-treino desempenha papel fundamental na reativagao neural e na
consolida¢do da memoria (Wamsley, 2011). Assim, a analise dos dados obtidos da frequéncia
e tempo de sono efetivo de cada participante podera revelar se a auséncia de efeitos seletivos
decorre de um déficit nesse componente essencial do protocolo.

Dessa forma, embora os resultados iniciais apontem para ganhos ndo especificos e de
natureza provavelmente ndo advinda da intervencdo, a analise das proximas variaveis,
incluindo tanto medidas quantitativas (sono, escrita, leitura) quanto qualitativas (filmagens
das sessoOes) tera papel fundamental na avaliacao do real impacto do treino multissensorial
associado ao sono no processo de inibi¢cdo da invaridncia em espelho e na promog¢ao do
aumento da velocidade de leitura.

Conclusao

Os resultados deste estudo indicam que, embora ambos os grupos tenham apresentado
redugdes progressivas na taxa de erros em letras e simbolos espelhados, bem como nos
tempos de resposta de letras espelhadas no teste de discriminagdo visual, tais melhorias ndo
se traduziram em diferengas estatisticamente significativas entre as condi¢des de intervencao
e controle. Esse padrao sugere que os ganhos observados nao decorrem necessariamente de
um impacto direto do treino multissensorial associado ao sono. A analise das variaveis de
sono e dos demais testes que avaliam tanto a invariancia em espelho quanto a velocidade de
leitura serd fundamental para conclusdes mais substanciais.

A transic¢ao do protocolo criado por Torres et al. (2021) para uma versdo mais coerente com o
ambiente escolar ¢ crucial para a aplicabilidade em contextos educacionais reais, mas
também introduz maior variabilidade no engajamento dos alunos e na aderéncia dos
professores ao protocolo. Somada a assimetria inicial de desempenho entre os grupos e a
perda amostral no pds-teste imediato, tal mudanga pode ter mascarado efeitos diferenciais da
intervengao.

Outro aspecto a ser considerado ¢ o contexto historico distinto em que as pesquisas foram
realizadas. O presente estudo ocorreu em cendrio pds-pandémico, periodo em que muitas
criancas ampliaram sua familiaridade com dispositivos digitais devido a maior exposicao a
telas. Isso pode ter sido fator de reduc@o das taxas de erro iniciais no teste analisado,

18



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

Glaniiics o Tocmotoacs CICT 2025

resultando em linhas de base mais baixas € menos propensas a apresentar variagdes
significativas apds a intervengao.

Apesar da auséncia de efeitos estatisticamente robustos nesta fase inicial, ndo se pode
descartar a relevancia pedagdgica do protocolo. A alfabetizagdo e a superacdo da invaridncia
em espelho sdo fendmenos que transcendem tarefas perceptivas restritas. Assim, medidas
mais proximas do cotidiano escolar, como testes de escrita e fluéncia leitora, t€ém maior
potencial de capturar os efeitos de intervengdes multissensoriais. Ademais, a analise das
filmagens das sessdes fornecera dados qualitativos valiosos sobre o engajamento das criangas
e a implementacao pratica pelos professores, fator determinante pois pode indicar adaptagdes
ao protocolo, contribuindo para adequé-lo a uma aplicagdo de larga escala.

Por fim, a inclusdo do sono como varidvel mediadora ¢ componente essencial deste
protocolo. Estudos prévios reforgam seu papel na reativagdao neural e na consolidacao da
memoria, de modo que os registros obtidos da duragdo e frequéncia do sono poderdo
esclarecer se a auséncia de significancia e seletividade nos efeitos esta relacionada a déficits
na pratica desse componente.

Dessa maneira, conclui-se que, embora os resultados quantitativos iniciais nao evidenciem
efeitos especificos do protocolo, as analises complementares citadas anteriormente serao
decisivas para determinar o real impacto do treino multissensorial associado ao sono no
processo de alfabetizagao.
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TITULO: Desenvolvimento de um jogo de videogame que evoque sonhos
Resumo

Esse plano de trabalho objetiva a criagdo de um jogo eletronico que sera utilizado em
experimentos envolvendo eletroencefalografia (EEG) antes e depois de um periodo de sono.
O jogo serd planejado de forma a ser atraente e que evoque sonhos. Os eventos do jogo
precisam ser registrados em arquivo e sincronizados com o equipamento de EEG, para
facilitar o estudo das influéncias mutuas entre o jogo € 0 sono

Palavras-chave: Desenvolvimento de jogo, Unreal Engine, Sono, Sonhos, EEG
TITLE: Development of a video game that evokes dreams
Abstract

This work plan aims to create a video game that will be used in experiments involving
electroencephalography (EEG) before and after a period of sleep. The game will be designed
to be engaging and dream-inducing. Game events must be recorded and synchronized with
EEG equipment to facilitate the study of the mutual influences between the game and sleep.

Keywords: Game Development, Unreal Engine, Sleep, Dreams, EEG
Introducao

Para que serve o sonho? Diversas teorias buscam responder essa pergunta. Destacamos uma
dessas teorias, proposta por Revonsuo, que tem sido corroborada por muitas pesquisas.
Chamada de Teoria de Simulagdo de Ameagas (TSA), postula que o sonho ¢ um mecanismo
de defesa preservado ao longo da evolugdo dos animais por usa capacidade de simular
ameagas, preparando o animal antecipadamente para a ocorréncia de ameagas reais
(REVONSUO, 2000).

E para que serve o sono? A importancia do sono para a consolidagao de memorias também
estd cada vez mais consolidada na literatura cientifica, assim como sua fungdo para a
eliminacao de toxinas (DIEKELMANN; BORN, 2010). Essas func¢des sdo tdo importantes
para os seres vivos, que o sono pode ser encontrado em uma grande variedade de animais,
incluindo mamiferos, aves, répteis, peixes ¢ at¢ invertebrados (KEENE; DUBOUE, 2018).

Desse modo, tanto o sono como o sonho teriam fungdes que atuariam como mecanismos de
sobrevivéncia dos animais. Isso gera a hipotese de que devem existir diferencas no sono e nos
sonhos entre presas e predadores.

Em relagao ao sono, um ponto a favor dessa hipotese € que as pesquisas cientificas indicam
que mamiferos e aves apresentam maior predominancia dos estagios mais leves do sono ao
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dormir apds um aumento na percepcao de situagdes de risco de predagdo (LIMA et al., 2005).
Contudo, em relacdo aos sonhos, trata-se de uma questao mais dificil de ser investigada em
animais nao-humanos, ja que eles nao podem nos relatar quando eles ocorrem.

Porém, essa ¢ uma situagdo diferente no caso de humanos, pois eles podem relatar tanto a
ocorréncia dos sonhos, como seus contetidos. Uma segunda vantagem no uso de humanos
para investigar essa hipotese ¢ que o ser humano pode ser visto tanto como presa, como
predador. Em frente a um tigre, podemos ser presas, enquanto em frente a uma galinha,
podemos ser predadores. Um terceiro beneficio de envolver participantes humanos sao as
suas capacidades de executar tarefas complexas em uma situag¢ao simulada através de jogos
eletronicos.

Nesse sentido, esse projeto de iniciacao cientifica faz parte de uma pesquisa que busca
estudar a fun¢do dos sonhos e do sono em participantes humanos colocados em situagdes de
presa ou predador através de um jogo de videogame.

Uma primeira etapa da pesquisa envolveu a utiliza¢ao do jogo F.E.A.R. Combat, disponivel
gratuitamente na internet. Algumas opg¢des do jogo foram alteradas de modo a simular uma
disputa entre presa e predador. Os participantes se confrontavam em pares, jogando em
computadores conectados em rede. Apds uma partida de 45 minutos, os participantes
dormiam no laboratorio por 2 horas e logo em seguida voltavam a jogar mais uma partida de
45 minutos.

Os resultados apontam que quanto mais os sonhos das presas esta relacionado ao jogo,
melhor elas desempenham no segundo jogo. Além disso, o ganho de desempenho das presas
também ¢ correlacionado com a poténcia das ondas lentas durante o sono. Nenhum resultado
foi encontrado para os predadores. A falta de resultados encontrados ao avaliar os predadores
ndo ¢ capaz de levar a conclusdo de que eles nao sdo beneficiados pelo sono e pelos sonhos,
pois isso pode ter ocorrido por limitagdes do tamanho da amostra ou por escolhas
metodoldgicas. Contudo, pode-se concluir que a investigagao das fungdes do sono e dos
sonhos ¢ muito mais facilitada ao avaliar presas do que predadores.

A partir desse primeiro estudo, foi verificada a importancia de desenvolver um jogo
eletronico especificamente planejado para essa investigagdo. Com isso, em 2018, foi iniciada
a implementagdo desse novo jogo. Dados os resultados encontrados, o jogo tém sido
desenvolvido visando a execug¢do de tarefas que facam os participantes vivenciar o papel de
ser uma presa.

Paralelamente esta sendo conduzida uma pesquisa que esta aplicando questionarios online de
forma a identificar quais aspectos do jogo mais promovem a ocorréncia de sonhos, € ndo
perturbam o sono, além de promover sonhos

Metodologia

O jogo desenvolvido até o momento utiliza a plataforma Unreal Engine, capaz de criar jogos
tridimensionais com alta qualidade grafica e nivel de realismo. Foi criado um ambiente
tridimensional, que sera aperfeicoado em trabalhos paralelos e futuros. A programagado dos
mecanismos do jogo esta sendo desenvolvida utilizando o recurso denominado blueprints, o

22



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

Clmiice s Teemotéaico CICT 2025 UNVERRADE

qual permite realizar a implementacao do jogo através de programacao visual, sem contato
direto com nenhuma linguagem de programacgao. A proposta ¢ que o restante do jogo seja
implementado utilizando o mesmo recurso, ja que ela possibilita uma implementacao mais
rapida.

No jogo atual, o jogador estard em um ambiente assustador, onde € perseguido por um
fantasma com uma foice, denominado ceifador, enquanto objetos flutuam controlados por
forcas ocultas e se movem em dire¢ao ao jogador. O ceifador faz o papel do predador,
enquanto os objetos servem como obstaculos para deixar o jogo mais interessante.

A mecéanica do jogo de videogame atualmente se encontra em etapa de acabamento. Precisam
ser elaboradas estratégias para controlar o nivel de dificuldade do jogo. Esse serd um
parametro a ser controlado durante os experimentos, possivelmente variando de acordo com a
habilidade prévia do jogador, que sera avaliada através de testes com um outro jogo de
videogame.

Resultados e Discussoes

As seguintes funcionalidades foram acrescentadas ao jogo em desenvolvimento durante esse
projeto de iniciagdo cientifica:

1. Texturas
As texturas das paredes, materiais emissivos € menus sofreram alteragdes ou trocas de
material.

2. Build
Foram gerados "development builds" Para verificar como o jogo seria para o usuario final,
em um PC padrdo com Windows 10/11.

3. Refind

O sistema de IA do inimigo recebeu um balanceamento no qual a cada intervalos de segundo
variaveis (baseados em dificuldade), o inimigo volta a perseguir o jogador por alguns
segundos, para se aproximar mais do jogador e facilitar um possivel encontro.

Conclusao

O desenvolvimento do jogo eletronico destinado a explorar a relagao entre contextos de
predador e presa e a experiéncia de sonhos e sono esta avangando conforme o planejamento.
A fase inicial do projeto, que utilizou o jogo “F.E.A.R. Combat”, forneceu insights
importantes, mas também destacou a necessidade de um jogo projetado especificamente para
esta pesquisa. Os dados preliminares sugerem que a simulagdo de ameagas pode afetar o sono
e os sonhos de maneira diferenciada, com beneficios aparentes para as presas em termos de
frequéncia e profundidade dos sonhos. No entanto, a auséncia de resultados claros para os
predadores aponta para a necessidade de mais desenvolvimento e testes. O novo jogo, sendo
desenvolvido com o Unreal Engine 5, visa criar uma simulacao mais fiel e controlada das
experiéncias de predador e presa. A programacao em blueprints € o aprimoramento dos
ambientes ¢ mecanicas do jogo sdo etapas cruciais para alcancar os objetivos da pesquisa. A
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coleta de dados adicionais por meio de questionarios ajudara a identificar caracteristicas do
jogo que podem influenciar a ocorréncia de sonhos sem perturbar o sono. A medida que o
desenvolvimento do jogo avanga, a expectativa ¢ que ele fornega uma ferramenta valiosa para
investigar as fungdes evolutivas do sono e dos sonhos. A proxima fase do projeto, que
incluira experimentos com o novo jogo, sera fundamental para validar as hipoteses
formuladas e expandir nossa compreensdo sobre como os contextos de ameaga afetam a
experiéncia onirica e a qualidade do sono. O progresso continuo e a integragao das
descobertas da pesquisa paralela garantirdo que o jogo atenda aos requisitos para gerar dados
significativos e contribuir para o conhecimento cientifico na area do sono e dos sonhos.

Referéncias

O desenvolvimento do jogo eletronico destinado a explorar a relagao entre contextos de
predador e presa e a experiéncia de sonhos e sono esta avangando conforme o planejamento.
A fase inicial do projeto, que utilizou o jogo “F.E.A.R. Combat”, forneceu insights
importantes, mas também destacou a necessidade de um jogo projetado especificamente para
esta pesquisa. Os dados preliminares sugerem que a simulagdo de ameagas pode afetar o sono
e os sonhos de maneira diferenciada, com beneficios aparentes para as presas em termos de
frequéncia e profundidade dos sonhos. No entanto, a auséncia de resultados claros para os
predadores aponta para a necessidade de mais desenvolvimento e testes. O novo jogo, sendo
desenvolvido com o Unreal Engine 5, visa criar uma simulacao mais fiel e controlada das
experiéncias de predador e presa. A programagao em blueprints e o aprimoramento dos
ambientes ¢ mecanicas do jogo sdo etapas cruciais para alcancar os objetivos da pesquisa. A
coleta de dados adicionais por meio de questionarios ajudara a identificar caracteristicas do
jogo que podem influenciar a ocorréncia de sonhos sem perturbar o sono. A medida que o
desenvolvimento do jogo avanga, a expectativa ¢ que ele forne¢ca uma ferramenta valiosa para
investigar as funcgdes evolutivas do sono e dos sonhos. A proxima fase do projeto, que
incluird experimentos com o novo jogo, serd fundamental para validar as hipoteses
formuladas e expandir nossa compreensao sobre como os contextos de ameaga afetam a
experiéncia onirica e a qualidade do sono. O progresso continuo e a integracao das
descobertas da pesquisa paralela garantirdo que o jogo atenda aos requisitos para gerar dados
significativos e contribuir para o conhecimento cientifico na area do sono e dos sonhos.
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TITULO: DOSIMETRIA DA N,N-DMT INALADA EM DISPOSITIVO VAPORIZADOR
PARA USO EM PESQUISA CLINICA COM HUMANOS

Resumo

Ensaios clinicos realizados tém demonstrado respostas antidepressivas rapidas a substancias
psicodélicas. Nosso grupo ¢ pioneiro na condugdo de estudos clinicos com a N,N-
Dimetiltriptamina (DMT) em voluntarios saudaveis e pacientes com depressdo resistente ao
tratamento. A via inalada oferece vantagens por ser ndo invasiva e ter rapida absor¢ao, logo,
tém sido escolhida em pesquisas clinicas que usaram DMT ou 5-MeO-DMT. No entanto,
existe uma lacuna entre a dose colocada no dispositivo vaporizador e a dose-alvo de entrega a
qual o participante sera efetivamente exposto. O vaporizador escolhido é o Volcano (da Storz
and Bickel, Alemanha), um sistema com ventilador aquecido que passa por uma camara onde
sdo colocados os cristais de DMT na forma de base livre. A substincia é vaporizada e
coletada em um baldo de 2 litros, do qual o participante deve inalar.

Este projeto tem como objetivos descrever o processo de extracdo e isolamento de N,N-
Dimetiltriptamina a partir da Mimosa tenuiflora e determinar a quantidade de DMT veiculada
pelo vaporizador efetivamente recebida pelo participante. Para isso, serdo realizados
experimentos envolvendo a criagdo de um protocolo de recuperagdo de DMT, andlise da
retengdo relativa no vaporizador e avaliacdo da capacidade de vaporizacdo da droga. As
quantidades de DMT vaporizado serdo quantificadas por HPLC-FLD e GC-MS. Serdo
analisadas diferentes doses de DMT (7,5; 15; 30; 60 mg) para correlacionar a dose carregada
e a dose vaporizada.

Palavras-chave: N,N-Dimetiltriptamina. Extrac&do. Vaporizagao.

TITLE: DOSIMETRY OF INHALED N,N-DMT USING A VAPORIZER DEVICE FOR
CLINICAL RESEARCH IN HUMANS

Abstract

Clinical trials have demonstrated rapid antidepressant responses to psychedelic substances.
Our group is a pioneer in conducting clinical studies with N,N-Dimethyltryptamine (DMT) in
healthy volunteers and patients with treatment-resistant depression. The inhaled route offers
advantages for being non-invasive and having rapid absorption, and thus has been chosen in
clinical research using DMT or 5-MeO-DMT. However, there is a gap between the dose
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placed in the vaporizing device and the target delivery dose to which the participant is
actually exposed.

The chosen vaporizer is the Volcano (by Storz and Bickel, Germany), a fan-assisted heating
system that passes through a chamber where DMT crystals in freebase form are placed. The
substance is vaporized and collected in a 2-liter balloon, from which the participant is
instructed to inhale.

This project aims to describe the process of extraction and isolation of N,N-
Dimethyltryptamine from Mimosa tenuiflora, and to determine the amount of DMT delivered
by the vaporizer that is effectively received by the participant. To this end, experiments will
be conducted involving the creation of a DMT recovery protocol, analysis of relative
retention in the vaporizer, and assessment of the drug's vaporization efficiency. The
vaporized DMT amounts will be quantified using HPLC-FLD and GC-MS. Different DMT
doses (7.5; 15; 30; 60 mg) will be analyzed to correlate the loaded dose and the vaporized
dose.

Keywords: N,N-Dimethyltryptamine. Extraction. Vaporization.

Introducao

Alcaldides sao subprodutos metabdlicos comumente resultantes das transformagdes quimicas
em vegetais. Sa3o moléculas cuja rota biossintética se inicia a partir de aminoacidos que
apresentam caracteristicas alcalinas e, essas substiancias usualmente, exibem atividades
biologicas. Nesse contexto, as triptaminas representam um grupo de alcaldides com
propriedades psicodélicas, os quais vém demonstrando avaliagdes positivas quanto a
seguranca e a resposta terapéutica em pacientes com transtornos mentais. Nesse contexto, a
N,N-Dimetiltriptamina (DMT) ¢ um alcaloide do grupo das triptaminas. Essa substancia foi
avaliada em ensaios clinicos conduzidos por nosso grupo, os quais sugerem efeitos
antidepressivos rapidos e significativos em pacientes com depressao resistente ao tratamento.

Outrossim, a DMT exerce seus efeitos por meio da agdo agonista serotoninérgica sobre os
receptores 5-HT1A/2A/2C, modulando vias neurais relacionadas ao humor e a cogni¢do o
que pode explicar seus efeitos promissores em ensaios clinicos. Além disso, sob o viés da
quimica, a DMT pode ser extraida, isolada e purificada em laboratério a partir das cascas de
raizes e cascas internas de uma espécie vegetal tipica do semidrido nordestino brasileiro, a
Mimosa tenuiflora. A obtengdo de fracdes fitoquimicas desse composto bioativo tem sido
realizada pela aplicacdo da técnica de extragdo liquido-liquido, utilizando-se do solvente
organico n-hexano para a extra¢do seletiva da DMT em sua forma de base livre (Gaujac,
2013). A aplicagdo desse método extrativo possibilita a obtencdo de fragdes purificadas para
estudos farmacoldgicos e aplicagdes terapéuticas.

Este projeto visa entdo descrever o processo de extragdo e isolamento de N,N-
Dimetiltriptamina (DMT) a partir da Mimosa tenuiflora e a avaliagdo de um dispositivo de
vaporiza¢do para administragdo pulmonar de DMT, a fim de compreender os pardmetros
associados a vaporizacao dessa substancia visando avaliar eficiéncia de administracdo e
custos para veiculagdo de DMT por meio desse dispositivo. Nao obstante, o vaporizador
escolhido ¢ o Volcano (da Storz and Bickel, Alemanha), que consiste em um sistema com
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ventilador aquecido que passa por uma camara onde sdo colocados os cristais de DMT na
forma de base livre. A substancia ¢ vaporizada e coletada em um baldo de 2 litros, do qual o
participante deve inalar. O projeto também visa esclarecer a relagdo entre a dose colocada no
dispositivo vaporizador e a dose-alvo de entrega a qual o participante sera efetivamente
exposto.

Nossa hipotese € que existem grandes perdas no processo de vaporizacdo de DMT, portanto,
buscamos reduzir essas perdas, aumentar a eficiéncia na veiculagdo das doses administradas,
aumentando a economia dos materiais utilizados e fornecendo base teorico-pratica para
compreender melhor a relagdo dose e efeito de DMT quando administrada via pulmonar.

Metodologia

ANALISE EM HPLC

Nao obstante, amostras de N,N-Dimetiltriptamina oriundas do volcano foram analisadas por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O padrao de DMT da Cayman
Chemical (lote 13959) foi utilizado para produzir uma curva de calibragdo para demais
analises realizadas. Um sistema Agilent 1260 LC (Agilent Technologies, Mississauga, ON,
Canada) foi usado para andlise cromatografica.

A coluna Luna® Omega (100 mm % 3.0 mm, 3 pum, Phenomenex) foi aplicada sob uma fase
movel com fluxo de 0.5ml/min em temperatura ambiente (separagdo e deteccdo). A
composi¢ao da fase movel foi (A) 4gua e (B) methanol. Nesse sentido, 0.1% de 4cido férmico
foi adicionado a dgua e ao metanol. O tempo total de andlise foi de 10 min, com o seguinte
gradiente: 0-3 min, 50- 100% B; 3- 4,5 min, 100% B; 4,5- 5,5 min, 100- 50% B; 5,5- 10 min,
50% B. A temperatura foi mantida a 25° C (separacdo e deteccdo). O volume de inje¢do da
amostra foi de 2 uLL e os componentes foram quantificados com base nos picos nas areas de
223 nm.

EXTRACAO DE N,N-DIMETILTRIPTAMINA

A partir da entrecasca das raizes de Mimosa tenuiflora foi isolado a N,N-Dimetiltriptamina
por meio de uma extracdo em meio basico (Rossi et al.,, 2019). Nesse sentido, apos a
pulverizacdo das cascas internas das raizes, foi obtido um pé de granulometria variada que foi
uniformizada para 75 pum, o pé foi suspenso em NaOH 0,5 M em uma propor¢ao de 0,1 g de
p6/mililitro de solugdo alcalina (Balanga analitica ATX-224, Shimadzu, Japao). Apos terem
sidas deixadas em agitacdo orbital por 24 horas a temperatura ambiente (25 °C) a mistura
alcalina passou por um processo de filtragdo simples e o material s6lido residual foi
desprezado. Foi adicionado hexano duas vezes na solu¢ao aquosa alcalina permitindo assim a
produ¢do de uma fase organica concentrada de N,N-DMT, a propor¢cdo de solugdo
aquosa:hexano (v/v) foi de 2,5:1. A fase organica foi separada da fase aquosa e concentrada
sob pressao reduzida até o volume de 10 ml por meio de um Evaporador rotativo, modelo RV
3 eco drive, IKA, Alemanha. Ademais, o volume de hexano concentrado foi mantido sob
refrigeracdo a -20 °C ao abrigo da luz a fim de permitir a cristalizagdo no fundo do recipiente
em que a fase organica foi armazenada.
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Por fim, apos 24 horas sob refrigeragao foi possivel perceber a formagao de cristais amarelos
claros no fundo do recipiente, esses cristais foram isolados do restante do solvente organico o
qual foi devidamente descartado e os cristais formados foram dissolvidos em heptano e
levados para aquecimento em chapa aquecedora (Agitador magnético com aquecimento,
SSAGa 10L, Solidsteel) em capela de exaustdo. Em seguida, depois da dissolugcao dos cristais
em heptano formou-se um precipitado gorduroso no fundo do recipiente que foi descartado e
somente o solvente organico foi armazenado novamente sob refrigeragdo a -20 °C para
permitir a recristalizagdo da N,N-Dimetiltriptamina.

PROTOCOLO DE RECUPERACAO DE N,N-DIMETILTRIPTAMINA

A fim de estabelecer um protocolo para avaliacdo do dispositivo vaporizador, foram testados
meios para compreender a extragdo do DMT do liquid pad, uma malha metélica de fios de
aco inoxidavel da qual ¢ possivel impregnar a droga. O processo de limpeza dos liquid pads
consiste na solubilizacdo da N,N-Dimetiltriptamina em etanol e impregnacdo nas malhas
metalicas com posterior secagem na geladeira. Apos a secagem, cada liquid pad ¢
submergido em 10 mL de etanol em banho ultrassonico por 10 minutos, esse processo foi
repetido cinco vezes ao final de cada lavagem foram retiradas aliquotas para analise
quantitativa.

RETENCAO RELATIVA DE N,N-DIMETILTRIPTAMINA

A partir da impregnagao de DMT de 7 liquid pads - dois impregnados com 30 mg, dois
impregnados com 50 mg e trés impregnados com 100 mg - foi possivel analisar o perfil de
retencdo de DMT nas malhas metélicas para vaporizagdo da droga. O protocolo de
vaporizagdo consistiu na ventilagdo dos liquid pads na temperatura de 200° C por 10
segundos no dispositivo vaporizador. Imediatamente apds a vaporizagdo, os liquid pads
tiveram a droga impregnada extraida aplicando-se o protocolo de limpeza e aliquotas foram
retirada para analise quantitativa.

AVALIACAO DO DISPOSITIVO VAPORIZADOR

O processo de vaporizagdo consiste na solubilizacdo da N,N-Dimetiltriptamina em etanol e
impregnacao no liquid pad, com posterior secagem na geladeira. O protocolo para
vaporizag¢do da substincia segue com a avaliacdo do baldo antes de ser inflado com a DMT
para controle de vazamento. Para vaporizacdo a DMT e coleta do vapor o dispositivo
vaporizador foi aquecido até 200° C, o liquid pad foi inserido na camara de enchimento, o
volcano tem entdo sua ventilagdo iniciada por 10 segundos até que um vapor branco seja
visualizado, nesse momento o baldo ¢ acoplado a camara de enchimento permitindo ser
insuflado com o vapor da DMT por 10 segundos. Imediatamente apds esse procedimento o
contetido do baldo foi borbulhado em um recipiente contendo um volume pré-definido de
etanol.

Em sequéncia, a DMT ¢ extraida da camara de enchimento, do bocal do balao, e do baldao. O
protocolo de extracdo da DMT dos elementos de vaporizagdo consistiu na submersdo em
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recipientes contendo etanol em banho ultrassonico por 15 minutos, em seguida foram
retiradas aliquotas para andlise quantitativa.

Resultados e Discussoes

PROCESSO DE EXTRACAO DE N,N-DIMETILTRIPTAMINA

A metodologia de extracdo de N,N-DMT tem sido utilizada ao longo dos anos pelo grupo de
pesquisa e como afirmado anteriormente segue o método direto da base, como descrito por
Rossi et al. (2019). A extragdo e isolamento da substancia ¢ um método de facil aplicagdo e
reprodutibilidade, além de garantir a formacao da droga de interesse apresentando um baixo
teor de impurezas. Ademais, o rendimento das extragdes variou entre 0,01% e 0,64% (g/g)
apos sucessivas recristalizagdes. Sob esse viés, Nicasio et al., 2005 descreve que a
variabilidade do teor de N,N-Dimetiltriptamina na entrecasca das raizes da Mimosa tenuiflora
se deve pela coleta do material vegetal que foi realizado em diferentes épocas do ano, tendo
em vista que os niveis desse alcaldide podem variar ao longo do ano tendo relagdo direta com
o estresse hidrico e a temperatura.

TESTE DE RECUPERACAO DOS LIQUID PADS

A partir da aplicagdo do protocolo de recuperacao da N,N-Dimetiltriptamina impregnada nos
liquid pads foi possivel estabelecerque nao importando a quantidade de substancia
impregnada a malha metalica 3 lavagens sdao o suficiente para retirar toda DMT presente nos
pads. Nesse sentido, o protocolo aplicado foi a impregnagdo de cinco malhas metalicas
usadas para vaporizacao da DMT, cada malha foi submetida a cinco lavagens sucessivas em
etanol no banho ultrassonico, cada lavagem durou 10 minutos. Foram preparados cinco liquid
pads dos quais dois foram impregnados com 30 mg e os demais com 100 mg da droga. Apds
cada lavagem foram retiradas aliquotas para andlise quantitativa em HPLC para isso foi
aplicado uma curva de calibracao realizada com o padrao de DMT da Cayman Chemical (lote

13959).

Nao obstante, um dado curioso que se pode perceber foi que logo apos a primeira lavagem
dos liquid pads a maior parte da DMT impregnada foi recuperada, e que apds trés lavagens
toda substancia foi recuperada. Ademais, vale destacar que houveram diferengas no perfil de
liberacdo da substancia entre os pads impregnados com 30 e 100 mg, de modo que o pad
impregnado com 30 mg apresentou uma liberagdo inicial da droga maior que o liquid pad
impregnado com 100 mg. Esse resultado sugere que a quantidade inicial impregnada a malha
metalica influencia diretamente na cinética de desprendimento da substéancia.

Quanto as condi¢des de operagdo, as malhas metalicas foram subdivididas em dois grupos, os
liquid pads A (30 mg), B (100 mg) e C (100 mg) e os liquid pads D (30 mg) e E (100 mg),
para o primeira grupo as cinco lavagens foram realizada com 10 mL de etanol enquanto que
para o segundo grupo foi aplicado 30 mL de etanol e apenas trés lavagens. Como
consequéncia o segundo grupo foi capaz de retirar uma quantidade maior de DMT dos pads
na primeira lavagens mas sem diferencas significativas que justificassem a utilizagdo de mais
solvente.
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AVALIACAO DA RETENCAO RELATIVA DE N,N-DIMETILTRIPTAMINA

Objetivando compreender a retencao relativa de DMT em liquid pads foram preparados dois
impregnados com 30 mg, dois impregnados com 50 mg e trés impregnados com 100 mg ¢
submetidos a vaporizacdo na temperatura de 200° C por 10 segundos no dispositivo
vaporizador. Em continuidade, imediatamente apds a vaporizagdo, os liquid pads tiveram a
DMT impregnada extraida por meio do protocolo de limpeza estabelecido e aliquotas foram
retiradas para andlise quantitativa.

Sob esse viés, observa-se uma tendéncia clara quando se avalia a propor¢ao de DMT que
permaneceu retido nos pads em relagdo a quantidade inicial impregnada, quanto maior a
massa inicial de DMT impregnada na malha metalica, menor a proporg¢do retida ao final da
vaporizagdo. Esse comportamento sugere que os pads possuem uma capacidade limitada de
retencdo de DMT. Ainda assim, fatores operacionais podem influenciar nos resultados.

EFICIENCIA DE VAPORIZACAO E RECUPERACAO DE DMT

Foi colocado em pratica até o momento somente a metodologia de impregnagdo, recuperacao
da droga em malhas metélicas e avaliagdo da vaporizagdo da substancia. Nesse sentido, a
partir da analise do contetido borbulhado do baldo em um recipiente contendo alcool etilico, e
posterior extracdo de N,N-DMT das demais partes do dispositivo vaporizador no banho
ultrassOnico possivel avaliar que 47% quantidade de DMT impregnada aos pads inicialmente
foi evaporada. Desses 47%, 35% ficou no ar borbulhado, esclarecendo que ao menos a maior
parte do vapor de DMT ¢ veiculado para o paciente, ainda assim ndo ¢ possivel afirmar que
toda essa quantidade de substancia ¢ realmente absorvida, as demais partes do dispositivo
vaporizador retiveram o restante da substancia.

Por fim, ainda ndo foi possivel determinar com certeza a eficiéncia de administra¢do e custos
para veiculacdo de DMT, bem como também nao foi possivel esclarecer a relacdao entre a
dose veiculada no dispositivo vaporizador e a dose-alvo de entrega a qual o participante sera
efetivamente exposto. Isso se deve a necessidade de readequacdo dos métodos analiticos
aplicados para andlise e quantificagdo das amostras produzidas.

Conclusao

Esse projeto permitiu a extracdo de N,N-Dimetiltriptamina a partir das cascas internas das
raizes da Mimosa tenuiflora em meio basico, a aplicagdo de uma metodologia simples e
rapida resultou em rendimentos entre 0,01% e 0,64%. Ademais, esse projeto também
permitiu a avalia¢do da eficiéncia da vaporizagdo da DMT. A N,N-DMT apresenta potencial
farmacologico extenso reportado na literatura, o que incentiva a continuacao deste e de outros
projetos envolvendo aplicagdo da molécula. Sob esse viés, ¢ valido ressaltar a necessidade de
analises fisico-quimicas mais detalhadas do produto extraido, em paralelo a procura de
metodologias de extracdo e purificacdo mais eficientes e com base na quimica verde.

Outrossim, pode-se sugerir uma investigacdo da estabilidade da substincia isolada em
condigdes de exposicdo a luz ultravioleta, atmosfera padrao e estabilidade em diferentes
solventes. Além disso, ¢ imprescindivel que um estudo de sazonalidade da Mimosa tenuiflora
seja colocado em pratica, assim sera possivel compreender quais sdo os fatores determinantes

30



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

para aumento dos teores de N,N-DMT na planta. Além disso, ¢ vidvel considerar a
domesticacdo da Mimosa tenuiflora a fim de aumentar a produ¢do de N,N-DMT, seja por
meio de culturas in vitro ou por meio da aplicagcdo de agentes estressores objetivando
estimular a mutacao dessa espécie vegetal.
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Anexos

Figura 1 - Curva de calibragdo de N,N-Dimetiltriptamina
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Figura 2 - Perfil de recuperacdo de DMT de liquid pads

Figura 3 - Avaliagdo de retencdo de DMT em pads ap6s vaporizacao

Figura 4 - Diagrama de fluxo do DMT ap6s vaporizagao
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TITULO: Desenvolvimento de pipelines de visdo computacional para identificacao,
rastreamento e classificagdo de comportamentos sociais de saguis (Callithrix
jacchus) em ambientes complexos

Resumo

No ambito deste trabalho de pesquisa, aplicamos tecnologias de visdo computacional e redes
neurais profundas para analisar os comportamentos sociais dos saguis-de-tufo-branco
(Callithrix jacchus). O foco ¢ automatizar e modernizar estudos etoldgicos, tradicionalmente
baseados em anotagdes manuais, por meio do desenvolvimento de ferramentas de visao
computacional e redes neurais otimizadas para detectar e rastrear saguis em videos. Para isso,
iniciamos a etapa de anotagdo de uma grande quantidade de dados, destinada a alimentar
redes neurais capazes de identificar e desenhar a silhueta dos animais em cada frame dos
videos. Em seguida, treinamos as redes neurais (YOLOVS). Observamos que o nosso modelo
alcangou um alto desempenho de acurécia (F1-score médio de 0.9786).

Palavras-chave: Redes. Neurais. Visdo. Computacional. Saguis.

TITLE: Development of computer vision pipelines for identification, tracking and
classification of social behaviors of marmosets in complex environments

Abstract

As part of this research, we applied computer vision and deep neural networks to analyze the
social behaviors of white-tufted marmosets. The focus is to automate and modernize
ethological studies, traditionally based on manual annotations, by developing computer vision
tools and neural networks optimized for detecting and tracking marmosets in videos. To this
end, we began the annotation phase of a large amount of data, intended to feed neural
networks capable of identifying and drawing the silhouettes of the animals in each frame of
the videos. We then trained these neural networks (YOLOvVS). We achieved performance
(Average F1-score of 0.9786).

Keywords: Neural. Networks. Computer. Vision. Marmoset.

Introducao

A grande maioria das pesquisas com animais em laboratério possui limitagdes classicas: o
uso de dispositivos implantados ou marcagdes nos animais para rastreamento; a dependéncia
de observagdes visuais manuais; o desconforto que a presenca humana causa nos animais
durante as observag¢des, podendo chegar a inibir comportamentos naturais; € o esfor¢o
humano nas observagdes ¢ anota¢cdes manuais.
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Com as tecnologias atuais de visdo computacional, € possivel detectar, segmentar e anotar
seus comportamentos sociais automaticamente com uma melhor precisdo e de maneira menos
invasiva, mitigando varias das principais limitagdes nos estudos com animais em cativeiro.

Muitos animais em laboratorio sao amplamente estudados, com uma vasta literatura
etoldgica. Entretanto, ha uma lacuna nos estudos comportamentais de primatas de pequeno
porte, a exemplo do Sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus). Devido a semelhanga na
organizag¢do social com os humanos, ¢ de suma importancia que essa lacuna de conhecimento
seja preenchida.

Nesse sentido, com os constantes avangos das redes neurais profundas e visdo computacional,
¢ imprescindivel que nossa pesquisa desenvolva ferramentas de visdao computacional que
possam detectar, segmentar e rastrear automaticamente Saguis-de-tufo-branco em videos
gravados.

A pesquisa até agora se resumiu ao inicio do processo de criacao de uma pipeline analitica
para identificagdo, rastreamento e classificagdo de comportamentos sociais de saguis em
ambientes complexos. As etapas realizadas: anotacao de grande quantidade de dados e
treinamento das redes neurais para deteccao e rastreamento dos saguis.

Metodologia

Animais

Utilizamos 17 sagui-de-tufos-brancos (Callithrix jacchus) em diferentes idades do
desenvolvimento, desde bebés a adultos. Os animais tém acesso livre a comida e a dgua.
Todos os procedimentos descritos neste estudo foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(Protocolo 347.028) e pelo SISBIO (18394), estando em conformidade com as diretrizes
nacionais para o uso de animais em pesquisa.

Experimento

Os saguis foram levados inicialmente em gaiolas individualmente para o ambiente de
registro. No proprio ambiente de registro, as gaiolas foram aproximadas, permitindo que os
saguis se interagissem. Apos a observacao da interag¢ao social afiliativa, retiramos uma das
gaiolas vazias e gravamos o comportamento dos animais interagindo.

Anotacio de grande quantidade de dados

Os dados utilizados no estudo — videos de dois angulos diferentes (superior e lateral) da
gaiola dos saguis — foram disponibilizados por experimentos anteriores realizados no
laboratorio Ethogenesis Lab (UFRN-ICe). Para uma melhor analise dos comportamentos
sociais e para o treinamento de redes neurais, foi necessaria uma etapa inicial de
processamento dos dados. Focando apenas em trechos de 5 minutos em que dois saguis
estavam juntos na mesma gaiola, desenvolveu-se um cddigo em Python, utilizando a
biblioteca OpenCV, para processar os videos brutos.

Na etapa seguinte, com o uso de uma ferramenta de anotagao de bounding boxes (caixas
delimitadoras) na plataforma Roboflow (Bounding Box Tool), 4.800 imagens foram
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meticulosamente anotadas, contendo as posigoes e extensoes dos retangulos que delimitam os
corpos dos saguis. Assim, foi possivel treinar uma rede neural capaz de detectar e rastrear
saguis em video.

Em um segundo momento da pesquisa, foi utilizada a mesma plataforma Roboflow, mas com
uma ferramenta diferente: a Smart Polygon. Em vez de retingulos que indicam posigao e
extensdo, os dados foram anotados com poligonos complexos que circundavam o corpo do
sagui, formando uma silhueta. Dessa forma, tornou-se possivel o treinamento de uma rede
neural para deteccdo e segmentacao dos saguis em video.

Em razdo da confidencialidade dos dados do laboratorio, ndo havera amostra de dados
anotados neste trabalho.

Treinamento das redes neurais para deteccio e rastreamento dos saguis

Com a base de dados confidvel e completamente anotada, foi possivel iniciar a etapa de
treinamento das redes neurais.

No primeiro momento da pesquisa, o objetivo foi desenvolver duas redes neurais de deteccao
de objetos (neste caso, animais), uma para cada cAmera (visdo superior e visao lateral). Para
1sso, a rede neural — modelo YOLOv8n da biblioteca ultralytics — da cdmera superior foi
treinada com 2.250 imagens anotadas e a da camera lateral com 2.550 imagens, em ambos os
casos com conjuntos de dados divididos em 75% para treinamento e 25% para validacao.
Para o proposito de detecgdo e rastreamento, as redes neurais de cada camera mostraram-se
eficientes.

No segundo momento, o objetivo foi medir a distancia entre os dois saguis em cada frame, a
fim de coletar informagdes relevantes acerca dos seus comportamentos sociais — por
exemplo, verificar se o filhote permanecia majoritariamente mais proximo da mae do que
junto ao pai. Nesse sentido, a detec¢cdo por bounding boxes mostrou-se falha, ja que ndo era
possivel calcular com precisao a distancia entre os saguis: as caixas delimitadoras podiam
estar colidindo, sem que necessariamente houvesse contato entre os animais. Para resolver
essa questao, treinamos uma rede neural de segmentagdo por instancia — modelo YOLOv8n-
seg da biblioteca ultralytics — com 2.250 imagens da camera superior, que além de detectar
os saguis, cria uma silhueta delimitando seus corpos. A segmentacao mostrou-se bastante util,
pois possibilitou determinar com maior precisdo o contato entre os saguis e suas distancias
reais.

Resultados e Discussoes

Para embasar a hipdtese de que as redes neurais foram eficientes e capazes de detectar os
saguis e realizar sua segmentacgdo, foram calculadas métricas de desempenho ao final de cada
treinamento das trés redes neurais (duas de deteccdo e uma de segmentacdo), utilizando o
conjunto de validacao dos respectivos conjuntos de dados empregados no treinamento.

Rede Neural Deteccio — Camera Superior:
e Precision: 0.98653

e Recall: 0.97835
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e mMAP@S50: 0.98836
e mAP@S50-95: 0.86775
Rede Neural Deteccio — Camera Lateral:
e Precision: 0.98378
o Recall: 0.97647
e mAP@S50: 0.99377
e mAP@S50-95: 0.88656
Rede Neural Segmentacio — Camera Superior:
Para Bounding boxes:
e Precision: 0.97894
e Recall: 0.97779
e mMAP@S50: 0.99334
e mAP@S50-95: 0.87931
Para Segmentagdo:
e Precision: 0.97416
e Recall: 0.97301
e mAP@S50: 0.99095
e mAP@50-95: 0.79823

As métricas revelam a eficiéncia e a precisao alcancadas por cada rede neural, evidenciando o
sucesso do treinamento e confirmando que as tecnologias de visdo computacional sdo
ferramentas valiosas para a detec¢ao e segmentagao de saguis. Esses resultados abrem novos
caminhos para a modernizacdo das pesquisas com animais em cativeiro.

Conclusao

As redes neurais profundas treinadas neste trabalho mostraram-se bastante tteis e precisas,
possibilitando o avanco da pesquisa na andlise dos comportamentos sociais de saguis-de-tufo-
branco (Callithrix jacchus) e, consequentemente, contribuindo futuramente para o
preenchimento da lacuna de conhecimento nos estudos etoldgicos de primatas de pequeno
porte. Assim, confirma-se que a abordagem emergente do uso de inteligéncia artificial possui
enorme potencial inovador em diversos estudos sobre animais.

Futuramente, esperamos concluir a pipeline de visdo computacional para identificagdo,
rastreamento e classificagdo de comportamentos sociais de saguis em ambientes complexos.
Para isso, a proxima etapa sera treinar uma segunda rede neural de segmentacao, referente a
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camera lateral, que permitird o desenvolvimento de um filtro espaco-temporal capaz de medir
a distancia e/ou indicar o contato entre os saguis. Dessa forma, uma grande quantidade de
informacodes podera ser inferida sobre seus comportamentos sociais, incluindo aspectos da
relacdo parental entre os individuos. Em uma etapa seguinte, utilizaremos novamente o
YOLOVS para classificar comportamentos de catacao observados nos saguis, com 0 mesmo
enfoque de extrair informacgdes relevantes acerca dessas interagdes sociais.
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TITULO: Aprimorando sistema de deteccdo de sobressalto acustico para teste de
zumbido/tinnitus em roedores

Resumo

Este projeto tem como objetivo aprimorar a metodologia Gap Prepulse Inhibition of the
Acoustic Startle (GPIAS) para o estudo do zumbido em modelos animais, por meio do
desenvolvimento de solugdes tecnologicas e metodologicas que aumentem a precisio e a
confiabilidade de deteccao de supressao do reflexo de sobressalto acustico. Para isso, estao
sendo integrados precisos sensores célula de carga, conversores analdgico- digital (ADC) de
alta resolucdo, microcontroladores ESP32 com firmware dedicado e softwares em Python
capazes de executar estimulos auditivos, captar e analisar em tempo real os dados obtidos dos
experimentos. Também desenvolvemoss protétipos de cilindros de contencao em impressora
3D, atualmente em fase de testes, além da implementacdo de um ambiente experimental
controlado com isolamento acustico em sala e em caixa de madeira com alto-falante
embutido.

O protocolo prevée ainda a habituacao cuidadosa dos camundongos, como testes auditivos
prévios para garantir a integridade da audicdo antes da participa¢do nos experimentos. Apesar
dos avancgos propostos, o projeto enfrenta limitagdes importantes, como a variabilidade
natural do comportamento individual dos animais, afetando a intensidade do reflexo de
sobressalto, gerando uma necessidade de calibragao rigorosa dos equipamentos e
aperfeicoamento dos sistemas de andlises dos dados. Desta forma, a pesquisa busca inovar o
teste GPIAS, e contribuir para maior confiabilidade nos estudos experimentais sobre o
zumbido.

Palavras-chave: Tinnitus. Zumbido. Sistema Auditivo. GPIAS. Saude. Tecnologia.
TITLE: Improving acoustic startle detection system for tinnitus testing in rodents
Abstract

This project aims to improve the Gap Prepulse Inhibition of the Acoustic Startle (GPIAS)
methodology for studying tinnitus in animal models by developing technological and
methodological solutions that increase the accuracy and reliability of results. To this end, we
integrated precise load cell sensors, high-precision analog-digital converters (ADC), ESP32
microcontrollers with dedicated firmware, and Python software capable of executing auditory
stimuli and capturing and analyzing the data obtained during the experiments in real time.
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Prototypes of containment cylinders were also developed using a 3D printer and are currently
undergoing testing. A controlled experimental environment with acoustic isolation in a room
and a wooden box with a built-in speaker was also implemented.

The protocol also includes careful habituation of the mice, as well as auditory tests to ensure
hearing integrity prior to participation in the experiments. Despite the proposed advances, the
project has significant limitations, such as the natural variability of animal behaviour
(restless, sleep, relaxed, curiosity) influencing the startle reflex magnitude, the need for
rigorous equipment flexibility, the elimination of unwanted acoustic and electronic noise, and
improved data analysis systems. Thus, this research offers an innovative approach to improve
the GPIAS apparatus, contributing to greater reliability in experimental tinnitus studies.

Keywords: Tinnitus. Auditory System. GPIAS. Health. Technology.
Introducao

Um dos maiores desafios no estudo do zumbido (em Inglés tinnitus) ¢ a dificuldade inerente
em modelos animais de sinalizar a percep¢do de um som fantasma. Para superar essa barreira,
diversas abordagens comportamentais foram desenvolvidas para um animal sinalizar
percepcao de um som, ou nesse caso, zumbido sem fonte externa. Por exemplo, existem
testes baseados em lamber dgua ao ouvir um som especifico ou o treinamento para entrar em
uma camara especifica em resposta a um estimulo auditivo. No entanto, esses métodos
tradicionais sdo frequentemente demorados, exigem extenso treinamento do animal, e podem
gerar falsos positivos (Longenecker et al., 2018). A pesquisa sobre o zumbido tem avangado
significativamente com a introdu¢do de uma metodologia mais eficiente para a triagem e
avaliacao do zumbido em modelos animais: a Inibicao do Reflexo de Sobressalto Acustico
por falta de Pré-pulso (momento silencioso) (em Inglés Gap prepulse inhibition of acoustic
startle - GPIAS, Turner et al., 2006).

Diferente das técnicas anteriores que dependiam de condicionamento, o GPIAS nao exige
treinamento animal prévio e permite a avaliacdo do zumbido em uma Unica e curta sessao de
teste (Longenecker and Galazyuk, 2012). O método baseia-se na avaliagdao da capacidade de
deteccao de lacunas em um som de fundo continuo semelhante ao tinnitus. A ideia central da
técnica ¢, antes de um alto estimulo de sobressalto, a detec¢ao de uma breve lacuna silenciosa
inibe o reflexo de sobressalto actustico (em Inglés auditory startle reflex - ASR). Em animais
com zumbido, espera-se que essa capacidade de deteccao de lacunas seja prejudicada — ou
seja, haverd uma falta de inibicdo do ASR — caso o som de fundo que contém a lacuna seja
qualitativamente semelhante a frequéncia do zumbido, pois o zumbido efetivamente
"preencheria" a lacuna, mascarando-a (Lobarinas et al., 2013).

Apesar de seu uso crescente, torna-se evidente a necessidade de aprimorar tanto o
equipamento de GPIAS quanto os testes de audicao aplicados em animais (Longenecker and
Galazyuk, 2012). Um grande esfor¢o estd sendo focado na aprimoracdo de analise estatistica
(Schilling et al., 2017) e na implementacdo de andlise por video de alta precisdo(Wallace et
al., 2024). Em muitos casos, a limitagdo ndo esta apenas no paradigma experimental, mas na
precisdo e na sensibilidade dos dispositivos empregados (Longenecker and Galazyuk, 2012;
Wallace et al., 2024). Equipamentos que ndo conseguem captar de forma consistente as
variagoes no reflexo de sobressalto como antigos piezoelétricos, acelerometros, conversores
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ADC com baixa resolugdo, e ambientes que nao estejam livres de ruidos acusticos e
eletronicos podem comprometer a confiabilidade dos resultados. Isso leva a dificuldades na
diferenciagdo entre alteragdes genuinas na percepcao auditiva e falhas técnicas de detecgao
do sobressalto, podendo gerar exclusdes indevidas de animais ou interpretagdes equivocadas
sobre a presenga de zumbido.

Neste cenario, ¢ importante que sejam realizadas melhorias precisas nos set-ups dos
experimentos, com modelos diferentes de sensores capazes de capturar pequenos sinais
mecanicos (preferencialmente somente num eixo, como forca gravitacional), e que se
adaptem melhor ao comportamento de sobressalto pelo reflexo acustico. Além de sistemas
digitais capazes de processar esses dados com extrema precisao e operar em sincronia com os
protocolos de estimulo auditivo, alinhando precisamente os registros com 0os momentos
criticos dos estimulos auditivos.

Essa uniformidade pode contribuir para a detec¢ao do real efeito do zumbido, permitindo
uma maior comparabilidade entre estudos. Avancos no desenvolvimento de equipamentos
mais robustos, com maior sensibilidade e menor suscetibilidade a ruidos experimentais, bem
como o refinamento dos protocolos de teste auditivo, sdo fundamentais para aumentar a
precisdo diagnostica e fortalecer o papel do GPIAS como ferramenta confidvel na pesquisa
em neurociéncia auditiva.

Metodologia

Animais:

Antes da realizag@o dos experimentos, ¢ fundamental garantir a adequada habituagdo dos
camundongos ao ambiente de teste. Esse processo deve ser conduzido de forma gradual e
cuidadosa, visando reduzir o estresse dos animais e assegurar que as respostas registradas
reflitam efetivamente sua percepg¢ao auditiva, e ndo reacdes decorrentes da ansiedade ou da
novidade do contexto experimental. Durante a habituagdo, os animais sdo expostos ao
ambiente e ao equipamento em periodos controlados, permitindo que se familiarizem com os
estimulos presentes sem a aplica¢do imediata de protocolos de teste.

Outro aspecto essencial € o respeito ao ciclo circadiano dos camundongos, uma vez que a
atividade e a reatividade desses animais variam ao longo do dia. Realizar os testes em
horarios compativeis com o seu ritmo bioldgico contribui para a padronizagao dos resultados
e reduz a variabilidade associada a fatores comportamentais externos.

Além disso, a fun¢do normal do sistema auditivo dos camundongos deve sempre ser avaliada
antes do inicio dos experimentos. Testes de audicao sdo fundamentais para confirmar que os
animais apresentam audicdo integra e estdo aptos a participar dos estudos. Essa etapa ja esta
estabelecida no laboratdrio (Malfatti et al., 2022; Ciralli et al., 2023).

Nesse projeto de Iniciagdao Cientifica focamos na inovagdo de hardware e software. Assim, a
combinac¢do de habituagdo cuidadosa, respeito aos ciclos biologicos e avaliagdo criteriosa da
audi¢do representa um alicerce essencial para a obtengao de resultados consistentes e
cientificamente validos nas pesquisas envolvendo GPIAS e modelos animais de zumbido,
garantindo uma confiabilidade nas melhorias aplicadas ao equipamento.

Hardware:
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Foi desenvolvido um cilindro para conter os animais prototipado pelo software ONSHAPE,
utilizado para desenhos técnicos e modelagem 3D. Imprimimos os cilindros utilizando a
impressora 3D (ANYCUBIC), com o material PLA na cor azul. O Cilindro foi acoplado
mecanicamente de forma adequada a sensores células de carga de 100g, conectados a
conversores analogicos-digitais HX711, onde ¢ realizado a amplificacao de 22 vezes o sinal e
a conversdo dos sinais analodgicos para protocolos 12C digitais. Utilizamos cabos do tipo
jumper, conectados a uma matriz de contato desenvolvida especificamente para os
microcontroladores ESP-32S da NodeMCU, onde ¢ feita a comunicagao entre o
microcontrolador e o conversor ADC. Também foram desenvolvidos firmwares dedicados
para o ESP32 utilizando a linguagem de programagao C++, através do programa ARDUINO
IDE que também foi utilizado para compilar os scripts ao microcontrolador.

Software:

Complementarmente, foi desenvolvido um software em Python dedicado a recepgao e anélise
desses dados. A aplicacdo estabelece comunicagao direta com o ESP32, realizando a coleta
em tempo real e armazenando os registros em formato padronizado para posterior
processamento. Ferramentas de andlise de dados foram incorporadas ao software, permitindo
identificar automaticamente os principais momentos de variagdo nos sinais provenientes das
células de carga. Essa etapa nao apenas facilita a deteccao de padrdes relevantes para os
experimentos, como também reduz o tempo de interpretacdo manual e a suscetibilidade a
erros subjetivos. Dessa forma, a integracao entre hardware especializado e software analitico
oferece uma solugdo completa, capaz de aumentar significativamente a precisao, a
confiabilidade e a escalabilidade das medi¢des nos estudos de audi¢do animal e pesquisa em
zumbido.

Resultados e Discussoes

O presente projeto tem como objetivo aprimorar a metodologia de Gap Prepulse Inhibition of
the Acoustic Startle(GPIAS), empregada na investigacdo do zumbido em modelos animais. O
GPIAS ¢ amplamente utilizado por permitir a avaliacao indireta da percep¢ao auditiva a
partir da inibi¢do do reflexo de sobressalto, mas sua confiabilidade ainda enfrenta
questionamentos (Lobarinas et al., 2013). Em vez de focar no avango da anélise e/ou
estatistica, buscamos desenvolver um sistema simples embora mais sensivel, preciso e
padronizado, que garanta maior robustez na aquisi¢ao e analise de dados.

Um protétipo de cilindro foi desenvolvido através de software de modelagem 3D para
acomodar os camundongos durante os experimentos (Figura 1), garantindo posicionamento
em quatro patas, sem espago para o animal caminhar, ainda mantendo o conforto e sem
comprometer a coleta dos dados. O protdtipo inicial foi impresso em impressora 3D (Figura
2A-B), permitindo testar diferentes dimensdes e formatos até alcangar o design ideal,
avaliando tanto a ergonomia quanto a compatibilidade com os equipamentos de registro.

Apos a validagao do modelo, o cilindro sera produzido em material mais duravel, como
acrilico, apropriado para o ambiente laboratorial, priorizando superficies lisas e resistentes a
agentes de limpeza e desinfec¢do. Essa transi¢dao garantird maior biosseguranga, facilidade de
higienizac¢ao e longevidade do dispositivo, tornando-o adequado para o uso continuo em
pesquisas de audi¢do com modelos animais.
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No intuito de superar limitagdes existentes e aprimorar a qualidade das medigdes no
paradigma GPIAS, propomos a incrementag@o de um sistema baseado em sensores de célula
de carga de alta precisao (100g), integrados a conversores analdgicos-digitais (HX711) de
elevada resolucdo e taxa de amostragem (Figura 2C). Estes sensores permitem a deteccao
extremamente sensivel de variagdes minimas na resposta fisica do animal, garantindo maior
robustez e confiabilidade nos registros. Para o processamento local, sdo empregados
microcontroladores ESP32, capazes de aliar baixo consumo energético, conectividade sem fio
e suporte a protocolos de comunicacdo de alta velocidade, assegurando o envio continuo dos
dados em tempo real. O desenvolvimento de firmware especifico para o ESP32 possibilita o
controle preciso da aquisicdo, filtragem preliminar de ruidos e transmissao eficiente dos
sinais coletados (Figura 2).

Além disso, o equipamento GPIAS serd instalado dentro de uma caixa de madeira
desenvolvida especialmente para o experimento (Figura 2D). A estrutura contard com
isolamento acustico adicional por meio de revestimento interno em espuma (Figura 2D), o
que reforga a proteg¢do contra ruidos indesejados e proporciona maior controle sobre os
estimulos apresentados. No teto da caixa estd embutido um alto-falante, estrategicamente
posicionado para oferecer uma distribui¢do uniforme do som no interior, garantindo a
padronizacdo dos testes e a confiabilidade dos resultados obtidos (Figura 2E).

Testes preliminares

Para validar o modelo experimental do GPIAS, realizamos um teste piloto com camundongo
(Figura 3). Os principais objetivos deste teste foram:

Avaliar a qualidade ergonémica do cilindro de acomodacio para o animal

Embora modelos semelhantes de cilindros ja sejam utilizados em outros experimentos,
validar a eficiéncia do dispositivo desenvolvido foi uma etapa essencial. Neste teste,
analisamos o conforto do animal e a necessidade de limitar seus movimentos (Figura 3A). O
resultado foi satisfatorio: o cilindro acomodou o camundongo de forma eficiente, permitindo
movimentos simples, como virar de um lado para o outro, mas restringindo a caminhada para
evitar sobrecarga de dados durante a andlise.

Analisar a eficiéncia do sensor de célula de carga

A substitui¢ao do tipo e modelo de sensor utilizado no GPIAS, juntamente com a adog¢do de
um modulo ADC (analdgico-digital), foi uma modificagdo relevante no equipamento.
Avaliamos sua eficiéncia na captacdo de pequenas variagcdes motoras dos roedores (Figura
3C-D). O sistema apresentou resultados surpreendentes, demonstrando alta sensibilidade aos
movimentos do camundongo e significativa resisténcia a ruidos externos, evidenciando a
robustez da aquisi¢do de dados pelo hardware.

Captar o sinal do reflexo de sobressalto acistico com o sistema proposto

Também testamos a eficiéncia do hardware em conjunto com o software desenvolvido para a
captura do reflexo de sobressalto acustico. Esta etapa foi fundamental, uma vez que um dos
objetivos centrais do trabalho ¢ identificar e distinguir esse reflexo com maior precisao. Nao
aplicamos ainda o protocolo completo do GPIAS, mas buscamos avaliar o sinal bruto do
reflexo, bem como a sensibilidade e eficiéncia do modelo.

Para tal, instalamos o equipamento no ambiente real dos futuros experimentos (Figura 3B).
Emitimos em momentos aleatdrios sons pelos alto-falantes, semelhantes aos utilizados nos
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testes GPIAS, registrando os momentos exatos da emissdo em sincronia com o sinal
adquirido em tempo real (Figura 3C-D).

Observamos um padrdo consistente nos sinais associados ao reflexo de sobressalto, que ainda
necessita de validagdo em experimentos posteriores. A analise revelou, no momento do
reflexo, um pico positivo de grande amplitude seguido de um pico negativo (Figura 3C), e
posteriormente uma rampa decrescente que estabiliza brevemente (Figura 3D). Esse periodo
de imobilidade pode indicar um pequeno comportamento de freezing apos o reflexo,
sugerindo um possivel modelo inicial para quantificagdo dos sinais.

Reforcamos a importancia da realizagdo de novos testes, com maior nimero de animais e
sessOes experimentais, a fim de compreender melhor os padrdes do reflexo de sobressalto e
calibrar adequadamente um software capaz de analisar os resultados com precisao.

Limitacoées e dificuldades do projeto

Apesar dos avangos planejados, o projeto enfrenta desafios importantes. O proprio paradigma
GPIAS apresenta limitagdes, como a dependéncia de um reflexo de sobressalto robusto para
permitir medigdes confiaveis. Em animais com perda auditiva ou com reflexo naturalmente
reduzido, pode haver dificuldades na interpretagdo dos dados, levando a exclusdes indevidas
ou at¢ a falsos positivos. Outro ponto ¢ a variabilidade do reflexo de sobressalto, que pode ser
influenciada por fatores como intervalos entre tentativas, adaptagdo sensorial, exigindo
analises estatisticas rigorosas para distinguir entre perda real de deteccao de lacunas e simples
alteragOes na reatividade do animal.

Do ponto de vista técnico, ainda existem desafios relacionados a precisdo dos equipamentos ¢
a padronizagdo dos testes auditivos. Os protdtipos de cilindros precisam passar por ajustes
para equilibrar conten¢do adequada e bem-estar dos animais, enquanto a escolha do material
final deve atender simultaneamente aos critérios de durabilidade, biosseguranga e facilidade
de higienizacao. O sistema de aquisi¢ao de dados, embora promissor, requer calibragao
cuidadosa dos sensores de carga, dos conversores e da comunicacao com o ESP32, além de
validagdo do software em Python para garantir que os algoritmos de detec¢do ndo introduzem
vieses.

Realizamos testes iniciais utilizando diferentes formatos de recipientes para acomodagao do
animal. Primeiramente, testamos um recipiente acrilico de formato retangular, habitualmente
usado em outros tipos de experimentos. Contudo, por ser muito espacoso, ele permitia grande
movimenta¢do do animal, o que poderia dificultar a filtragem dos sinais que de fato
representavam um reflexo de sobressalto. Diante desse desafio, passamos a desenvolver
novos modelos de recipientes em impressora 3D, optando por um formato cilindrico e de
tamanho reduzido, que se mostrou mais adequado por limitar a quantidade de movimentos
realizados pelos animais.

Outro desafio importante esteve relacionado ao hardware: a escolha de um sensor ideal para
captar o reflexo de sobressalto, bem como o desenvolvimento de um sistema mecanico para
acopla-lo ao cilindro. Os sensores do tipo célula de carga, apesar de sua alta precisdo, exigem
uma montagem mecanica especifica para evitar efeitos indesejaveis, como alavancagem e
amortecimento do sinal.
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Além disso, a sele¢ao do conversor ADC também foi um ponto critico. Atualmente
utilizamos os conversores HX711, que apresentam boa resolucdo, mas uma taxa de
amostragem ainda limitada. Futuramente, pretendemos testar o ADS1230, que também
oferece alta resolugdo e uma taxa de amostragem superior. No entanto, trata-se de um
componente de dificil acesso no mercado brasileiro de eletronicos.

Em resumo, a pesquisa se propde a superar fragilidades metodoldgicas e técnicas do GPIAS
por meio de inovacdes em hardware, software e protocolos experimentais, mas enfrenta
limitacdes relacionadas a variabilidade bioldgica dos animais, precisdo dos dispositivos e a
padronizagdo do ambiente de teste.

Conclusao

O equipamento experimental contempla pesquisa que combina inovagdo tecnoldgica, cuidado
metodologico e respeito ao bem-estar animal, buscando aumentar a confiabilidade dos
resultados na investigagdo do zumbido. Com esse avango, buscamos contribuir para os
modelos experimentais equipados com GPIAS, amplamente utilizados em diversos
laboratérios ao redor do mundo, fortalecendo pesquisas que visam a uma compreensao mais
profunda do sistema auditivo e, em especial, dos mecanismos relacionados ao tinnitus.

Os testes praticos realizados demonstraram a aplicabilidade do sistema desenvolvido e
reforcaram sua robustez tanto na ergonomia do cilindro de acomodag¢ao quanto na
sensibilidade do sensor e na captura dos sinais do reflexo de sobressalto actstico. Embora
preliminares, esses resultados evidenciam o potencial do equipamento em oferecer dados
consistentes, a0 mesmo tempo em que preserva o bem-estar animal e reduz interferéncias
externas.

O desenvolvimento tecnoldgico e metodologico do sistema GPIAS representa um potencial
de avango importante, ao proporcionar maior uniformidade e confiabilidade na detec¢do do
tinnitus em roedores. Essa melhoria pode impactar positivamente um grande nimero de
estudos, reduzindo inconsisténcias e aumentando o aproveitamento dos esfor¢os de pesquisa.
Dessa forma, espera-se oferecer aos profissionais maior seguran¢a na aquisicao e analise dos
dados, favorecendo diagndsticos mais precisos e consistentes.
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Resumo

O aprendizado de extingdo permite que respostas comportamentais previamente adquiridas,
como o medo, sejam ajustadas frente a mudancas no ambiente. No condicionamento
pavloviano, um estimulo inicialmente neutro, ao ser pareado com um estimulo aversivo,
passa a provocar resposta de medo. A extin¢do, dependente de erro de previsdo, ndo elimina a
memoria original, mas estabelece um novo aprendizado inibitorio. A tarefa de esquiva
inibitoria foi utilizada como modelo para estudar a memoria aversiva em roedores, onde o
tempo de descida da plataforma para a grade foi avaliado ao longo das sessdes, que sdo
realizadas na auséncia de choque. Ratos Wistar machos com implantes de microeletrodos no
hipocampo para registro da atividade elétrica cerebral foram submetidos a tarefa. Nossos
dados indicam que a memoria de medo pode ser extinta em uma Unica sessao e que a descida
da plataforma no momento da extingdo ¢ acompanhada por um aumento do acoplamento de
oscilagdes teta e de alta frequéncia. Nossos achados destacam esse acoplamento como
possivel biomarcador eletrofisioldgico da extingao.

Palavras-chave: Extingdo. Acoplamento teta-alta frequéncia. Hipocampo.
TITLE: Electrophysiological characterization of the extinction process
Abstract

Extinction learning allows previously acquired behavioral responses, such as fear, to be
adjusted in the face of environmental changes. In Pavlovian conditioning, an initially neutral
stimulus, when paired with an aversive stimulus, comes to elicit a fear response. Extinction,
which depends on prediction error, does not erase the original memory but instead establishes
a new inhibitory learning. The inhibitory avoidance task was used as a model to study
aversive memory in rodents, in which the latency to step down from the platform to the grid
was evaluated across sessions performed in the absence of shock. Male Wistar rats with
hippocampal microelectrode implants for recording brain electrical activity were subjected to
the task. Our data indicate that fear memory can be extinguished in a single session and that
stepping down from the platform at the moment of extinction is accompanied by an increase
in theta—high-frequency coupling. Our findings highlight this coupling as a potential
electrophysiological biomarker of extinction.
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Introducao

O medo ¢ uma das respostas de sobrevivéncia mais importantes para os seres vivos. Por
isso, formas de aprendizagem baseadas no medo tém sido amplamente investigadas, trazendo
avangos significativos para a neurobiologia do aprendizado e da memoria (IZQUIERDO et
al., 2016). Em animais, o aprendizado pavloviano e o instrumental sio amplamente usados
para estudar o medo. No condicionamento pavloviano, um estimulo condicionado (CS),
inicialmente neutro (como um som), ¢ apresentado junto a um estimulo incondicionado (US),
como um choque elétrico. Apos a associagdo CS—US, o som passa a evocar uma resposta
condicionada de medo (PAVLOV, 1927; DVIR et al., 2019). A resposta de medo ¢ alterada
pela auséncia de refor¢o, ou seja choque. A resposta de medo diminui, 0 que caracteriza a
extingdo. A extingdo ¢ crucial para permitir que comportamentos aprendidos se ajustem a
novos contextos (IZQUIERDO et al., 2006). Embora parega apagar o aprendizado anterior, a
exting¢do trata-se de um novo aprendizado que inibe a resposta prévia (RESCORLA, 2001;
BOUTON, 2017).

Evidéncias mostram que o aprendizado original (pavloviano) gera a resposta, enquanto que
o da extingdo inibe a resposta. Para que a extingao ocorra, ¢ necessario um erro de previsao:
no contexto de extin¢do, a auséncia ou redu¢do do US em relagdo ao esperado promove a
inibicao da resposta. (BOUTON et al., 2020; RESCORLA, 2006). Segundo Rescorla (2001),
aumentar a discrepancia entre expectativa e realidade pode fortalecer o aprendizado da
extingao.

A tarefa de esquiva inibitoria (EI) ¢ amplamente utilizada para investigar o aprendizado
aversivo (IZQUIERDO et al., 2016), baseando-se na tendéncia exploratoria de roedores
diante de novos ambientes (JABLONSKI et al., 2013). No treino, o animal ¢ colocado em
uma caixa e recebe choque nas patas ao descer de uma plataforma; no teste, avalia-se o tempo
que permanece na plataforma (CAMMAROTA et al., 2003). Altas laténcias indicam boa
retengdo, e baixas, pouca retengdo ou amnésia (GOLD, 1986). Testes repetidos sem choque
levam a exting¢do da resposta (VIANNA et al., 2001).

A EI envolve aprendizado pavloviano, em que o choque (US) e o contexto (CS) sdo
pareados, evocando resposta aversiva no teste, Durante o teste, podem ocorrer
comportamentos como congelamento, alongamento, grooming, rearing e avaliagdo de risco
(GOLD, 1986). A EI ¢ uma tarefa dependente de hipocampo, onde os individuos aprendem
em uma Unica sessdo de treino, isso permite investigar as diferentes fases do processamento
mnemonico associado a ela (ABEL; LATTAL, 2001; MCGAUGH; SHAW, 1990).

A atividade oscilatéria cerebral também influencia a recuperacdo de memorias de extingao,
coordenando interagdes entre regides cerebrais durante tarefas cognitivas e comportamentais
(FRIES, 2015). Varias regides encefalicas participam do do aprendizado de extingao, de
particular importancia, o hipocampo. A literatura sugere, que no hipocampo ha aumento do
acoplamento teta—gama (RADISKE et al., 2020; TORT et al., 2009), além de maior sincronia
entre hipocampo e outras estruturas. Esses achados indicam papel critico das oscilagdes
regides encefalicas, particularmente envolvendo o hipocampo, embora ainda ndo haja
definicdo de uma assinatura eletrofisioldogica especifica para a extingdo da memoria de
evitamento.

Metodologia
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Sujeitos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade, pesando entre 300 ¢ 350 g. Os
animais foram mantidos em caixas-moradia individualmente apds a cirurgia, com
temperatura e umidade controladas, 4gua e comida ad libitum, e sob um ciclo claro/escuro de
12 horas. Os experimentos foram realizados durante o periodo claro do ciclo e todos os
procedimentos estiveram de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de
Experimenta¢do Animal (CONCEA) e foram aprovados a avaliagdo da Comissio de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

Procedimentos cirurgicos

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para o implante de uma matriz de
microeletrodos de 32 canais sem canulas-guia, para aquisi¢ao do sinal eletrofisioldgico. Para
a confecgdo, foram utilizados fios de tungsténio de 30 um e canulas de ago inoxidavel de 0,2
mm de calibre, conforme descrito por Rossato et al. 2019 e Ramanathan et al. 2018.

Para o implante da matriz, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica nas seguintes
coordenadas: CA1l do hipocampo: AP -4,2 mm, ML +2,4 mm, DV -3,0 mm; Paxinos e
Watson, 2006.

Tarefa comportamental

Foi utilizada a tarefa de esquiva inibitéria (step-down). O aparato consiste em uma caixa
metalica (50 x 25 X 25 cm) com piso composto por barras de bronze (I mm de didmetro,
espagadas em 1 cm) e uma plataforma de madeira (7 x 25 cm) em uma das extremidades.

e Treino: o animal foi colocado na plataforma, voltado para a parede oposta a grade. Ao
descer e tocar a grade com as quatro patas, recebia um choque elétrico (0,4 mA por 2 s),
sendo imediatamente retirado e devolvido a gaiola moradia.

e Extincdo (24h apds o treino): os animais foram novamente colocados na plataforma e foi
avaliado o tempo de laténcia para descer da mesma (max. 600 s). Quando o animal descia,
iniciava-se a sessao de extin¢do, na qual o animal podia explorar livremente aparato por 300 s
sem receber choque.

e Teste (48h apos o treino): os animais foram novamente colocados sobre a plataforma e foi
avaliado o tempo de descida para a grade. Assim que o animal descia da plataforma ele era
retirado do aparato comportamental.

Na figura 1 pode-se observar o desenho do protocolo experimental.

Eletrofisiologia

A atividade elétrica encefilica foi registrada utilizando o sistema de aquisicdo de dados
CerePlex Direct (Blackrock Microsystems LCC, Utah, EUA). Os sinais das single-units
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foram amplificados (x10.000), digitalizados (30 kHz) e armazenados em um computador
para andlise posterior. Os sinais LFP (local field potential) foram adquiridos na frequéncia de
amostragem de 30 kHz e filtrados com passa-banda entre 0,3 ¢ 500 Hz.

Analise dos dados

A andlise dos dados coletados foi realizada com rotinas personalizadas escritas em Python.
Foi utilizado o método do periodograma de Welch (com janelas de Hamming de 3 s e
sobreposi¢do de 75%) para computacdo de espectros de poténcia, filtrados nas bandas teta (5—
10 Hz), beta (12-30 Hz) e gama (30-80 Hz) e armazenados para analises posteriores. Para
avaliar as oscilagdes nas bandas de frequéncia analisadas durante a tarefa EI, as sessdes de
teste e extingdo tiveram sua poténcia normalizada utilizando os dados de uma sessao basal de
cada sujeito.

Resultados e Discussoes

O aprendizado de extingdo permite que respostas comportamentais previamente adquiridas,
como o medo, sejam ajustadas frente a mudangas no ambiente. No condicionamento
pavloviano, um estimulo inicialmente neutro, ao ser pareado com um estimulo aversivo,
passa a provocar resposta de medo. A extin¢ao, dependente de erro de previsao, ndo elimina a
memoria original, mas estabelece um novo aprendizado inibitorio.

A tarefa de esquiva inibitdria ¢ um modelo amplamente utilizado para estudar memoria de
medo em roedores. Nela a inferéncia da memoria ¢ feita nas sessoes de teste pela mensuracao
do tempo que os animais passam sobre a plataforma antes de descerem para a grade.
Repetidos testes sem puni¢do levam a extingdo da resposta aversiva. Neste estudo, ratos
Wistar machos receberam implantes de microeletrodos no hipocampo para registro da
atividade elétrica cerebral. Apds a recuperacdo, os animais foram treinados na esquiva
inibitéria e passaram pelo protocolo de extingdo descrito previamente e foram testados. As
oscilagdes hipocampais foram registradas ao longo da sessao de extingao e na sessao de teste.

Para testar o protocolo de extingdo, os animais foram treinados com um choque elétrico de
0,4 mA. Um grupo foi submetido ao protocolo de extingao, enquanto o outro permaneceu em
suas caixas-moradia. Os animais foram testados 24 h ou 48 h apos o treino, e a laténcia para
descer da plataforma foi registrada. Os dados da figura 2 sdo apresentados como mediana e
intervalo interquartil; n = 8—11 animais por grupo. Nossos resultados mostram que a extingdo
ocorre em uma unica sessao comportamental. No dia do teste, os animais foram divididos em
dois grupos, um que ndo passou pela extingdo (barras cinzas) e um que passou pela extingdo
(barras vermelhas). A memoria de extingdo ¢ evidenciada em um teste 48 h apds o treino.

® Treino x Teste 48h (Sem Extin¢do) — aumento significativo da laténcia no grupo sem
extingdo (Wilcoxon pareado, p = 0,0078), confirmando aquisi¢do da memoria aversiva.

e Teste 48h (Sem Extin¢ao) x Teste 48h (Extin¢ao) — laténcia significativamente menor no
grupo Extincdo (Mann—Whitney U, p = 0,0035), evidenciando efeito da extingdo na
atenuacao da resposta de esquiva.
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e Treino x Teste 24h (Extin¢do) — aumento significativo da laténcia no grupo Extingao
(Wilcoxon pareado, p = 0,0010), indicando que, nesse momento intermediario, ainda ha
presenca de resposta de medo.

Esses resultados confirmam que o protocolo adotado induz memoria aversiva robusta no
grupo Sem Extin¢do e que a manipulagdo experimental reduz a resposta de esquiva no grupo
Extingdao. Além disso, a persisténcia de laténcias elevadas no teste de 24h pods-extingao no
grupo Extin¢do reforca a ideia de que o processo de extingdo envolve etapas dinamicas,
inicialmente demandando tomada de decisdo sob ameaga presumida e, posteriormente,
permitindo a reavaliacdo do contexto como seguro.

Durante a sessao de extingdo, na qual o animal ¢ colocado sobre a plataforma e ele desce,
observamos que o acoplamento fase—amplitude entre oscilagdes teta e de alta frequéncia
(HFO) no hipocampo variou de acordo com o momento comportamental (Figura 3). A analise
dos comodulogramas revelou aumento claro da modulagdo teta—HFO no intervalo
imediatamente anterior a descida (50 s), em comparagao com o periodo de 10-5 s prévio.
Esse efeito foi confirmado pela anélise estatistica do indice de modulag¢dao (MI) normalizado
(Figura XX), que mostrou diferenga significativa entre os intervalos (teste de Friedman, y* =
17,54, p <0,0001). O pos-teste de Dunn indicou que o MI foi significativamente maior em 5—
0 s antes do step-down em relacdo a 10-5 s antes (**p < 0,001) e também em relagdo ao
intervalo de 0-5 s apos (*p < 0,01). Esses resultados sugerem que o aumento do acoplamento
teta—HFO precede a resposta de esquiva, possivelmente refletindo maior demanda de
processamento avaliativo diante da ameaca.

Além disso, a andlise de regressdo linear entre 0 MI normalizado e a razdo de laténcia
Reteste/Teste revelou associacdo positiva significativa (Figura 3c¢; R* = 0,649, p = 0,031).
Esse achado indica que animais com maior acoplamento teta—HFO durante o momento critico
da extin¢do apresentaram maior manuten¢do da resposta de esquiva no reteste, sugerindo que
a atividade oscilatoria hipocampal pode predizer a persisténcia da memoria aversiva.

(a) Representacdo esquematica dos estados comportamentais durante os intervalos de 10-5 s
antes, 5-0 s antes e 0-5 s apos o step-down, acompanhada pelos comodulogramas
correspondentes (frequéncia de fase x amplitude).

(b) Indice de modulagdo (MI) teta—HFO normalizado nos trés intervalos comportamentais
mostrados em (a). Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média (SEM). O
teste de Friedman revelou efeito significativo (y* = 17,54, p < 0,0001). O pos-teste de Dunn
com corre¢ao de Bonferroni indicou diferencga significativa entre 10-5 s antes e 5-0 s antes
(**p <0,001) e entre 5-0 s antes e 0-5 s apds (*p < 0,01).

(c) Regressao linear entre o MI normalizado e a razao Reteste/Teste. Observou-se associacao
positiva significativa (R* = 0,649, p = 0,031), indicando que maiores valores de modulagdo
teta—HFO estdo relacionados a uma maior razdo de laténcia no reteste, refletindo um
comportamento de esquiva sustentado.

Conclusao
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Nosso estudo destaca o acoplamento teta-HFO como um promissor marcador
eletrofisiologico para a memoria de extingdo. Essas descobertas ajudam a preencher uma
lacuna critica na nossa compreensao dos mecanismos neurais subjacentes a aprendizagem de
extingdo aversiva. Pesquisas futuras irdo explorar se interrup¢des nesse mecanismo de
acoplamento afetam a aquisicdo e a recordagdao da memoria de extingdo, potencialmente
oferecendo insights mais profundos sobre a base neural dos transtornos de memoria
traumatica.
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Anexos

Figura 1. Esquema do protocolo experimental.

Figura 2. Extin¢do na tarefa de esquiva inibitoria step-down.

Figura 3. Acoplamento fase—amplitude teta—HFO no hipocampo durante a tarefa de esquiva
inibitoria com step-down.
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TITULO: Envolvimento da degradagdo proteica hipocampal na persisténcia da
memoria de extingéo
Resumo

As memorias de medo podem ser bastantes persistentes, no entanto, nao sao estaticas: quando
evocadas, podem seguir caminhos distintos. A evocada repetida nao refor¢ada pode levar ao
processo de extingdo, no qual uma nova memoria reduz a resposta aversiva original. Por
outro lado, a evocacdo também pode tornar a memdria labil, exigindo sua reestabilizacdo por
meio da sintese proteica em um processo denominado reconsolidagdo. Estudos indicam que o
hipocampo dorsal esta envolvido na modulag¢ao das memorias de medo ou aversivas. No
entanto, os mecanismos moleculares que regulam esse processo permanecem pouco
compreendidos. Alguns estudos sugerem que a degradagdo proteica mediada pelo
proteassoma controla a remodelacdo sinéptica, regulando a disponibilidade de receptores
AMPA na densidade pos-sinaptica, os quais sdo fundamentais para a plasticidade sindptica e
para o armazenamento de memorias. Neste trabalho utilizamos ratos machos Wistar com
canulas implantadas no hipocampo dorsal. Os animais foram submetidos ao protocolo de
extingao na tarefa de esquiva inibitoria e foram tratados com lactacistina ou pep2m. Nossos
dados indicam que a infusdo intra-hipocamapal de lactacistina ou pep2m imediatamente apos
a reativacao da memoria de extingao prejudica a persisténcia da mesma, o que ¢ evidenciado
pelo aparecimento da memoria de medo original.

Palavras-chave: Reconsolidagéo. Hipocampo. AMPA. Degradacgao proteica.
TITLE: Hippocampal protein degradation in the persistence of extinction memory
Abstract

Fear memories are highly persistent, yet they are not static. Upon retrieval, they may follow
distinct trajectories. Repeated non-reinforced retrieval induces extinction, whereby a new
memory trace attenuates the original aversive response. Conversely, retrieval can render the
memory labile, requiring restabilization through protein synthesis in a process known as
reconsolidation. Evidence indicates that the dorsal hippocampus contributes to the
modulation of fear or aversive memories. However, the molecular mechanisms underlying
this regulation remain poorly understood. Previous studies suggest that proteasome-mediated
protein degradation governs synaptic remodeling by modulating the availability of AMPA
receptors at the postsynaptic density, which are essential for synaptic plasticity and memory
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storage. In the present study, we used male Wistar rats implanted with cannulae in the dorsal
hippocampus. The animals underwent an extinction protocol in the inhibitory avoidance task
and received treatment with lactacystin or pep2m. Our findings show that intra-hippocampal
infusion of lactacystin or pep2m immediately after extinction memory reactivation impairs its
persistence, as demonstrated by the re-emergence of the original fear memory.

Keywords: Reconsolidation. Hippocampus. AMPA. Protein degradation.

Introducao

A memoria ¢ a capacidade do individuo de recordar e armazenar informacgdes (Nader, 2015).
Tem a fun¢do de adaptar o organismo ao ambiente por meio da aprendizagem, modificando
comportamentos para favorecer a sobrevivéncia (Ortega et al., 2022).

O aprendizado possibilita que informagdes adquiridas sejam armazenadas em memorias de
longa duragdo (MLD), embora nem sempre com consequéncias positivas. Sobre isso, 0 medo
intenso induz memdrias persistentes que podem resultar em evitagdo exacerbada e levar ao
desenvolvimento de fobias e outros transtornos de ansiedade (Glenberg, 1997; Almaraz et al.,
2023).

As MLD nao sdo fixas e imutaveis e a repeticao de lembrancgas ndo reforgadas pode levar a
reducdo gradual da resposta e a extingdo do trago mnemonico, resultando em uma nova
associa¢do que diminui a intensidade da resposta original aprendida (Ferrara et al., 2019; Inda
etal., 2011).

As MLD podem se desestabilizar quando reativadas e, para perdurarem, devem passar por
uma reestabilizacdo dependente da sintese protéica em um processo denominado
reconsolidagdo (Misanin et al., 1968; Przybyslawski et al., 1997; Nader et al., 2000). Durante
a reconsolidacdo, engramas preexistentes podem ser atualizados e refor¢ados (Hardt et al.,
2010; McKenzie et al., 2011; Dudai, 2012). Assim, a reconsolidacao e a extingao
desempenham papéis opostos; a reconsolidacdo mantém ou fortalece a memoria do medo,
enquanto a extingdo a enfraquece (Kida, 2023).

Nosso laboratério tém demonstrado que o hipocampo ¢ fundamental para a ocorréncia da
reconsolidagdo da memoria de extingao, sugerindo sua participacao apenas quando a
reativagdo envolve um erro de predi¢do, ou seja, nos casos em que o que ¢ esperado nao
condiz com o que de fato acontece (Rossato et al., 2010; Radiske et al., 2015; Radiske et al.,
2017).

Embora numerosas evidéncias indiquem o envolvimento de diferentes proteinas na
reconsolida¢do da memoria de extingdo, os mecanismos que regulam a degradacdo proteica
nesse fenomeno permanecem pouco compreendidos. Algumas teorias apontam que a
degradacdo proteica, mediada pelo proteassoma, regula a sintese proteica e a remodelagdo da
densidade pds-sindptica por meio da eliminag¢do de proteinas estruturais sinapticas (Kaang et
al., 2009; Lee et al., 2008).

A comunicagdo sinaptica € regulada em grande parte por alteragdes na composicao das
proteinas na sinapse, em particular, das proteinas localizadas na densidade pos-sinéptica, que
estruturam intimamente os receptores com seus sistemas de transdugao de sinal. Além disso,
mudancas duradouras na for¢a da eficacia sinaptica sao controladas pela adicao ou remocgao
de receptores na densidade pos-sinaptica (Delint-Ramirez et al., 2010; Bats et al., 2007).
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Os receptores AMPA sdo de extrema importancia pois estdo relacionados com a formacao de
circuitos neurais € com o processamento das informagdes no sistema nervoso central (Chater
et al., 2014; Cao et. al., 2023). Sendo assim, a regulagao da expressao e a funcao dos
receptores AMPA ¢ fundamental para os processos de aprendizado e memoria (Cull-Candy et
al., 2006; Traynelis et al., 2010; Swanson et al., 1997).

Portanto o entendimento de como a degradacao proteica regula a sintese de proteinas na
remodelagdo da densidade pds-sindptica, através da modificagdo da reciclagem de rAMPA ¢
de suma importancia, pois 0s processos plasticos relacionados ao processamento mnemaonico
dependem desta atividade sinaptica.

Metodologia

Descri¢ao da area de estudo ¢ modelo animal

Trata-se de um estudo quantitativo com desenho de pesquisa do tipo experimental com a
utilizacao de ratos machos adultos da linhagem Wistar. Todo o estudo foi realizado no
Laboratdrio de Pesquisas da Memoria do Instituto do Cérebro (ICe) da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte (UFRN) localizado em Natal, Rio Grande do Norte. Os animais
serdo tratados conforme a Lei numero 6638 de 8/5/79 que regulamenta o uso de animais para
pratica didatico-cientifica. Eles receberam ragdo e 4gua a vontade e permaneceram no ciclo
de 12h claro/escuro, tendo a temperatura controlada (21°C). Em cada caixa (caixa padrdo de
polisulfona 49cm x 34cm x 16cm) foram mantidos 5 animais, sendo acopladas a um mini-
isolador, com 40 trocas de ar por hora (Alesco®, Ltda., Monte Mor - Sdo Paulo - Brasil).
Seguindo as diretrizes éticas da Leit AROUCA (Lei n°® 11.794/2008) aprovadas pela Comissao
de Etica no Uso de Animais/UFRN, Certificado 384.010/2024. O aluno realizou o curso de
manejo de animais (Figura 1).

Procedimentos cirurgicos para implante de canula

Para os procedimentos cirurgicos de implantacao de canulas, os animais foram anestesiados
por administracdo i.p. de cloridrato de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e
posteriormente foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacao bilateral de
canulas na regido CA1 do hipocampo dorsal (AP - 4.2 mm; ML £ 3.0 mm; DV - 3.0 mm;
Paxinos e Watson, 2006). Como as cirurgias para implantacdo de canulas no hipocampo
duram em média 25-30 minutos, a associagdo de ketamina + xilazina, que possui um efeito
anestésico leve a moderado, ¢ suficiente para a seguranca do animal. Os animais foram
mantidos nas suas gaiolas moradias originais ap6s o procedimento cirtrgico.

Todos os animais receberam meloxicam (2 mg/kg,s.c.) como analgésico imediatamente antes
da cirurgia e nos trés dias subsequentes. Os experimentos comecaram de 7 a 10 dias apos a
cirurgia.

Procedimentos comportamentais na tarefa de esquiva inibitéria (EI)

A tarefa de esquiva inibitdria € comumente usada para investigar processos de aprendizagem
e memoria de evitacdo em roedores. Trata-se de um paradigma de condicionamento ao medo
muito utilizado, no qual o estimulo condicionado ¢ a parte segura da caixa, a plataforma, o
estimulo incondicionado ¢ um choque nas patas do animal quando o mesmo desce da
plataforma e a resposta condicionada € permanecer na area segura, resultando no aumento da
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laténcia de descida da plataforma apods a exposicao ao estimulo incondicionado (Cammarota
et al., 2004; Bevilaqua et al., 2003).

O treino foi realizado em uma caixa de Plexiglas de 50 x 25 x 25 cm equipada com um piso
de grade através do qual choques foram aplicados nas patas dos animais (Figura 2). Na
extremidade esquerda do piso gradeado hd uma plataforma de madeira de 5 x 8 x 25 cm. Para
o treinamento, os animais foram colocados na plataforma voltados para o canto traseiro
esquerdo da caixa de treinamento e, ao descerem a grade com as quatro patas receberam um
choque (0,4 mA durante 2 segundos). Imediatamente apds o choque os animais foram
removidos da caixa de treinamento e colocados na gaiola moradia.O tempo maximo de
permanéncia na plataforma nessa sessdo foi de 30 segundos; animais que nao desceram nesse
intervalo foram excluidos do estudo.

A extincdo da memoria foi conduzida em cinco sessdes consecutivas, uma vez por dia. Em
cada sessdo, o animal foi colocado novamente sobre a plataforma, mas ao descer para o piso
nao recebia choque e podia explorar a caixa por 30 segundos. Caso ndo descesse
espontaneamente em até 300 segundos, era empurrado até o piso gradeado. Animais que, ao
final das sessdes de extingdo, apresentaram laténcia de descida superior a 30 segundos
também foram excluidos do estudo. A reativacdo da memoria de extingdo ocorreu no 7° dia.
Nessa sessao, o animal foi colocado na plataforma e, ao descer, foi imediatamente retirado da
caixa, sem receber choque e, submetido aos diferentes tratamentos farmacolédgicos. A sessao
de teste foi realizada 1 ou 7 dias ap6s a reativagdao, muito semelhante a da sessdo de treino,
exceto pelo fato de que o animal ndo recebeu choque ao descer da plataforma (Figura 2).

Infusdo das drogas

As microinjecdes (1 pl/lado) foram realizadas em salas limpas adjacentes a sala experimental
através de infusores acoplados as canulas guia e conectados a seringas Hamilton com tubos
Tygon. A taxa de fluxo (0,5 pl/min) foi controlada usando bombas de infusdo. Apos
completar as microinjec¢des, deixamos os infusores no lugar por 1 min para minimizar o
refluxo.

Drogas infundidas:

e PEP2m (inibe a interacdo NSF/rAMPA, inibe a expressao de rAMPA na membrana
sinaptica; 5 pmol/ul - Ralph et al., 2001; Rossato et al., 2019).

e LACTACISTINA (inibidor irreversivel do proteassoma 26S; 32 ng/ul - Jarome et al.,
2011).

Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism. Para comparagdes entre dois
grupos usamos o teste-t de Student, e para comparagao entre trés ou mais grupos, utilizamos
ANOVA de medidas repetidas seguidas de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi
5%.

Resultados e Discussoes
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A recordagdo repetida e ndo reforcada pode induzir a extingdo de memorias consolidadas,
uma forma de aprendizagem que envolve a formacdo de uma nova associagao que inibe a
expressao da original. Estudos do nosso laboratério indicam que a recordagao torna a
memoria de extingdo suscetivel a amnésia, indicando que esse tipo de memoria é propenso a
reconsolidagdo, que ¢ evidenciado comportamentalmente pelo reaparecimento da memoria de
medo.

Nossos dados mostram que os animais efetivamente extinguem a memoria de medo adquirida
apoés o treinamento na esquiva inibitdria. A extingao € evidenciada pela redugao da laténcia
de descida da plataforma ao longo dos 5 dias de extingdo. A figura 3 ilustra a extingdo para os
distintos tratamentos realizados, além da reducao gradativa da laténcia de descida, podemos
observar que as curvas de extingdo ndo diferem para os distintos tratamentos realizados.

Quando investigamos se os tratamentos afetam a persisténcia da memoria de extingao,
observamos que a administracdo intra-hipocampal de lactacistina logo ap6s a sessdo de
reativacdo prejudicou a retengdo da memoria em questdo, esse prejuizo foi observado em um
teste realizado 1 ou 7 dias mais tarde. Esse prejuizo € observado pelo aumento da laténcia de
descida, evidenciando o prejuizo da memoria de extingao, o que faz com que a memoria de
medo retorne (Figura 4A, Um teste t para amostras independentes indicou que os valores
foram significativamente maiores no grupo que recebeu lactacistina apds a reativagdo (Teste
1D - Média = 133,5; Desvio Padrao = 104,4) em comparacdo ao grupo que recebeu veiculo
(Média = 12,25; Desvio Padrao = 7,51); t(21) = 4.02, p = 0.0006, d = 1.63). Um teste t para
amostras independentes indicou que os valores foram significativamente maiores no grupo
que recebeu lactacistina apos a reativacao e foi treinado 7 dias depois (M = 156.3; DP =
124.9) em comparagdo ao grupo Veiculo e foi treinado no mesmo intervalo de tempo (M =
9.75; DP =4.98); t(21) =4.07, p = 0.0005, d = 1.61). Para avaliar a janela de tempo deste
efeito, fizemos 0 mesmo experimento so6 que desta vez a infusdo foi realizada 6 horas apos a
reativacdo. Observamos que neste caso a lactacistina ndo prejudica a persisténcia da memoria
de extingdo tanto em um teste realizado 1 como 7 dias mais tarde (Figura 4B). Para mostrar
que o efeito da lactacistina esta atrelado ao periodo que a memoria de extingdo € reativada,
fizemos outro experimento onde a infusdo foi feita um dia apos o término da extingdo, s6 que
neste caso sem a sessao de reativagdo. Observamos que se a droga ¢ infundida sem a sessao
de reativagdo a persisténcia da memoria de extingdo ¢ prejudicada (Figura 4C). Esses
resultados indicam que a infusao de lactacistina logo apos a reativacao impede a persisténcia
da memoria de extingdo, evidenciado pelo reaparecimento da memoria de medo.

A literatura sugere que a degradagdo proteica estd envolvida na regulacdo da reciclagem de
receptores AMPA. Antes de avaliar a possivel interacao, fomos investigar se estes receptores
sdo importantes para a persisténcia da memoria de extingdo apos sua reativagdo. Os animais
foram treinados e submetidos ao protocolo de extingdo como descrito anteriormente. Um dia
mais tarde, os animais passaram pela reativagdo ou nao e, receberam infusao intra-
hipocampal de pep2m. A memoria de extingao foi testada 1 ou 7 dias mais tarde. Semelhante
ao observado anteriormente, somente a infusdo imediatamente ap0s a reativacao provoca
amnésia (Figura 5A, estatistica, Um teste t para amostras independentes indicou que os
valores foram significativamente maiores no grupo que recebeu pep2m apos reativagdo (M =
99,82; DP = 61,67) em comparagao ao grupo que recebeu veiculo (M = 11,33; DP = 9,80),
t(18) = 4,24, p= 10,0005, d = 1,91). Um teste t para amostras independentes indicou que os
valores foram significativamente maiores no grupo que recebe pep2m apods a reativagao (M =
119,5; DP = 77,87) em comparagdo ao grupo veiculo (M = 10,67; DP = 5,10), t(18) = 4,16, p
=0,0006,d =1,87.)
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Se o tratamento ¢ feito 6h apds a reativagdo (Figura 5B) ou na auséncia da reativagao (Figura
5C) esse efeito amnésico nao é observado.

Em conjunto, esses resultados indicam que tanto a degradagao protéica dependente do
proteassoma, inibida pela lactacistina, quanto a mobilizacao de receptores AMPA para a
membrana sinaptica, bloqueada pelo PEP2m, sdo processos necessarios para a reconsolidacio
da memoria extingdo na esquiva inibitdria.

Conclusao

Os resultados deste trabalho corroboram com dados prévios do laboratorio, que mostram que
a memoria de extingdo também pode ser reconsolidada. Visto que, se bloquearmos a
degradacdo proteica e a insercao de receptores AMPA na sinapse, logo apos a reativacao,
observamos amnésia para a memoria de extingdo, evidenciada pelo reaparecimento da
memoria original de medo.
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Anexos

Figura 1. Certificado de conclusdo do curso de ética e manejo de animais de laboratodrio.

Figura 2. Esquema do experimento na tarefa de Esquiva Inibitéria (EI).

Figura 3. Curvas de exting@o para os distintos tratamentos.

Figura 4. A infusdo intra-hipocampal de lactacistina logo apos a reativagdo prejudica a
persisténcia da memoria de extingao.

Figura 5. A infusdo intra-hipocampal de pep2m logo apds a reativagdo prejudica a
persisténcia da memoria de extingao.
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TITULO: Redes de axdnios intrcorticias e densidade de neurdnios no cortex visual
de Dasyprocta leporina
Resumo

Gatos e cutias, mesmo possuindo cérebros de tamanhos semelhantes, sendo ambos diurnos e
possuindo uma boa acuidade visual, apresentam diferentes caracteristicas quando comparadas
no processamento da informacao sensorial ao longo do sistema visual: Ao contrario da
maioria dos predadores com olhos frontais, roedores como a cutia tem olhos laterais e ndo
possuem fovea, mas sim uma faixa visual retiniana. Como o gato, a cutia apresenta campos
receptivos pequenos e seletividade moderada a alta a orientagdo no cortex visual primario
(V1). No entanto, estudos anteriores mostraram que, apesar dessas boas propriedades visuais,
a organizacao da seletividade a orientagdo em seu V1 segue um padrao tipo “sal e pimenta”,
tipico de roedores, € ndo o layout peridodico em pinwheel observado em carnivoros felinos e
primatas. Além disso, a seletividade da orientacdo na cutia ndo se mantém estavel ao longo
das diferentes frequéncias espaciais e temporais, como ocorre nos gatos. Para analisar mais
profundamente, comparamos a seletividade espacial e temporal de neurdnios com campos
receptivos distribuidos em diferentes posi¢cdes do campo visual em cutias e gatos, usando
dados eletrofisioldgicos coletados com um estimulo visual neutro quanto a orientagdo. Foram
analisados dados de spikes, correlacionando a frequéncia espacial e a frequéncia temporal
que obtiveram a maior taxa de disparo com a excentricidade e elevagdo dos campos
receptivos dos neuronios registrados.

Palavras-chave: cortex visual, cutia, gato, frequéncia espacial, frequéncia temporal.
TITLE: Parallel neurophysiology of the rodent and feline visual cortex: spatial and
temporal frequency processing along the visual field

Abstract

Cats and agoutis, although having similar brain sizes, being both diurnal and having a good
visual acuity, present distinct characteristics when in comparison to the processing of the
sensorial information along the visual system: opposed to most predators with their frontal
eyes, rodents, as agoutis have lateral eyes and do not present fovea, but a particular structure,
a visual streak. Similar to cats, agoutis display small receptive fields and a moderate to strong
selectivity to orientation in the primary visual cortex (V1). Nevertheless, anterior studies
showed that, despite these good visual properties, the orientation selectivity in V1 follows a
pattern called “salt and pepper”, typical of rodents, and not the periodical layout in pinwheel
observed in feline carnivores and primates. Furthermore, the orientation selectivity in agouti
does not maintain stability throughout the different spatial and temporal frequencies, as it
occurs in cats. To analyze it more profoundly, we compared the spatial and temporal
selectivity of neurons with receptive fields distributed in different positions in the visual
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streak in agoutis and cats, using electrophysiological data collected with a neutral visual
stimulus. We studied spike statistics, relating visual stimulus parameters such as spatial
frequency, temporal frequency with eccentricity and elevation of the neurons receptive fields.

Keywords: visual cortex, aguti, cat, spatial frequency, temporal frequency
Introducao

Mamiferos possuem adaptagdes a seus ambientes e habitos de vida, especialmente se tratando
de visdo. Para exemplificar uma dualidade predador/presa, gatos e cutias serdo objeto de
nosso estudo, devido a similaridades como tamanho do cérebro, lifestyle diurno e serem
altamente visuais. Gatos possuem, além de olhos frontais, pupilas verticais, que atuam no
controle de luz e na percepc¢ao de profundidade,e retinas com maior niumero de
fotorreceptores e células ganglionares na area centralis (Banks et al., 2015; Giinter et al.,
2025), semelhante a févea em primatas. Cutias possuem olhos laterais, pupilas arredondadas
e a presenga do visual streak, ou faixa retiniana, uma faixa horizontal onde ha grande
acuidade visual. Também ¢ valido mencionar outra disparidade entre felinos e cutias: a
organizacao columnar da seletividade a orientacdo. Nesse caso, os neurdnios em uma mesma
coluna apresentam preferéncia semelhante pela orientagdo do estimulo. A transi¢do entre
colunas com diferentes preferéncias angulares ocorre de forma gradual ao redor de
singularidades (centros de pinwheel), e o padrdo resultante de colunas ¢ denominado mapa de
preferéncia a orientagdo (Orientation Preference Map). O mapa cortical dos gatos ¢
semelhante ao encontrado em primatas (Kaschube et al., 2014). Em contraste, cutias, grandes
roedores,possuem olhos lateralizados, que atuam aumentando a area de visao para as laterais,
possibilitando uma maior chance contra predadores. Seu mapa cortical ¢ do tipo sal e
pimenta, no qual a distribui¢ao nao segue um padrao de seletividade, mas sim seguindo a
retinotopia e de clusters verticais (Ferreiro, 2018; Schmidt, Wolf, 2021). Interessantemente, a
seletividade para orientagdo nao parece ser estavel - como nos gatos - mas muda com a
frequéncia espacial do estimulo e mostra um grande viés para a orienta¢ao horizontal
(Ferreiro et al., 2021). J& que a resolugao espacial dos neuronios no cortex visual primario
depende também da densidade de fotorreceptores da retina distribuida ao longo do campo
visual, foi investigado a pergunta como a frequéncia espacial e temporal preferida muda ao
longo do campo visual em gatos e cutias de forma sistematica. Por esse fim, foram utilizando
dados que foram coletados com um estimulo visual sem orientagdo - um tabuleiro
quadriculado de campo total - variando apenas a frequéncia espacial e temporal dos seus
componentes. Essas caracteristicas serdo utilizadas nesse trabalho como forma de
compreender melhor a relag@o entre as necessidades visuais e as preferéncias neuronais das
determinadas espécies ao longo do via visual (Ibbotson, Jung, 2020). Além da analise dos
dados eletrofisioldgicos, foi feita uma anélise histologica. Levando em consideragdo as
semelhangas supracitadas entre as espécies, ¢ possivel estabelecer gatos como um grupo
controle, devido a vasta literatura acerca de sua densidade celular e anatomia. Enquanto
cutias, serdo o objeto de estudo propriamente dito, tendo em vista a necessidade de dados
acerca de seu cortex visual primario, tal como volume, espessura de mini colunas anatomicas,
distanciamento de axdnios, e densidade celular total e também no ntcleo geniculado lateral,
uma vez que ele contém os neurdnios interligando as células ganglionares da retina com a
camada IV do cortex visual primario. Levando em consideragao fatores como a
disponibilidade, o desempenho em experimentos anteriores e dados bibliograficos,
selecionamos trés marcadores fluorescentes: Dapi, interessante como contracoloracao, NeuN,
marcador de neurdnios maduros, € Sinapsina, estd associado as vesiculas sindpticas. Para esse

62



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

estudo, em especial nos dedicamos para compreender a anatomia e averiguar na literatura o
conhecimento acumulado sobre o nucleo geniculado lateral em roedores.

Metodologia

Foram utilizados dados referentes a experimentos anteriormente realizados pelo laboratorio,
sendo cinco gatos (Felis catus doméstica) e 11 cutias (Dasyprocta leporina), todas fémeas
(CEUA protocolo 006/2013). Os animais foram anestesiados por inje¢do intramuscular de 20
mg/kg de quetamina e 2 mg/kg de xilazina (gatos), e 40 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg de
xilazina (cutias). Em seguida, foram submetidos a ventilagdo artificial por meio de uma
bomba hidraulica, além disso, uma mistura de gas oxigénio/6xido nitroso (25%/75%) com
halotano (gato) ou isoflurano (cutia) foi passada por meio de um vaporizador para manter a
anestesia geral. Para controlar movimentos oculares involuntarios, apds a cirurgia e durante
todo o experimento, os animais foram paralisados com uma dose inicial intravenosa de
pancuronio brometo (0,6 mg/kg para gatos e 0,3 mg/kg para cutias), seguida por infusao
continua (0,15 mg/kg/h para gatos e 0,10 mg/kg/h para cutias) (Ferreiro, 2018). Cerca de 16 a
32 eletrodos extracelulares foram implantados em regides da area 17 ¢ 18 em gatos, e area 17,
em cutias. Para a parte dos estimulos visuais, 21 imagens contendo o tabuleiro de xadrez
(checkerboard), foram apresentadas aleatoriamente, possuindo 7 frequéncias espaciais (0.02,
0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 0.64, 1.28, ¢ 2.56) e 3 frequéncias temporais (2, 4, 8 Hz), em um
monitor a 57 cm de distancia, com 21” CRT. Buscando estimular as regides periféricas para
obter dados de elevacdo e excentricidade, o monitor foi movido, para baixo, para cima € ao
longo de um arco (Ferreiro, 2018). Para caracterizar os campos receptivos (RF, receptive
fields) moveu-se uma barra em 16 diregoes diferentes. Para a analise do material, foram
empregados o software JMP e a interface NES, do Labview. A partir de suas funcionalidades,
conseguimos calcular algumas métricas relacionadas aos spikes obtidos nos experimentos,
como taxa de disparo média, seletividade para orientacdo e a condi¢do preferida, numa
plataforma de andlise de dados baseado em Labview (NES), e importamos essa informagao
para o programa de estatistica JMP, onde conseguimos aplicar filtros e transformar os dados
em graficos e tabelas. Para a parte anatomica e histologica, foram utilizados cérebros de gatos
e cutias post fixos em paraformaldehyde 4% (1 cérebro de gato, macho, 3 meses, 1 cérebro de
cutia, fémea adulta, cerca de 2 anos). Em ambos os cérebros foi feito um corte sagital ao
longo da fissura inter-hemisférica, separando o hemisfério esquerdo. No cérebro de gato
foram feitos cortes proximos a regido do tdlamo, separando parte do cortex da por¢ao mais
interna. A area diencefalica foi montada de forma lateral-medial, foram feitos cortes de 50
pum no vibratomo. A area cortical foi submetida a cortes de 50 um no criostato. Os cortes
foram guardados em PBS e solu¢do crioprotetora, respectivamente. No cérebro de cutia nao
houve separagdo entre a regido do nucleo geniculado (diencefalica) e o cortex, os cortes
foram feitos no vibratomo com espessura de 70 um. Para uma melhor visualizagdo de
estruturas, foi verificado se o tecido estava adequado para o processo de imunofluorescéncia
€ servir como guia para a contagem. Para o protocolo de Nissl, inicialmente lavamos as
laminas em agua, em seguida em alcool 100% por 3 minutos, duas vezes, por conseguinte,
em xilol, por 15 minutos, apos isso, novamente sera embebida por alcool 100%, por 10
minutos, seguido de duas etapas de 3 minutos. A solugdo ¢ rapidamente re-hidratada em adgua
destilada, posteriormente, colorida com cresil, por uma estimativa de 8 minutos e, a depender
da necessidade do tecido, esse tempo pode ser estendido. Depois ¢ submetido a imersao em
alcool 70% por cerca de 30 segundos, seguido por duas baterias de dlcool 100%, com 3
minutos cada, por fim, as laminas sdo submetidas ao xilol por, no minimo, 5 minutos. Para a
imunofluorescéncia foram selecionados dois anticorpos: NeuN, DAPI (4',6-diamidino-2-
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phenylindole) e Synapsin. Inicialmente, selecionamos os cortes desejados e despejamos PBS
10 mM gelado nos pogos da placa, apos isso, a placa sera agitada. Uma solucdo para a
recuperagao antigénica € preparada, com os anticorpos e tampao citrato a 10 mM, essa
solu¢do ¢ levada para o banho maria (60 °C) por 30 minutos. Para aumentar a permeabilidade
da membrana, foi utilizado PBS e triton X. Remove-se a solugdo e acrescenta-se o tampao
citrato novamente, levando para agitar. Retira-se os anticorpos do agitador e sdo feitas 3
lavagens no PBS 10 mM gelado, por 10 minutos, para retirar o excesso de anticorpo primario.
Para os anticorpos secunddrios, utilizamos uma concentragdo de Sul para cada Sml de
PBS+0,5% Tx, os anticorpos escolhidos foram anti-rabbit, verde 488 e anti-mouse, rosa 546.
As amostras sdo incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida sdo feitas 3
lavagens em PBS por 10 minutos. Para a montagem, utiliza-se o meio de montagem millwall,
e foram utilizadas laminas ndo gelatinizadas

Resultados e Discussoes

Durante as analises, € possivel perceber que os resultados encontrados para a distribui¢do da
frequéncia espacial (SF) e temporal (TF) preferida em relagdo a elevacao e excentricidade,
estdo de acordo com a distribuicdo anatomica de células ganglionares da retina, em ambas as
espécies. Em cutias, ha uma regido bastante horizontalizada da retina, onde encontram-se
células ganglionares com intensidade. Em gatos, ha uma regido mais central, e hd uma
diminui¢do da densidade circularmente (Ibbotson, Jung, 2020). Em cutias, ao analisar ao
longo do visual streak (ou seja, a regido horizontal com maior densidade de células da retina),
a SF e TF preferida ndo muda, contudo, um achado interessante ¢ que o SF decai rapidamente
com o aumento da elevacdo do campo visual (F-test, p-value=0.002), também em
concordancia com os dados anatémicos de menor densidade de fotorreceptores. Ainda se
tratando de cutias, ha uma preferéncia de neurdnios no cortex visual primario pela orientacao
horizontal, estes, encontram-se igualmente distribuidos no campo visual, indicando a falta de
relagdo entre a preferéncia de SF/TF e o viés horizontal. Em gatos, hd uma divisdo entre areas
17 e 18, enquanto em cutias ha apenas a area 17. Os achados para essas areas foram que, em
gatos, a TF preferida aumenta rapidamente quando saimos da regido central da retina,
enquanto a SF diminui de forma devagar, mais uma vez refletindo o gradiente celular entre
diferentes densidades de células ganglionares do tipo X - com resolugao espacial alta e alta
densidade na regido central - e do tipo Y - com resolucao temporal alta. Foi observado que a
razao X-Y diminui em diregdo a periferia da retina em gatos (Stone, 1974) , corroborando
que a resolucao do temporal deveria aumentar na periferia do campo visual em gatos.
Durante o curso do periodo, ainda foi possivel a participacdo em um editorial focus, ele se
baseia na publicagdo de Jung et al. 2025 (na revista Journal of Neurophysiology) envolvendo
a caracterizacao dos campos receptivos de neurdnios do nicleo geniculado do tammar
wallaby. O focus busca compreender se a seletividade a orientagdo evoluiu da mesma
maneira nos grupos Eutheria (incluindo os primatas, gatos e roedores) e Metatheria
(incluindo os marsupiais como o wallaby), € possivel ver uma comparacao entre a
seletividade para orientagdo em V1, no nucleo geniculado e no superior colliculus de
diferentes ordens, como primatas, roedores € marsupiais. Os principais achados indicam uma
convergéncia evolutiva (Schmidt et al., 2025). Para a parte histoldgica e anatdmica, nao foi
possivel chegar a uma conclusdo, tendo em vista as inimeras intercorréncias durante o
percurso, essas se deram principalmente durante o protocolo de Nissl, em que os cortes
consistentemente ndo permaneciam nas laminas, mesmo com a mudancga de laminas e
mudanca de alguns aspectos a respeito do protocolo, como banhar as laminas de modo
horizontal, ainda foram mal sucedidas. Durante o protocolo de imunofluorescéncia,
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conseguimos detectar a presenca de anticorpos para DAPI e Synapsin, mas NeuN resultou em
uma marcagao fraca, isto pode ser em virtude da validade dos anticorpos, seria interessante
repetir a técnica com anticorpos mais novos. A marcagdo com DAPI e Synapsin indica a
presenga de acidos nucleicos e associada & membrana das vesiculas sinapticas,
respectivamente, portanto, ¢ possivel indicar a presenca de células nervosas, possibilitando a
sua contagem.

Conclusao

Em se tratando das andlises computacionais, os resultados encontrados sdo concordantes com
a literatura ja existente e a anatomia dos respectivos animais. Para as andlises laboratoriais de
imunofluorescéncia e Nissl, sdo necessarios novos procedimentos para maiores conclusdes.
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TITULO: Impacto da inibicdo da degradacdo de proteinas na atividade
eletrofisiolégica
Resumo

A formagao e atualizacao das memorias dependem de um balango entre a sintese e a
degradacdo de proteinas. Embora a degradacdo via proteassoma seja reconhecida como
crucial para a consolidagdo de memorias de longa duragdo, seu papel na regulacao da
atividade de redes neurais em tempo real ¢ pouco compreendido. Este estudo investigou
como a inibi¢ao da degradagado protéica afeta as oscilagdes no hipocampo, uma atividade
neural essencial para o processamento cognitivo. Ratos Wistar foram submetidos a cirurgia
para implante de matrizes de microeletrodos com canulas na area CA1 do hipocampo dorsal.
Ap0s a recuperacao, os animais receberam infusdes locais do inibidor do proteassoma, a
lactacistina, ou veiculo. Registros de potencial de campo local (LFP) foram realizados antes e
por até 120 minutos apos as infusdes. Os resultados revelam que a inibi¢ao do proteassoma
induz uma supressao seletiva e significativa na poténcia da banda de frequéncia teta (5-10
Hz). Em contraste, a poténcia nas bandas gama de baixa e média frequéncia ndo foi alterada,
enquanto a de alta frequéncia parece estar aumentada. Concluimos que a degradacdo proteica
¢ um mecanismo vital para a manuten¢do da integridade e poténcia do ritmo teta, a principal
oscilagao hipocampal para o processamento mnemonico.

Palavras-chave: Hipocampo; Degradacéo proteica; Oscilagdes neurais; Ritmo gama.
TITLE: Impact of protein degradation inhibition on electrophysiological activity
Abstract

The formation and updating of memories depend on a balance between protein synthesis and
degradation. Although proteasome-mediated degradation is recognized as crucial for the
consolidation of long-term memories, its role in regulating real-time neural network activity
is poorly understood. This study investigated how the inhibition of protein degradation
affects hippocampal oscillations, an essential neural activity for cognitive processing. Wistar
rats underwent surgery for the implantation of microelectrode arrays with cannulas in the
dorsal hippocampal CA1 area. Following recovery, the animals received local infusions of
the proteasome inhibitor, lactacystin, or a vehicle. Local field potential (LFP) recordings
were performed before and for up to 120 minutes after the infusions. The results reveal that
proteasome inhibition induces a selective and significant suppression in the power of the
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theta frequency band (5-10 Hz). In contrast, the power in the low and mid-gamma frequency
bands was not altered, while the high-frequency gamma seems to be increased. We conclude
that continuous protein degradation is a vital mechanism for maintaining the integrity and
power of the theta rhythm, the main organizing oscillation of the hippocampus for mnemonic
processing.

Keywords: Hippocampus; Protein degradation; Neural oscillations; Gamma rhythm.
Introducao

A formagao e atualizacdo das memorias dependem da capacidade do cérebro de modificar a
for¢a das conexdes neurais para ocorrerem (McGaugh, 2000). Esse tipo de modificagao ¢
estabelecido por meio de alteragdes na composigdo proteica das sinapses, especialmente nas
densidades pos-sindpticas, onde a adi¢ao ou a remogao de receptores modula a eficacia da
comunicag¢do neuronal (Anggono & Huganir, 2012). Esse dindmico remodelamento ¢é
orquestrado por dois processos celulares fundamentais e antagonicos: a sintese de novas
proteinas e a degradacdo seletiva de proteinas ja existentes.

Embora ambos os processos sejam cruciais, as pesquisas em neurobiologia da memoria tém
focado principalmente na investigacao do papel da sintese de novas proteinas no
processamento mnemonico de longa duragdo (Alberini & Kandel, 2015). Contudo, evidéncias
crescentes apontam que a degradacgdo proteica, mediada principalmente pelo sistema
ubiquitina-proteassoma, pode ser igualmente essencial (Jarome & Helmstetter, 2014; Hedge,
2022; Lee & Kaang, 2023). Para investigar esse sistema, sao utilizados inibidores
farmacologicos como a lactacistina, um composto que se liga de forma covalente e inibe
irreversivelmente a atividade catalitica do proteassoma 26S, bloqueando a degradacao de
proteinas marcadas com ubiquitina (Goo & Han, 2024). A inibi¢ao da degradacgdo proteica ¢
capaz de prejudicar a manutencao da potenciagdo de longa duracao (LTP), fendmeno
reconhecido como correlato celular da memoria (Karpova et al., 2006), sugerindo que a
remocao seletiva de proteinas ¢ um passo indispensavel para a flexibilidade sindptica que
sustenta o aprendizado. No entanto, a forma como essa regulacao molecular em nivel de
sinapses individuais se traduz em padrdes de atividade de larga escala, que coordenam o
processamento de informacgdes no cérebro, ainda € pouco compreendida.

Esses padrdes manifestam-se como ritmos ou oscilagdes, os quais refletem a atividade
sincrona de grandes populagdes de neurdnios (Buzsaky, 2006). No hipocampo, estrutura-
chave para a formacao das memorias, as oscilagdes cerebrais nas faixas de frequéncia teta (4-
8 Hz) e gama (30-100 Hz) sdo proeminentes. O ritmo teta estd associado a exploracdo e ao
aprendizado, enquanto a gama esta ligada a outros processos cognitivos complexos, como a
atencao, a percepg¢ao sensorial e a ligagao de caracteristicas de um objeto em uma
representacdo coerente (Buzsaky, 2006). Notavelmente, a atividade coordenada em ambas as
bandas ¢ considerada um mecanismo fundamental para a codificacao e a recuperacao de
informag¢des mnemonicas (Lisman & Jensen, 2013; Jensen & Colgin, 2007). Se esses ritmos
coordenados emergem da comunicagdo precisa entre milhdes de sinapses, ¢ a degradagao
proteica € crucial para ajustar a fun¢do de cada uma dessas sinapses, entdo ¢ razoavel supor
que os dois processos estejam intimamente ligados.

Partindo dessa premissa, o presente trabalho analisa esta hipdtese, investigando qual ¢ o
impacto da inibi¢ao aguda da degradagdo proteica sobre a atividade oscilatoria hipocampal. O
objetivo central da pesquisa foi estudar as alteragcdes da atividade oscilatoria hipocampal
causadas pela infusao de lactacistina, um inibidor da degradagdo proteica, avaliando
especificamente seus efeitos sobre as oscilagdes teta e gama. Ao investigar a relagdo entre a
degradacao proteica que ocorre nas sinapses, um processo molecular intrinseco a atividade
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cerebral, e um fendmeno de rede neural essencial para a memoria, este estudo contribui para
o melhor entendimento dos processos fisiologicos subjacentes as fungdes cognitivas.

Metodologia

Animais experimentais e condi¢cdes de manutencao

O estudo utilizou ratos Wistar machos adultos (N = 10), provenientes do biotério do Instituto
do Cérebro (ICe) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), onde todos os
procedimentos foram realizados. Os animais foram mantidos em caixas padrdo com 5
animais por caixa, em um ambiente com temperatura controlada (22 + 1 °C) e sob ciclo
claro/escuro de 12h com acesso livre a 4gua e ragdo, seguindo as diretrizes éticas da Lei
AROUCA (Lei n° 11.794/2008) aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais/UFRN (Certificado 384.010/2024). O aluno realizou o curso de manejo de animais
(Figura 1).

Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com isoflurano (indu¢do 2-5%, manutengado 0.5-2%) e
submetidos a cirurgia estereotaxica para o implante unilateral de uma matriz de 16 canais de
microeletrodos de tungsténio (35 pm) acoplada a uma canula de infusdo. O alvo foi a camada
piramidal da area CA1 do hipocampo dorsal (coordenadas: AP -4.2 mm, ML +2.4 mm, DV
-3.0 mm; Paxinos & Watson). Parafusos de ancoragem e um parafuso de aterramento foram
fixados ao cranio. Os animais receberam analgesia com meloxicam (2 mg/kg, s.c.) antes da
cirurgia e nos trés dias subsequentes, sendo alojados individualmente para recuperagao por
um periodo de 7 a 10 dias antes do inicio dos experimentos.

Registro eletrofisiologico e infusdo

O protocolo experimental, ilustrado na Figura 2, consistiu em colocar o animal em um campo
aberto para a habituacdo e registro da atividade elétrica por 15 minutos. Em seguida, foi
realizada a infusdo intra-hipocampal de uma das seguintes solugdes: Veiculo (VEH): Solucao
salina 0,9 % (N = 5) Lactacistina (LAC): Inibidor irreversivel do proteassoma 26S; 32 ng/ul
em soluc¢do salina (N = 5). As infusdes (volume total de 1 ul) foram realizadas a uma taxa de
0.5 pl/min. Apoés a infusdo, o animal retornou ao campo aberto e a atividade de potencial de
campo local (LFP) foi registrada continuamente, avaliando-se os efeitos da droga nos
minutos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 e 120. A atividade elétrica foi registrada com o sistema
CerePlex Direct (Blackrock Microsystems). Os sinais de potencial de campo local (LFP)
foram adquiridos a 30 kHz, com um filtro passa-banda de 0.3 - 500 Hz.

Analise dos dados e estatistica

A anadlise foi realizada offline com rotinas customizadas em Python 3.14. Para calcular a
poténcia espectral, foi utilizado o método do periodograma de Welch (janelas de Hamming
de 3s, sobreposicao de 75%). A poténcia foi calculada para as seguintes bandas de
frequéncia: teta (5-10 Hz), slow gamma (30-55 Hz), mid-gamma (55-85 Hz) e fast-gamma
(85-120 Hz). As comparagdes entre os grupos foram realizadas utilizando ANOVA de duas
vias (fatores: grupo e tempo) com multiplas comparagdes seguidas pela correcao de
Bonferroni. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0.05.

Resultados e Discussoes
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A infusdo intra-hipocampal do inibidor do proteassoma, lactacistina, induziu alteragdes
neurofisiologicas especificas e duradouras. A andlise da atividade oscilatdria no hipocampo
ipsilateral a infusao revelou um perfil de desregulacao altamente seletivo, com um impacto
proeminente e supressor na banda de frequéncia teta, contrastando com os efeitos observados
na banda gama. O principal achado deste estudo foi o efeito seletivo da LAC sobre o ritmo
teta. A andlise quantitativa da variacdo da poténcia espectral, normalizada pelo periodo basal,
esta apresentada nas Figura 3A-D. A Figura 3A, mostra que existe diferenca na banda da
oscilacdo teta para os grupos VEH e LAC. Essa diferenca emerge logo ap6s a infusdo e se
sustenta por até uma hora. Enquanto o grupo controle (VEH) exibiu uma poténcia teta
estavel, oscilando naturalmente em torno da linha de base (100%), o grupo tratado com LAC
apresentou uma queda abrupta. Esta supressdo atingiu seu pico entre 10 e 25 minutos pds-
infusdo e permaneceu robustamente abaixo do grupo controle por até¢ uma hora, indicando um
colapso prolongado deste ritmo. A Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias com
medidas repetidas revelou um efeito nos fatores grupo e tempo (F(1,8) =9.912, p=10.0136
para grupo e F(2.357,18.86), p = 0.0097 para tempo). Este resultado ¢ de suma importancia,
pois indica que a trajetoria da poténcia teta ao longo do tempo foi significativamente
diferente entre os animais que receberam a droga e os que receberam o veiculo. As
comparagdes multiplas com corre¢do de Bonferroni, cujos resultados sdo indicados pelos
asteriscos na Figura 3A, detalharam essa interacao, apontando que a poténcia no grupo LAC
foi significativamente menor que no grupo VEH em multiplos pontos temporais, entre os
minutos 10 e 30 apos a infusao (5-10 min, p <0.01; 10-15 min, p < 0.05; 15-20 min, p < 0.01
e 25-30 min, p < 0.05, em um teste de Bonferroni).

Em notavel contraste com o forte efeito supressor observado em teta, a analise das sub-
bandas de gama revelou que a inibi¢gdo do proteassoma nao causou uma redugao de poténcia.
Para as bandas de low gamma (Figura 3B) e fast gamma (Figura 3C), as curvas de variagao
de poténcia dos grupos LAC e VEH permaneceram sobrepostas durante os 120 minutos. A
ANOVA corrobora esta observagao, nao detectando efeito do tratamento (Low gamma:
F(1,8) =0.165, p = 0.695; Mid gamma: F(1,8) = 0.033, p = 0.859), o que confirma que a
lactacistina ndo alterou a poténcia nestas faixas de frequéncia. Curiosamente, foi observado
um efeito principal do fator tempo para ambas as bandas (Low gamma: F(4.391, 35.13) =
10.70, p <0.0001; Mid gamma: F(3.906, 31.25) = 18.74, p < 0.0001). Isso sugere que a
poténcia variou ao longo do experimento de forma similar em ambos os grupos,
possivelmente devido a fatores comportamentais como a habituagdo ao ambiente, mas
independentemente da a¢do da droga. A analise da banda de fast gamma (Figura 3D) também
nao revelou um impacto da droga. Embora o grafico possa sugerir uma leve tendéncia de
aumento de poténcia no grupo LAC, a ANOVA nao encontrou efeito de interacdo (F(8, 64) =
1.165, p=0.3361) nem efeito principal do Tempo (F(4.451, 35.61) =1.957, p=0.1215).
Portanto, de acordo com a analise estatistica, a inibicdo do proteassoma ndo induziu
alteragoes significativas na poténcia desta banda.

A profunda desregulacdo do ritmo teta, quantificada acima, ¢ também claramente observavel
nos registros brutos (Figura 4) e na analise tempo-frequéncia (Figura 5) de animais
representativos. A Figura 4 compara os tragados do Potencial de Campo Local (LFP). Em
condigdes basais, ambos os grupos exibem uma oscilagcdo de alta amplitude e com uma
ritmicidade quase sinusoidal, caracteristica do estado de vigilia ativa. Apds a infusdo, o
animal controle (Figura 4A) mantém essa estrutura ritmica, enquanto o tracado do animal
tratado com lactacistina (Figura 4B) torna-se visivelmente desorganizado, perdendo sua
regularidade e apresentando uma amplitude reduzida. Esta perda de organizagao ritmica ¢
visualmente detalhada nos espectrogramas da Figura 5. O espectrograma de um animal
controle (Figura 5A) exibe uma "banda" horizontal de alta poténcia (indicada pela cor
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amarela/vermelha) estdvel e bem definida, centrada na faixa de frequéncia teta (~8 Hz)
durante todo o experimento. Em contrapartida, no animal tratado com lactacistina (Figura
5B), esta banda de poténcia teta, inicialmente presente no periodo basal, torna-se
progressivamente mais fraca, palida e fragmentada nos periodos pos-infusdo, ilustrando o
colapso da principal dindmica oscilatéria do hipocampo. Juntas, estas figuras fornecem uma
evidéncia qualitativa robusta que suporta os achados quantitativos, demonstrando que a
inibicao da degradacao protéica leva a uma profunda e seletiva desorganizagdo da atividade
neural hipocampal, centrada na supressao do ritmo teta.

Conclusao

Este estudo demonstrou que a degradagdo proteica mediada pelo proteassoma no hipocampo
¢ um regulador critico da dindmica de rede neural. Portanto, a inibi¢do da degradagdo
protéica leva a uma redugdo potente e seletiva na poténcia da oscilagdo teta, um ritmo
fundamental para a fun¢ao hipocampal. Em contraste, a atividade na banda gama nao foi
suprimida; enquanto as sub-bandas de baixa e média frequéncia permaneceram inalteradas, a
poténcia na gama de alta frequéncia aumentou significativamente. Esses achados sugerem
que a fung¢do do proteassoma transcende a simples manuten¢do estrutural ou a consolidagao
de memorias de longo prazo. A degradacao proteica continua parece ser um mecanismo ativo
e essencial para a manuteng¢ao do ritmo organizador teta e, a0 mesmo tempo, parece regular
de forma distinta os microcircuitos que geram as oscilagdes de alta frequéncia. Como
sugestdo para pesquisas futuras, seria importante identificar as proteinas especificas cuja
acumulagdo, devido a inibicao do proteassoma, € responsavel por esses efeitos
eletrofisiologicos, utilizando técnicas de protedmica. Além disso, investigar se a manipulagao
da degradagdo protéica afeta de forma similar outros tipos de acoplamento de frequéncia ou a
atividade de subtipos especificos de interneuronios poderia aprofundar nossa compreensao
sobre este novo eixo de regulacdo da func¢do cerebral.
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Anexos

Figura 1 - Certificado do curso de extensdo de formagdo em prote¢ao dos animais usados em
pesquisas

Figura 2 - Esquema representativo do desenho experimental. 1) Registro eletrofisiologico de
15 minutos em campo aberto; 2) Infusdo intra-hipocampal de veiculo (VEH) ou lactacistina
(LAC); 3) Registro pos-infusao por 120 minutos.
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Figura 3 - Variacao da poténcia espectral no hipocampo apo6s inibi¢ao da degradagao
proteica. Dados de poténcia para os grupos veiculo (VEH, N=5) e lactacistina (LAC, N=5),
normalizados pelo periodo basal. *p

Figura 4 - Registros representativos do Potencial de Campo Local (LFP) demonstrando o
impacto da Lactacistina na ritmicidade do sinal. Tragados de LFP de um animal do grupo
VEH (A) e um do grupo LAC (B) nos periodos basal, 15-20 min e 2h pos-infusao.

Figura 5 - Andlise tempo-frequéncia (espectrogramas) ilustrando a supressao seletiva da
banda teta. Analise tempo-frequéncia para os grupos VEH(A) e LAC(B), demonstrando a
atenuacao da banda de poténcia na faixa teta (~8 Hz) no animal tratado com a droga.
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Resumo

O conhecimento acerca da caracterizagdo do sono durante os diferentes estagios de vida, suas
consequéncias na aprendizagem e os efeitos da privagdo de sono em invertebrados ainda € um
mistério. Diante disso, este projeto tem como principal objetivo a investigagao e
caracterizagao por meio de uma quantificacdo comportamental abrangente do sono da espécie
Octopus insularis. Para isso, serdo delimitadas trés linhas complementares de investigacao:
investigar e descrever em detalhes comportamentalmente os estagios de sono de O. insularis
em diferentes estadgios de vida; compreender possiveis diferengas a depender da ontogenia
desta espécie; e investigar se a privacdo de sono pode interferir no processo de aprendizagem,
de modo que seja dependente de sono quieto e/ou ativo.

Palavras-chave: Sono, polvos, comportamento

TITLE: CHARACTERIZATION OF THE DEVELOPMENT AND EXPRESSION OF
SLEEP IN OCTOPUS INSULARIS

Abstract

Knowledge about how sleep is expressed across the life span in invertebrates—its role in
learning and the effects of sleep deprivation—remains largely unexplored. This project
therefore aims to investigate and characterize the sleep of Octopus insularis through
comprehensive behavioral quantification. Three complementary lines of inquiry are
proposed: (i) to investigate and describe in detail the behavioral sleep stages of O. insularis at
different life stages; (ii) to identify possible ontogenetic differences in these stages; and (iii)
to examine whether sleep deprivation alters learning performance, with a focus on the
specific contributions of quiet and/or active sleep.

Keywords: Sleep, octopuses, behavior

Introducao

O sono ¢ um estado recorrente de reducao da atividade motora e sensorial, distinto da vigilia
por padrdes eletrofisiologicos e comportamentais que asseguram homeostase, consolidagao
de memorias e autorregulacdo emocional (Rattenberg 2022; Greenspan et al. 2001). Para ser
reconhecido como sono, um organismo deve exibir postura estereotipada ou espécie-
especifica, quiescéncia sustentada, elevacao reversivel do limiar de resposta e rebote apos
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privacao (Campbell & Tobler 1984; Hendricks et al. 2000; Greenspan, Tononi, Cirelli &
Shaw 2001; Meisel, Byrne, Mather & Kuba 2011). Ainda que esses critérios estejam
consolidados para mamiferos e aves, evidéncias solidas em invertebrados surgiram apenas
recentemente (Rattenborg & Ungurean 2022). Entre elas destacam-se um estagio analogo ao
REM em aranhas saltadoras (RoBler et al. 2022) e a alternancia de sono quieto e ativo em
Octopus insularis (Medeiros et al. 2021). A larga dispersao filogenética desses registros
sugere que as bases neurofisiologicas do sono podem ter evoluido hé cerca de 740 milhdes de
anos (Keene 2018; Rattenborg 2022), antecedendo a radiacdo dos vertebrados e tornando-o
um fenomeno fundamental para a vida animal.

Os cefaldpodes apareceram no Cambriano (~530 Ma) e, na subclasse Coleoidea, os
octopodes desenvolveram um sistema nervoso centralizado com lobos discretos, como o
complexo vertical associado a aprendizagem visual (Brown et al. 2006). Essa organizac¢do
sustenta camuflagem dindmica, comunicagdo cromatica refinada, navegagao de retorno a toca
e multiplas modalidades de aprendizagem. No cldssico experimento de discriminagdo visual,
polvos condicionados evitavam atacar caranguejos apresentados com uma placa metalica
aversiva, mas mantinham o ataque quando o crusticeo era exibido isoladamente (Boycott &
Young 1954). Memoria espacial manifesta-se na ocupacdo prolongada de tocas e na evitagdo
de areas ja exploradas em buscas anteriores por alimento (Mather, Anderson & Wood 2010).
Aprendizagem por observagdo foi demonstrada quando individuos copiaram escolhas de um
conspecifico previamente treinado, evidenciando transmissao social de informacao (Fiorito &
Scotto 1992; Frank 2012).

Em O. vulgaris identificaram-se dois lobos adicionais—subfrontal e frontal inferior—
relacionados a processamento quimio-tatil e a modulagao elétrica seletiva durante repouso,
compativel com estados de sono (Brown et al. 2006; Gutnick 2020). Supde-se que tais
adaptacdes derivem do estilo de vida bentdnico e do uso exploratorio dos bragos, exigindo
integragdo sensorial complexa (Hanlon & Messenger 1996). No eixo ontogenético, paralarvas
de O. insularis ja exibem comportamentos homologos aos estagios de sono adultos (dados
inéditos). Em O. vulgaris, o cérebro origina-se de uma zona neurogénica periorbital e
apresenta em miniatura todos os lobos da configuragdo adulta, permitindo rastrear a
maturacao funcional do sono (Styfhals et al. 2022).

Diante desse panorama, a presente pesquisa visa aprofundar o conhecimento do sono e da
aprendizagem em O. insularis. Pretende-se descrever minuciosamente os estagios de sono em
diferentes fases de vida, comparar variagcdes ontogenéticas e testar se a privagao direcionada
de sono quieto ou ativo compromete o desempenho em tarefas de aprendizagem, fornecendo
pistas sobre sua fungao adaptativa.

A abordagem reunira filmagem infravermelha continua, rastreamento automadtico de postura e
registros eletrofisioldgicos nos lobos supraesofagicos. Métricas ciclo-a-ciclo (duracao,
frequéncia, assimetria) serdo ligadas ao limiar de resposta aferido por estimulos mecanicos
padronizados. Apds privagdo seletiva de sono quieto ou ativo, os polvos fardo testes de
discriminacao visual para medir impactos cognitivos. Esse desenho integrativo devera
elucidar como diferentes estagios de sono influenciam a plasticidade comportamental e
oferecer novos indicios sobre a trajetdria evolutiva desse fendmeno em linhagens distantes.

Metodologia
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Os polvos da espécie O. insularis serao coletados em Pirangi, Parnamirim/RN, Brasil, e
mantidos individualmente em tanques de vidro de 1,0 x 0,7 x 0,6 m. Os animais serao
gravados por 24 horas, durante o periodo de luz, com cameras full HD colocadas fora do
tanque, com spots infravermelho para o monitoramento na fase escura, possibilitando uma
quantificagdo mais precisa dos episddios de sono. Todos os animais serao expostos a um
ciclo claro/escuro de 12/12h e aclimatados ao laboratério por pelo menos 10 dias, seguidos de
4 dias de controle, sem nenhum novo estimulo. Em seguida, seré iniciada a tarefa de
aprendizagem das “bonecas russas”, modelo que consiste na tarefa de abrir potes, proposto
inicialmente por Mather (2010), e serdo privados de sono por estimulo tatil nos dias que
seguem a tarefa. Posteriormente, as gravagdes de video sdo analisadas para descrever o
comportamento do sono e quantificar o tempo que os polvos gastavam abrindo os potes, bem
como analisar os episodios de sono.

A tarefa chamada "bonecas russas" exige que os animais abram sequencialmente até 3 frascos
diferentes, um dentro do outro, um menor que o outro, com uma recompensa (peixe, siri,
caranguejo ou camarao) dentro do frasco menor. Os primeiros 4 dias de experimento sdo
feitos testes com o pote menor (pote 1), nos proximos 4 dias seguintes ¢ adicionado o pote
médio (pote 2) e em seguida, por mais 4 dias, ¢ aplicada a tarefa inserindo também o pote
maior (pote 3). Cada pote fica na 4gua por até no maximo 1 hora, caso o animal ndo abra o
pote, este ¢ retirado da agua. Apds o processo de experimentagdo, as gravagoes dos videos
sdo analisadas para descrever o comportamento e quantificar: (1) quanto tempo o animal leva
para ir até o pote (laténcia), (2) se abriram nao os potes e (3) quanto tempo os animais gastam
para abrir os potes a cada dia.

Para monitoramento do sono, os animais serdo acompanhados pelo intervalo de 20 dias de
forma continua, por gravagao de video, durante a fase clara e escura. A privagado sera feita
através de estimulo tatil durante os episodios de sono ativo.

Ap6s a fase de controle (4 dias), serdo realizados 2 (dois) dias de privagdo, dentre os 4
primeiros dias da tarefa com o pote 1 (frasco pequeno). Em seguida, serdo feitos mais 2 (dois)
dias de privacao durante os 4 dias da tarefa com os pote 1 e 2 (frasco pequeno dentro do
médio). Posteriormente, serdo realizados mais 2 dias de privagado na etapa final da tarefa,
durante os 4 dias com os potes 1, 2 e 3 (frasco pequeno dentro do médio, ambos dentro do
grande).

Resultados e Discussoes

O estudo busca descrever e quantificar o desenvolvimento dos polvos da espécie O. insularis,
que por ser um animal com ciclo de vida curto (em média um ano) sera possivel monitorar e
acompanhar a variacao entre os estdgios em poucos meses. Sendo assim, acreditando que ha
diferenca ontogenética entre os estagios da vida do animal, os animais juvenis deverao sofrer
uma varia¢gdo maior no ciclo sono-vigilia durante a fase de privacdo. Além disso, visando
determinar se o polvo se encaixa nos critérios de sono comportamental estabelecidos
previamente em vertebrados, esperamos que os polvos assumam uma postura estereotipada e
ocupem um lugar de descanso durante os ciclos de sono. Consequentemente, durante esses
periodos, esperamos que eles exibam certas mudangas devido a quiescéncia associada ao
sono de varias areas do cérebro. Essas mudancas devem envolver movimentos periféricos do
corpo e mudangas na aparéncia fisica devido a mudanga de cor, descritas no sono ativo por
Medeiros et al. (2021). Esperamos ainda que os animais tenham um limiar de excitagao
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elevado durante a quiescéncia e mostrem reversibilidade de estado com estimulagao.
Consequentemente, devido aos mecanismos de controle homeostatico, esperamos que a
privacao durante a etapa da tarefa de aprendizagem leve a um rebote de repouso (Campbell &
Tobler, 1984), além de um pior desempenho na tarefa.

Conclusao

Com base na investigagdo proposta, espera-se que este estudo forneca contribuicdes
fundamentais para a neuroetologia e a biologia do sono. A confirmagao dos critérios
comportamentais de sono em Octopus insularis em diferentes fases ontogenéticas consolidara
os cefalopodes como modelos validos para o estudo da evolugdo do sono. A caracterizagao
detalhada do desenvolvimento dos estagios de sono preenchera uma lacuna critica no
entendimento de como este estado comportamental se manifesta e se modifica desde a vida
planctonica até a bentonica. Além disso, ao demonstrar uma possivel relagao causal entre a
privacdo de sono ativo e prejuizos na aprendizagem complexa, a pesquisa oferecera
evidéncias robustas de que a funcao de consolidagdo da memoria ¢ uma propriedade ancestral
e central do sono, possivelmente remontando a mais de 500 milhdes de anos. Os resultados
ndo apenas avangardo o conhecimento em um campo emergente, mas também estabelecerao
um paradigma metodologico para estudos futuros com invertebrados, reforgando a
importancia de se investigar processos cognitivos complexos em linhagens evolutivas
distantes dos vertebrados.
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TITULO: Testando o aprendizado estatistico multimodal da categorizacdo acustica

Resumo

Introdugdo: A percepcao da fala ¢ influenciada pelas diferencas linguisticas e pela
aprendizagem estatistica, sendo potencializada por pistas visuais que favorecem a
categorizagdo acustica. A psicofisica oferece meios para investigar como estimulos auditivos
e visuais interagem nessa percep¢ao. Objetivo: Investigar a influéncia de pistas visuais na
categoriza¢dao de sons. Metodologia: Foi elaborada uma tarefa psicofisica do tipo oddball,
implementada no PsychoPy. A fase de habituacdo constituiu-se utilizando vocaliza¢des de
saguis associadas a figuras geométricas de forma consistente ou inconsistente. Ademais, o
teste oddball foi elaborado para que somente os estimulos auditivos fossem apresentados.
Resultados: A habituacdo mostrou-se viavel em ambas as condigdes. A primeira versdo do
teste, com 120 blocos de vocalizagdes, revelou alta complexidade. Apos ajustes, a versao
final adotou oito vocalizagdes em 24 blocos repetidos em cinco loops, resultando em cerca de
30 minutos de duragdo do experimento, com a possibilidade de maior engajamento e registro
automatizado de desempenho. Conclusdo: O experimento esta pronto para aplicagdo. Espera-
se que associagdes audiovisuais consistentes ampliem a categorizagdo acustica, reforcando o
papel do aprendizado estatistico e incentivando novas pesquisas em diferentes contextos
linguisticos.

Palavras-chave: Psychopy. Python. Categorizagéo acustica.
TITLE: Testing multimodal statistical learning of acoustic categorization
Abstract

Introduction: Speech perception is influenced by linguistic differences and statistical
learning, and is enhanced by visual cues that favor acoustic categorization. Psychophysics
provides a means to investigate how auditory and visual stimuli interact in this perception.
Objective: To investigate the influence of visual cues on sound categorization.
Methodology: An oddball psychophysical task was developed and implemented in
PsychoPy. The habituation phase consisted of using marmoset vocalizations associated with
geometric figures in a consistent or inconsistent manner. In addition, the oddball test was
designed so that only auditory stimuli were presented. Results: Habituation proved feasible in
both conditions. The first version of the test, with 120 blocks of vocalizations, revealed high
complexity. After adjustments, the final version adopted eight vocalizations in 24 blocks
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repeated in five loops, resulting in an experiment lasting about 30 minutes, with the
possibility of greater engagement and automated performance recording. Conclusion: The
experiment is ready for application. Consistent audiovisual associations are expected to
broaden acoustic categorization, reinforcing the role of statistical learning and encouraging
further research in different linguistic contexts.

Keywords: Psychopy. Python. Acoustic Categorization.
Introducao

A percepcao da fala ¢ moldada pelas diferengas entre linguas, que delimitam contrastes
sonoros relevantes e orientam a forma como categorias fonéticas sao aprendidas (ZHAO;
KUHL; ZATORRE, 2018). Nesse contexto, estudos mostram que as pessoas ndo apenas
reconhecem unidades sonoras especificas, mas também se apoiam em elementos frequentes
para segmentar e atribuir fungdes gramaticais. De acordo com Frost, Monaghan e
Christiansen (2016), palavras de alta frequéncia auxiliam tanto a segmentacgao da fala quanto
a formacao de categorias, evidenciando que a aquisi¢ao linguistica estd ancorada em
propriedades estatisticas do input. Sendo assim, pode-se afirmar que as diferencas linguisticas
ndo apenas moldam o espago perceptual disponivel aos falantes, mas também interagem com
mecanismos estatisticos que permitem a extragao de regularidades do fluxo da fala.

Nesse sentido, a aprendizagem estatistica se mostra um mecanismo central para a deteccao
de regularidades na fala e em outros dominios perceptivos. Embora a sensibilidade as
probabilidades de transi¢ao permita prever ocorréncias em sequéncias, essa capacidade nao
garante, por si sO, a formacdo de representagdes duradouras (ENDRESS; SLONE;
JOHNSON, 2020). Além disso, fatores como modalidade, tipo de apresentagdo e dominio
influenciam diretamente a deteccdo de padrdes, o que mostra a flexibilidade desse processo
(LUKICS; LUKACS, 2022). Ademais, a integragio multimodal potencializa o aprendizado,
j& que estimulos audiovisuais aumentam a precisdo na categorizacao fonética em comparagao
aos auditivos isolados (ZHI; LEVY; MEYLAN, 2024). Assim, a aprendizagem estatistica
revela-se dindmica e dependente tanto das propriedades do estimulo quanto da interagdo entre
modalidades sensoriais.

Com base nisso, a psicofisica oferece ferramentas para investigar como propriedades fisicas
de estimulos se relacionam com experiéncias perceptivas (DULAY et al., 2024). No campo
da linguagem, essa abordagem permite medir de forma controlada a sensibilidade a varia¢des
acusticas minimas e entender como tais diferencas sdo categorizadas pelos ouvintes (GETZ;
TOSCANO, 2020). Além disso, sua aplicacdo a contextos multimodais revela que pistas
visuais podem modificar a percep¢ao auditiva, como demonstrado em experimentos com
bebés de nove meses que passaram a discriminar contrastes fonéticos ndo nativos quando os
sons eram consistentemente associados a objetos distintos (YEUNG; WERKER, 2009).
Dessa forma, a psicofisica contribui para compreender de que maneira a integra¢do entre
modalidades sensoriais influencia a categoriza¢ao da fala. Sendo assim, ¢ possivel identificar
a relevancia de outras modalidades sensoriais, especificamente a visual, para a categorizagao
acustica que facilita a distingao e agrupamento de sons semelhantes.

O presente estudo tem como objetivo investigar a influéncia de pistas visuais na
categorizacdo de sons. Para tanto, serd implementada uma tarefa psicofisica do tipo oddball
em PsychoPy, permitindo analisar se a consisténcia das associagdes audiovisuais impacta a
acuracia e o tempo de reagdo dos participantes na discriminagdo de estimulos acusticos.
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Metodologia

Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre
Lopes da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (HUOL/UFRN), parecer 7.059.854.
Todos os participantes assinardo um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Participantes

A pesquisa contara com a participacao de 50 participantes voluntarios (25 homens e 25
mulheres), saudaveis e com idade entre 18 a 50 anos. Com base nisso, serdo utilizados como
critérios de exclusdo: deficiéncia auditiva, deficiéncia visual, sensibilidade extrema e uso de
psicoativos ou diagnésticos psiquiatricos.

Psicofisica

A Psicofisica ¢ a ciéncia que esta centralizada no estudo da interagao métrica entre as
dimensdes fisicas e as dimensdes subjetivas decorrentes destas. Nesse sentido, a
especificidade que fundamenta esta ciéncia, € o préprio homem como instrumento de medida.
Os processos e técnicas psicofisicas, centrados no ser humano, permitem o alcance de
medidas de altissima precisdo, quando o método ¢ aplicado adequadamente (COSTA, 2017).

Habituacdo

A etapa de habituagdo foi delineada para ser realizada de duas formas distintas, ambas
implementadas no programa Psycopy e com dura¢cdo média de aproximadamente 10 minutos.
Na primeira condi¢do, 8 vocalizagdes distintas de saguis foram associadas de forma
consistente a 8 figuras geométricas diferentes: retangulo, triangulo, circulo, trapézio,
paralelogramo, losango, pentagono e hexagono. Na segunda condicdo, utilizou-se as mesmas
8 vocalizagdes e as mesmas figuras, entretanto, uma unica figura podera ser associada a duas
ou mais vocalizagdes, ou seja, sem associacdo consistente. Sendo assim, utilizaremos a
amplitude média de 65dB para execucao dos estimulos sonoros.

Projeto Experimental e Procedimento - Teste de Oddball

Tendo em vista a relevancia da caracterizagdo dos sons produzidos durante a fala como um
dos principais parametros para distingdo entre as diferentes linguas, temos como objetivo
testar a fungdo de estimulos visuais na caracterizagao dos sons por meio de uma tarefa de
psicofisica.

Para elaboragdo dos dados da tarefa, o software utilizado foi o PsychoPy, que possui uma
diversidade de cddigos disponiveis, possibilitando o desenvolvimento da pratica planejada,
como também ¢ uma ferramenta gratuita (GALVAO, 2021).

Dessa forma, a estruturagdo do teste de oddball ocorreu em etapas sucessivas, a partir de um
delineamento inicial. Na primeira versao da tarefa, o experimento consistia em 120 blocos,
cada um com duragdo aproximada de 30 segundos. Em cada bloco, eram apresentados quatro
estimulos sonoros em sequéncia: trés estimulos sonda idénticos, seguidos de um estimulo
teste, que poderia ser igual ou diferente. Dessa forma, a tarefa do participante seria indicar,
por meio do teclado, se o estimulo teste era igual ao estimulo sonda anterior utilizando tecla
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ou diferente utilizando a tecla “d”. Além disso, cada bloco era identificado em sequéncia,
contendo a indicagdo de inicio e o periodo de resposta, intitulado como “teste”, o que
delimitava o fim do bloco. Entretanto, verificou-se que as vocalizagdes utilizadas nessa
versdo tornavam a tarefa extremamente dificil para analise das vocalizagdes e manutencao do
foco.

Diante dessa limitagdo, implementou-se uma segunda versdo, substituindo os estimulos por
vocalizagdes menos complexas. Nesse formato, foram utilizadas 29 vocaliza¢des distintas
para a composi¢ao dos 120 blocos, foram construidos 60 blocos executados 2 vezes seguidas
de forma sequencial. Além disso, incluiu-se um sinal visual para marcar o inicio de cada
bloco, um quadrado azul exibido na tela por 2 segundos. Em seguida, as vocalizagdes eram
apresentadas sequencialmente, cada uma com 2 segundos de dura¢do, no mesmo arranjo de
trés estimulos sondas seguidos pelo estimulo teste, com duragdo de 2 segundos. No momento
da apresentacao do estimulo-teste, era exibido simultaneamente um quadrado amarelo,
também por 2 segundos. Ao término desse intervalo, o participante deveria responder,
pressionando a tecla “s” caso o estimulo fosse igual ou a tecla “d” caso fosse diferente em
relag@o ao estimulo sonda. Caso ndo houvesse resposta dentro de 3 segundos, exibia-se um
quadrado vermelho por 2 segundos ¢ imediatamente o proximo bloco se iniciava
automaticamente.

Por fim, para equilibrar a incidéncia das vocalizagdes e otimizar a duragdo total do
experimento, o numero de estimulos foi reduzido de 29 para 8 vocalizacdes. Essa alteragao
permitiu maior controle sobre a distribuicao dos estimulos e reduziu o tempo médio de cada
bloco para cerca de 16 segundos, resultando em uma duracao total do experimento de
aproximadamente 30 minutos. A estrutura dos blocos foi mantida, contudo, foram
construidos 24 blocos, executados em 5 loops sequenciais e, para a contabilizar a acurécia e o
tempo de reagdo de cada participante.

Resultados e Discussoes

O desenvolvimento da etapa de habituagdo mostrou-se funcional nas duas condigdes
implementadas no PsychoPy. Na primeira, cada vocalizacdo foi associada a uma figura
geométrica distinta, o que favoreceu a criagdo de correspondéncias estaveis entre
modalidades auditiva e visual. Por outro lado, na segunda condi¢do, as associacdes foram
inconsistentes, de modo que uma mesma figura poderia estar relacionada a diferentes
vocalizagdes. Assim, a possibilidade de manipular esses dois arranjos de forma controlada
constitui um avanco importante, permitindo avaliar, em etapas posteriores, como a
consisténcia das associagdes influencia a formacdo de categorias acusticas. Além disso, o
tempo médio de execucao (cerca de 10 minutos) confirmou a viabilidade dessa fase, sendo
possivel manter o engajamento dos participantes sem sobrecarrega-los.

No que se refere ao teste oddball, o programa revelou-se eficaz na geracdo de sequéncias
experimentais. Entretanto, a primeira versdao, composta por 120 blocos de vocalizagdes
dissilabas, indicou que a complexidade dos estimulos dificultava tanto a analise das respostas
quanto a manutengdo da atencdo. Desse modo, esse resultado foi determinante para a
formulagdo de uma segunda versdo.

Na etapa seguinte, com a ado¢do de vocalizagdes monossilabicas e a inclusdo de sinais
visuais (azul para inicio do bloco, amarelo para estimulo teste e vermelho para auséncia de
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resposta), observou-se maior clareza no andamento do experimento e melhor sincronizagao
entre os estimulos auditivos e visuais. Ainda que essa versdo apresentasse duracdo
prolongada, os ajustes evidenciaram a flexibilidade do protocolo e sua capacidade de
integracdo multimodal.

Posteriormente, a versao final trouxe maior equilibrio entre controle experimental e tempo
de execucdo. A reducao do numero de estimulos para oito vocalizagdes monossilabas ¢ a
reorganizacdo em 24 blocos repetidos em cinco loops resultaram em um tempo total
aproximado de 30 minutos, com dura¢do média de 16 segundos por bloco. Com isso, foi
possivel otimizar a tarefa, reduzir a fadiga e possibilitar a qualidade dos dados que serdo
coletados. Além do mais, o registro automatico de acuracia e tempo de reagdo proporcionara
a robustez metodoldgica, garantindo condigdes adequadas para investigagdes psicofisicas
posteriores.

Além disso, a aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa marcou um passo
fundamental na consolidacdo do estudo, viabilizando a transicdo para a proxima etapa
experimental, uma vez que o experimento estd pronto, serd possivel coletar os dados com
participantes e reforcar a legitimidade cientifica e ética da tarefa desenvolvida.

Conclusao

Uma vez que o experimento esta pronto para ser implementado, esperamos testar o papel de
pistas visuais na categorizacdo de sons e observar nos participantes um maior desempenho
nos blocos onde houve inicialmente uma habituagdo com associagdo consistente entre as
imagens ¢ as vocalizagdes de saguis. Ou seja, de acordo com a hipotese em que exista uma
relacdo entre a associagdo estatistica e os estimulos acusticos e visuais, espera-se que iSso
fortaleca a capacidade de categorizagdo dos individuos.

Logo, a confirmagdo destes resultados fornecera fortes evidéncias de que o aprendizado
estatistico audiovisual ¢ um fator importante na classificacdo actstica, mesmo em adultos.
Ademais, os resultados podem desencadear novas pesquisas para investigar como as
associacoes estatisticas contribuem para a formacgdo de categorias acusticas em diferentes
contextos linguisticos.
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TITULO: Avaliagdo da fotodegradagdo e perfil de estabilidade da N,N-
Dimetiltriptamina (DMT) sob diferentes condigbes.

Resumo

A N,N-Dimetiltriptamina (DMT) ¢ um alcaloide psicodélico com potencial terap€utico
promissor, especialmente no tratamento de transtornos psiquidtricos como a depressdo
resistente. No entanto, a auséncia de dados sobre sua estabilidade e susceptibilidade a
fotodegradacdo compromete o desenvolvimento de formulagdes seguras e eficazes. Este
projeto avaliou a estabilidade de solu¢des de DMT sob duas condi¢cdes de armazenamento:
exposi¢do a luz em camara de fotodegradagdo a 25 °C e protegdo da luz a 20 °C, nos tempos
de Oh, 2h, 4h, 24h, 48h e 72h. A concentracio de DMT apods exposicao as diferentes
condi¢des foi conduzida no GC-MS, com base em protocolos padronizados. Diante dos
experimentos realizados, ¢ possivel afirmar que a DMT diluida em metanol (MeOH), na
condicdo auséncia de luz sob congelamento (~-20°C), ¢ estavel por 72h, tempo méaximo
analisado, de forma consistente e segura mas € necessario a continuidade do andamento da
pesquisa para responder as questdes centrais em relacdo ao comportamento da DMT sob
diferentes condicdes de armazenamento e os seus impactos, contribuindo para a
confiabilidade de estudos clinicos com psicodélicos com rigor metodologico na pesquisa com
DMT.

Palavras-chave: N,N-Dimetiltriptamina. Estabilidade. Fotodegradacé&o. Psicodélicos.
TITLE: Evaluation of Photodegradation and Stability Profile of N,N-
Dimethyltryptamine (DMT) Under Different Conditions

Abstract

N,N-Dimethyltryptamine (DMT) is a psychedelic alkaloid with promising therapeutic
potential, particularly in the treatment of psychiatric disorders such as treatment-resistant
depression. However, the lack of data on its stability and susceptibility to photodegradation
compromises the development of safe and effective formulations. This project evaluated the
stability of DMT solutions under two storage conditions: exposure to light in a
photodegradation chamber at 25 °C and protection from light at 20 °C, at the time points Oh,
2h, 4h, 24h, 48h, and 72h. DMT concentration after exposure to the different conditions was
determined using GC-MS, based on standardized protocols. From the experiments conducted,
it can be stated that DMT diluted in methanol (MeOH), under light-protected freezing
conditions (~—20 °C), remains stable for 72h—the maximum time analyzed—in a consistent
and reliable manner. Nevertheless, further research is required to address central questions
regarding the behavior of DMT under different storage conditions and their impacts, thereby
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contributing to the reliability of clinical studies with psychedelics and ensuring
methodological rigor in DMT research.

Keywords: N,N-Dimethyltryptamine. Stability. Photodegradation. Psychedelics.

Introducao

A N,N-Dimetiltriptamina (DMT) ¢ um alcaloide inddlico psicodélico presente em algumas
plantas como a Jurema-preta (Mimosa hostilis), planta nativa da caatinga do Nordeste
brasileira, e a Chacrona (Psychotria viridis), assim como, em animais, incluindo os seres
humanos, que vem obtendo destaque e desempenhando papel emergente em estudos clinicos
que investigam novas abordagens terapfuticas para transtornos psiquidtricos, como a
depressao resistente ao tratamento (BARKER, 2018; CARBONARO; GATCHCh, 2016).

Seu uso ¢ de origem ancestral e tradicional estando presente em bebidas como a ayahuasca e
a jurema sagrada utilizada em contextos indigenas e religiosos mas que passou a despertar
crescente interesse cientifico especialmente pela eficacia preliminar observada em estudos
clinicos controlados voltados aos transtornos psiquiatricos (MCKENNA; TOWERS;
ABBOTT, 1984) diante da sua agdo farmacologica fortemente associada a ativacdo de
receptores serotoninérgicos, principalmente 5-HT2A, que sdo os responsaveis por trazer
efeitos subjetivos intensos e de curta duragdo que revelam efeitos antidepressivos rapidos e
com perfil de seguranga aceitavel como vem sendo mostrado por pesquisas inovadoras
realizadas no Instituto do Cérebro (ICe/UFRN) com essa substancia, tanto de forma, e
especialmente isolada (FALCHI-CARVALHO, M., PALHANO-FONTES, F., WIESSNER,
I. ET AL), quanto pela bebida ayahuasca (PALHANO-FONTES et al., 2019).

Entretanto, apesar do avango das pesquisas clinicas envolvendo a DMT, aspectos
fundamentais relacionados as suas propriedades fisico-quimicas ainda sao pouco explorados.
Entre eles, destaca-se a auséncia de dados sistematicos sobre sua estabilidade frente a fatores
ambientais como luz, temperatura ¢ tempo de armazenamento. A fotodegradacdo, em
particular, pode comprometer a integridade da substancia, reduzindo sua eficacia
farmacologica e dificultando a reprodutibilidade de experimentos e ensaios clinicos
(KUMAR; SINGH, 2021). Tais limitagdes representam um obstaculo significativo para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas estaveis e padronizadas contendo DMT, sobretudo
considerando sua possivel aplicagdo terapéutica em contextos regulados.

A realizacdo de estudos de estabilidade é uma etapa essencial no desenvolvimento de
qualquer farmaco (AZMI; HASHIM, 2020) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
Anvisa por meio de RDC 318/2019 estabelece critérios para a realizacdo de estudos de
estabilidade de insumos farmacéuticos ativos (IFAs) quando se trata de medicamentos
inovadores e especificos (ANVISA, 2018). Neste contexto, o presente projeto propde a
investigacdo sistematica e inédita da estabilidade e fotodegrada¢do da DMT, proveniente da
extragdo de DMT das raizes da planta Mimosa tenuiflora (Jurema-Preta), em diferentes
condi¢des de armazenamento e ao longo de intervalos de tempo especificos.

Os dados obtidos contribuem significativamente para o avango da pesquisa com psicodélicos
no Brasil, oferecendo suporte técnico-cientifico para o desenvolvimento de medicamentos
inovadores, aprimoramento dos protocolos experimentais, assegurando a qualidade das
formulacdes empregadas em pesquisas clinicas e reforcando a credibilidade das abordagens
terapéuticas baseadas na DMT.
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Metodologia

CONDICOES DE ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (GC-MS)

As andlises de GC-MS foram realizadas utilizando um um cromatégrafo gasoso Agilent 8860
acoplado a um espectrometro de massas quadrupolo tnico Agilent 5977C GC-MSD (Agilent,
Stockport, Reino Unido). O amostrador automatico foi equipado com uma seringa de 10 pL.
A seringa passou por dois e dez ciclos de limpeza com isopropanol antes e depois da injecao,
respectivamente. A amostra foi bombeada seis vezes antes de injetar 1 pL. A taxa de
enchimento da seringa foi de 300 uL/min. A coluna HP-5ms (30 m, 0,25 mm de didmetro
interno, 0,25 m de espessura de filme, Agilent, Stockport, Reino Unido) foi utilizada nas
andlises com fluxo de gas hélio de 1,2 mL/min. A linha de entrada da coluna foi mantida a 80
°C e o modo de injegdo splitless foi escolhido. O forno foi mantido a 60 °C por 3 minutos e
em seguida a temperatura foi elevada a uma taxa de 8 °C/min até 200 °C e depois de 10
°C/min até 280 °C, onde permaneceu por 4 minutos. A linha de transferéncia foi mantida a
280 °C. O espectrometro de massas foi operado em modo de ionizagdo eletrdnica com
temperatura do quadrupolo a 150 °C, temperatura da fonte a 230 °C e energia de 70 eV. O
espectro de massa foi coletado entre 50 e 500 m/z, com periodo de aquisicdo de 0 a 32,5
minutos. O software MassHunter (Agilent, Stockport, Reino Unido) foi utilizado para analise
de dados e controle de equipamentos. A resposta foi avaliada com base na area do pico
identificado nos cromatogramas de contagem total de ions (TIC, do inglés Total Ion
Chromatogram). A identificagcdo do analito foi feita por comparagdo com o tempo de retencao
do padrao e comparagdao com a biblioteca espectral do NIST (National Institute of Standards
and Technology, Gaithersburg, MD, EUA).

ENSAIOS DE FOTOESTABILIDADE

O modelo experimental para avaliagdo e determinagdo da estabilidade e fotodegradacao da
DMT foi primeiro realizado com a pesagem de 10 mg de DMT e diluido a 10 mL de metanol
(MeOH), assim como, em acetonitrila, hexano e dimetilsulféxido (DMSO). Depois, foi
adicionado 1 mL em vials diferentes para os tempos Oh, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h e 72h nas
condi¢des auséncia de luz sob congelamento (~-20°C) e em exposicao a luz em cdmara (com
temperatura controlada ~25°C), como esquematizado na Figura 1.

Em um segundo experimento, foi realizado a pesagem diretamente em vials da quantidade de
1 mg da DMT em p6 e as amostras foram colocadas nas seguintes condigdes novamente de
exposi¢do a luz em camara (com temperatura controlada ~25°C), auséncia de luz sob
congelamento (~-20°C). Para a andlise, cada amostra foi diluida em metanol (MeOH) apos a
exposicdo e somente no momento da leitura. Cada amostra foi coletada e analisada nos
seguintes intervalos de tempo: Oh, 2h, 4h, 24h, 48h e 72h, conforme esquema da Figura 2.

Para cada ponto amostral, foram realizados os testes para determinagdo e quantificacao da
DMT, tanto diluida, quanto em po6 pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS).

Resultados e Discussoes
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Foram comparados acetonitrila, hexano, dimetilsulféxido (DMSO) e metanol (MeOH)
conforme apresentado na Figura 3. Entre esses, o metanol (MeOH) apresentou o desempenho
mais consistente, mantendo aproximadamente 70—-75% da concentragdo inicial de DMT apos
72 horas, quando armazenado sob congelamento (~—20 °C) e na auséncia de luz. Diante
desses resultados e considerando também aspectos de acessibilidade e compatibilidade
analitica, o metanol (MeOH) foi escolhido como solvente para os experimentos subsequentes.

No primeiro experimento, avaliou-se a estabilidade da DMT diluida em metanol (MeOH) sob
as duas condi¢des contrastantes: (i) auséncia de luz sob congelamento (~-20°C) e (ii)
exposicdo a luz em cdmara (com temperatura controlada ~25°C). Observou-se que, na
auséncia de luz e sob congelamento, a concentragdo de DMT permaneceu estavel ao longo
das 72 horas avaliadas, sem variagdes significativas. Em contrapartida, na condi¢do de
exposicdo a luz em camara verificou-se degradacdo progressiva e acentuada, especialmente
apos 24 horas, resultando em aproximadamente 20% da concentragdo inicial ao final de 72
horas conforme apresentado na Figura 4.

A analise dos cromatogramas afirma esses achados: na condi¢do de congelamento com
protecao da luz, o pico caracteristico da DMT (~20 minutos de tempo de reten¢ao) manteve-
se estavel e intenso durante todo o periodo experimental (a esquerda). J4 sob exposicdo a luz
em camara (a direita), observou-se reducao gradual da area do pico principal, e o surgimento
de picos adicionais em diferentes tempos de retencdo, indicando formacao de produtos de
degradacao, como mostrado na Figura 5.

No segundo experimento, investigou-se a estabilidade da DMT em sua forma em po,
seguindo as mesmas condic¢des trazidas anteriormente: (i) auséncia de luz sob congelamento
(~-20°C) e (ii) exposi¢ao a luz em camara (com temperatura controlada ~25°C). Os
resultados revelaram oscilagdes nos tempos iniciais de andlise, com variagdes inesperadas na
concentracdo relativa, que podem decorrer de fatores instrumentais ou da propria
instabilidade superficial do material sélido. Apds 72 horas, entretanto, observou-se que, na
condi¢cdo de congelamento, a concentracao residual de DMT foi de cerca de 86%, enquanto,
sob exposic¢ao a luz, o valor manteve-se proximo de 89-90%, conforme apresentado na figura
6. Esse achado sugere que a DMT em p6 pode apresentar comportamento distinto em relagdo
a DMT diluida, o que demanda novos experimentos para elucidacdo e compreensdo dos
mecanismos envolvidos.

Conclusao

Embora a N,N-Dimetiltriptamina (DMT) venha sendo amplamente investigada por seu
potencial terapéutico, especialmente em abordagens aplicadas aos transtornos psiquiatricos,
ainda sdo escassos os dados sobre sua estabilidade fisico-quimica em diferentes condig¢des
ambientais. A auséncia de informagdes detalhadas sobre sua susceptibilidade a
fotodegradacdo, bem como sobre os efeitos da exposicdo a variagdes de temperatura e luz,
levanta uma série de questionamentos relevantes do ponto de vista farmacotécnico e clinico.

No momento, ¢ possivel afirmar que a DMT diluida em metanol (MeOH), na condigdo
auséncia de luz sob congelamento (~-20°C), ¢ estavel por 72h, tempo maximo analisado, de
forma consistente e segura. Assim como, afirma-se a necessidade de continuidade dos
experimentos, também sob as condigdes refrigeragdo (4°C) e temperatura ambiente e busca
por mais protocolos de estudos sobre a estabilidade e fotodegradacdo para que se possa
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responder as questdes centrais em relacdo ao comportamento da DMT sob diferentes
condi¢cdes de armazenamento e quais sdo os impactos dessas condi¢des sobre sua
concentracdo ao longo do tempo, especialmente para os contextos que exigem padronizacao e
reprodutibilidade, como os ensaios clinicos propostos pelo grupo, trazendo maior
confiabilidade de estudos clinicos com psicodélicos pelo fortalecimento de boas praticas
laboratoriais e rigor metodologico na pesquisa com DMT.
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Anexos

Figura 1: Esquema metodologico DMT diluida em (MeOH) antes da exposigao.

Figura 2: Esquema metodologico DMT em po.

Figura 3: Grafico de desempenho dos solventes em condi¢ao exposicao a luz e sem luz sob
congelamento

Figura 4: Grafico de desempenho DMT diluida em MeOH em condig¢ao exposigdo a luz
(azul) e sem luz sob congelamento (amarelo)

Figura 5: Cromatogramas da DMT diluida em MeOH em condi¢do auséncia de luz sob
congelamento (a esquerda) e exposi¢ao a luz (a direita)

Figura 6: Grafico DMT em p6 em condi¢do auséncia de luz sob congelamento (azul) e
exposicao a luz (vermelho)
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TITULO: Investigagdo sobre a origem do padrdo morfoldgico gerado em
malformagdes cerebrais derivadas do virus Zika
Resumo

A infeccdo do sistema nervoso central (SNC) fetal pelo virus Zika (ZIKV) provoca
inflamacdo e malformacdes, mas o papel da resposta imune nesse processo ainda nao esta
totalmente esclarecido. Para investigar, analisamos o soro de pares de maes e filhos com
microcefalia associada ao ZIKV, coletado quando as criangas tinham cerca de dois anos (692
+ 87 dias). Foram realizados ensaios ELISA com antigenos adsorvidos e extratos de
astrocitos humanos em cultura para detectar autoanticorpos neurais. Observamos que parte
das maes apresentou anticorpos contra ZIKV e também contra os quatro sorotipos do virus da
dengue, enquanto as criancas ndo foram imunizadas pela exposicdo intrauterina. Para
explorar se houve resposta autoimune contra o SNC embrionario, avaliamos a proteina
ENGRAILEDI1 (ENG-1), altamente expressa no rombencéfalo durante o desenvolvimento.
As maes de criancas com sindrome congénita do Zika (SCZV) exibiram niveis aumentados
de IgG e IgM anti-ENG-1, enquanto as criangas mostraram apenas IgM elevada. Testes
adicionais, com ELISA comercial para autoanticorpos contra antigeno dos ganglios basais,
revelaram niveis elevados de IgG em maes e filhos com SCZV. Entretanto, entre as criangas,
nao houve padrao consistente: diferentes individuos expressaram IgG ou IgM contra ENG-1,
mas ndo ambas as classes. Esses achados indicam que parte das maes manteve memoria
imunologica da infec¢do viral no SNC fetal, evidenciada pela presenca de autoanticorpos
neurais persistentes.

Palavras-chave: Autoanticorpos. Resposta imune materna. Neuroimunologia

TITLE: Investigation on the origin of the morphological pattern generated in Zika
virus-derived brain malformations

Abstract

The fetal central nervous system (CNS) infection by Zika virus (ZIKV) causes
inflammation and malformations, but the role of the immune response in this process is not
fully understood. To investigate, we analyzed serum from mother—child pairs with ZIKV-
associated microcephaly, collected when children were about two years old (692 + 87 days).
ELISA assays with adsorbed antigens and cultured human astrocyte extracts were performed
to detect neural autoantibodies. We observed that some mothers had antibodies against ZIKV
and the four dengue virus serotypes, while children were not immunized by intrauterine
exposure. To explore whether there was an autoimmune response against the embryonic
CNS, we evaluated the ENGRAILED1 (ENG-1) protein, highly expressed in the developing
rhombencephalon. Mothers of children with congenital Zika syndrome (CZS) showed
increased levels of IgG and IgM anti-ENG-1, while children exhibited only elevated IgM.
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Additional tests with a commercial ELISA for autoantibodies against basal ganglia antigens
revealed high IgG levels in both mothers and children with CZS. However, among children,
no consistent pattern was found: different individuals expressed either IgG or IgM against
ENG-1, but not both. These findings suggest that some mothers retained immunological
memory of the viral infection in the fetal CNS, evidenced by the persistence of neural
autoantibodies.

Keywords: Autoantibodies. Maternal immune response. Neuroimmunology

Introducao

Em 2015, o Brasil, especialmente o Nordeste, registrou um aumento significativo nos casos
de microcefalia em recém-nascidos, sendo posteriormente confirmada a relagdo com a
epidemia de virus Zika (ZIKV) (Calvet et al., 2016; Franca et al., 2016; Garcez et al., 2016).
A infecg¢@o congénita por ZIKV compromete o desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC), originando a Sindrome Congénita do Virus Zika (SCVZ). Pesquisadores da UFRN
contribuiram para a descrigdo de alteracdes morfoldgicas encefilicas, eletrofisiologicas
(Sequerra et al., 2020), cardiologicas (Arrais et al., 2021) e imunologicas (Anderson et al.,
2021) nesses pacientes.

Embora o estado de emergéncia tenha sido encerrado, novos casos seguem sendo
registrados. Em 2020, o ultimo caso confirmado no RN ocorreu em 2018, mas boletins de
2021 indicaram 75 notificagdes de gestantes com suspeita de ZIKV, sendo 47 de Santa Cruz
(SESAP-RN, 2021). Em setembro de 2021, nosso grupo examinou 20 gestantes e criangas na
regido. Uma crianga apresentou microcefalia pos-natal. Das 15 maes que j& haviam dado a
luz, 8 tinham sorologia positiva para ZIKV; entre 5 gravidas, 3 apresentaram IgG positivo.
Em 17 dessas mulheres, 8 tinham anticorpos neutralizantes ao ZIKV, sugerindo resposta
especifica e ndo cruzada com dengue.

Recentemente, o Ministério da Satde confirmou casos de microcefalia por infec¢dao
congénita pelo virus Oropouche (MS, 2024), também detectado em casos revistos na regiao
Norte (Martins et al., 2025), levando a inclusao desses casos neste estudo no RN. Além da
microcefalia, criangas expostas ao ZIKV podem apresentar atrasos no desenvolvimento
motor, cognitivo, de linguagem, além de autismo, epilepsia e microcefalia tardia (Faigal et
al., 2019; Nielsen-Saines et al., 2019; Mulkey et al., 2020). Por isso, mesmo criangas
normocefalicas, mas expostas ao ZIKV no tutero, devem ser acompanhadas para deteccao
precoce de manifestagdes da SCVZ e adequada intervencdo no SUS.

Além do dano viral direto ao SNC, infecgdes gestacionais podem romper a tolerancia
imunoldgica materna ao feto, induzindo a ativacdo imune materna (AIM), associada a
autismo e esquizofrenia em humanos e modelos animais (Han et al., 2021; Knuesel et al.,
2014). Assim, mesmo sem infeccao fetal direta, a resposta inflamatoria materna pode afetar o
neurodesenvolvimento da crianca. Outro possivel mecanismo sdo os autoanticorpos
maternos, como os dirigidos contra receptores de NMDA, associados a alteracdes
neurologicas e psiquiatricas (Dalmau et al., 2019).

Nosso grupo investiga a presenga de autoanticorpos contra proteinas do SNC em pares
mae-filho. As amostras foram coletadas com média de 692 + 87 dias de vida das criancas.
Foram realizados ensaios de ELISA para IgGs e IgMs autorreativos. Para distinguir
autoimunidade contra o SNC embrionario de autoimunidade materna, foi utilizado como
antigeno o fator de transcricdo ENGRAILEDI, expresso no rombencéfalo embrionario, mas
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quase ausente no cérebro adulto. As maes de criancas com SCVZ apresentaram niveis mais
elevados de IgG e IgM contra ENGRAILEDI1, enquanto as criangas mostraram elevagao
apenas de IgM. Também foi testada a presenca de autoanticorpos IgG contra antigenos dos
ganglios basais, revelando maiores niveis tanto nas maes quanto nas criancas com SCVZ,
sugerindo memoria imunoldgica da infecgdo viral. Nao houve correlagdo entre os niveis de
autoanticorpos contra ENGRAILEDI e ganglios basais, sugerindo respostas imunes distintas.

Esses dados indicam a importdncia do monitoramento continuo de gestantes expostas a
arbovirus e de seus filhos, mesmo na auséncia de malformagdes visiveis, considerando a
possibilidade de efeitos neurologicos tardios ou sutis. O estudo também aponta para a
relevancia de explorar as consequéncias imunologicas materno-fetais em infecgdes virais
congénitas, especialmente diante do ressurgimento de arboviroses como ZIKV e Oropouche
no Brasil.

Metodologia

Arrolamento de pacientes

O estudo acompanhara pacientes com sindrome congénita do virus Zika (SCVZ) ou
exposi¢do a outras arboviroses no ambulatério multiprofissional pediatrico do HUOL. Novos
participantes poderao ter coleta inicial de dados na MEJC. Serdo incluidos pacientes com
exposi¢do comprovada a arbovirus durante a gestacdo ou com malformagdes tipicas da
SCVZ, como calcificagdes intracranianas. Os exames seguirdo o Protocolo do Ministério da
Saude, com possibilidade de testes complementares, como o ensaio de neutraliza¢do do ZIKV
em células VERO.

Critérios de inclusdo: diagnostico ou suspeita de SCVZ ou exposicdo congénita a
arboviroses, a partir de 2024, com assinatura do TCLE. Critérios de exclusdo: microcefalia
com causa definida (TORCHS ou sindromes genéticas). Serao adotados os critérios do MS
para defini¢do de microcefalia: para recém-nascidos a termo, perimetro cefalico < 31,5 cm
(meninas) ou < 31,9 cm (meninos); para pré-termo, os valores seguirdo o padrao Intergrowth
21st.

Pacientes normocefalicos com exposi¢ao intrauterina a arbovirus também serdo incluidos,
assim como suas maes. O estudo ndo envolve riscos, pois utilizard apenas informagdes
obtidas em anamnese, exame fisico e exames de rotina (Anexo 3). A amostra sera por

conveniéncia, abrangendo pacientes atendidos entre o segundo semestre de 2024 e o primeiro
de 2028.

Os atendimentos serdo semanais e realizados por equipe composta por pediatra,
neurologista, infectologista, fonoaudidloga, fisioterapeuta, nutricionista e assistente social,
que j& acompanha pacientes da epidemia de 2015-2016. Os dados clinicos serdo registrados

por bolsistas e discentes em planilha propria e pareados com dados de maes e criangas nao
infectadas pelo ZIKV.

Caracterizacao do fenotipo neural por imagem
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Pacientes novos com diagndstico de microcefalia serdo encaminhados para exame de
tomografia computadorizada realizado pela equipe do HUOL. Aqueles pacientes
diagnosticados como normocefalicos serdo encaminhados para exame de ecografia
transfontanelar, para evitar exposicao desnecessaria a radiagdo. Caso haja algum achado de
relevancia clinica, o paciente pode ser encaminhado para a tomografia computadorizada.
Aqueles pacientes identificados durante a gestacdo também serdo examinados por
ultrassonografia.

Caracterizacao do fenotipo neurofisiologico por EEG

Todos os pacientes serdo encaminhados para exame de EEG. Esses registros serdo entdo
analisados por um neurologista experiente para checar a presenga de grafos patoldgicos.
Utilizaremos também as ferramentas automaticas de deteccao de espiculas interictais e fusos
do sono para quantificar a atividade patologica e sua correlacdo com efeitos sobre a fisiologia
do paciente. Pacientes sadios pareados por idade serdo recrutados para o grupo controle.

Avaliacio neurologica e psiquiatrica das maes dos pacientes

As maes de pacientes SCVZ passardo por exame de imagem ressonancia magnética (MRI)
do cranio para detectar qualquer alteracdo inflamatéria no encéfalo no Centro de Imagem do
Hospital Onofre Lopes-UFRN. As pacientes passardo por uma avaliagdo psiquiatrica e
neuroldgica e serdo classificadas na escala de severidade de depressdo Montgomery-Asberg
Depression Rating Scale (MADRS).

Detecciio de autoanticorpos neurais

O sangue das maes de pacientes SCVZ e controles pareados pela idade das criangas sera
coletado para posterior isolamento do soro. O auto anticorpo melhor descrito em diferentes
casos de inflamagdo do SNC ¢ o que reconhece a subunidade 1 do receptor de NMDA
(GluN1; Hara et al., 2018). O padrdo ouro para a detec¢ao deste anticorpo em pacientes (e
que sera utilizado aqui) passa por uma primeira fase de triagem onde o soro dos pacientes sdo
testados contra 1- cortes de cérebro de roedores (camundongo C57-BL6), 2- placa de ELISA
sensibilizada com GluN1 recombinante. A reatividade contra estes antigenos tera a correlacao
testada com os niveis de anticorpos contra o virus Zika.

Uma das observa¢des morfologicas que fizemos em pacientes microcefalicos foi que
apenas aproximadamente 40% deles apresentam malformagdes mais caudais, como as do
cerebelo e tronco encefalico. Assim, nds selecionamos a proteina Engrailedl, uma proteina
homeobox expressa em poucos neurdnios do tronco encefalico de adultos mas que ¢
altamente expressa no rombencéfalo durante a embriogénese e estd envolvida em sua
padronizagdo (Wurst et al., 1994). Além disso, células neurais sob estresse podem transferir
Engrailedl. Essa transferéncia promove a sobrevivéncia de astrocitos e neuronios do
mesencéfalo (Vargas Abonce et al., 2019).

Nossos resultados preliminares mostram que maes de pacientes SCVZ com microcefalia
possuem mais anticorpos contra Engrailedl e que a quantidade de anticorpos estd
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correlacionada positivamente com a quantidade de anticorpos contra o virus Zika. Além
disso, essas maes também apresentam reatividade aumentada em kit diagndstico para
autoanticorpos envolvidos em encefalite autoimune contra os ganglios da base (Creative
Biolabs, # NAK-003; laboratorios de Eduardo Sequerra e Selma Jer6nimo, dados nido
publicados).

Resultados e Discussoes

Quando nasce uma crianca com malforma¢do do sistema nervoso central causada por
ZIKV, pouco se faz além de combater os sintomas. No entanto, apds anos de pesquisa,
entendemos hoje que a malformacdo pode estar em progressdo, gerando tanto microcefalia
pos-natal (em pacientes que nasceram normocefalicos; Nielsen-Saines et al., 2019; Siqueira
Mello et al., 2019) como microcefalia em que o paciente perde massa encefalica apds o
nascimento (Juca et al., 2018; van der Linden et al., 2019). Nos casos de perda de massa
encefélica o liquido cefalorraquidiano j& ndo apresenta mais ZIKV (testado por PCR; van der
Linden et al., 2019), sugerindo entdo que a piora dos casos se da por uma inflamacao
persistente. Obviamente, estes casos sdo ilustragdes mais dbvias de que hd uma inflamacao
persistente no cérebro de pacientes com SCVZ, mas existe a possibilidade de que outros
pacientes apresentem niveis mais brandos de inflamacdo que atrapalhem o seu
desenvolvimento.

Aqui, testamos pela primeira vez uma hipotese para explicar a inflamagao persistente do
cérebro de pacientes com SCVZ. Durante o primeiro ano de vida, muitos anticorpos maternos
permanecem circulando no sangue (Kili¢ et al., 2003; Watanaveeradej et al., 2003; Leuridan
and Van Damme, 2007; Leuridan et al., 2011). Durante a infeccdo de camundongos adultos
com ZIKV, ou mesmo com a imunizacdo com a proteina NS1 deste virus, acontece a
produgdo de autoanticorpos contra proteinas presentes no cérebro e musculo esquelético
(Cavazzoni et al., 2021). Assim, se maes produzirem autoanticorpos contra alvos neurais
durante a infeccdo por ZIKV, estes podem permanecer afetando o desenvolvimento e a
resposta imune cerebral dos seus filhos ap6s o nascimento. Aqui, pretendemos estabelecer
experimentos que sirvam de diagnostico para a presenca destes no sangue. Uma vez
identificada a presenga de autoanticorpos neurais, podemos tragar estratégias de mitigar os
seus efeitos.

Outra consequéncia da presenca de autoanticorpos neurais no sangue ¢ a sua contribuicao
para quadros de depressdo (Wang et al., 2022; Shimo et al., 2023). De fato, maes de pacientes
com SCVZ apresentam depressdo com maior frequéncia (Kuper et al., 2019). Assim, além
das condic¢des sociais dificeis que envolvem o cuidar de uma crianga com necessidades
especiais, ¢ possivel que o passado de imunizagdo destas maes contribua para o seu quadro
psiquiatrico. A produgao de autoanticorpos ¢ tratavel.

Os dados mostram que as maes de pacientes com SCVZ apresentaram niveis mais elevados
de IgG e IgM contra a proteina ENGRAILED1 (ENG-1) (Fig. 1 e 2), enquanto as criangas
apresentaram apenas niveis elevados de IgM contra ENG-1 (Fig. 1 e 2). Para confirmar a
presenca de autoanticorpos neurais no sangue dos pares, testamos seus soros com um ensaio
comercial de ELISA para deteccdo de autoanticorpos contra um antigeno dos ganglios basais
(normalmente utilizado em pacientes com déficits motores e suspeita de encefalite
autoimune). Nossos resultados mostram que tanto as maes quanto os pacientes com SCVZ
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apresentam maior expressao de autoanticorpos IgG contra o antigeno dos ganglios basais
(Fig. 3)

Curiosamente, ndo ha correlacdo entre a expressdo de IgG ou IgM contra ENG-1 nos
pacientes (Fig. 4), sugerindo que a producdo de autoanticorpos contra esses dois alvos em
cada paciente ¢ independente. Esses dados sugerem que parte dos pares mae-crianca
microcefalica manteve uma memoria imunoldgica da infec¢ao viral do SNC fetal na forma de
autoantigenos neurais. Além dos testes contra a proteina Engrailedl, foi analisada a presenca
de anticorpos contra o virus Zika e outros quatro tipos de arbovirus, com o objetivo de
caracterizar a resposta imune frente a essas infecgdes. O grupo de maes apresentou uma
expressao mais elevada de anticorpos contra o ZIKV e os quatro sorotipos do virus da dengue
do que seus filhos com CZVS, sugerindo uma resposta imatura dos fetos ao virus (Fig. 5).
Dados preliminares sugerem o reconhecimento de mais alvos de proteinas do sistema nervoso
central por maes de criangas com SCZV. A andlise por Western Blot demonstra que as maes
SCZV, principalmente aquelas com alta reatividade contra antigenos do SNC, como ENI1 e
ganglios da base apresentam maior reconhecimento de proteinas cerebrais. Por outro lado,
maes SCZV com baixa ou nenhuma reatividade aos antigenos apresentam um perfil proximo
as maes controle (Fig. 6). Esse padrdo de produgdo de autoanticorpos com multiplos alvos
neurais pode contribuir para uma inflamacdo persistente, ou alteracdes neuroldgicas. Assim,
pretendemos adicionar a avaliagdo da saude neuroldgica/psiquiatrica das maes a este projeto,
além de ampliar os ensaios de ELISA contra um painel de antigenos neurais e com a IgA
contra Engrailed1, uma vez que esta classe de anticorpos ¢ rica nas meninges (Fitzpatrick et
al., 2020).

Essa pesquisa pode trazer esperanga e otimismo para essa popula¢do. Além disso, outras
populagdes podem ser afetadas em futuros estudos, como todos os pares mae-paciente com
infec¢do congénita por TORCHs.

Conclusao

Os dados anteriormente citados reforcam a hipotese que a infecgdo congénita pelo Zika
virus desencadeia uma resposta imune persistente em ambos maes e criangas, podendo
desencadear impactos no neurodesenvolvimento infantil, assim como na saide mental
materna. A presenga de autoanticorpos neurais nos pacientes afetados pela SCZV apontam
para um processo imunoldgico que vai além da infec¢do inicial, podendo progredir para
quadros neurologicos posteriores.

Nossos achados mostram que maes de criangas com SCVZ apresentam niveis elevados de
autoanticorpos IgG e IgM contra a proteina neural ENGRAILEDI, enquanto seus filhos
apresentam apenas IgM, sugerindo exposi¢do imunoldgica fetal sem producdo de anticorpos
de memoria. Além disso, foi detectada alta expressdao de autoanticorpos IgG contra antigenos
dos ganglios basais tanto nas maes quanto nas criangas, reforcando a hipdtese de memoria
imunologica persistente da infeccao viral do SNC fetal.

O estudo reforga a necessidade intensiva de acompanhamento de criangas expostas ao Zika
virus, assim como suas maes. Os dados obtidos acerca dos anticorpos sugerem ser uma
ferramenta importante para futuros diagnosticos, além de abrirem caminhos para novas
estratégias terapéuticas para mitigar os efeitos persistentes nos afetados.
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Com isso, se mostra importante ampliagao de ensaios soroldgicos para outras infecgdes
congénitas, como as do grupo TORCHS, para verificar se fendmenos semelhantes de
autoimunidade podem ocorrer.
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Anexos

Figura 1 - Gréfico de dispersdo mostrando autoanticorpos IgG contra a proteina neural EN1
em maes e criancas com SCVZ, com densidade Optica (%) em relacdo as maes controle. A
esquerda, imagem do Allen Brain Atlas com a expressdo de EN1 no cérebro.

Figura 2 - Grafico de dispersdo representando a deteccdo de autoanticorpos IgM contra a
proteina neural EN1 em maes e criangas com SCVZ, com os niveis de densidade optica
(D.O.) expressos em porcentagem em relagdo as maes controle.
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Figura 3 - Grafico de dispersao representando a deteccdo de autoanticorpos IgG contra
antigeno dos ganglios basais em maes e criangas com SCVZ, com os niveis de densidade
optica (D.O.) expressos em porcentagem em relagdo ao controle positivo.

Figura 4 - Densidade Optica (D.0.) de anticorpos anti-EN1, expressa como porcentagem em
relacdo as maes controle, comparando os niveis de IgM e IgG.

Figura 5 - Grafico de linha representando a detec¢do de IgGs anti-arbovirus (ZIKV, DENV1,
DENV2, DENV3 e DENV4) em maes e criangas com SCVZ, com os niveis de densidade
optica expressos em unidades arbitrarias (U.A.).

Figura 6 — Western blot mostrando o reconhecimento de antigenos neurais por autoanticorpos
em maes de criangas com SCVZ. As bandas indicam proteinas neurais reconhecidas em
diferentes perfis soroldgicos.
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TITULO: Efeito do ciclo sono-vigilia sobre a expressdo de oscilagbes de alta
frequéncia fisioldgicas e patoldgicas
Resumo

As oscilagoes de alta frequéncia (80—500 Hz) incluem eventos fisiologicos, como os ripples
8(0-200 Hz), e patoldgicos, acima de 200 Hz. Os ripples estdo associados a consolidagdo da
memoria e predominam no sono de ondas lentas, enquanto oscilagdes patologicas refletem
estados de hiperexcitabilidade e atividade epileptogénica. Estudos prévios do nosso grupo
mostraram que, apds o estado epiléptico (SE) induzido por pilocarpina intra-hipocampal, os
ripples desaparecem e sdo substituidos por oscilagdes patoldgicas. Uma semana apos o SE,
observamos o retorno dos ripples, principalmente no sono de ondas lentas, além da presenca
de espiculas interictais, tanto nesse estado quanto, de forma esporadica, no sono REM. Neste
trabalho, buscamos caracterizar a dindmica dessas oscilagdes ao longo do ciclo sono-vigilia
em animais naive e cronicamente epilépticos. Para isso, serdo construidos hipnogramas,
analisadas métricas de eficiéncia e arquitetura do sono, e desenvolvidos algoritmos para a
deteccao de ripples e espiculas interictais. Esperamos identificar diferencas entre oscilacdes
fisiologicas e patologicas, correlacionando-as com estados especificos do sono. Os resultados
poderdo esclarecer mecanismos de interagao entre epilepsia e sono, contribuindo para a
compreensdo de processos de memoria e atividade epileptogénica

Palavras-chave: Sono. Epilepsia. Oscilagbes de alta frequéncia. Hipocampo.

TITLE: Effect of the sleep-wake cycle on the expression of physiological and
pathological high-frequency oscillations

Abstract

High-frequency oscillations (80—500 Hz) include physiological events, such as ripples (80—
200 Hz), and pathological ones, above 200 Hz. Ripples are associated with memory
consolidation and are predominant during slow-wave sleep, whereas pathological oscillations
reflect hyperexcitability and epileptogenic activity. Previous studies from our group
demonstrated that, after status epilepticus (SE) induced by intra-hippocampal pilocarpine,
ripples disappear and are replaced by pathological oscillations. One week after SE, ripples
reappear, especially during slow-wave sleep, alongside interictal spikes, which are mostly
present in this state but occasionally detected during REM sleep. This study aims to
characterize the dynamics of these oscillations throughout the sleep-wake cycle in naive and
chronically epileptic animals. To achieve this, we will construct hypnograms, analyze sleep
efficiency and architecture metrics, and develop algorithms for ripple and interictal spike
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detection. We expect to identify differences between physiological and pathological
oscillations, correlating them with specific sleep states. Our findings may provide insights
into the interplay between epilepsy and sleep, contributing to the understanding of memory
processes and epileptogenic activity.

Keywords: Sleep. Epilepsy. High-frequency oscillations. Hippocampus.

Introducao

As oscilagoes de alta frequéncia (HFOs; 80-500 Hz) sdo eventos neurais importantes tanto
em processos fisiologicos quanto patologicos. As HFOs fisiologicas, ou ripples (80-200 Hz),
ocorrem predominantemente durante o sono de ondas lentas (SWS) e sdo consideradas
biomarcadores da consolida¢do da memoria (Buzsaki, 2015). Em contraste, HFOs
patologicas (>200 Hz) sao marcadores de hiperexcitabilidade neuronal, encontradas em areas
do cérebro que originam crises epilépticas.

Nosso grupo de pesquisa utiliza um modelo de epilepsia induzido por pilocarpina intra-
hipocampal, que provoca um estado epiléptico (SE) grave (Moura et al., 2020, 2021). Estudos
prévios demonstraram que, apos o SE, os ripples desaparecem e sdo substituidos por HFOs
patologicas (Rocha, 2021). Analises preliminares indicam que os ripples retornam apds uma
semana, coexistindo com espiculas interictais, principalmente durante o SWS, mas também
de forma esporadica no sono REM.

A coexisténcia de HFOs fisioldgicas e patoldgicas, juntamente com as alteragdes na
arquitetura do sono induzidas pela epilepsia, torna essencial uma caracterizagdo precisa de
como o ciclo sono-vigilia modula esses eventos. Assim, este projeto busca diferenciar as
HFOs em animais saudaveis e epilépticos, correlacionando sua ocorréncia com estagios
especificos do sono para avangar no entendimento da interagao entre epilepsia, memoria e
atividade neural.

Metodologia

Os dados analisados sdo de um banco de dados de 7 animais (expansao de N=6), gerado no
projeto de mestrado de Rocha (2021). Todos os procedimentos experimentais seguiram o
protocolo de Rocha (2021), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRN
(protocolo n.° 070/2015).

Animais e Condi¢des de Alojamento Foram utilizados camundongos machos C57BL/6J (10-
14 semanas, 25-30 g), mantidos em condic¢des controladas de temperatura (21-24°C),
umidade (50-70%) e ciclo claro/escuro de 12h, com agua e comida ad libitum.

Procedimento Cirurgico e Implante de Eletrodos Anestesiados com isoflurano, os animais
foram posicionados em um aparelho estereotdxico para o implante de uma canula-guia sobre
o giro denteado direito (Coordenadas: AP: -2.8, ML: 2.5, DV: -2.5 mm, a partir do bregma).
Foram implantados bilateralmente arranjos de eletrodos de tungsténio no hipocampo dorsal e
cortex retroesplenial, além de parafusos para ECoG e fios na musculatura da nuca para EMG.
Um eletrodo de referéncia/terra foi posicionado sobre o cerebelo (Figura 1). Apos a cirurgia e
tratamento (anti-inflamatério, antimicrobiano e analgésico), os animais recuperaram-se por
no minimo uma semana.
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Inducao do Status Epilepticus (SE) O SE foi induzido com uma tnica injecao intra-
hipocampal de pilocarpina (560 pg em 800 nL) via canula implantada. O SE foi definido
como uma crise >5 minutos com correlatos eletrofisiologicos € comportamentais. Duas horas
apos a indugdo, administrou-se diazepam (10 mg/kg, i.p.) para interromper o SE.

Registro Eletrofisiologico Apos recuperacao e habituagdo, iniciaram-se os registros. Os sinais
(LFP, ECoG, EMG) foram amplificados, filtrados (1 Hz - 1 kHz) e digitalizados a 25 kHz
(sistema Intan Technologies). O protocolo incluiu duas sessdes de linha de base (5-6h cada)
pré-SE. O SE foi registrado continuamente, e os registros pos-SE ocorreram nos dias +1, +2,
+7 e +30.

Analise do Ciclo Sono-Vigilia e Ferramenta de Visualizacao Os hipnogramas de referéncia
foram construidos manualmente (Rocha, 2021). Para otimizar a anélise, desenvolveu-se o
NeuroScope, uma ferramenta em Python (atualmente em desenvolvimento) para auxiliar a
classificagdo manual (Figura 2). O NeuroScope ndo classifica automaticamente, mas exibe
sincronicamente multiplos parametros (EMG, poténcias de banda delta e teta, razdo teta/delta,
indicador de spindles, etc.), tornando a classificagdo humana mais rapida e precisa.

Andlise Estatistica Algoritmos em Python foram desenvolvidos para a analise dos dados. As
diferencas na poténcia absoluta média do sinal entre as condi¢des (BL, SE+1, +2, +7, +30)
foram investigadas com ANOVA de medidas repetidas (rmANOVA) e correcdo post-hoc de
Bonferroni (0=0.05). Esta analise foi realizada em 4 dos 7 animais, pois os demais nao
possuiam registros completos em todas as condi¢des, um pré-requisito do teste.

Deteccao de Oscilagdes de Alta Frequéncia (HFOs) A detecgao de HFOs seguiu o protocolo
de Rocha (2021) com a biblioteca RIPPLELAB (Navarrete et al., 2016). O método usou o
algoritmo Short-Term Energy (STE) no sinal de LFP filtrado (80-200 Hz para ripples; 200-
450 Hz para HFOs patoldgicas). Eventos com no minimo 7 picos consecutivos com energia
>2 desvios-padrao da média foram considerados e, em seguida, passaram por rigorosa
inspecao visual para remocao de artefatos.

Resultados e Discussoes

A interface do NeuroScope permite ao classificador confirmar visualmente suas decisdes com
base em multiplos fluxos de dados. Como observado na Figura 3, o sono de ondas lentas
(SWS) ¢ inequivocamente identificado pela alta poténcia na banda delta, enquanto o sono
REM se destaca pela combinagao de alta poténcia teta, atonia muscular (EMG minimo) e,
consequentemente, uma elevada razao teta/delta.

Ao consolidar essas informacdes, a ferramenta agiliza a analise e aumenta a consisténcia da
classificagdo manual. Embora o software ainda esteja em desenvolvimento, esta versao
funcional ja valida sua utilidade como um auxilio robusto para a anélise neurofisiologica,
estabelecendo a base para a quantificacdo das altera¢des na arquitetura do sono em animais
epilépticos.

A arquitetura do ciclo sono-vigilia foi quantificada em todas as condi¢des experimentais. A
analise revelou uma alteragdo aguda e robusta no primeiro dia apds o status epilepticus
(SE+1), como ilustrado na Figura 4. Nesta condi¢ao, observou-se um aumento no tempo em
sono de ondas lentas (SWS), que ocupou em média 49.9% (+ 3.5% EPM) do tempo de
registro, em compara¢do com 38.8% (+ 3.1% EPM) no periodo basal (BL).
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Concomitantemente, houve uma reducao no tempo em vigilia ativa (aWK), que caiu de
38.7% (£ 3.5% EPM) para 22.6% (£ 3.3% EPM). Este aumento no sono de ondas lentas pode
representar uma resposta homeostatica compensatoria do cérebro ao insulto neuronal severo
provocado pelo SE. Nos dias subsequentes (SE+2, SE+7 e SE+30), a arquitetura do sono
tendeu a retornar a um padrao mais proximo ao basal, embora com alta variabilidade entre os
individuos.

Analise Quantitativa e Qualitativa do Sono de Ondas Lentas (SWS)

Dado o papel central do SWS na consolida¢do da memoria e na geragao de ripples, foi
realizada uma analise aprofundada deste estagio do sono. A partir de todo o banco de dados,
foram identificados e isolados um total de 3.260 episodios de SWS. Devido a alta
variabilidade na duracdo desses episodios, foi feita uma classificagdo baseada em sua
distribuicao de densidade, permitindo a categorizagdao em episodios "curtos" (entre 50 e 200
segundos) e "longos" (> 200 segundos) para andlises futuras mais detalhadas.

A investigacdo da qualidade do SWS, por meio de andlises como a Densidade Espectral de
Poténcia (PSD), sugeriu uma tendéncia de reducdo na poténcia da banda delta nos estagios
cronicos da epileptogénese (dados ndo mostrados). Para avaliar estatisticamente se havia uma
mudanca geral na poténcia do sinal entre as condigdes, foi calculada a poténcia absoluta
média para cada sessdo e comparada através de uma ANOVA de medidas repetidas
(rmANOVA) em um subgrupo de 4 animais.

Visualmente, o grafico da poténcia absoluta média, como ilustra a Figura 5, sugere uma
flutuagdo ao longo dos dias, com os niveis mais baixos ocorrendo nas condigdes SE+7 e
SE+30. No entanto, o teste estatistico ndo confirmou essa tendéncia de forma significante
(F(4,12) = 1.68, p = 0.22). A comparagdo par-a-par que mais se aproximou da significancia
foi entre a linha de base (BL) e a condi¢do SE+30 (p nao corrigido = 0.067), mas ndo atingiu
o limiar de a = 0.05 ap0s as corre¢des para comparagdes multiplas. A auséncia de
significancia estatistica pode ser atribuida a alta variabilidade interanimal e ao tamanho
amostral reduzido (N=4) para este teste especifico.

Anadlise da Taxa de Ripples Durante a Epileptogénese

Além das alteragdes na arquitetura e qualidade do sono, foi investigado o impacto da
epileptogénese sobre os ripples hipocampais, oscilagdes fundamentais para a consolidacdo da
memoria. A analise dos dados revelou uma supressao abrupta e duradoura desses eventos
apos o insulto epileptogénico, conforme detalhado na Figura 6.

O numero total de ripples detectados foi maior no periodo basal, com uma queda acentuada ja
no primeiro dia ap6s o SE (SE+1), que apresentou o menor nimero de eventos registrados.
Essa reducdo foi confirmada pela anélise da taxa de ocorréncia (eventos/min), que diminuiu
de uma média de 12.8 eventos/min no periodo basal para 2.6 eventos/min em SE+1.]De
acordo com Rocha (2021), essa diminui¢do na taxa de ripples foi estatisticamente significante
(p=0,01, ANOVA) e ndo retornou aos niveis basais mesmo 30 dias apds o SE. Este resultado
sugere que o SE provoca uma disfun¢do imediata e persistente na rede hipocampal
responsavel pela geracdo de ripples, com potenciais consequéncias para 0s processos
cognitivos dependentes dessas oscilagdes.

Conclusao
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O presente trabalho cumpriu seus objetivos ao avangar na caracterizacao das alteragdes do
ciclo sono-vigilia induzidas pela epileptogénese. O desenvolvimento da ferramenta
computacional NeuroScope foi um avango metodoldgico, permitindo uma analise visual
integrada e detalhada dos registros eletrofisiologicos, que se mostrou utilitaria para a
validagdo dos estagios do sono.

As andlises revelaram que o status epilepticus promove uma alteracao bifasica no sono: uma
mudanca aguda e robusta na arquitetura, marcada pelo aumento da quantidade de SWS no
periodo imediatamente apos o insulto, seguida por um prejuizo cronico na qualidade deste
estagio, evidenciado pela reducdo progressiva da poténcia na banda delta.

A diminui¢do da poténcia das ondas lentas na fase cronica sugere que, para além da
ocorréncia de eventos epileptiformes, a propria homeostase e a fungao restauradora do sono
podem estar comprometidas a longo prazo, com potenciais implicagdes para os processos de
consolidagdo de memoria associados ao SWS. Este estudo estabelece uma base sélida para a
proxima etapa do projeto, que consistira em utilizar a classificacdo precisa dos estagios do
sono para investigar como a expressao de oscilacdes de alta frequéncia, tanto fisioldgicas
(ripples) quanto patoldgicas, ¢ modulada pelas alteragdes cronicas na arquitetura e qualidade
do sono.
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Anexos

Figura 2: Interface do software NeuroScope

Figura 1: Esquema da preparagdo cirurgica para registro eletrofisiologico
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Figura 3: Caracterizagao dos estados do ciclo sono-vigilia

Figura 4: Arquitetura do sono ao longo das condi¢des experimentais.

Figura 5: Média da Poténcia Absoluta do Sinal por Condi¢do Experimental.

Figura 6: Reducao no numero e na taxa de ocorréncia de ripples apds o Status Epilepticus
(SE)
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TITULO: Um biomarcador comportamental da integridade de conexdes horizontais
seletivas no sistema visual em humanos

Resumo

Diversas condi¢des neuroldgicas apresentam manifestagdes sutis no sistema visual, que
podem ser avaliadas por testes psicofisicos simples. Neste estudo, desenvolvemos uma
modificag¢do do estimulo Motion Quartet para investigar a integridade das conexdes calosas e
intra-hemisféricas no cortex visual primario. Diferentemente do estimulo classico, variamos a
proporcao entre as distancias horizontais e verticais dos elementos e introduzimos Gabors
para modular a velocidade do movimento aparente. Os participantes indicaram a direcdo
percebida do movimento por meio do teclado, enquanto parametros de posi¢ao e tempo foram
registrados. Observou-se, nas primeiras aplicagdes em adultos saudaveis, a ocorréncia de
transicdes entre percepcoes de movimento horizontal e vertical, além da auséncia de relatos
de fadiga excessiva apds dez repeticdes por ensaio. Esses achados iniciais indicam que o
paradigma pode ser explorado em estudos futuros como potencial candidato a biomarcador
comportamental da conectividade calosa.

Palavras-chave: Movimento aparente. Estimulo Visual. Motion Quartet.

TITLE: A behavioral biomarker of the integrity of selective horizontal connections in
the human visual system

Abstract

Several neurological conditions present subtle manifestations in the visual system, which can
be assessed through simple psychophysical tests. In this study, we developed a modification
of the Motion Quartet stimulus to investigate the integrity of callosal and intra-hemispheric
connections in the primary visual cortex. Unlike the classical stimulus, we varied the ratio
between the horizontal and vertical distances of the elements and introduced Gabors to
modulate the speed of apparent motion. Participants indicated the perceived direction of
motion via keyboard, while position and timing parameters were recorded. In the first
applications with healthy adults, we observed transitions between perceptions of horizontal
and vertical motion, as well as no reports of excessive fatigue after ten repetitions per trial.
These initial observations indicate that the paradigm may be further explored in future studies
as a potential behavioral biomarker of callosal connectivity.

Keywords: Apparent Motion. Visual Stimulus. Motion Quartet.

Introducao

107



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

Nacwona de CICT 2025 UMVERSIADE 00 B0 GRANDE DO NORTE
Cientifico & Tecnokgico

Diversas doengas cognitivas e neuroldgicas apresentam manifestacdes sutis no sistema visual.
Parametros da visdo podem ser facilmente monitorados por meio de simples testes de
psicofisica visual, tanto em individuos saudaveis quanto em pacientes. Dessa forma, torna-se
pertinente buscar marcadores comportamentais que indiquem a seletividade das conexdes
corticais visuais, refletindo a integridade de tratos de fibras volumosas frequentemente
afetados por patologias degenerativas, como o corpo caloso.

E sabido que, no nivel do cortex visual primario, o corpo caloso desempenha fungdes
integrativas ao redor da linha média vertical do campo visual (Schmidt, 2016; Innocenti et al.,
2022). Uma ferramenta utilizada para analisar as conexdes visuais entre os hemisférios € o
Motion Quartet (MQT) que consiste em um estimulo biestavel que apresenta rapida e
alternadamente uma imagem em duas posi¢oes distintas gerando uma ilusao de que essa
imagem esta se movendo entre essas duas posi¢cdes ou na direcdo vertical ou horizontal. Essa
ilusdo é chamada de percep¢do de movimento aparente. Nesse contexto, o estimulo classico
exibindo movimento aparente entre os dois hemicampos visuais ¢ o0 Motion Quartet (MQT).
Foi sugerido que pode ser utilizado para analisar a integridade das fibras do corpo caloso por
trabalhar as relagdes inter-hemisféricas quando esse movimento € percebido verticalmente e
intra hemisféricas quando esse movimento ¢ percebido horizontalmente (Geng et al., 2011).

Metodologia

O estimulo consiste em uma modificagdo do classico Motion Quartet (MQT), em que sdo
apresentadas 2 imagens, cada uma contendo 2 elementos de mesma orientagdo em posi¢des
simetricamente opostas. Quando essas imagens alternam entre si, podem gerar a percepgao de
movimento aparente horizontal ou vertical. A alteracdo feita para esse experimento foi usar
diferentes elementos que compdem visualmente o estimulo, sendo eles 2 elementos chamados
de Gabores, formados a partir de uma senoidal modulada com uma gaussiana, orientados
vertical e horizontalmente, e um elemento circular isoluminante, sem orientagdo, que serve
como controle. Além disso, esse experimento faz com que os elementos alterem suas
posigoes em 4 padrdes de movimentacao. Diferente do classico, que mantinha uma distancia
de 1 grau visual entre os elementos, os padrdes aqui variam essa distancia: um deles inicia o
estimulo com a distancia vertical sendo o dobro da distancia padrao de 4,4 graus visuais, € 0s
elementos se aproximam do centro até a metade da distancia padrao, enquanto a distancia
horizontal se mantém fixa; outro inicia com a distancia vertical em metade da distancia
padrdo e os elementos se afastam até atingir o dobro dessa distancia, também com a distancia
horizontal fixa; os outros dois seguem a mesma logica, mas alterando as distancias
horizontais e mantendo a vertical fixa em 4,4 graus visuais. Essas imagens se alternam a cada
0,25 segundos e, a cada troca, a posicao de cada elemento ¢ atualizada, com cada
movimentagdo sendo feita em incrementos de 0,1 grau visual. Cada uma dessas 4
movimentacgoes esta definida em planilhas contendo cada posi¢ao dos elementos, e, assim
como a escolha de qual elemento sera apresentado, sdo selecionadas aleatoriamente pelos
loops do experimento até que todos os elementos tenham sido apresentados em todas as
movimentagdes, o numero de vezes definido por quem conduz o experimento no inicio de sua
realizacao.

O experimento em si comega com o individuo voluntario posicionado com a cabeca fixada a
57 cm de distancia do monitor, isso deve ser seguido para garantir que 1 cm na tela do
monitor corresponda a 1 grau do campo visual dele. A primeira tela € a tela de introducdo,
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que explica que o participante estd participando de um experimento e que deve indicar, pelas
setas no teclado, “seta para cima” quando perceber o estimulo com movimentagdo vertical e
“seta para a direita” caso haja uma mudancga de direcao na percep¢ao do movimento para
horizontal ou o contrario. Além disso, essa tela também solicita que o participante digite
quantas repeticdes para cada uma das 12 derivagdes serdo feitas naquela execugdo. Apos essa
entrada, o nimero digitado serve como parametro para o primeiro loop do experimento, que
determina quantas vezes ele sera executado. Esse primeiro loop sorteia, sem reposicao e de
forma aleatoria, um dos nomes dos arquivos de planilhas contendo os parametros do
experimento, decidindo assim aleatoriamente a ordem dos trials. O loop interno, que
representa o estimulo em si, recebe como entrada a planilha com os parametros de posi¢ao e
de qual imagem seré usada. Quando os 12 trials tiverem sido executados a quantidade de
vezes determinada pela entrada inicial, o estimulo se encerra, gerando um arquivo CSV com
todas as informacgodes referentes as varidveis de posi¢ao, tempo e entradas do teclado em cada
uma das rotinas executadas.

Resultados e Discussoes

Como resultado preliminar deste estudo, depois de uma fase de adequacao a plataforma do
PsychoPy e de diversas altera¢des nos parametros e na forma como essa ferramenta ¢ usada,
o estimulo foi desenvolvido por completo. Para testar se estava sendo executado da forma
como deveria, além de definir a métrica de quantas vezes precisaremos repetir todo o
experimento em uma mesma secao, foi feita uma coleta preliminar em 3 individuos saudaveis
dos membros do laboratorio, sendo elas com 10 repeti¢cdes do experimento em uma unica
secdo continua. Essa coleta teve como principal objetivo definir um numero de repetigdes que
tornasse o experimento estatisticamente relevante, além de ndo ser excessivamente fatigante
para os voluntarios que participassem, além de validar se os voluntarios estavam de fato,
vendo a ilusdo visual do movimento aparente de forma adequada.

Apos essas coletas foi observado que com 10 repeti¢des, resultando em aproximadamente 40
minutos de se¢do, gerando 3 arquivos csv com mais de 3 mil colunas, contendo informagdes
da posicao de cada um dos elementos do estimulo a cada atualizagdo de quadro, além da tecla
que foi pressionada pelo voluntario com o seu devido tempo. O resultado foi uma
visualizacao adequada do estimulo, tendo a passagem esperada do movimento em uma
direcdo para outra quase todas as vezes. Quanto ao estado dos voluntarios durante o
procedimento, foi constatado que, embora os voluntarios tenham relatado se sentir
entediados, ndo tiveram maiores reclamacodes quanto a fadiga visual.

Com esses dados coletados, podemos usar essas informacdes de distancia entre os elementos
para calcular a propor¢do das distancias horizontal e vertical dos elementos, € assim testar
estatisticamente essa métrica para diferentes elementos graficos, como os Gabores, e
futuramente para pessoas com diferentes idades, além de refazer a coleta com as mesmas
pessoas algum tempo depois, para analisar a estabilidade desse pardmetro para um mesmo
individuo.

Conclusao
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Dessa forma, buscando marcadores comportamentais aplicaveis tanto a humanos saudaveis
idosos quanto a pacientes com doengas neuropsiquiatricas, ¢ de objetivo desse trabalho,
desenvolver um estimulo derivado do MQT, com modificagdes que testam a seletividade dos
circuitos em relagdo a orientacdo e posi¢cdo dos elementos a serem agrupados
perceptualmente e analisar os dados para validar sua estabilidade para ser tratado como um
marcador confiavel da integridade das conexdes calosas. Para isso, os elementos foram
deslocados de forma a se afastar ou se aproximar do centro, permitindo avaliar a influéncia da
variagdo espacial. Além disso, para analisar o efeito do aumento da velocidade angular em
elementos colineares com o eixo de movimento aparente, os pontos do MQT classico foram
substituidos por Gabores de orientacdo diferente (Seriés et al., 2002; Georges et al., 2002).
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TiTULO: Separando freezing de imobilidade quieta em roedores: critérios
multissinais e validagao em protocolo de medo condicionado
Resumo

O comportamento freezing ¢ métrica padrao na quantificagao do medo condicionado; porém,
defini¢des simplorias baseadas apenas no deslocamento corporal tendem a confundir
imobilidade quieta com freezing. Este trabalho constitui um passo inicial para a criacao de
um pipeline semiautomatizado e reprodutivel capaz de distinguir esses comportamentos. Para
1sso, analisamos videos top-down de ratos em um protocolo com fases de condicionamento,
extingdo e recuperagdo da memoria aversiva. Com rastreamento de um modelo de
aprendizado profundo (DeepLabCut), realizamos primeiro uma analise baseada unicamente
na auséncia de movimento por >2 s e, em seguida, uma analise manual em duplo-cego. A
comparagao entre ambas mostrou que, em um animal representativo, o limiar simples
superestimou o freezing em ~ +33,1 pontos percentuais por sessdo. Esses resultados indicam
que uma abordagem multifatorial € muito mais precisa. Na continuidade do estudo,
pretendemos treinar um classificador no SimBA com o conjunto de rétulos humanos e
comparar o desempenho da rede as avaliagdes manuais, visando automatizar a analise, além
de poder identificar diferentes padrdoes comportamentais entre esses dois estados. Os
resultados desse trabalho auxiliaram na realizacdo de uma analise mais fidedigna do
comportamento de freezing durante protocolos de medo.

Palavras-chave: comportamento. medo condicionado. freezing. estimagéo de pose.
TITLE: Separating freezing from quiet immobility in rodents: multi-cue criteria and
validation in a fear-conditioning protocol

Abstract

Freezing is a standard metric in fear-conditioning studies, yet simple displacement thresholds
often conflate quiet immobility with freezing. We present initial steps toward a
semiautomated, reproducible pipeline to distinguish these states. Top-down videos of rats
were analyzed across conditioning, extinction, and aversive memory recall. Markerless pose
estimation (DeepLabCut) was used to extract head and body kinematics. We first applied a
simple immobility rule (no displacement for >2 s) and then performed double-blind human
annotations that considered multiple cues (e.g., posture rigidity, abrupt start/stop transitions,
head-angle stability, vibrissal movement). In one representative rat, the simple threshold
overestimated freezing by =33.1 percentage points per session. These results indicate that a
multifactor approach is more accurate. As a next step, we will train a supervised classifier
with SimBA using the human-curated labels to automate scoring while preserving accuracy
and uncover feature patterns that distinguish freezing from quiet immobility. Together, these
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findings support more faithful quantification of defensive behavior in fear-conditioning
protocols.

Keywords: behavior. freezing. fear conditioning. pose estimation
Introducao

Emogdes como medo e ansiedade sao componentes adaptativos do comportamento; quando
desreguladas, relacionam-se a quadros de transtorno de estresse pds-traumatico, fobias e
transtornos de ansiedade [Shin & Liberzon, 2010; Ressler et al., 2022]. Esses transtornos
acarretam prejuizos relevantes a vida dos individuos, de modo que compreender os
mecanismos subjacentes a formacao da memoria aversiva e a expressao do medo € crucial
[Milad & Quirk, 2012; VanElzakker et al., 2014]. Uma das formas de estudar esses
mecanismos € por meio de modelos animais como os roedores, 0s quais permitem o controle
experimental e medidas objetivas [Quirk & Mueller, 2007; Tovote et al., 2015; Quirk & Beer,
2006].

Em roedores, o medo pode ser investigado de forma inata durante comportamentos de defesa
em resposta a predadores ou odores [Tovote et al., 2015; Mikulovic et al., 2018; Perusini &
Fanselow, 2015]; ou por medo condicionado, quando um estimulo inicialmente neutro (CS)
adquire valor aversivo apds pareamento com um estimulo incondicionado (US), por exemplo,
um choque nas patas [Kim & Jung, 2006; Phillips & LeDoux, 1992]. Durante o medo
condicionado, destaca-se a expressao do comportamento de freezing, caracterizado por
imobilidade sustentada com postura rigida — amplamente utilizado pela robustez e expressao
nos protocolos de medo [Quirk & Mueller, 2007; Milad & Quirk, 2012; Borkar & Fadok,
2021]. No entanto, roedores ndo expressam apenas freezing para demonstrar medo: flight,
fight e darting também ocorrem na presenca de ameaca [Fanselow & Lester, 1988; Tovote et
al., 2015; Borkar & Fadok, 2021]. O comportamento adotado ird depender da
proximidade/iminéncia da ameaca [Fanselow & Lester, 1988; Perusini & Fanselow, 2015].
No entanto, apesar de ser amplamente usado para quantificar niveis de medo em roedores, a
forma com

o o freezing ¢ caracterizado ainda possui limitagdes; métodos baseados apenas em limiares de
movimento podem ser sensiveis a ruido e confundir imobilidade quieta (ou sono) com
freezing [ Anagnostaras et al., 2010 ; Pompili et al., 2022].

Abordagens tradicionais baseadas em limiares de deslocamento do corpo tendem a confundir
imobilidade quieta (repouso relaxado) com freezing (estado defensivo) [Perusini & Fanselow,
2015], especialmente quando ha micromovimentos de cabega (como focinho e vibrissas) ou
ajustes posturais que ndo sao captados por métricas grosseiras (como rigidez corporal)
[Anagnostaras et al., 2010; Pompili & Todorova, 2022; Wiltschko et al., 2015]. Essa
dificuldade de diferenciagdo compromete analises realistas do comportamento durante
episodios de freezing, prejudicando a reprodutibilidade e dificultando a comparagdo entre
laboratérios [Milad & Quirk, 2012; VanElzakker et al., 2014]. Sendo assim, faz-se necessario
empregar andlises mais robustas, com o objetivo de distinguir os dois comportamentos
(imobilidade quieta vs. freezing), aumentando a fidelidade e a compreensao do
comportamento de medo [Tovote et al., 2015; Borkar & Fadok, 2021]. Neste trabalho,
apresentamos uma abordagem semiautomatizada para classificagdo de freezing durante medo
condicionado, combinando o DeepLabCut (rastreamento de pontos corporais por estimacao
de pose) e o SimBA (extragdo de atributos e classificagdo supervisionada de
comportamentos) [Mathis et al., 2018; Nilsson et al., 2020]. Nossa proposta, portanto, ¢
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diferenciar freezing e imobilidade quieta integrando analises de (i) velocidade corporal, (i1)
velocidade angular da cabeca e (iii) estabilidade postural (variacdo de distancias/angulos
entre pontos rastreados) (Fig. 2). Com isso, esperamos identificar padrdes que distingam
freezing de imobilidade quieta, aprimorando a quantificagdo desse comportamento em
protocolos de medo e contribuindo para uma compreensao mais precisa dos mecanismos que
regem a sua expressao [Quirk & Mueller, 2007].

Metodologia

Sujeitos experimentais

Os procedimentos seguiram a legislagao brasileira (Lei n° 11.794/2008) referente a utilizagao
de animais em pesquisa; as normas foram aprovadas pelo CEUA/UFRN (protocolo
388.016/2024). Foram utilizados 6 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar na
idade adulta (3 a 6 meses), pesando entre 250 e 350 gramas em ciclo claro/escuro de 12
horas, em gaiolas de polipropileno (41 x 43 x 16 cm), temperatura ambiente de ~24 °C, com
agua e ragdo ad libitum.

Protocolo comportamental.

Os testes foram realizados em uma caixa de esquiva (30,7 x 33,3 x 54 cm) com dois
contextos que diferem pela cor das paredes e pelo piso — Contexto A: paredes pretas, piso
metalico/eletrocondutor; Contexto B: paredes brancas, piso de E.V.A. (Fig. 3). Os estimulos
condicionais (CS) foram auditivos e apresentados por 30 s a ~75 dB (niveis confirmados por
decibelimetro): CS— (ruido branco, neutro) e CS+ (tom puro de 7,5 kHz, aversivo). O
estimulo incondicionado (US) consistiu em choque nas patas (0,6 mA, 1 s) aplicado pelo piso
metalico imediatamente apos o término do CS+ (apenas na fase de condicionamento). Entre
as sessoes, as superficies foram higienizadas alternando-se alcool 70% e &cido acético.
Abaixo estdo descritas as sessoes de comportamento por dia:

Dia 1 — Habitagdo (HAB; Contexto A).

Exploragao livre na caixa por 10 min (sem estimulos).
Dia 2 — Condicionamento (COND; Contexto A).

(1) Habitacao aos sons: Apresentagdo de 4 CS—e 4 CS+.
(i1) Condicionamento 8 CS— e 8 CS+/US,

Dia 3 — Exting¢ao inicial (EE; Contexto B) e dia 4 — Extin¢ao tardia (LE; Contexto B)
apresentagdo de 12 CS+e 4 CS—

Dia 5 — Recuperagdo da memoria de extingdo (EMR; Contexto B) e recuperagdo da
memoria aversiva (AMR; Contexto A).

Sessdo 1 (Contexto B): 2 CS+ e 2 CS—. Ap6s 2 h no home cage, Sessdo 2 (Contexto A): 2
CS+e2 CS-.

Aquisi¢ao de video e sincronizagao.
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O comportamento foi registrado por camera (Logitech C920, top-down, perpendicular ao
solo; 1080p, 30 fps), posicionada a 79 cm do plano da arena.

A temporizagdo dos estimulos foi controlada por Arduino UNO (ATmega328) acionado por
script em Python. O Arduino enviou pulsos TTL para a Open Ephys, que operou como
Master Clock, registrando timestamps dos eventos. Foram marcados onset e offset de cada
estimulo: CS—, CS+ e US, além de um LED que marcou o inicio e o fim das gravagoes.

Rastreamento (DeepLabCut).

Foram rastreados focinho, orelhas e lombo. O conjunto de treino incluiu quadros de multiplos
animais e de ambos os contextos (A e B). Utilizamos o DeepLabCut, ferramenta construida
em torno de um modelo de aprendizado profundo que permite fazer o rastreamento de pontos
comportamentais definidos pelo experimentador, onde foram extraidos 20 quadros por video.
Ap0s o primeiro treino, realizamos refinamento iterativo: os frames com pior desempenho
foram selecionados e reanotados.

Pré-processamento.

Aplicamos uma triagem frame a frame baseada em dois limiares de confianga do DLC para
cada ponto (focinho, orelha esquerda, orelha direita): (i) aceitacao direta — o frame € aceito
quando todos os pontos tém likelihood > 0,90; (ii) rejeicdo — o frame ¢ descartado (marcado
como NaN) quando qualquer ponto tem likelihood < 0,60; (iii) faixa intermedidria — quando
os valores ficam entre 0,60 e 0,90, o frame entra em um bloco elegivel a interpolagdo. Nessa
condic¢do, realizamos interpolacdo linear bidirecional de x e y apenas se o bloco de baixa
confianca formar lacunas contiguas de até 15 frames; lacunas maiores nao sao interpoladas e
permanecem como NaN, evitando “inventar trajetoria” durante oclusdes prolongadas. Nao
aplicamos suavizag@o nesta etapa; o alisamento leve ¢ feito apenas na etapa de célculo das
métricas.

Métricas cinematicas.

Para a velocidade corporal, definimos um centroide da cabega por frame como a média das
posicdes de focinho, orelha esquerda e orelha direita; esse centréide foi suavizado com média
movel centrada de 3 frames e a velocidade foi calculada como a norma euclidiana da
diferenga do centroide entre frames, multiplicada pelo fps da sessao, resultando em px/s. Para
a cinematica da cabeca, o angulo primario foi obtido do vetor (focinho — centro das orelhas)
via arctan2 (graus); como backup em frames com focinho incerto, utilizamos o eixo orelha—
orelha. A variag@o angular por frame foi a diferenca absoluta entre angulos sucessivos com
correcdo circular: se A>180°, adotamos 360° — A. Reportamos A em graus/frame (convertivel
a graus/s multiplicando pelo fps).

Anotagdo humana (ground truth).

A partir das séries (x,y) do DLC, um script identificou janelas com auséncia de deslocamento
global > 2,0 s e gerou clips desses trechos. O mesmo script removeu metadados (nome do
arquivo, sessdo/animal/condicao) e aleatorizou a ordem dos clips, garantindo um duplo cego
quanto aos contextos A e B, tipos de estimulos (CS—/CS+/US) e sessoes .

Dois avaliadores independentes, cegos a condicao, assistiram a cada clip e, primeiro,
verificaram se de fato ndo havia movimento detectavel. Clips com micromovimentos ou
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movimentos fora do plano (p. ex., grooming) foram rotulados como “movimento” e excluidos
do conjunto usado para distinguir freezing de imobilidade quieta.

Para os clips aprovados na triagem, os avaliadores classificaram duas classes — freezing
(imobilidade defensiva) vs. imobilidade quieta (repouso relaxado) — considerando um
conjunto de sinais observaveis: (i) rigidez corporal/tonus postural; (ii) transi¢des bruscas no
inicio/fim do episodio; (iii) sinais compativeis com sonoléncia/repouso; (iv)
angulo/estabilidade da cabeca e microajustes posturais); (v) movimento de vibrissas, com
auséncia ou grande reducdo em freezing.

As anotagdes foram feitas em arquivos .csv e, em seguida, comparadas por um codigo:
quando os dois avaliadores concordavam, o rotulo era aceito; nos casos de discordancia, a
decisdo foi atribuida a um terceiro avaliador, gerando o rotulo de consenso por clip.

Resultados e Discussoes

Foram analisados videos top-down (1080p/30 fps) de N = 6 ratos nas sessOes gravadas: HAB
(Habituation — Habitagdo), EE (Early Extinction — Extingao inicial), LE (Late Extinction
— Extingdo tardia), EMR (Extinction Memory Recall — Recuperagdo da memoria de
extin¢do, Contexto B) e AMR (Aversive Memory Recall — Recuperacdo da memoria
aversiva, Contexto A); o condicionamento (COND — Conditioning) ndo foi filmado. Ver
Fig. 2 (setup/sincronizacdo) e Fig. 3 (protocolo). A curadoria do tracking apds treino do
DeepLabCut (DLC) (ver métodos para mais detalhes) utilizou triagem de duas faixas de
likelihood (>0,90 aceita; <0,60 descartada; 0,60-0,90 elegivel a interpolacao de até 15
frames). Esses critérios usados para interpolar garantem que o c6digo nao “invente” uma
trajetoria, gerando dados falsos. De acordo com as nossas observagdes, as principais causas
de perda de pontos, apds limpeza, foram (1) oclusdo desses pontos, (2) grooming, o qual
apresenta uma postura mais compacta, parecendo muitas vezes com freezing, quando segue
apenas os critérios de velocidade, (3) brilho e iluminacao diferentes entre as sessdoes —

especialmente em mudangas de contexto. Esses fatores demandaram mais iteragdes de treino
do DLC.

Em relagdo ao ground truth feito a partir de analise humana manual, em média, foram
gerados cerca de 200 clipes (> 2 s sem deslocamento global), com 8,5 £+ 15,0 s por clip. Na
triagem manual realizada para um animal, 35,62% + 8,66% dos minutos de video foram
rotulados como “movimento” (e, portanto, excluidos do conjunto freezing vs. imobilidade
quieta). A concordancia entre os dois avaliadores cegos foi de 68% para esse animal. Apos
limpar, interpolar e analisar os videos e seus respectivos clips, o método de limiar simples
(auséncia de deslocamento global > 2 s) com a anotagdo manual multissinal (rigidez postural,
transi¢des bruscas, estabilidade/angulo da cabeca, vibrissas), observamos discrepancias
sistematicas. Para um animal representativo (Fig. 4), observamos as porcentagens de freezing
por sessdo descritas a seguir: HAB: 53,4% (limiar) vs 11,4% (manual) — A=+42,0 p.p.; EE:
68,1% vs 52,2% — A=+15,9 p.p.; LE: 63,0% vs 36,6% — A=+26,4 p.p.; EMR: 61,9% vs
22,4% — A=+39,5 p.p.; AMR: 65,3% vs 23,8% — A=+41,5 p.p.

Para esse animal, o limiar simples superestimou freezing em ~ +33,1 p.p. (pontos
percentuais) ao longo das sessdes. A partir das anotagdes manuais, observamos o padrao
esperado do paradigma: freezing elevado durante os dias de evocacdo da memoria aversiva
(Dia 03) e posterior reducao ao longo dos dias de extingdo (Dias 3—4) e tendéncia a
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renovacgao quando o animal retorna ao contexto A (AMR) ap6és EMR no contexto B. No
animal representativo, freezing manual foi 52,2% (EE) — 36,6% (LE) — 22,4% (EMR) —
23,8% (AMR) (Fig. 4). Em consequéncia desses resultado, nds identificamos dois perfis de
erro (i) falsos positivos de freezing em imobilidade quieta/sono (animal parado, sem postura
defensiva), e (ii) falsos negativos quando héa postura com microajustes de cabeca/vibrissas,
que ndo ultrapassam um limiar de deslocamento corporal. A classificagdo manual multissinal
corrige ambos ao incorporar rigidez corporal, transi¢des bruscas (parada/retomada) e
estabilidade angular da cabega. Dessa forma, as regras operacionais (faixas de likelihood,
janela minima de bout, fusdo de eventos), mais features cinematicas de cabega/corpo,
melhoram a reprodutibilidade entre sessdes e contextos. Isso € particularmente relevante com
fundo preto (Contexto A), onde o brilho pode afetar o tracking.

Como proximos passos, usaremos o ground truth para treinar um classificador no SImBA,
visando replicar as decisdes multissinais humanas e superar o limiar simples de forma
automatizada. O simBA ¢ um software que usa modelos de aprendizado profundo classicos,
como por exemplo, o modelo Random Forest, para realizar o calculo de caracteristica do
comportamento, com o auxilio das coordenadas advindas do DLC, gerando classificacdes
comportamentais de acordo com um conjunto de padroes retirados dessas caracteristicas. O
plano € reportar métricas como F1, AUC-PR e AUC-ROC, métricas que mostram o quanto
cada caracteristica pode contribuir para o modelo na classificagdo do comportamento como
freezing ou imobilidade. Apos analises, percebemos que alguns fatores podem influenciar na
qualidade da analise, como, por exemplo, as oclusdes de alguns pontos e variagdes de
iluminacdo entre contextos. Em andlises futuras pretendemos registrar respiragdo, analisar
vibrissas de forma dedicada e incluir piloerecao, integrando esses sinais ao classificador para
um pipeline robusto na detec¢do do comportamento de freezing.

Conclusao

Os resultados parciais indicam que critérios multissinais (manual, e futuramente automaticos)
distinguem freezing de imobilidade quieta com maior fidelidade que limiares baseados
apenas em deslocamento corporal, preservando os efeitos esperados do protocolo
(condicionamento, extingdo, renovagao). Isso sustenta a adocao de pipelines reprodutiveis
que integrem cabega/corpo e regras temporais, € pavimenta o caminho para a automacao via
SimBA.
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Resumo

O presente estudo objetivou caracterizar as alteragdes motoras em homens e mulheres com
Doenga de Parkinson (DP), investigando a sua possivel correlagdo com os niveis de
hormonios esteroides sexuais. Realizou-se um estudo clinico, observacional e transversal no
Hospital Universitario Onofre Lopes (HUOL), em Natal/RN, com 62 pacientes (40 homens e
22 mulheres) com idade entre 35 a 70 anos. Foram aplicados um questionario
sociodemografico e a Escala Unificada de Avaliagdo da Doenca de Parkinson (MDS-
UPDRS), esta ultima para investigar os sintomas da DP. Os resultados preliminares
indicaram predominio de pacientes no estagio 2 da escala de Hoehn e Yahr, com
comprometimento motor significativo na vida diaria. Evidenciaram-se dificuldades na escrita
(79%), elevada presenca de tremores (87,1%) e disfuncdes em tarefas como alimentacao,
higiene e movimentos finos. A analise hormonal e a comparagao estatistica entre os sexos
estdo em andamento para serem finalizadas brevemente. Conclui-se que os resultados da
avaliagdo preliminar estdo de acordo com literatura e identificaram comprometimentos
motores relevantes, os quais serdo devidamente investigados, de maneira complementar.
Nesta etapa adicional se buscara esclarecer se ocorrem diferengas na expressao dos sintomas
entre homens ¢ mulheres ¢ se ha uma modula¢do hormonal dos esteroides sexuais na
intensidade dos mesmos, de modo a aprofundar a compreensao das bases biologicas da
doenga.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Sintomas Motores; Dimorfismo Sexual;
TITLE: Analysis of motor symptoms and their possible association with sex steroid

hormone levels in patients diagnosed with Parkinson's disease
Abstract

Analysis of Motor Symptoms and Their Potential Association with Sex Steroid Hormone
Levels in Patients with Parkinson’s Disease

This study aimed to characterize motor alterations in men and women with Parkinson’s
disease (PD) and to explore their possible association with sex steroid hormone levels. We
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conducted a clinical, observational, cross-sectional study at Onofre Lopes University Hospital
(HUOL) in Natal, Rio Grande do Norte, including 62 patients (40 men and 22 women) aged
35 to 70 years. Sociodemographic data were collected, and symptoms were assessed using
the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (MDS-UPDRS).

Preliminary findings showed that most patients were in stage 2 of the Hoehn and Yahr scale,
with significant motor impairments affecting daily activities. The most frequent issues were

difficulties in writing (79%), high incidence of tremors (87.1%), and challenges with eating,
hygiene, and fine motor tasks. Hormonal analyses and statistical comparisons between sexes
are still underway and will be completed shortly.

These early results are consistent with existing literature and confirm significant motor
impairments in PD patients. The next phase will investigate whether symptom expression
differs between men and women and whether sex steroid hormones modulate symptom
severity, contributing to a deeper understanding of the biological mechanisms of the disease.

Keywords: Parkinson's disease; Motor symptoms; Sexual dimorphism;

Introdugao

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ uma enfermidade neurodegenerativa progressiva com
relevante impacto na vida do individuo, e o seu diagndstico ¢ identificado na pesquisa da
expressao de sintomas motores € nao motores e teste de eficacia de levodopa. A
sintomatologia motora € caracterizada por tremor de repouso,bradicinesia, rigidez, discinesias
e contragdes musculares dolorosas (distonias), alteragdes estas que podem comprometer as
acdes cotidianas como locomogao, vestuario, a fala e a degluti¢do. Entre os sinais nao
motores estdo incluidos comprometimento cognitivo e disturbios do sono REM, dor e
disturbios sensoriais (alucinagdes), transtornos de satide mental ¢ deméncia. (Kouli et al.,
2018 ; WHO, 2023).

A descrigdo classica da doenca remota a James Parkinson (1817) e, nas décadas seguintes,
Jean-Martin Charcot contribuiu ao introduzir o primeiro tratamento farmacoldgico, uma
substincia com propriedades anticolinérgicas (Teive, 1998). Com os avancos tecnoldgicos e
clinicos ao longo dos anos, passou-se a reconhecer as predisposi¢des para a DP os principais
fatores genéticos e ambientais, e que a sua fisiopatologia decorre da degeneracao de
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra, gerando uma deficiéncia de dopamina e,
como consequéncia, desregulando as circuitarias que estdo relacionadas ao controle fino do
movimento. Esse processo culmina em déficits de iniciar e executar o movimento de maneira
coordenada (Cerri, Mus, Blandini, 2019; Vegeto et al., 2020; Terrin et. al, 2023). Apesar dos
avancos farmacologicos na terapia da DP, o agonista dopaminérgico levodopa ¢ o
medicamento mais indicado, apesar de suas particularidades farmacoldgicas que demonstram
que com o tempo ha perda na sua eficacia, e possui interagdes complexas com alimentos e
outros medicamentos, seja por sua propria farmacocinética e farmacodindmica no organismo
(LeWitt, 2014).

E fundamental discutir a epidemiologia da DP, visto que, com base em estimativas globais,

em 2019, de um total de 8,5 milhdes de individuos possuem DP, 5,8 milhdes de anos de vida

foram ajustados por incapacidade (WHO, 2019), com a prevaléncia para o sexo masculino,
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particularmente na faixa etaria entre os 50 a 59 anos (Ngo, Steyn e McCombe, 2014;
Marogianni et al., 2020). Em contraste, mulheres t€ém o inicio da DP em uma média de idade
mais tardia, (Cerri, Mus, Blandini, 2019; Terrin et al., 2023) ¢ ja foi registrada a presenga de
dimorfismo tanto em sintomas nao motores como motores (Conner et al., 2020, Iwaki et al.,
2021 e Kang, Choi e Kim, 2022).Por este prisma, as evidéncias cientificas apontam que a
manifestagdo da DP varia entres os sexos nas alteragdes clinicas motoras e ndo motoras,
evidenciadas com base no dimorfismo bioldgico (Russillo et al., 2022; Bianco, Antonacci e
Liguori, 2023). Diante disto, esta pesquisa visa investigar se os niveis basais de hormonios
esteroides sexuais estao associados ao aumento de sintomas relacionados as alteracoes
motoras em homens e mulheres.

Metodologia

1- Desenho do estudo, amostra e questoes éticas

O trabalho de pesquisa foi realizado no ambulatério de neurologia do Hospital Universitario
Onofre Lopes (HUOL) da UFRN, localizado em Natal/RN. O periodo de coleta de dados com
aplicacdo de questionarios foi até 11 de marco de 2025. A amostragem inicial era de
aproximadamente 100 voluntarios, entretanto, s6 puderam ser coletados dados de 62
pacientes com diagnoéstico de Doenca de Parkinson. O estudo clinico observacional, em uma
amostra transversal, dentre o total, 22 voluntarios eram sexo feminino e do 40 eram sexo
masculino, na faixa etaria entre 35 anos e 70 anos. Os participantes foram selecionados dentre
o total de pacientes do ambulatério neurologia do HUOL, apds observados os critérios de
inclusdo e exclusado estabelecidos. Em seguida, a apresentagdo da pesquisa, os voluntarios
assinaram o “’Termo de Conhecimento Livre e Esclarecido’” (TCLE), e responderam o
questionario de avaliagdao sociodemografica e de histérico familiar, assim como a avaliagao
do questionario MDS-UPDRS por um fisioterapeuta. Vale salientar, que projeto foi
habilitado pelo comité de ética em pesquisa (CEP-CENTRAL) da UFRN No. do Protocolo:
78246223.4.0000.5537 e No. do Parecer: 6.874.670,

A amostra inicial era de minimo, de 98 individuos de uma populacao de 130 pessoas, para o
grau de confianca de 95%, calculado usando o Software SPSS versao 22.0 com base na
populagdo cadastrada com diagnéstico de DP no ambulatoério de Neurologia do HUOL.
Entretanto, essa amostra teve que ser reduzida, devido a logistica dos pacientes e repeticao de
consultas periddicas a cada 3 ou 6 meses, inviabilizando o acesso a novos pacientes elegiveis.
Os critérios de inclusdo usados, foram: pacientes adultos de ambos os sexos, a partir de 35
anos até 70 anos com diagnoéstico de DP de origem idiopéatica, sem quaisquer comorbidades
neuropsiquiatricas identificadas e com quadros de comorbidades devidamente controlados.
Como Critérios de Exclusao foram observados adultos com diagndstico confirmado de
doenga de Parkinson com etiologia de lesdes por traumatismos e outros tipos de lesdes de
origem externa; participantes da pesquisa relutantes a realizar as avaliagdes propostas;
pacientes submetidos a cirurgia para estimulagdo craniana profunda (DBS) e/ou em
tratamento medicamentoso com reposi¢do ou suplementagao hormonal (hormonios esteroides
ou anélogos).

2- Procedimento Experimental
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Foi aplicada a escala para diagnostico dos sintomas gerais da DP, selecionados os sintomas
motores e também realizada a coleta dos niveis hormonais basais dos esteroides sexuais,
entretanto, o projeto ainda se encontra na fase de dosagem hormonal.

a) Foi realizada com auxilio de um fisioterapeuta a Aplicacdo da Escala Unificada de
Avaliacao da Doenga de Parkinson (Movement Disorders Society - Unified Parkinson's”
disease Rating Scale -MDS UPDRS) (Goetz et al., 2008).

b) Dosagem dos esteroides sexuais:

A dosagem ainda serd finalizada, foi coletado cerca de 20 mL de amostra de sangue
periférico, nos horarios entre 08:00 ¢ 10:00h da manha, e dispensadas em tubos sem
anticoagulantes, por profissional farmacéutico e, preferencialmente, por pungao das veias
basilica, ou mesmo cefalica de um dos bracos do paciente brago.

Ap6s a coagulacdo, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rotag¢des por minuto (RPM), por
10 minutos, a 250C. Em seguida, o soro obtido no sobrenadante foi transferido para
microtubos eppendorf (aliquotas de 1 mL). O soro encontra-se armazenado a -800C para
analises posteriores, usando kits comerciais. No dia da dosagem, as amostras serdo trazidas
para descongelar A temperatura ambiente de 210C e as aliquotas com o volume necessario ao
tipo de ensaio serdo utilizadas para quantificar as concentragdes de trés hormonios esteroides
(testosterona, estrogeno e progesterona), utilizando kits comerciais, de imunoensaio ou
quimioluminescéncia, a depender do equipamento disponivel no Laboratorio de analises
clinicas do HUOLe de acordo com as instrugdes do fabricante. Serao estabelecidos os niveis
basais circulantes de estrogenos e testosterona (homens) e estradiol, progesterona e
testosterona (mulheres). Todas as atividades experimentais serao realizadas por pesquisador
qualificado e todas as andlises serdo realizadas em duplicata.

¢) Acesso aos prontuarios no arquivo do hospital, para a capta¢do de comorbidades, e terapia
de antiparkinsonianos utilizada. Foram coletadas as informagdes sobre a farmacoterapia dos
voluntarios, e digitados em planilha do excel, bem como, o uso de demais medicamentos
utilizados.

3- Analise estatistica

Os dados coletados referente aos sintomas motores, foram tabulados em planilhas do excel e,
posteriormente, estratificados e analisados de acordo com o sexo. A analise estatistica
utilizara o teste o teste >’ t”’ para amostras independentes, com intervalo de confianca de 95%
e margem de erro de + ou - 5%.

Andlise correlacional de Spearman ou Pearson realizados entre os sexos (masculino e
feminino) x tipos de sintomas motores, em fungdo das variaveis apresentarem ou nao
distribuicao normal. Os testes estatisticos utilizam o software SPSS versao 22.0 e os valores
de p para os testes serdo considerados significativos quando forem menores ou iguais a
0,05%.

Resultados e Discussoes

ApOs a andlise geral da amostra dos 62 voluntarios, observou-se que a amostra seguiu a
prevaléncia masculina com DP, com 35,48% do sexo feminino e 64,52% do sexo masculino
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conforme mostra a literatura (Li et al., 2025). Foi avaliado com um dos principais pontos do
questionario motor a escala de estadiamento de Hoehn e Yahr, o qual traduz a gravidade da
doenca, graus iniciais estdo mais associados com uma maior funcionalidade devido ao inicio
da doenca, e com sua progressao para os estagios 4 € 5, aumenta o grau de incapacidade e
dependéncia dos individuos, diretamente ligado com a disfuncionalidade motora (BARBOSA
et al., 2022). Diante dos dados adquiridos, observou-se uma predominancia dos pacientes
com idade entre 65-69 anos, e com grau de estadiamento 2. E dificil estabelecer uma relagéo
direta com o grau de estadiamento, e sexo biologico, devido até o0 momento, mas analises
estatisticas mais precisas serdo realizadas brevemente. A andlise estatistica inicial sobre o
estado motor dos pacientes, para posterior avaliagcdo e equiparagao estatistica por sexo. Ao
verificar diante da aplicagdao do questionario os ’ Aspectos Motores de Experiéncias da Vida
Diéria (BVD)”’, foi observado que 32,26% dos pacientes nao apresentaram alteracdes na fala,
e que 30,65% dos pacientes apresentaram alteragdo de grau 2 na fala, de modo a alterar
modulag¢do, volume formando frases nao tao claras. Quanto a sialorréia, 56,5% dos pacientes
ndo apresentaram alteragdes, enquanto 19,4% dos pacientes tiveram um acometimento de
grau 2 - salivagdo durante o sono. Aspectos sobre mastigacdo e degluticdo, pacientes em sua
maioria (cerca de 60%) ndo tiveram alteracdes, enquanto que quase 25% possuem algum tipo
de lentidao ao mastigar ou dificuldade de degluticdo mas sdo autdnomos, ademais, relativo a
tarefas para comer, 37,1% deles ndo possuem dificuldade, entretanto, cerca de 50% possuem
alteracdes do tipo 1 ou 2, como lentiddo ou necessidade de auxilio ocasionalmente nas
tarefas de alimentacgao.

Nao obstante, quando trata-se de vestudrio e higiene, 37,1% dos pacientes precisam de
auxilio para abotoar botdes e outras atividades que requerem o sistema motor fino, outros
19,4% sao lentos mas conseguem realizar as atividades sozinhos. Ao realizar atividades de
higiene, 58,1% deles sdo auténomos, e 35,5% sao lentos ou precisam de auxilio
ocasionalmente. Quando trata-se da escrita, nota-se uma dificuldade mais evidente, 79% dos
individuos possuem algum tipo de dificuldade com a escrita, destes, 35,5% possuem escrita
lenta ou irregular. Relativo a atividades de passatempo, 53,2% possuem dificuldades, com
menor prevaléncia, para individuos de grau 2.

Tratando-se sobre aspectos fisicos propriamente ditos, ¢ relevante mencionar que 24,19% da
amostra possuia tremores de grau 4, e do total, 87,1% apresentavam algum tipo de tremor.
Quanto ao ato de virar-se da cama, 35,48% nao tem problemas, e do restante, 25,81% se
enquadram no grau 4, mais severo. Quanto a marcha e o equilibrio, 41,94% possuem
dificuldades nivel 1, e a maioria, 54,84% nao possuem bloqueio na marcha. Quanto a rigidez
(membros superiores direito, esquerdo, membro inferior direito,membro inferior esquerdo e
pescogo) acima de 30% dos pacientes tiveram pelo menos grau 1. No aspecto da fala e
expressao facial, destacaram-se predominancia de pacientes com grau 1 seguido por grau 2.
Adicionalmente, no exercicio de bater os dedos, a maioria teve uma alteracao de grau 1 ou 2,
e no movimento de supina¢do das maos, houve uma variacao na prevaléncia de sintomas
entre mao direita e mao esquerda de 39% e 50% respectivamente . Vale o recurso de andlises
estatisticas mais completas para avaliar se ha diferenca significativa entre 0 movimento do
lado direito e esquerdo, e uma correlagdo com a dominéncia lateral dos pacientes.

Essas analises revelam que os participantes da pesquisa apresentam certa dificuldade para
realizar as atividades motoras didrias, que deve ser justificada pela iniciacdo da Doenga de
Parkinson ocorrer em individuos por volta dos 60 anos. Desse modo, se enquadram com a
maioria da faixa etaria da amostra analisada, coincidindo, entdo, com as leves alteragdes do
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grau de estadiamento da maioria dos pacientes (Ngo, Steyn e McCombe, 2014; Marogianni et
al., 2020).

Conclusao

O presente estudo, até o momento, integrou e analisou as evidéncias disponiveis sobre os
sintomas motores e buscard brevemente analisar sua possivel associagdo com os niveis de
hormonios esteroides sexuais em pacientes com diagndstico da Doenga de Parkinson. Devido
a limitacdo do niimero de pacientes e a logistica dos sistemas de colaboracdo do hospital
associado, ndo foi possivel cumprir o cronograma e analisar as dosagens hormonais e a
analise estatistica equiparada por sexo para os aspectos motores. Entretanto, diante dos
resultados obtidos, foi possivel caracterizar o perfil da populacao analisada pelo estudo, e
estabelecer relacdes entre a idade dos pacientes e a gravidade da doenca, por meio da analise
dos valores de estadiamento e do acometimento dos sintomas motores. Observa-se também,
que diante disso, a maioria dos pacientes possuem algum tipo de acometimento, mesmo que
leve, e uma possivel correlacao entre o aumento de sintomas na mao esquerda no movimento
das maos. Vale salientar a importancia da andlise hormonal e estatistica a serem
complementadas para o avango desse estudo e elucidacao, com ferramentas mais elaboradas
sobre a existéncia ou nao correlagdes significativas entre a gravidade dos sintomas motores
entre homens e mulheres e se os mesmos refletem os niveis basais dos hormonios sexuais.

Referéncias

Barbosa, E. R.; Limongi, J.C. , P. Chien, H. F. Barbosa, P. M. Torres, M. R. C. How I treat
Parkinson 's disease. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, Sdo Paulo, v. 80, supl. 1, p. 94-104,
2022. DOI: https://doi.org/10.1590/0004-282X-ANP-2022-S126.

Bianco A, Antonacci Y, Liguori M. Diferengas de Sexo e Género em Doengas
Neurodegenerativas: Desafios para Oportunidades Terapéuticas. Int J Mol Sci. 2023 Mar
28;24(7):6354.

Cerri S, Mus L, Blandini F. Parkinson's Disease in Women and Men: What's the Difference?
J Parkinsons Dis. 2019;9(3):501-515.

Conner MR, Jang D, Anderson BJ, Kritzer MF. Biological Sex and Sex Hormone Impacts on
Deficits in Episodic-Like Memory in a Rat Model of Early, Pre-motor Stages of Parkinson's
Disease. Front Neurol. 2020;17(11):942.

Goetz CG. Tilley BC. Shaftman S.R., et al. Movement Disorder Society-Sponsored Revision
of the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (MDS-UPDRS): Scale Presentation and
Clinimetric Testing Results. Movement Disorders. Vol. 23, No. 15, 2008, pp. 2129-2170.

Iwaki H, Blauwendraat C, Leonard HL, Makarious MB, Kim JJ, Liu G. Differences in the
Presentation and Progression of Parkinson's Disease by Sex. Mov Disord 2021;36(1):106-
117.

Kang KW, Choi SM, Kim BC. Gender differences in motor and non-motor symptoms in
early Parkinson disease. Medicine (Baltimore). 2022; 21;101(3):e28643.

124



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

Kouli A, Torsney KM, Kuan WL. Parkinson’s Disease: Etiology, Neuropathology, and
Pathogenesis. In: Stoker TB, Greenland JC, editors. Parkinson’s Disease: Pathogenesis and
Clinical Aspects [Internet]. Brisbane (AU): Codon Publications; 2018 Dec 21. Chapter 1.
Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 536722/ doi:
10.15586/codonpublications.parkinsonsdisease.2018.chl

LI, M.; YE, X.; HUANG, Z.; YE, L.; CHEN, C.; et al. Global burden of Parkinson’s disease
from 1990 to 2021: a population-based study. BMJ Open, v. 15, n. 4, p. €095610, 27 abr.
2025. DOI: 10.1136/bmjopen-2024-095610. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC12035419/. Acesso em: 01 set. 2025.

Lewitt, PA. Levodopa therapy for Parkinson’s disease: Pharmacokinetics and
pharmacodynamics. Movement Disorders, v. 30, n. 1, p. 64—72, 2014. ISSN 0885-3185,
1531-8257. DOI 10.1002/mds.26082.

Marogianni C, Sokratous M, Dardiotis E, Hadjigeorgiou GM, Bogdanos D, Xiromerisiou G.
Neurodegeneragdo e Inflamacdo - Uma Interacdo Interessante na Doenca de Parkinson. Int J
Mol Sci. 2020 Nov 10;21(22):8421.

Ngo ST, Steyn FJ, McCombe PA. Gender differences in autoimmune disease. Front
Neuroendocrinol. 2014;35(3):347-69.

Russillo, MC et al. Sex Differences in Parkinson 's Disease: From Bench to Bedside. Brain
Sciences, v. 12, n. 7, p. 917, 13. 2022. ISSN 2076-3425. DOI 10.3390/brainsci12070917.

Teive, H, LIO A. G. O papel de Charcot na doenga de Parkinson. Arquivos de Neuro-
Psiquiatria, [s. 1.], v. 56, p. 141-145, mar. 1998. ISSN 0004-282X, 1678-4227. DOI
10.1590/S0004-282X1998000100026.

Terrin F, Tesoriere A, Plotegher N, Dalla Valle L. Sex and Brain: The Role of Sex
Chromosomes and Hormones in Brain Development and Parkinson's Disease. Cells. 2023
May 27;12(11):1486.

World Health Organization. parkinson disease. Ago, 2003. Acessado em: 02 de junho de
2024. Disponivel em: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/parkinson-disease.

125



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

CODIGO: SB1804

AUTOR: MARIA CECILIA ALVES DE MEDEIROS

COAUTOR: ELIAN VICTOR DANDREY GUIMARAES CALDEIRA
COAUTOR: GERALDO BEZERRA CAVALCANTI NETO
ORIENTADOR: MARIA BERNARDETE CORDEIRO DE SOUSA

TITULO: Plano de Trabalho 2024 INVESTIGACAO SOBRE A SINDROME DE
BURNOUT, QUALIDADE DA RELACAO FAMILIAR E NIVEIS BASAIS DE
CORTISOL EM ESTUDANTES DO ENSINO MEDIO

Resumo

A adolescéncia ¢ marcada por intensas transformacdes que aumentam a vulnerabilidade dos
estudantes as pressdes sociais e escolares, favorecendo o risco de burnout, sindrome
caracterizada por exaustdo emocional, descrenca em relagdo as atividades académicas e baixa
eficacia. Este estudo teve como objetivo investigar a associacdo entre empatia e niveis de
cortisol salivar com o burnout em adolescentes do ensino médio. A pesquisa foi realizada em
duas escolas publicas de tempo integral em Natal (Brasil), com 95 estudantes (50 do 1° ano e
45 do 3° ano). Foram aplicados o Inventario de Burnout Escolar, escalas de empatia e a
mensuragao do cortisol salivar como marcador da ativagdo do eixo HPA. Os resultados
apontaram prevaléncia de burnout em 28,4% dos alunos, com exaustdao emocional elevada em
88,4%, descrenca em 68,4% e baixa eficacia em 41,1%. A modelagem estatistica revelou
associacao positiva entre descrenca e burnout ( = 0,749) e efeito protetor da eficacia (f =—
0,369; p = 0,012). Embora a maioria tenha apresentado niveis moderados a elevados de
empatia, esta ndo se associou significativamente ao burnout. Nao foram observadas
diferencas por sexo, mas alunos do 3° ano exibiram niveis mais altos de cortisol, relacionados
a maior exaustdo. Os achados indicam que a sobrecarga académica exerce papel central no
desgaste psicoldgico, reforgando a importancia do suporte familiar e escolar como fatores de
protecao e da implementacao de politicas voltadas a satide mental de adolescent

Palavras-chave: Saude Mental, demanda escolar, medidas psicométricas,
adolescéncia

TITLE: Psychophysiological Correlates of Burnout Syndrome in High School
Students

Abstract

Adolescence is characterized by intense transformations that increase students’ vulnerability
to social and academic pressures, heightening the risk of burnout—a syndrome marked by
emotional exhaustion, cynicism toward academic activities, and reduced efficacy. This study
aimed to investigate the association between empathy and salivary cortisol levels with
burnout in high school adolescents. The research was conducted in two full-time public
schools in Natal, Brazil, with 95 students (50 from 1st year and 45 from 3rd year). The
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School Burnout Inventory, empathy scales, and salivary cortisol measurement as a marker of
HPA axis activation were applied. Results indicated a burnout prevalence of 28.4%, with
high emotional exhaustion in 88.4%, cynicism in 68.4%, and low efficacy in 41.1% of
students. Statistical modeling revealed a positive association between cynicism and burnout
(B=0.749) and a protective effect of efficacy (p =—0.369; p =0.012). Although most
participants exhibited moderate to high empathy levels, no significant association with
burnout was observed. No sex differences were found, but 3rd-year students displayed higher
cortisol levels, which were associated with greater exhaustion. These findings indicate that
academic overload plays a central role in psychological strain, emphasizing the importance of
family and school support as protective factors and the implementation of policies targeting
adolescent mental health.

Keywords: Mental Health, School Demands, Psychometric Measures, Adolescence

Introducao

1. Introducao

A adolescéncia ¢ um periodo de intensas transformacdes fisicas, cognitivas € emocionais, que
tornam os jovens mais suscetiveis aos desafios impostos pelo ambiente social e escolar
(Steinberg, 2014). O ensino médio, por ser uma etapa de transi¢ao entre a educagdo basica e o
ingresso no mundo académico ou profissional, ¢ frequentemente acompanhado de pressdes
relacionadas ao desempenho académico, ao convivio social e as expectativas familiares.

Nesse contexto, a sindrome de burnout vem sendo reconhecida como uma condicao de risco
entre estudantes, caracterizada por exaustao emocional, descrenga em relagdo as atividades
escolares e percepcao reduzida de eficacia (Schaufeli, Martinez, Pinto, Salanova, & Bakker,
2002; Salmela-Aro et al., 2009). O burnout esta associado a prejuizos no rendimento,
aumento da evasdo escolar e impactos negativos para a saude mental (May et al., 2015;
Fiorilli et al., 2017). Além dos fatores psicossociais, respostas fisioldgicas ao estresse, como a
ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA), podem ser avaliadas pelo cortisol
salivar, biomarcador sensivel as condi¢des de sobrecarga emocional e académica (Adam &
Kumari, 2009; Pruessner et al., 2010).

Assim, compreender os correlatos psicofisiologicos e sociais do burnout em adolescentes
possibilita ndo apenas identificar fatores de risco e de prote¢dao, mas também subsidiar
intervengoes voltadas a promocao da saude mental escolar.

2. Objetivo

Investigar a associacdo entre variaveis psicossocial (empatia) e fisiologica (niveis de cortisol
salivar) com a sindrome de burnout em estudantes do ensino médio.

Metodologia

3. Metodologia

O estudo foi realizado em duas escolas publicas de ensino médio em tempo integral da cidade
de Natal (Brasil), com uma amostra composta por 95 estudantes, sendo 50 do 1° ano e 45 do
3° ano.
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3.1 Instrumentos aplicados

Inventario de Burnout Escolar: avaliacdo das dimensdes de exaustao, descrenca ¢ eficacia
académica.Escalas de empatia: tomada de perspectiva, altruismo, flexibilidade interpessoal e
sensibilidade afetiva.Mensuragao fisioldgica: coleta de cortisol salivar como marcador da
ativacgdo do eixo HPA.

3.2 Procedimentos

Os estudantes responderam questionarios sociodemograficos e psicométricos em ambiente
escolar reservado. Em seguida, foram coletadas amostras de saliva para analise do cortisol.
Os dados foram analisados por estatistica descritiva e por modelos de equagdes estruturais,
visando identificar associagdes entre as variaveis e com valor de p< 0,05.

Resultados e Discussoes

4. Resultados
Os principais resultados deste estudo evidenciaram que:

- Prevaléncia de burnout: 28,4% dos estudantes apresentaram sinais da sindrome,
caracterizados por altos escores em exaustdo e descrenga, combinados com baixa eficacia
académica.

- Dimensdes do burnout:

Exaustdo emocional elevada em 88,4% dos estudantes;Descrenga elevada em 68,4%;Baixa
eficacia profissional em 41,1%.

- Modelagem estatistica: o subdominio descrenga apresentou efeito positivo significativo
sobre o burnout ( = 0,749), enquanto a eficacia apresentou efeito negativo (f =—-0,369; p =
0,012).

- Empatia: 72% dos alunos foram classificados como moderadamente empéticos e 27% como
empaticos; apenas 1% apresentou baixa empatia. Entretanto, o efeito da empatia sobre o
burnout ndo foi estatisticamente significativo.

- Sexo: ndo foram observadas diferengas significativas entre meninos € meninas.

- Cortisol: alunos do 3° ano apresentaram niveis significativamente mais elevados, associados
a maior exaustdo emocional.

5. Discussao

Os achados indicam que a prevaléncia de burnout escolar entre adolescentes ¢ relevante e
merece atencao das instituicdes de ensino ¢ das familias. A elevada taxa de exaustao
emocional sugere que a sobrecarga académica exerce papel central no desgaste psicologico
dos estudantes.

A empatia, embora presente em niveis moderados a elevados na maioria dos estudantes, ndo
apresentou efeito significativo sobre o burnout. Esse resultado sugere que a empatia, apesar
de importante para as interagdes sociais, ndo atua isoladamente como fator de prote¢ao frente
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ao estresse académico (Fiorilli et al., 2017). Estudos demonstram também que o suporte
familiar ¢ um fator importante para o tamponamento do burnout em adolescentes (Moreno et
al., 2020; Dogan e Dogan, 2023) bem como o ambiente escolar, como o suporte de
professores e colegas (Ozhan & Yiiksel, 2022), o que devera ser investigado no futuro.

Assim, os dados obtidos refor¢am a necessidade de intervengdes integradas que envolvam
tanto a escola quanto a familia, promovendo estratégias de prevencao e mitigagao do burnout
escolar, alinhando-se as recomendagdes de politicas publicas de saide mental para
adolescentes (WHO, 2021).

Este estudo demonstrou que aproximadamente um terco dos estudantes do ensino médio
apresenta sinais de burnout, com destaque para a exaustdo emocional e a descrenca
académica. O suporte familiar mostrou-se um importante fator de prote¢ao, enquanto o
aumento dos niveis de cortisol esteve associado a maior exaustdo, especialmente entre alunos
do ultimo ano do curso.

Esses resultados destacam a necessidade de politicas e intervencdes voltadas para a
prevencgado do burnout, fortalecendo o apoio familiar e promovendo estratégias de manejo do
estresse no ambiente escolar.

Conclusao

Os achados deste estudo indicam que o burnout escolar ¢ prevalente entre adolescentes do
ensino médio, afetando aproximadamente um terco dos estudantes, com destaque para
exaustdo emocional e descrenca académica. A empatia, embora presente em niveis
moderados a elevados, ndo se mostrou um fator protetor isolado. O aumento da descrenca e a
diminui¢do da eficicia académica destacam-se como determinantes significativos do burnout,
enquanto niveis elevados de cortisol, especialmente em alunos do ultimo ano, sugerem
associacao entre sobrecarga académica e desgaste fisioldgico.

Esses resultados reforcam a necessidade de estratégias de prevengao integradas, envolvendo
suporte familiar, intervengdo escolar e promogao de habilidades de manejo do estresse.
Recomenda-se que pesquisas futuras adotem abordagens longitudinais e explorem fatores
contextuais, como suporte social, praticas pedagogicas e intervengdes socioemocionais. A
investigacao de biomarcadores de estresse e a analise de fatores moderadores, como empatia
e estratégias de enfrentamento, podem ampliar a compreensao dos mecanismos do burnout e
subsidiar politicas publicas voltadas a satide mental de adolescentes.
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Figura 8. Box-plots da concentracao do cortisol salivar (ug/dL) em estudantes do ensino
médio (n = 95), de acordo com o0 ano do curso (1= primeiro ano; 3 = terceiro ano). Teste t
para amostras independentes, valor-p = 0,0060.

Figura 3. Distribui¢@o percentual dos niveis de empatia dos estudantes do ensino médio (n =
95) de acordo com os critérios de classificacao (Pouco empatico x Empatico). Teste de
Mann-Whitney, p< 0,05.

Figura 4. Distribui¢ao percentual de acordo com os critérios de classificagdo (Baixo; Médio-
baixo; Médio-alto e Alto) do escore geral da variavel Empatia e dos seus subdominios
estudantes do ensino médio (n = 95). Subdominios: afetivo consistente, adaptag
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TITULO: Correlatos psicofisioldgicos e sociais da sindrome de burnout em
estudantes do ensino médio
Resumo

A adolescéncia ¢ marcada por intensas transformagdes que aumentam a vulnerabilidade dos
estudantes as pressdes sociais e escolares, favorecendo o risco de burnout, sindrome
caracterizada por exaustdo emocional, descrenga em relacdo as atividades académicas e baixa
eficacia. Este estudo teve como objetivo investigar a associacao entre empatia e niveis de
cortisol salivar com o burnout em adolescentes do ensino médio. A pesquisa foi realizada em
duas escolas publicas de tempo integral em Natal (Brasil), com 95 estudantes (50 do 1° ano e
45 do 3° ano). Aplicou-se o Inventério de Burnout Escolar, escalas de empatia e a
mensuragao do cortisol salivar como marcador da ativacao do eixo HPA. Os resultados
indicaram prevaléncia de burnout em 28,4% dos alunos, com exaustdo emocional elevada em
88,4%, descrenca em 68,4% e baixa eficacia em 41,1%. A modelagem estatistica revelou
associac¢do positiva entre descrenga e burnout (f = 0,749) e efeito protetor da eficacia (f =—
0,369; p=0,012). Embora a maioria tenha apresentado niveis moderados a elevados de
empatia, esta ndo se associou significativamente ao burnout. Nao foram observadas
diferencgas por sexo, mas alunos do 3° ano exibiram niveis mais altos de cortisol, relacionados
a maior exaustdo. Os achados indicam que a sobrecarga académica exerce papel central no
desgaste psicologico, reforcando a relevancia do suporte familiar e escolar como fatores de
protecdo e da implementacao de politicas voltadas a saude mental de adolescentes.

Palavras-chave: Saude Mental, demanda escolar, medidas psicométricas,
adolescéncia

TITLE: Psychophysiological Correlates of Burnout Syndrome in High School
Students

Abstract

Adolescence is characterized by intense transformations that increase students’ vulnerability
to social and academic pressures, heightening the risk of burnout—a syndrome marked by
emotional exhaustion, cynicism toward academic activities, and reduced efficacy. This study
aimed to investigate the association between empathy and salivary cortisol levels with
burnout in high school adolescents. The research was conducted in two full-time public
schools in Natal, Brazil, with 95 students (50 from 1st year and 45 from 3rd year). The
School Burnout Inventory, empathy scales, and salivary cortisol measurement as a marker of
HPA axis activation were applied. Results indicated a burnout prevalence of 28.4%, with
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high emotional exhaustion in 88.4%, cynicism in 68.4%, and low efficacy in 41.1% of
students. Statistical modeling revealed a positive association between cynicism and burnout
(B=0.749) and a protective effect of efficacy (p =—0.369; p =0.012). Although most
participants exhibited moderate to high empathy levels, no significant association with
burnout was observed. No sex differences were found, but 3rd-year students displayed higher
cortisol levels, which were associated with greater exhaustion. These findings indicate that
academic overload plays a central role in psychological strain, emphasizing the importance of
family and school support as protective factors and the implementation of policies targeting
adolescent mental health.

Keywords: Mental Health, School Demands, Psychometric Measures, Adolescence

Introducao

1. Introducao

A adolescéncia ¢ um periodo de intensas transformacdes fisicas, cognitivas € emocionais, que
tornam os jovens mais suscetiveis aos desafios impostos pelo ambiente social e escolar
(Steinberg, 2014). O ensino médio, por ser uma etapa de transi¢ao entre a educagdo basica e o
ingresso no mundo académico ou profissional, ¢ frequentemente acompanhado de pressdes
relacionadas ao desempenho académico, ao convivio social e as expectativas familiares.

Nesse contexto, a sindrome de burnout vem sendo reconhecida como uma condicao de risco
entre estudantes, caracterizada por exaustao emocional, descrenga em relagdo as atividades
escolares e percepcao reduzida de eficacia (Schaufeli, Martinez, Pinto, Salanova, & Bakker,
2002; Salmela-Aro et al., 2009; Dogan & Dogan, 2023). O burnout esta associado a prejuizos
no rendimento, aumento da evasdo escolar e impactos negativos para a saude mental (May et
al., 2015; Fiorilli et al., 2017). Além dos fatores psicossociais, respostas fisiologicas ao
estresse, como a ativacao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), podem ser avaliadas
pelo cortisol salivar, biomarcador sensivel as condi¢des de sobrecarga emocional e académica
(Adam & Kumari, 2009; Pruessner et al., 2010).

Assim, compreender os correlatos psicofisiologicos e sociais do burnout em adolescentes
possibilita ndo apenas identificar fatores de risco e de prote¢do, mas também subsidiar
intervengoes voltadas a promocao da saude mental escolar.

2. Objetivo

Investigar a associacdo entre variaveis psicossocial (empatia) e fisiologica (niveis de cortisol
salivar) com a sindrome de burnout em estudantes do ensino médio.

Metodologia

3. Metodologia

O estudo foi realizado em duas escolas publicas de ensino médio em tempo integral da cidade
de Natal (Brasil), com uma amostra composta por 95 estudantes, sendo 50 do 1° ano e 45 do
3° ano. Este estudo foi aprovado pelo Comité Central de ética em pesquisa da UFRN com o
CAAE 67960623.8.0000.5537 e nimero do parecer 6.237.992.

3.1 Instrumentos aplicados
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Inventario de Burnout Escolar: avaliacao das dimensdes de exaustao, descrenca ¢ eficacia
académica.Escalas de empatia: tomada de perspectiva, altruismo, flexibilidade interpessoal e
sensibilidade afetiva.Mensuracao fisioldgica: coleta de cortisol salivar como marcador da
ativacgdo do eixo HPA.

3.2 Procedimentos

Os estudantes responderam questionarios sociodemograficos e psicométricos em ambiente
escolar reservado. Em seguida, foram coletadas amostras de saliva para analise do cortisol.
Os dados foram analisados por estatistica descritiva e por modelos de equagdes estruturais,
visando identificar associagdes entre as variaveis e com valor de p< 0,05.

Resultados e Discussoes

4. Resultados
Os principais resultados deste estudo evidenciaram que:

- Prevaléncia de burnout: 28,4% dos estudantes apresentaram sinais da sindrome,
caracterizados por altos escores em exaustdo e descrenca, combinados com baixa eficacia
académica (Figura 1).

- Dimensodes do burnout:

Exaustdo emocional elevada em 88,4% dos estudantes;Descrenga elevada em 68,4%;Baixa
eficacia profissional em 41,1%.

- Modelagem estatistica: o subdominio descrenga apresentou efeito positivo significativo
sobre o burnout (B = 0,749), enquanto a eficacia apresentou efeito negativo (B =—-0,369; p =
0,012).

- Empatia: 72% dos alunos foram classificados como moderadamente empaticos e 27% como
empaticos; apenas 1% apresentou baixa empatia. Entretanto, o efeito da empatia sobre o
burnout ndo foi estatisticamente significativo (Figura 2).

- Sexo: ndo foram observadas diferencas significativas entre meninos e meninas.

- Cortisol: alunos do 3° ano apresentaram niveis significativamente mais elevados, associados
a maior exaustdo emocional. (Figura 3).

5. Discussao

Os achados indicam que a prevaléncia de burnout escolar entre adolescentes ¢ relevante e
merece atencao das instituicoes de ensino ¢ das familias. A elevada taxa de exaustao
emocional sugere que a sobrecarga académica exerce papel central no desgaste psicologico
dos estudantes.

A empatia, embora presente em niveis moderados a elevados na maioria dos estudantes, ndo
apresentou efeito significativo sobre o burnout. Esse resultado sugere que a empatia, apesar
de importante para as interagdes sociais, nao atua isoladamente como fator de protegao frente
ao estresse académico (Fiorilli et al., 2017). Estudos demonstram também que o suporte
familiar ¢ um fator importante para o tamponamento do burnout em adolescentes (Moreno et
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al., 2020; Dogan e Dogan, 2023) bem como o ambiente escolar, como o suporte de
professores e colegas (Ozhan & Yiiksel, 2022).

Assim, os dados obtidos refor¢am a necessidade de intervengdes integradas que envolvam
tanto a escola quanto a familia, promovendo estratégias de prevencao e mitigagao do burnout
escolar, alinhando-se as recomendagdes de politicas publicas de saide mental para
adolescentes (WHO, 2021).

Este estudo demonstrou que aproximadamente um terco dos estudantes do ensino médio
apresenta sinais de burnout, com destaque para a exaustdo emocional e a descrenca
académica. O suporte familiar mostrou-se um importante fator de prote¢ao, enquanto o
aumento dos niveis de cortisol esteve associado a maior exaustdo, especialmente entre alunos
do ultimo ano do curso.

Esses resultados destacam a necessidade de politicas e intervencdes voltadas para a
prevencgao do burnout, fortalecendo o apoio familiar e promovendo estratégias de manejo do
estresse no ambiente escolar.

Conclusao

6. Conclusoes

Os achados deste estudo indicam que o burnout escolar ¢ prevalente entre adolescentes do
ensino médio, afetando aproximadamente um terco dos estudantes, com destaque para
exaustdo emocional e descrenga académica. A empatia, embora presente em niveis
moderados a elevados, ndo se mostrou um fator protetor isolado. O aumento da descrenga ¢ a
diminui¢do da eficicia académica destacam-se como determinantes significativos do burnout,
enquanto niveis elevados de cortisol, especialmente em alunos do tltimo ano, sugerem
associagdo entre sobrecarga académica e desgaste fisioldgico.

Esses resultados reforcam a necessidade de estratégias de prevengdo integradas, envolvendo
suporte familiar, intervengao escolar e promogado de habilidades de manejo do estresse.
Recomenda-se que pesquisas futuras adotem abordagens longitudinais e explorem fatores
contextuais, como suporte social, praticas pedagogicas e intervengdes socioemocionais. A
investigacdo de biomarcadores de estresse e a andlise de fatores moderadores, como empatia
e estratégias de enfrentamento, podem ampliar a compreensao dos mecanismos do burnout e
subsidiar politicas publicas voltadas a saude mental de adolescentes.
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Anexos

Figura 1. Distribui¢do percentual dos niveis em cada dominio (%) dos sintomas de burnout
por critério de classificagdo (Descrenca, Eficacia profissional e Exaustdo emocional) em
estudantes adolescentes do ensino médio (n = 95). Critérios de classificagao

Figura 2. Distribui¢ao percentual dos niveis de empatia dos estudantes do ensino médio (n =
95) de acordo com os critérios de classificagao (Pouco empatico x Empatico). Teste de
Mann-Whitney, p< 0,05.
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Figura 3. Box-plots da concentracao do cortisol salivar (ug/dL) em estudantes do ensino
médio (n = 95), de acordo com o ano do curso (1= primeiro ano; 3 = terceiro ano). Teste t
para amostras independentes, valor-p = 0,0060.



