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RESUMO

Ao longo de décadas a neurociéncia tem buscado correlatos neurais da percepgao ou
de agoes comportamentais. Com a evolugao dos métodos de registro da atividade neural,
tornou-se mais pratico a realizacdo de experimentos que permitissem o registro simultaneo
de multiplos eletrodos em distintas regides cerebrais, a0 mesmo tempo em que o animal
executa uma determinada tarefa comportamental. Através destes experimentos foi possivel
identificar que as oscilagoes corticais desempenham um importante papel na cognicao,
principalmente as oscila¢oes que estao sincronizadas para diferentes regides. Recentemente
foi descoberto um tipo de sincronizacao contra-intuitiva chamada de sincronizagao anteci-
pada (SA). Na AS duas regides estao sincronizadas, de forma uniderecional, ou seja, o
mestre envia informacao para o escravo. Contudo quando verificada a diferenca de fase
entre as regioes o escravo estd antecipado, temporalmente, em relacao ao mestre. Neste
trabalho identificamos regimes de SA, somente para trials em que a tarefa foi realizada
satisfatoriamente e consequentemente foram recompensadas durante a realizagao de uma
tarefa de contagem de tempo. Mostramos a ocorrencia de regimes de SA durante a realiza-
¢ao de uma tarefa comportamental de contagem de tempo. Além do mais desenvolvemos
um sistema comportamental controlado por Arduino, capaz de acompanhar a execucao de

diferentes tarefas comportamentais sincronizada com o registro da atividade neural.

Palavras-chave: Condicionamento operante, tempo de reagao, sincronizagao.

Palavras-chave: Condicionamento operante, tempo de reagdo, sincronizacao.



ABSTRACT

Over the decades, neuroscience has sought to correlate neural activity with be-
havioral states. With the evolution of the methods of recording the neural activity, it
became more practical to perform experiments that allowed the simultaneous recording of
multiple electrodes in different brain regions, at the same time that the animal performs
a behavioral task. Through these experiments, it was possible to identify that cortical
oscillations has an important role in cognition, especially the oscillations that are syn-
chronized to different regions. Recently a type of counter-intuitive synchronization called
anticipated synchronization (AS) was discovered. In AS the two regions are synchronized,
in a unidirectional way, that is, the master sends information to the slave. However, when
the phase difference between the regions is verified, the slave is temporarily anticipated in
relation to the master. In this work, we have identified AS regimes, only for trials rewarded
during the accomplishment of time counting task. It has been shown AS regimens occur
in a behavioral test. In addition, we developed a behavioral system controlled by Arduino,
able to monitor the execution of different behavioral tasks synchronized with the record of

neural activity.

Keywords: Operant conditioning, reaction time, synchronization.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7
Figura 8

LISTA DE ILUSTRACOES

A - Caixa-problema usada pelos experimentos de Thorndike. B - Grafico
mostrando o tempo de escape por tentativa em sessao de treino de gatos
na caixa-problema de Thorndike. Adaptado de Thorndike (1898).

A - Responda condicionada desejada onde os ratos soltavam a alavanca
apos serem apresentados ao estimulo e recebiam a recompensa. B -
Resposta prematura onde os ratos soltavam a alavanca antes do estimulo.
Modificado de Narayanan e colaboradores (2005). . . . . . .. ... ..

Um exemplo do primeiro registro em EEG feito em humanos por Berger

Matriz multieletrodos. Matriz produzida no LNSC de 32 microeletrodos
e configuracao 4 x 8, normalmente utilizadas para registro em uma
tnica regido. Adaptado de Neto (2015) . . . . .. ... ... ... ...
Constru¢ao da matriz de microeletrodos. a - Fios de tungsténio com
50 mm de comprimento, junto com a base. b - Fios unidos através
da tensao superficial da dgua. ¢ - Fios posicionados no centro da base
com uma goticula de resina fotopolimerizavel. d - fotopolimerizagao. e -
Soldagem do mini conector a PCI. f - soldagem dos fios desencapados
na PCI. g - fios soldados na PCI (dois lados). h - Matriz finalizada.
Cérebro de rato com esquemas de cores mostrando as areas onde foram
inseridos eletrodos. Os pontos de cores verde, roxo, vermelho, preto e
azul correspondem ao cortex pré-frontal (CPF), cértex motor primario
(M1), cortex somatossensorial primario (S1), cértex posterior parietal

(PPC) e cortex visual primério (V1), respectivamente. . . . . . . . ..

15

18

29

30

Sistema de registro eletrofisiolégico junto com o sistema comportamental 31

Disco liberador de pelete. Vista lateral do dispensador de peletes alimen-
tares constituido por: (1) disco de liberagao de peletes; (2) adaptador
do motor; (3) motor de passo; (4) pelete alimentar; (5) emissor de luz
infravermelha; (6) receptor de luz infravermelha; (7) base de susten-
tagao; (8) hastes rosqueada de sustentagao; (9) porca; (10) bases de
haste; (11) conectores para alimentagao do circuito; (12). Vista superior
do dispensador de peletes alimentares constituido por: (1) disco de
liberagao de peletes; canula deliberagao; (13) perfuragao central; (14)
furo maior; (15) furo menor; (7) base de sustentacao; (11) conectores
para alimentacao do circuito eletronico; (16) conectores para o micro-
controlador; (17) conectores para barras da caixa de comportamento;

(18) furo para hastes rosqueadas de sustentacdao. . . . . . . . ... ...



Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —
Figura 15 —

Esquema elétrico do sistema de comunicacgao 6ptica. Um diodo converte
o sinal elétrico do arduino em uma luz que é conduzida por uma fibra
optica. No final da fibra 6ptica tem um receptor que converte a luz em
sinal elétrico. . . . . . . ...
Uma amostra de um sinal de LFP da regidao S1 seguido pela sua densi-
dade espectral de poténcia. . . . . . . .. .. ... ...
(a) Densidade espectral de poténcia do CPF (verde) e PPC (vermelho),
mostrando um pico de densidade em 4 Hz para ambas regioes. (b)
coeréncia entre o CPF e PPC, mostrando um pico de coeréncia em 4
Hz entre PPCe CPF. . . . . . . . . ... ... .. ... .. ...,
Um exemplo de quando a série temporal X Granger-causa a série
temporal Y, os padroes temporais de X sao repetidos em Y, apds um
intervalo de tempo (setas). Assim, os valores do passado de X podem
ser usados para prever os valores futurosde Y.. . . ... ... ... ..
Coeréncias do MVAR (a,c,e) e calculada a partir do LEP (b,d,f) apre-
sentando comportamento espectral semelhentes entre os grupos (Pre,
Almost e Rw). a. Pre trial Coeréncia (LFP); b. Pre trial Coeréncia
(MVAR); ¢. Almost trial Coeréncia (LFP); d. Almos trial Coeréncia
(MVAR); e. Rw trial Coeréncia (LFP); g. Rw trial Coeréncia (MVAR).
Interface do Wave Clus . . . . . . . . . . ..
Dados brutos raw data correspondem as oscilacoes de voltagem ao longo
de tempo, foram coletados usando uma matriz de multieletrodos que
sao capazes de registrar além das oscilacoes de populacao a atividade
unitaria de neuronios. Apos a filtragem raw data os spikes sao evidencia-
dos e o processo de detecgao torna-se mais facil. Modificado de Quiroga,

Nadasdy e Ben-Shaul (2004). . . . . .. ... ... ... ... .. ...

41

Figura 16 — Amostras de spikes. Esquema de cores é o mesmo descrito na Figura (6). 41



2.1
2.2
2.3
2.4

2.5
2.6

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
45
45.1
451.1
4512
4513
452
453
453.1
4532
4.5.3.3
454
4541
4542
4543
4544

SUMARIO

INTRODUCAO . . . .. . ittt e e e e et e et e e 13
REVISAO DA LITERATURA . . . . . . . .ttt it e it e 15
CONDICIONAMENTO OPERANTE . . . . . . ... ... ... ..... 15
GO/NOGO . . . . . . . 17
SIMPLE REACTION TIME (SRT) . . . . . . .. . . ... . ... .... 18

DIFFERENTIAL REFORCECEMENT OF RESPONSE DURATION (DRRD) 18

DINAMICA NEURAL DOS PROCESSOS COMPORTAMENTAIS . . .. 19

SINCRONIZACAO EM SISTEMAS NEURAIS . . . .. .. .. .. ... 21

OBJETIVOS . . . . . . e e e e e e e e e e e 26
GERAL . . . . 26
ESPECIFICOS . . . . . . . . . 26

MATERIAL E METODOS . . . . . . ittt e e e e 27
ANIMAIS . . . . e 27
ELETRODOS . . . . . . . . 27
PROCEDIMENTO CIRURGICO . . . . . . .. ... .. . .. .. .... 30
REGISTRO ELETROFISIOLOGICO . . . . . .. .. ........... 31
APARATO COMPORTAMENTAL . . . . . .. . . ... .. ... .... 31
Hardware . . . . . . . . . 32
Disco dispensador de pelete alimentar . . . . . . . . ... ... 32
Placa de circuito impresso e Arduino (Eletrénica) . . . . . . . . . .. .. ... 32
Comunicacdo dptica . . . . . . . . . . L 34
Software . . . . . . 34
Protocolo comportamental . . . . . . . . . ... Lo 35
FRL . o e 35
SRT . . e e 35
DRRD . . . . e 35
Andlisededados . . . . . ... 35
Transformada Fourier . . . . . . . . . ... 36
Coeréncia espectral . . . . . . . ... 37
Causalidade de Granger . . . . . . . . . .. Lo 37
Deteccao do potencial deacao . . . . . . . . . . ... 40

REFERENCIAS . . . . . . . e e e e e e e s s, 42



DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO
EM PLATAFORMA DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR 50

OPEN HARDWARE LOW COST SYSTEM FOR BEHAVIORAL
EXPERIMENTS SIMULTANEOUSLY WITH ELECTROPHYSIO-
LOGICAL RECORDINGS . . . . . . . . . e 63

PHASE SYNCHRONIZATION BETWEEN CORTICAL AREAS DU-
RING A TIME TASK . . . . . . e e e 70

CONSIDERACOES FINAIS . . . . . . . . it e it e e 76

ANEXOS . . . . . e e e e e 77



13

1 INTRODUCAO

A compreensao das bases neurais envolvidas no comportamento é um dos pilares da
neurociéncia (GOMEZ-MARIN et al., 2014). Para investigar a atividade neural durante um
determinado comportamento é fundamental o registro da atividade unitaria de neurénios ou
da atividade de campo durante a realizacdo de uma tarefa especifica (NICOLELIS, 2008).
Além disso, é necessario um mecanismo de sincronizagao entre os equipamentos de registro
eletrofisiol6gico e comportamental, (handshaking), para que se obtenha uma referéncia de

tempo precisa no registro dos momentos de ocorréncia das tarefas comportamentais.

Durante a realizagao de uma atividade comportamental emergem uma variedade
de oscilagoes cerebrais. Ao longo dos anos foram descobertos que essas oscilagoes estao
associadas a uma enorme gama de fungoes cognitivas (BUZSAKI, 2006). Oscilagoes em
populacoes neurais normalmente sao caracterizadas pela frequéncia, sendo elas: delta
(0.5-3.5 Hz), teta (4-7 Hz), alfa (8-12 Hz), beta (13-30 Hz) and gama (>30 Hz) (ENGEL;
FRIES, 2010).

Esses padroes de oscilagoes podem ocorrer temporariamente na mesma ou em
diferentes regioes, ao mesmo tempo. Assim, quando regioes distintas estdo com o mesmo
padrao de oscilagao, podemos dizer que estao sincronizadas. A sincronizacao entre regides
cerebrais tem sido reportada como uma forma de facilitar a troca de informacoes entre

elas (FRIES, 2005; FRIES, 2009).

Recentemente foi observada uma forma de sincronizacao contra intuitiva chamada
de sincronizagao antecipada (SA) (VOSS, 2000). Sua ocorréncia foi reportada em sistemas
dindmicos auténomos acoplados de forma unidirecional em uma configuragdo mestre-
escravo (MS), onde o sistema mestre influencia o escravo, porém a atividade do sistema

escravo precede a do sistema mestre, de certa forma prevendo sua trajetoria.

Em um estudo envolvendo micro circuitos neurais, foi mostrado SA em um modelo
onde todos os componentes matematicos tinham um correlato fisiolégico, em particular
o auto-feedback inibitério sendo substituido por um loop inibitério mediado por um
interneurdnio inibitério com sinapses quimicas (MATIAS et al., 2011). Um outro grupo ao
modelar os mecanismos cerebrais de producao do canto do passarinho também encontrou
SA (DIMA; COPELLI; MINDLIN, 2018). Em trabalhos experimentais regimes de SA foram
encontrados durante a realizacdo de tarefas comportamentais por macacos (BROVELLI et
al., 2004; MATIAS et al., 2014; SALAZAR et al., 2012).

A sincronizacao tem tido um importante papel na codificacao e processamento
neural. Assim, diferentes mecanismos de sincronizacao podem ser necessarios para fornecer

flexibilidade de comunicagdo em uma Unica arquitetura anatomica de rede. Assim, mudan-
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cas de curto prazo no estado de sincronizagdo podem ser necessarias para uma resposta
flexivel para o processamento cognitivo (BRESSLER; KELSO, 2001). Neste sentido, o SA

pode representar um estado dinamico valioso ainda pouco estudado.

Neste trabalho, desenvolvemos, construimos e testamos um sistema comportamen-
tal de baixo custo capaz de executar diferentes testes comportamentais. Através deste
sistema, conseguimos mostrar que a SA também ocorre durante a realizacao de uma tarefa

comportamental de contagem de tempo.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONDICIONAMENTO OPERANTE

O Condicionamento Operante (CO) foi um termo criado por Skinner (1935) ba-
seado na lei do efeito de Thorndike (1898). A lei do efeito de Thorndike afirma que a
aprendizagem ocorre por ensaio e erro através da eliminagao progressiva das tentativas
erradas, enquanto que as tentativas satisfatorias se fortalecem. Assim, respostas que pro-
duzem um efeito agradavel possuem uma maior probabilidade de acontecerem do que
respostas que produzem um efeito desagradavel. Logo, qualquer comportamento seguido

por consequéncias desagradéaveis provavelmente serd interrompido (GRAY, 2018).

No experimento classico de Thorndike foi possivel observar o processo de aprendi-
zagem em animais. Ele desenvolveu um experimento no qual usou uma caixa-problema,
mostrada na Figura 1-A, para testar empiricamente o processo de aprendizagem. Neste ex-
perimento o sujeito, normalmente um gato, com restricao alimentar, era colocado dentro da
caixa e do lado externo a caixa era deixado um alimento, um peixe. Assim, o gato tinha que
buscar formas de sair de dentro da caixa, para obter o alimento. Isso era possivel quando
o gato acionava uma alavanca no interior da caixa. Nas primeiras tentativas, os animais
experimentaram diferentes formas de escapar até que, eventualmente, eles esbarravam na
alavanca que abre a gaiola. Quando o animal escapava era colocado novamente dentro da
caixa. Durante o experimento o tempo que o animal levava para sair da caixa-problema era
registrado e depois acompanhado em graficos do tempo de escape por tentativas realizadas
(Figura 1-B). Em tentativas de sucesso, os gatos aprenderam que ao pressionar a alavanca

teria consequéncias favoraveis e adotaram esse comportamento.
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Figura 1 — A - Caixa-problema usada pelos experimentos de Thorndike. B - Gréafico
mostrando o tempo de escape por tentativa em sessao de treino de gatos na
caixa-problema de Thorndike. Adaptado de Thorndike (1898).

O experimento era repetido ao longo de dias até que, progressivamente, os ensaios

ineficazes iam diminuindo e os gatos iam tornando-se cada vez mais rapidos em pressionar
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a alavanca e, portanto, o tempo que o animal levava para sair da caixa diminuia muito em
relagdo a primeira tentativa, como é possivel observar na Figura 1-B (JOHNSTON et al.,
2008). A partir dos estudos de Thorndike é que foi introduzido o conceito de reforgo. O

referido autor foi o primeiro a aplicar principios psicoldgicos a area da aprendizagem.

Assim Skinner, como Thorndike, colocou animais em caixas e os observou para ver
o que eles eram capazes de aprender. A partir das observacoes de Skinner é que foi desen-
volvido o conceito de condicionamento operante (DOMJAN, 1993). O condicionamento
operante ¢ um método de aprendizado que ocorre através de recompensas e punigoes por
comportamento. Através do CO, um individuo faz uma associagao entre um determinado
comportamento e uma consequéncia. Dessa forma, o CO é uma técnica que pode ser

utilizada para aumentar a frequéncia de um determinado comportamento desejado através
da utilizagdo de recompensas (STURDY; NICOLADIS, 2017).

Skinner observou que através de reforgos e punicoes era possivel alterar a frequéncia
de ocorréncia de um determinado comportamento, ao longo das sessoes. Ele utilizou o
termo reforcador para se referir a qualquer evento que aumentasse a probabilidade de um
comportamento e o termo punidor para se referir a qualquer evento que enfraquecesse ou
diminuisse essa probabilidade. O reforgo positivo fortalece a resposta apresentando algo
agradavel apds a resposta. Ja o reforgo negativo ocorre apresentando algo desagradavel, ou
seja, um estimulo aversivo, quando se tem uma resposta indesejada. Por exemplo, elogiar
a crianga por completar seu dever de casa representa um reforco positivo. Por sua vez
colocar a crianga de castigo toda vez que ele tirar nota baixa é um exemplo de reforgo
negativo. Em ambos os casos, o refor¢o torna mais provavel que o comportamento desejado
ocorra novamente (STURDY; NICOLADIS, 2017).

Os experimentos de CO, realizados por Skinner, foram conduzidos acomodando
animais dentro de ambientes em que os estimulos poderiam ser cuidadosamente controlados,
denominadas de caixa de Skinner, que eram semelhantes a caixa-problema do Thorndike.
As caixas de Skinner permitiram que o treinamento fosse feito de forma automatizada e
intermitente, ou seja, o animal poderia fazer uma ou mais respostas simples e repetitivas,

e a taxa de tais respostas se tornava a principal medida comportamental (SCHACTER;
GILBERT; WEGNER, 2011).

Um esquema de refor¢o é um procedimento que permite a um individuo, por meio
de regras bem definidas, a aprendizagem de uma determinada tarefa. Um tipo de esquema
de refor¢o bastante utilizado na literatura é aquele baseado na contagem de tempo, com

intervalo fixo e variavel, em que o estimulo reforcador ocorre apds um periodo de tempo

fixo ou variavel (STURDY; NICOLADIS, 2017).

Dessa forma, o interior da caixa de Skinner continha uma pequena alavanca
que o animal poderia pressionar e consequentemente gerar a liberacao de um alimento.

Diferentemente da caixa-problema de Thorndike, em que o tempo de fuga era mensurado,
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a caixa de Skinner avaliava a frequéncia da acao comportamental de pressionar a alavanca
junto com o intervalo de tempo que ela foi mantida pressionada, podendo trabalhar com

diversas programagoes para refor¢co (ROSSGER, 2015).

Ao longo dos ultimos anos, a caixa de Skinner foi modificada para ser utilizada
para diferentes espécies e paradigmas comportamentais mais elaborados do que aqueles
propostos por Skinner (ROSSGER, 2015). Logo, alterando o programa para aplicacdo do
reforgo ¢é possivel expandir o uso do condicionamento operante para a utilizacao de testes
comportamentais como: Go/NoGo, o tempo de reagao simples (SRT, do inglés Simple
Reaction Time) e reforgo diferencial por duracao de resposta (DRRD, do inglés Differential

Reforcecement of Response Duration).

2.2 GO/NOGO

Os paradigmas experimentais que mensuram os tempos de resposta (RT, do inglés
Reaction Time) frequentemente avaliam aspectos relacionados a percepcao de tempo

e tomada de decisdao. Uma ferramenta comumente empregada neste esforgco é o teste
Go/NoGo (GOMEZ; RATCLIFF; PEREA, 2007; ROSSGER, 2015).

O Go/NoGo é uma tarefa cognitiva que visa determinar a capacidade de um
individuo inibir uma resposta considerada inapropriada. Trata-se de um paradigma bastante
utilizado no estudo do comportamento animal e na psicologia (BOKURA; YAMAGUCHTI,
KOBAYASHI, 2001; DOLZANI; NAKAMURA; COOPER, 2014; GOMEZ; RATCLIFF;
PEREA, 2007).

Neste tipo de tarefa os individuos sdo obrigados a responder uma tarefa com
uma agao (pressionar uma alavanca) ou inibigdo de uma ac¢ao (ndo pressionar uma
alavanca), dependendo se o estimulo for do tipo Go ou NoGo (RANDALL; SMITH,
2011; VERBRUGGEN; LOGAN;, 2008). Assim o sujeito inicia uma resposta condicionada

durante um estimulo e diante do estimulo oposto tem que reter a resposta.

Por ser capaz de avaliar os RT’s prematuras, ou seja, os que acontecem antes do apa-
recimento do estimulo, a tarefa Go/NoGo tem sido utilizada para estudos de impulsividade
(RUCHSOW et al., 2008), inclusive junto com o registro do eletroencefalograma (EEG)
(RUCHSOW et al., 2008) e para avaliacao de transtorno de personalidade (RENTROP
et al., 2008). Além disso, tem sido uma importante ferramenta para compreensao dos
correlatos neurais envolvidos com o processo de tomada de decisao (DALLEY; EVERITT;
ROBBINS, 2011; SCHOENBAUM; ROESCH; STALNAKER, 2006; STAHL et al., 2014),
principalmente utilizando modelos animais onde é possivel a manipulagao farmacolégica
(GOUZOULIS-MAYFRANK et al., 2000; VACHON; KITSIKIS; ROBERGE, 1984).
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2.3 SIMPLE REACTION TIME (SRT)

Outro paradigma experimental baseado em RT é a SRT. Neste tipo de tarefa, o
individuo é apresentado a um estimulo e possui uma tnica op¢ao de resposta correta para
receber a recompensa (BLOKLAND, 1998). Portanto, somente é possivel a existéncia de
dois tipos de respostas: uma condicionada, que é reforcada (Figura 2-A) e outra prematura,
que nao é reforgada (Figura 2-B). Por exemplo, em uma resposta reforgada o individuo
deve pressionar uma alavanca e aguardar a apresentacao do estimulo. Quando o estimulo
for apresentado, ele deve soltar a barra para receber a recompensa. Ja uma resposta
prematura ocorre quando o individuo solta a barra antes do estimulo ser apresentado.

Assim é possivel medir o tempo de reagdo de uma resposta(WOODS et al., 2015).
A .
| Espera | Tempo de reagdo |
I | | CONDICIONADA

Pressionar Estimulo Soltar

| ' { PREMATURA
Pressionar ggji5r Estimulo

Figura 2 — A - Responda condicionada desejada onde os ratos soltavam a alavanca apos
serem apresentados ao estimulo e recebiam a recompensa. B - Resposta pre-
matura onde os ratos soltavam a alavanca antes do estimulo. Modificado de
Narayanan e colaboradores (2005).

A mensuracao do tempo de reacao é uma importante fonte de informagao de como
as respostas motoras sio selecionadas e como ocorre o processamento da informacao neural
para diferentes respostas (BLOKLAND, 1998)

No século XIX, Francis Galton foi um dos primeiros pesquisadores a utilizar o
teste de SRT (JOHNSON et al., 1985). Desde entao, o teste, tem sido aplicado para
diferentes fins (WOODS et al., 2015), tais como avaliar o tempo de reagdo de um individuo
ao longo da idade (GOTTSDANKER, 1982; HULTSCH; MACDONALD; DIXON, 2002;
ROSSATO; CONTREIRA; CORAZZA, 2011), nos tempos de respostas em atividades
esportivas (HIJAZI, 2013; NOCE et al., 2013; SMIDT et al., 2015) e na psicologia clinica
(VOGT et al., 2012).

2.4 DIFFERENTIAL REFORCECEMENT OF RESPONSE DURATION (DRRD)

Os problemas de tempo podem ser abordados utilizando paradigmas de intervalos
fixos (FR, do inglés fized rate). Em uma tipica tarefa de FR1 é necessaria que somente
uma acao seja executada para receber a recompensa. Por exemplo, ao treinar um rato

usando FR1 é necessario que ele pressione a alavanca uma tnica vez e aguarde um intervalo
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apds o aparecimento do estimulo para que seja liberado um pelete de agticar (LEJEUNE;
RICHELLE; WEARDEN, 2006).

A partir do desenvolvimento do FR foi possivel que esquemas de reforgo mais
complexos fossem desenvolvidos. Um exemplo foi o método de reforco diferencial por
duragao de resposta (DRRD, do inglés Differential Reinforcement Response Duration).
No DRRD, o individuo deve manter uma resposta sustentada durante um determinado
intervalo de tempo para receber sua recompensa (LEJEUNE; RICHELLE; WEARDEN;
2006). Uma das vantagens da tarefa DRRD ¢é a reducao da atividade motora do individuo

favorecendo o registro eletrofisioldgico.

2.5 DINAMICA NEURAL DOS PROCESSOS COMPORTAMENTAIS

Desde o pioneiro trabalho de Ramén y Cajal, os neuronios sdo considerados as
estruturas constituintes fundamentais do cérebro. E desde entao pesquisadores acreditam
que podem entender o funcionamento do cérebro a partir do monitoramento de neurénios
individuais. Desde entao foram encontradas relagdes entre o registro de potencias de agao
de células unitarias com determinados comportamentos (CAJAL, 1928; BARLOW, 1972;
BUZSAKI, 2002; BUZSAKI, 2005).

O potencial de agdo ¢ a unidade bésica de codificacdo de informagoes neurais
bioldgicas. No sistema nervoso, diferentes padroes de sequéncias de potenciais codificam
informagoes distintas (HIRATA; ATHARA, 2009). A defini¢ao de taxa de disparo neuronal
refere-se ao niimero de potenciais disparados dentro de certa janela de tempo (KANDEL
et al., 2014). Através da decodificagao das células transdutoras o converte os estimulos
sensoriais em sinais elétricos, por exemplo, os bastonetes convertem os estimulos visuais

em potencial de agdo que serdo conduzidos até o cértex visual (KANDEL et al., 2014;
MCNAUGHTON; KNIERIM; WILSON;, 2004).

Quando os potencias de acao chegam ao SNC sdo processados por regioes especificas
que se especializaram, ao longo da evolugdao, em processar determinadas func¢ées. Um

exemplo é o cortex pré-frontal que possui um importante papel no processo de tomada de
decisao (BECHARA et al., 1998; LUO et al., 2017; MURRAY; RUDEBECK, 2018).

Por meio de diferentes métodos comportamentais é possivel estudar as relagoes
existentes entre o cérebro e comportamento (BLOKLAND, 1998). A tarefa Go/NoGo
permite a investigacao dos mecanismos de inibigdo de uma resposta. Assim, quando um
estimulo NoGo ¢é apresentado, uma série de mecanismos relativos a inibi¢ao da resposta
sao desencadeados no cérebro (CRIAUD; BOULINGUEZ, 2013). Esses mecanismos foram
estudados tanto do ponto de vista funcional (CRIAUD; BOULINGUEZ, 2013; SIMMONDS;
PEKAR; MOSTOFSKY, 2008) quanto eletrofisiolégico (BAIJOT et al., 2017; BARRY;
JOHNSTONE; CLARKE, 2003).
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Comumente o teste Go/NoGo é usado para estudos dos correlatos neurais na
execucao e inibicao de atividade motora. Neste tipo de tarefa existe uma série de estagios
para serem processados como: processamento do estimulo, discriminagao do tipo de estimulo,
escolha da resposta apropriada, execugao ou inibigdo da atividade motora (RUSSO et al.,
2006).

Uma forma de compreender os processos de inibi¢ao de resposta é através de experi-
mentos com individuos que apresentam transtorno do déficit de atencao com hiperatividade
(TDAH). Ao avaliar os potenciais de eventos relacionados (ERP, do inglés: Event-related
potential), que é uma resposta cerebral que pode ser observada no EEG, em criangas com
TDAH foi observada anormalidade sem componentes do ERP na regiao frontal durante a
realizacao de respostas fracassadas (BARRY; JOHNSTONE; CLARKE, 2003).

Com o desenvolvimento das ferramentas de anélise do EEG foi possivel analisar
fenomenos de sincronizagao e dessincronizarao de ERP para algumas frequéncias (DE-
LORME; MAKEIG, 2004). Assim foram identificadas altera¢oes em diversas frequéncias
de ondas no EEG, principalmente na regiao frontal e occipito-parietal em criancas com
TDAH (BAIJOT et al., 2017).

Imagens de ressonancia magnética funcional (fMRI, do inglés Functional Magnetic
Ressonance Imaging), de tarefa Go/NoGo também mostram que o cortex pré-frontal (CPF)
estd envolvido no processamento da tarefa (SIMMONDS; PEKAR; MOSTOFSKY, 2008).
Estudos de fMRI também revelaram que o processo de inibi¢do da resposta em tarefas de
Go/NoGo ativam simultaneamente, além das véarias regides regides frontais e pré-frontais,
parte do estriado, parietais inferiores e a insula direita (AMES et al., 2014; ARON et
al., 2003; ARON; ROBBINS; POLDRACK, 2004; SIMMONDS; PEKAR; MOSTOFSKY,
2008; WAGER et al., 2005).

O CPF esta associado com o processo de tomadas de decisdes que sao altamente
relevantes para o processo comportamental (BECHARA; LINDEN, 2005). Acredita-se
que regioes como: cortex pré-frontal dorsolateral (dICPF), cértex pré-frontal ventrolateral
(VICPF), cértex orbitofrontal (COF) e cortex pré-frontal ventromedial (vimCPF) estao
envolvidos na inibigao de resposta na tarefa Go/NoGo, bem como de outras tarefas de
controle cognitivo (ARON; ROBBINS; POLDRACK, 2004; BOS et al., 2017; DOLCOS;
IORDAN; DOLCOS, 2011; MAHMOOD et al., 2013). O coértex cingulado anterior (ACC)
também possui relagdo na detec¢ao de erros e monitoramento de conflitos no Go/NoGo
(BROWN et al., 2012; MITCHELL, 2011).

O CPF pode contribuir para o processamento de conflitos de resposta (RIDDE-
RINKHOF et al., 2004), bem como para selecao de resposta e inibicdo de resposta na
tarefa Go/NoGo (SIMMONDS; PEKAR; MOSTOFSKY, 2008). Estudos em macacos e
em ratos mostraram que o CPF possui um importante papel no processo de contagem
de tempo (LI et al., 2006; RUSHWORTH et al., 2004). O CPF é uma regiao densamente
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interconectada e envia projecoes para sistemas neuromoduladores no tronco encefalico
(NARAYANAN; LAUBACH, 2009). Através destas conexoes, areas frontais mediais podem
formar um sistema cerebral que exerce controle top-down sobre o sistema motor para
suprimir a resposta durante periodos de espera e atualizar o cértex frontal sobre as con-
sequéncias das agoes (BOULINGUEZ et al., 2008; HANAKAWA; DIMYAN; HALLETT,
2008; NARAYANAN; LAUBACH, 2006; STUPHORN; SCHALL, 2006).

Neurdnios do cértex frontal medial mostram disparos persistentes durante o pe-
riodo de espera em macacos e roedores (NARAYANAN: LAUBACH, 2006; COWEN;
MCNAUGHTON, 2007; NIKI; WATANABE, 1979). Por exemplo, Narayanan e Laubach
(2006) descobriram que um tergo dos neurdnios do cortex pré-frontal dorsomedial (dmCPF)
sao modulados durante o periodo de espera de uma tarefa SRT. Além disso, as taxas
de disparo desses neuronios previam respostas recompensadas e estavam altamente cor-
relacionadas com disparos de neurdnios do cértex motor. Cowen e McNaughton (2007)
também observaram uma atividade antecipatéria nesta regiao, sugerindo que os neurénios
pré-frontais possuem atividades relacionadas com agoes que envolvem o recebimento de

recompensa.

2.6 SINCRONIZACAO EM SISTEMAS NEURAIS

Em 1929 foram descobertas as primeiras oscilagdes cerebrais em humano por Hans
Berger. Ele posicionou dois eletrodos no couro cabeludo de um sujeito, para fazer o registro
de EEG. Quando era solicitado que o individuo fechasse os olhos, aparecia uma forte
atividade ritmica de aproximadamente 10 Hz (BERGER, 1929). Essas oscilagdes (Figura
3) foram chamadas de oscilagoes alfa. Sao frutos de varios neurdnios que estao disparando
em conjunto e produzem uma atividade que é capaz de ser registrada no couro cabeludo.
Desde a descoberta de Berger (1929) uma série de pesquisadores encontrou outros tipos

de oscilagoes e tem encontrado uma forte relacao destas com diversas fungoes cognitivas

(TUDOR; TUDOR; TUDOR, 2005).

As oscilagbes podem ser registradas ao longo de todo o cérebro. O tecido cerebral é
especializado em gerar e conduzir atividade elétrica. Os neuronios possuem propriedades
eletrofisiologicas que permitem variagdes do seu potencial de membrana. Essas variagoes
sao chamadas de potencial de acdo (PA), que tem um papel importante para o processo de
comunicagao entre neurdnios e regioes cerebrais (WANG, 2010). Logo, as oscilagoes neurais
correspondem a uma atividade neural sincrona dos potenciais de agao entre populagoes de
neurénios que estao acopladas (LAKATOS et al., 2009).

Através de técnicas especificas é possivel mensurar essas oscilagoes, que sao variagoes
de voltagem ao longo do tempo. O EEG e o magnetoencefalograma (MEG) sdo as formas

menos invasivas de medir as oscilag¢oes, através de eletrodos posicionados no couro cabeludo.
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Figura 3 — Um exemplo do primeiro registro em EEG feito em humanos por Berger (1929).

Mas essas técnicas possuem desvantagens como a baixa resolucao espacial. Para uma
medida mais local é possivel fazer um eletrocorticograma (ECoG), que é feito com eletrodos
posicionados abaixo da dura-matér, sendo uma técnica invasiva. Além do mais, é possivel
registrar uma populacao neural com eletrodos de alta impedancia, inseridos no cérebro,
registrando o potencial de campo local, LFP (do inglés, Local Field Potential). Dependo
da qualidade do eletrodo é possivel identificar atividade neural unitaria através da técnica
de spike sorting (JIA; KOHN, 2011).

Ha um grande interesse na compreensao de como as oscilagoes estao envolvidas nos
processos cognitivos. O registro da atividade unitaria tem sido uma das formas de estudar
essa relagao. Com esses registros foram descobertos correlatos neurais de comportamento.
Nesses correlatos emergem diferentes tipos de oscila¢gdes durante processos cognitivos
(WANG, 2010). Em cérebros de mamiferos essas oscila¢oes variam entre 0,05 a 500 Hz
(BUZSAKI; DRAGUHN, 2004) e estao associadas a processos sensoriais, aten¢ao, memoria,
processamento motor (BASAR; GUNTEKIN, 2012; UHLHAAS; SINGER, 2006).

O ritmo teta (4-8 Hz) é uma frequéncia baixa, primariamente, observada no
hipocampo, que provavelmente é gerada pela interagdo de varias regioes cerebrais (WANG,
2010). Este ritmo é muito proeminente no hipocampo e esta fortemente relacionado a
memdria, navegacao espacial e sono profundo (BUZSAKI, 2002; BUZSAKI, 2005; HUERTA,;
LISMAN, ; KAMONDI et al., 1998).

O ritmo alfa (8-12 Hz) também é chamado de ondas de Berger, pois foi o primeiro
a observa-lo (FOSTER et al., 2017). Tradicionalmente é visto na regiao occipital durante
o relaxamento, em vigilia, com os olhos fechados, sendo um dos ritmos mais fortes do
EEG. Durante muito tempo foi relatado que o ritmo alfa, de origem parietal-occipital,
era atenuado com a abertura dos olhos, estimulos visuais e aumento da atencao. Tais

resultados levantaram a hipotese de que estaria associado como um ritmo de inatividade
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que caracteriza um estado cerebral de alerta com baixa atividade (ADRIAN; MATTHEWS,
1934; PALVA; PALVA, 2007). Atualmente essa hipdtese foi abandonada e acredita-se que

o ritmo alfa tem um papel importante no mecanismo neural envolvido com processos
comportamentais (JENSEN; MAZAHERI, 2010).

O ritmo beta (15-30 Hz) foi primeiramente associado ao cértex motor primario.
Desde entao, outros trabalhos também tém encontrado relacoes entre esta oscilacao
e as fungoes motoras (ENGEL; FRIES, 2010). Estudos forneceram evidéncias de que
o ritmo beta é particularmente pronunciado durante contragao muscular e atenuado
por movimentos voluntarios (RIDDLE; BAKER, 2006). Em macacos, aparecem durante
movimentos exploratérios tateis (BROVELLI et al., 2004). Além disso, outros estudos
indicam que o ritmo beta também esté envolvido em processos de integragao sensoriomotor
e sinalizagao do tipo top-down (ENGEL; FRIES; SINGER, 2001).

O ritmo gama (30-80 Hz) é uma oscilacao rapida, normalmente encontrado durante
o processo de atencao (MALIK; AMIN, 2017). Tem-se observado esse ritmo em varias
regioes corticais de diferentes espécies. Por exemplo, a poténcia de gama é aumentada
por estimulos sensoriais e em distintos fendmenos cognitivos, como aten¢ao, memoria de
trabalho e aprendizagem (BAUER; PAZ; PARE, 2007; FRIES et al., 2001; PESARAN
et al., 2002). Adicionalmente, o ritmo gama possui um papel importante no processo de
integracao da informagcao sensorial (RICHTER et al., 2017).

Muitos ritmos coexistem temporariamente na mesma regiao, ou em diferentes areas,
ao mesmo tempo. Assim, quando regides distintas estdo com o mesmo padrao de oscilacao,
podemos dizer que estao sincronizadas (FELL; AXMACHER, 2011). Caso a sincroni-
zagao ocorra no mesmo angulo de fase ocorre uma sincronizacao de fase (PIKOVSKY;
ROSENBLUM; KURTHS, 2001).

Na natureza existem varios processos que ocorrem em sincronizagao de fase.Um
exemplo é o comportamento de vaga-lumes do Sudeste Asidtico: isoladamente, os vaga-
lumes piscam com frequéncias diferentes uns dos outros. Apds algum tempo, comegam a
ficar sensiveis ao comportamento dos outros e comecam a sincronizar. Depois de algum
tempo, todos os vaga-lumes, dentro de uma determinada regiao, comegam a piscar simul-
taneamente. Através de experimentos também foi possivel induzir vaga-lumes piscarem
em uma determinada frequéncia (STROGATZ, 2000).

A sincronizagao de fase é amplamente estudada no cérebro, uma vez que ela tem
um importante papel em processos cognitivos. Tem sido relacionada a integragao de
informagoes em larga escala (VARELA et al., 2001), eficiéncia de troca de informagoes
(FRIES, 2005) e memoria de trabalho e de longo prazo (FELL; AXMACHER, 2011). As
medidas de correlagao no dominio da frequéncia sdo as ferramentas mais amplamente
utilizadas para medir a sincronizacao de fases, que é normalmente usada para inferir

interagoes entre as areas do cérebro.
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Uma forma de medir como dois sinais estao relacionados é através da coeréncia.
A coeréncia é uma ferramenta matematica que permite quantificar se existe uma relacao
de fase entre dois sinais. Assim, dois sinais que sao muitos parecidos possuem valor de
coeréncia proximo a 1, ja sinais que sao muitos diferentes possuem um valores de coeréncia
proximo a 0 (BOWYER, 2016).

A coeréncia entre dois sinais nao revela a influéncia que uma regiao exerce sobre a
outra, ou seja o fluxo de informagao. Ela apenas mostra que duas regides tém componentes
de sinal semelhantes, e provavelmente estao conectadas. Todavia, a coeréncia sozinha nao
pode revelar as influéncias exercidas entre regioes. Normalmente a fase relativa era usada
para indicar a influencia direcional, contudo trabalhos tém mostrado que a nem sempre a
fase relativa indica a influencia direcional (MATTAS et al., 2013; MATIAS et al., 2014;
SALAZAR et al., 2012). Técnicas como causalidade de Granger e entropia de transferéncia

podem determinar quais areas do cérebro estao enviando e / ou recebendo informagoes.

A Causalidade de Granger (GC, do inglés Granger Causality) é um método que
tem sido utilizado para entender as relagoes causais entre duas séries temporais. A analise

de GC fornece as interacoes funcionais com a direcdao causal a partir de dados de séries

temporais (SETH; BARRETT; BARNETT, 2015).

A GC surgiu para analisar séries temporais econdmicas e determinar se uma série
temporal é 1til para prever o comportamento de outra série. Uma série X (¢) Granger-causa

que Y (t) se os valores passados de X (t) fornecem informagoes titeis para prever o futuro
de Y(t) (GRANGER, 1969).

A GC tem auxiliado a responder importantes questionamentos sobre a comunicagao
entre areas cerebrais, tendo como referéncia registros eletrofisiolégicos e técnicas de
neuroimagem (BROVELLI et al., 2004; DESHPANDE; SATHIAN; Xiaoping Hu, 2010;
MATIAS et al., 2014; SALAZAR et al., 2012; SETH; BARRETT; BARNETT, 2015;
ZHANG et al., 2012).

Recentemente um tipo de sincronizagao contra intuitiva chamada de sincronizagao
antecipada (SA) (VOSS, 2000) foi descoberta. Sua ocorréncia foi reportada em sistemas
dindmicos autoénomos acoplados de forma unidirecional em uma configuragdo mestre-
escravo (MS), onde o sistema mestre influencia o escravo, porém a atividade do sistema

escravo precede a do sistema mestre, de certa forma prevendo sua trajetoria.

Voss (2000) conjecturou que deveria ser investigado regimes de SA em sistemas
fisiol6gicos, uma vez feedback dindmicos, com atrasos, devem ter alguma relevancia para
esses sistemas. Além do mais, partindo da principio que oscilagoes neurais, em fase, possuem
um importante papel para a comunicacao neural, esse tipo dinamica poderia ser uma
forma eficiente de permitir uma configuragdo dinamica para os processos de comunicagao

neural.
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Um dos primeiros trabalhos que explorou SA em sistemas neurais foi o Ciszak et al.
(2003), utilizando modelos neurais de FitzHugh-Nagumo acoplados de forma unidirecional
com a presenga de um auto feedback negativo em relagdo ao escravo. Recentemente uma
série de trabalhos tem reportado regimes de SA em outros modelos neurais. Matias et al.
(2014) ao também encontraram essa mesma dindmica ao modelaram neurénio acoplados
através de sinapse quimica. Além disso Matias et al. (2014) também simulou dados

experimentais e conseguir encontrar regimes de SA em ambos.
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3 OBIJETIVOS

3.1 GERAL

Desenvolver um sistema de baixo custo capaz de executar diferentes testes compor-

tamentais com um sistema de handshaking associado ao registro da atividade neural.

3.2 ESPECIFICOS

e Construir um sistema comportamental de baixo custo utilizando Arduino;
e Testar a eficiéncia do sistema com diferentes paradigmas comportamentais;
e Realizar registros eletrofisiolégicos simultaneos ao paradigma comportamental;

e Desenvolver um sistema que atenue ruidos inerentes do sistema comportamental no

registro eletrofisiologico;

e Realizar estudos de sincronizagao neural durante a execucao um paradigma compor-

tamental;

e Investigar a existéncia de sincronizacao antecipada durante a execugao de uma tarefa

comportamental.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados sete ratos adultos da variedade Long-Evans, Rattus norvegicus,
pesando aproximadamente 300g no inicio do experimento. Os animais foram obtidos do
biotério do Laboratério de Neurociéncia dos Sistemas e Computacional do Departamento
de Fisica da UFPE (Recife, Brasil). Os animais foram alojados em gaiolas e mantidos
no ciclo claro/escuro de 12/12 horas e tiveram livre acesso a dgua e racdo comercial
Presence (Neovia - Paulinica, Brasil), até o inicio do treinamento. Os animais foram
mantidos em restricao alimentar, mas com oferta hidrica ad libitum. O peso corporal
dos mesmos foi controlado e mantido em 90% do peso, em relagao ao peso inicial. O
protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA)
da UFPE (CEUA: 24/2016), de acordo com os principios basicos para animais de pesquisa
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA).

4.2 ELETRODOS

Foram confeccionadas matrizes de microeletrodos no Laboratorio de Neurociéncia
de Sistemas e Computacional (LNSC) do Departamento de Fisica da Universidade Federal
de Pernambuco. Normalmente as matrizes produzidas no LNSC sao de 32 microeletrodos
com uma configuracao de 4 x 8 (Figura 4). Esse tipo de configuragao permite o seu implante
em somente uma regiao ou regioes proximas. Como desejavamos realizar o registro para

diferentes regioes fizemos uma modificagido dos modelos utilizados no LNSC (NETO, 2015).

Construimos uma matriz com fios de tungsténio de 50um revestido com teflon
(California Fine WireCompany), soldados em uma placa de circuito impresso, conectados a
um mini conector (Omnetics Connector Corporation, Minneapolis, MN). Os microeletrodos
foram configurados para serem implantados no cortex pré-frontal (CPF), cortex motor
primdrio (M1), cértex somatossensorial primario (S1), cértex parietal posterior (PPC) e
cortex visual primério (V1), cada regido com quatro eletrodos juntos, semelhante a um

tetrodo.

Nossa matriz possui um total de 20 eletrodos, quatro para cada regiao. Primeira-
mente é necessario separar os instrumentos que serao utilizados, isso corresponde a: lupa
microscopica, tesoura de carboneto de tungsténio, pingas de relojoeiro, hemostética, colibri
e resina composta fluida fotopolimerizavel. Em seguida é preparada uma base onde serao
colados os eletrodos. Esta base é feita com pedagos da placa de circuito impresso (PCI),

com as dimensoes de 2 x 4 mm. No meio dessa base foi tracejada uma linha que servira
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Figura 4 — Matriz multieletrodos. Matriz produzida no LNSC de 32 microeletrodos e
configuragio 4 x 8, normalmente utilizadas para registro em uma tnica regiao.
Adaptado de Neto (2015)

como guia para ser posicionados os microeletrodos. Do outro lado da base é colada, com
super cola, uma canula, com 15 mm de comprimento. Assim essa canula é acoplada ao

holder no brago do estereotaxico (Figura 5).

O fio de tungsténio vem de fabrica com 30 ¢m de comprimento e foi necessario
corta-lo em segmentos de 50 mm (Figura 5a). O corte é feito com uma tesoura de precisao
(lamina reforgada por uma liga de carboneto de tungsténio), de forma que o corte era
com seccao inclinada. Em seguida, com o auxilio de um cotonete umedecido os quatro
segmentos foram alinhados e aproximados (Figura 5a). Devido a tensao superficial da dgua
os fios ficam juntos (Figura 5b), o que permite que sejam posicionados sobre a base. Apds
serem posicionados sao alinhados e recebem uma goticula de resina (Figura 5¢) e logo em
seguida é feita a fotopolimerizagao (Figura 5d). Esses procedimentos foram repetidos cinco

vezes, uma para cada regiao.

Para facilitar o manuseio e a soldagem, na PCI, na outra extremidade do segmento
de fio (7,5 mm) foi adicionada uma goticula de cola epoxi. A cola epoxi evita que os
microeletrodos se espalhem apds a evaporacao da dgua. Um conector Omnetics é alinhado
e soldado na PCI (Figura 5e). Depois da secagem da cola epdxi, os microeletrodos
também foram soldados na PCI, com solda em pasta. E importante que essa por¢ao dos
microeletrodos que serdo soldados na PCI sejam desencapados para terem contato com o

interior do orificio da PCI (Figura 5f). Na PCI ainda hd um espago para ser inserido os
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Figura 5 — Construcao da matriz de microeletrodos. a - Fios de tungsténio com 50 mm de
comprimento, junto com a base. b - Fios unidos através da tensao superficial
da agua. ¢ - Fios posicionados no centro da base com uma goticula de resina
fotopolimerizavel. d - fotopolimerizacao. e - Soldagem do mini conector a PCI.
f - soldagem dos fios desencapados na PCI. g - fios soldados na PCI (dois lados).
h - Matriz finalizada.

fios terra que serao conectados aos parafusos inseridos no cranio do rato.

A matriz é concluida com o isolamento da regiao de contato entre a PCB e
microeletrodos com cola epdxi (Figura 5h). Além do isolamento, a ep6xi confere uma

maior estabilidade mecénica ao corpo da matriz.
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4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacao do implante da matriz, os animais passaram por um procedimento
cirtirgico. Primeiramente eles foram anestesiados, via intraperitoneal (IP) com quetamina
(150 mg/kg) e xilasina (5 mg/kg). Em seguida, foi realizada a tricotomia do couro cabeludo.
Quando verificada a auséncia de reflexos de pata e cauda, o animal teve a cabeca fixada
na base de um estereotaxico. Foi feita a assepsia com iodo e clorexidina. Posteriormente,
foi aplicado 0,2 ml de lidocaina (2%) por via subcuténea na linha sagital da cabega do

animal.

Uma incisao de pele foi realizada de forma a expor o peridsteo, que foi removido em
seguida, expondo a superficie de cranio. Realizaram-se cinco craniotomias, uma para cada
conjunto de microeletrodo, e mais cinco para parafusos para aterramento e sustentagao do
capacete. As craniotomias para os eletrodos foram feitas no hemisfério direito seguindo
as seguintes coordenadas a partir do bregma anteroposterior (AP), mediolateral (ML),
dorsoventral (DV): CPF (AP: 4,00; ML: 0,50; DV: -3,70), M1 (AP: 2,00; ML: 2,50; DV:
-1,50), S1 (AP: 0,84; ML: 4,00; DV: -2,00), PPC (AP: -4,36; ML: 4,20; DV: -1,80), V1 (AP:
-7,20; ML: 3,50; DV: -1,50) (Figura 6).

Figura 6 — Cérebro de rato com esquemas de cores mostrando as areas onde foram inseridos
eletrodos. Os pontos de cores verde, roxo, vermelho, preto e azul correspondem
ao cortex pré-frontal (CPF), cértex motor primério (M1), cértex somatossen-
sorial primdrio (S1), cértex posterior parietal (PPC) e cortex visual primario
(V1), respectivamente.

Cada conjunto, com quatro microeletrodos, foi inserido no tecido cerebral individu-
almente. Para isso foi usada uma canula holder que descia o conjunto lentamente até a
coordenada dorso ventral desejada. Ao chegar na coordenada ele era fixado com acrilico

dental.

Ao final da cirurgia o rato passava por protocolo de anti-inflamatério e antibioticos.

Para a terapia de antibidtico foi usado o Pentabiético (0,1 mg/mL, via intramuscular)
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em dose Unica imediatamente ao término do procedimento cirirgico. O anti-inflamatério

usado foi o Meloxicam (1 mg/kg, via subcutanea) por dois dias, a cada 12 horas.

4.4 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

A aquisi¢ao do sinal eletrofisiolégico ocorreu através da plataforma System 3 da
Tucker Davis Technologies TDT de 32 canais. O sinal foi adquirido simultaneamente com
a atividade comportamental através das portas digitais Sync. Foi utilizada uma taxa de
amostram de 24414Hz com um filtro passa banda de 0,1 Hz a 5 KHz. Um comutador
foi usado para permitir o registro do rato em livre movimento. O Sistema de registro

eletrofisiol6gico pode ser observado na Figura 7.

Figura 7 — Sistema de registro eletrofisiolégico junto com o sistema comportamental

45 APARATO COMPORTAMENTAL

Foi desenvolvida uma caixa de condicionamento operante (25 x 25 x 30 cm) con-
tendo: Disco liberador de pelete alimentar; Placa de circuito impresso (PCI) e Arduino;
Sincronizagdo com o sistema de aquisigao eletrofisiolégico (Ephys). O aparato comporta-
mental foi desenvolvido com materiais de baixo custo que pode se comprado em lojas de

material eletronico.

O principal componente do sistema é o Arduino Uno. Ele foi usado como o
controlador central do sistema. Este microcontroladar funcionava em ciclos, independente
do computador, monitorando o estado da alavanca, gerando estimulos e analisando qual

acao deve executar, de acordo com a resposta do rato. Além do mais é responsavel pelo
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registro de todos os eventos que ocorrem na caixa de condicionamento e gera um sinal de

sincronizagdo (Sync) para o Ephys (Figura 7).

4.5.1 Hardware
45.1.1 Disco dispensador de pelete alimentar

Foi desenvolvido um dispensador de pelete alimentar com o intuito de liberar
pequenos peletes esféricos de sacarose, com cerca de 50 mg, que foram utilizados como

recompensa nas tarefas comportamentais (Figura 8).

O dispensador é formado por um disco de acrilico (polimetil-metacrilato) opaco que
esta acoplado a um motor de passo, como é possivel observar na Figura 8. O disco possui
um conjunto de dois furos alinhados, um furo maior seguido por um furo menor. Os furos
maiores servem para acomodar os peletes e possuem 0,50 mm de diametro. J& os furos
menores estavao alinhados com um sensor de luz infravermelho (IR, do inglés Infrared),
para monitorar o movimento do disco, evitando a perda de calibragao do posicionamento

do motor de passo.

4.5.1.2 Placa de circuito impresso e Arduino (Eletrdnica)

O disco de liberacao de peletes foi posicionado sobre uma placa de circuito impresso
(PCI), do outro lado foi montado um circuito que era responsavel por fazer a alimentagao
do Arduino, gerar os estimulos visuais, realizar a leitura da condi¢ao da alavanca e do

sensor IR, chavear as bobinas do motor de passo.

O circuito é alimentado por uma bateria de 12 V onde circula duas linhas de
alimentacao, uma de 12V e outra de 5V. A linha de 12 V é usada para alimentar o Arduino
e controlar a rotagdo do motor de passo. O motor utilizado foi um compacto de alto torque
(24BYJ48) que possui um conjunto de quatro bobinas. Cada bobina, do motor, esta ligada
a um transistor (BD-137) que chaveia a tensao de 12 V, assim quando o Arduino envia
um sinal TTL (do inglés Transistor-Transistor Logic), para o CI, o circuito do transistor é
fechado e permite a alimentacdo da bobina. Consequentemente, quando o Arduino envia

uma sequencia de T'TL se obtém a rotacao do disco.

A linha de 5V foi feita através de um regulador de tensao 7805. A linha de 5 V
alimenta a alavanca, que vem da CCO, os estimulos luminosos, que sao ativados através de
TTL do Arduino e o sensor de IR. Toda vez que a alavanca é pressionada um sinal TTL é
enviado para a porta digital 10, do Arduino, que estd programada para fazer leituras. O
Arduino conta e registra o tempo em que a alavanca permaneceu pressionada. Quando é
necessario mostrar um estimulo do tipo Go ou SRT, isso é feito pela porta digital 13 e
quando ¢ do tipo NoGo pela porta 12. Para rotacionar o motor de passo o arduino envia

uma sequéncia de pulsos, através das portas 2, 3, 4 e 5, para o CI.
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Figura 8 — Disco liberador de pelete. Vista lateral do dispensador de peletes alimentares
constituido por: (1) disco de liberagao de peletes; (2) adaptador do motor;
(3) motor de passo; (4) pelete alimentar; (5) emissor de luz infravermelha; (6)
receptor de luz infravermelha; (7) base de sustentagdo; (8) hastes rosqueada de
sustentacao; (9) porca; (10) bases de haste; (11) conectores para alimentagao do
circuito; (12). Vista superior do dispensador de peletes alimentares constituido
por: (1) disco de liberagao de peletes; canula deliberagio; (13) perfuragio central;
(14) furo maior; (15) furo menor; (7) base de sustentagao; (11) conectores para
alimentacao do circuito eletronico; (16) conectores para o microcontrolador;
(17) conectores para barras da caixa de comportamento; (18) furo para hastes
rosqueadas de sustentacao.

Assim que o motor de passo rotaciona consequentemente movimenta o adaptador
que esta conectado ao disco de liberagao de peletes, liberando um pelete, pela canula de
liberacao. O furo no CI permite a passagem de um tinico pelete quando movimentado pelo
motor de passo. A base também possui um pequeno furo, de forma que o disco deve ter o
furo menor posicionado sob o receptor de luz infravermelha e sobre o emissor, assim quando
o disco é movimentado, o receptor detecta a emissao da luz infravermelha. O receptor

de IR (Tsop1838) envia um sinal TTL para a porta 11 do Arduino, assim que identifica
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a presenca da luz IR. Esse sinal serve para iniciar o protocolo de parar de rotacionar o

motor.

4.5.1.3 Comunicac3o optica

Uma das grandes vantagens de usar o Arduino é a resolugao temporal do mesmo.
Assim é possivel registrar todos os eventos comportamentais, que ocorrem dentro da CCO,
com uma precisao temporal de milisegundos. Os registros da atividade comportamental
podem ser realizado de duas formas. Uma através da leitura da porta serial do Arduino, o
que torna necessario o utilizacdo de um computador, ou através de sinais TTL gerados

pelo Arduino, que sao enviados para o Ephys.

O registro dos eventos comportamentais através da porta serial é importante quando
se deseja realizar uma sessao, mas nao se tem o interesse de fazer o registro da atividade
elétrica. Assim todos os eventos como: pressionar a alavanca, soltar a barra, ligar estimulo,

apagar estimulo, liberar pelete, sdo gerados e gravados em um computador.

Contudo, quando se deseja realizar o registro eletrofisioldgico é importante que
sejam eliminadas fontes de ruido elétrico. Tentando contornar esse problema, foi utilizada
uma fibra 6ptica para enviar o sinal e realizar a sincronizagao dos eventos comportamentais

com o registro eletrofisiologico.

Essa sincronizagao ocorre da seguinte forma: quando o animal pressiona a barra, o
Arduino envia um sinal de 5V para uma porta digital especifica. Essa porta estd conectada
a um conversor que transforma o sinal digital em luz. A luz é conduzida por uma fibra
Otica até o SAE. Junto ao SAE existe um receptor que converte o sinal luminoso em
um sinal elétrico que esta conectado com o sistema de sincronizagdo do SAE. Com o
envio dos TTL para o SAE, a presenca de um computador host, para registrar os eventos
comportamentais, torna-se facultativa, o que elimina a presenca de um possivel produtor

de ruido elétrico (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema elétrico do sistema de comunicacao éptica. Um diodo converte o sinal
elétrico do arduino em uma luz que é conduzida por uma fibra 6ptica. No final
da fibra 6ptica tem um receptor que converte a luz em sinal elétrico.

452 Software

O Arduino possui um ambiente de desenvolvimento integrado (IDE, do inglés

Integrated development environment), no qual é possivel escrever o codigo utilizando a
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linguagem de programagao em C, compilar e enviar o codigo para a placa Arduino. Para

cada teste comportamental foi feito um programa especifico.

4.5.3 Protocolo comportamental

453.1 FR1

Inicialmente os animais precisam aprender a associar a agao de pressionar a alavanca
com a liberacao de pelete de agticar (reforgo positivo). Para tal, antes de iniciarem as
sessoes de SRT e DRRD os animais passam por sessoes de FR1. Durante as sessoes de FR1
o estimulo luminoso fica ligado durante toda a sessdao, que dura 60 minutos. A trial inicia
quando o animal pressiona a alavanca e no instante que solta recebe uma recompensa, no
caso um pelete alimentar de sacarose. Os animais sdo considerados treinados quando atigem
um nimero de 100 respostas ao longo de uma sessao. O FR1 torna a aprendizagem dos
outros testes mais rapida, contudo acaba aumentando a frequéncia de atividade precoce,

durante os outros testes.

4532 SRT

A trial é iniciada quando o animal pressiona a alavanca. Quando a pressao da
alavanca é mantida por mais de 500 ms era mostrado um estimulo luminoso (trés LEDs) em
forma de uma barra vertical. Para receber a recompensa, no caso o pelete, o animal deve
soltar a alavanca em até 1000 ms (janela de resposta), apds o aparecimento do estimulo,
este comportamento esperado é chamado de resposta correta. Dois comportamentos sao
indesejados: o de soltar a alavanca antes do estimulo ser apresentado (resposta prematura)
e de soltar a alavanca apds a janela de resposta (resposta errada), ambas nao sao reforcadas

com recompensa alimentar.

453.3 DRRD

A trial é iniciada quando o animal pressiona a alavanca. Os animais devem manter
a alavanca pressionada por mais de 1500 ms para receber a recompensa. Trials em que o

animal solta a alavanca antes de 1500 ms sao consideradas invalidas.

4.5.4 Analise de dados

No primeiro artigo foi feita andlise espectral para verificar a presenca de ruido
elétrico no registro durante a realizacao de uma tarefa comportamental. No segundo artigo

foi feita analise espectral para identificar a presenca de sincronizagao entre distintas regioes.

Selecionamos 400 ms finais das trials DRRD para analisar a sincronizacao entre o
CPF e PPC. Esses segmentos foram divididos em trés condic¢oes, em relagao ao tempo

pressao na alavanca (AT'): Prematura (Pre) com AT < 1000 ms (ntimero total de tentativas
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(n = 128), Quase com 1000 < AT < 1500 ms (n = 20), e Recompensadas (Rw) com
AT > 1500 ms (n = 75).

Foi utilizado um filtro passa-baixa (0-100 Hz) nos segmentos e em seguida foram sub-
amostrados para uma taxa de 195 Hz. Para analisar as poténcias das ondas e sincronizagao
entre as regides calculamos a densidade espectral (PSD, do inglés Power Spectral Density)
e a coeréncia dos sinais pela transformada de Fourier. Para analisar a causalidade entre as

duas regides foi calculada a causalidade de Granger.

4541 Transformada Fourier

Uma série temporal corresponde a um conjunto de observac¢oes que sao feitas ao
longo do tempo. A andlise do dominio da frequéncia tem sido uma importante ferramenta
para fornecer uma compreensao mais clara sobre a série (COOLEY; LEWIS; WELCH,
1967).

Usando a Transformada de Fourier (FT, do inglés Fast Fourier Transform) é
possivel converter um sinal do dominio do tempo para uma representacao no dominio da
frequéncia (Figura 10). A transformada de Fourier decompée a série temporal em varios
outros sinais senoidais com diferentes frequéncias. Dada uma funcao integravel f : R — C

isso é feito através da equacao:

Flw) = / : S F (1) dt (4.1)

onde w corresponde a frequéncia angular (w=27f). Aplicando a Transformada de

Furier a serie temporal é possivel identificar as diversas frequéncias que compdes um sinal.
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Figura 10 — Uma amostra de um sinal de LFP da regiao S1 seguido pela sua densidade
espectral de poténcia.

Numericamente é possivel calcular a transformada de Fourier utilizando algoritmo

de transformada rapida de Fourier. Nesta tese, todas as transformadas foram calculadas
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utilizando a biblioteca SciPy do Python.

4.5.4.2 Coeréncia espectral

A coeréncia é uma medida estatistica que informa a relacdo entre dois sinais
(BENDAT; PIERSOL, 2000). Dados dois sinais x(t) e y(t), a coeréncia pode ser escrita

COIMo:

|Sayl
Coy =
! waSyy

, . , . 2
onde S, ¢ a densidade espectral cruzada entre as séries x € y € Syyyy = [Foy(w)]

é a densidade espectral do sinal z(t), y(t).

Os valores de coeréncia sao normalizados de modo que 0 < C,, < 1. Assim um
sistema linear de pardmetro constante ideal com uma tnica entrada x(t) e saida tnica
y(t), a coeréncia serd igual a um. A coeréncia espectral foi calculada no Python usando o

SciPy packages (Figura 11).
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Figura 11 — (a) Densidade espectral de poténcia do CPF (verde) e PPC (vermelho),
mostrando um pico de densidade em 4 Hz para ambas regides. (b) coeréncia

entre o CPF e PPC, mostrando um pico de coeréncia em 4 Hz entre PPC e
CPF.

4.5.4.3 Causalidade de Granger

A relacao causal entre duas séries podem ser inferidas através da causalidade de
Granger (GC, do inglés Granger Causality) (SETH; BARRETT; BARNETT, 2015). A
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GC é um teste estatistico que quantifica o quanto o passado de uma série é ttil para a
previsao de estado atual de outra série (Figura ?7). Foi proposta pela primeira vez por

Granger (1969) para aplicagoes na economia.

De acordo com a causalidade de Granger, se uma série X Granger-causa uma série
Y, entao os valores do passado de X devem conter informacoes que ajudem a prever Y
(Figura 12). Por outro lado se a série Y Granger-causa a série X, entdao os valores do

passado de Y devem conter informacoes que ajudem a prever X.
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Figura 12 — Um exemplo de quando a série temporal X Granger-causa a série temporal Y,
os padroes temporais de X sao repetidos em Y, apos um intervalo de tempo
(setas). Assim, os valores do passado de X podem ser usados para prever os
valores futuros de Y.

Assim, de acordo com a GC, Y causa X se a inclusao de passado de Y reduz o erro
para prever os valores X em um modelo de regressao linear X e Y, em comparagao com
um modelo que inclui apenas as observagoes de X. Assim é possivel ilustrar a GC, supondo
que a estrutura temporal de duas séries X (¢) e Y (t) (ambas de tamanho 7') podem ser

descritas por um modelo bivariavel autoregressivo:

P D
X(t) = Z A - Xe—r + Z Apy Yok +E&at (4.3)
k=1 k=1
P P
Y(t) - Z Ayx,k-thk + Z Ayy,k)/tfk + fy,b (44)
k=1 k=1

onde p é o nimero maximo de observagoes com atraso incluidas no modelo (a ordem do
modelo, p < T'), A,, contem o coeficiénte do modelo, e &, & sao os residuos (erros da
previsao) para cada série temporal. Se a varianaga de &; (ou &) é reduzido pela inclusao
dos termos Y (ou X) na primeira (ou segunda) equagao, entdo é possivel dizer que que Y
(ou X) Granger-causa X (ou Y). Assumindo que Y e X sdo séries estaciondrios, ou seja

média e desvio padrao sao constantes ao longo da série, a magnitude dessa interacao pode
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ser medida pela razao das varidncias de erro de predi¢ao para os modelos restrito (R) e
irrestrito (U):

_ Ve Exrixy))
Fy_>X =In ’Ua’[“(gXU) (45)
p
X(t) =Y Awes-Xiop + &, (4.6)

k=1

onde {xp(xy) ¢ derivado do modelo omitindo o coeficiente A,,,j (para todos j)
na primeira equagao e {xy) é derivado de todo o modelo. E importante observar que a
GC pode ser facilmente representada a partir de modelos autorregressivos multivariados
(MVAR, do inglés multivariate autoregressive), onde a GC de Y em X ¢ testada no contexto

de multiplas variaveis adicionais.

E possivel estimar GC no dominio da frequéncia usando a transformada de Fourier.
Intuitivamente a GC espectral de X para Y mede o quanto de uma fracao da poténcia de

uma frequéncia f de X contribui para Y.

Usamos a toolbox Granger causal connectivity analysis (GCCA) no MATLAB para
calcular a coeréncia, GC e diferenga de fase baseados no MVAR. Escolhemos 10 (50 ms)
como a ordem do modelo, uma vez que forneceu respostas espectrais condizentes com a
PSD e coeréncias calculadas diretamente dos segmentos de LFP. Além do mais essa ordem
de modelo reproduziu um comportamento semelhante de coeréncia calculada diretamente
do LFP em relacao com a coeréncia calculada do MVAR, mostrando que o MVAR foi capaz
de reproduzir o comportamento espectral do LFP (Figure 13). Verificamos a consisténcia

dos resultados usando ordens de modelo de de 10 a 15.
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Figura 13 — Coeréncias do MVAR (a,c,e) e calculada a partir do LEP (b,d,f) apresentando
comportamento espectral semelhentes entre os grupos (Pre, Almost e Rw). a.
Pre trial Coeréncia (LFP); b. Pre trial Coeréncia (MVAR); c¢. Almost trial
Coeréncia (LFP); d. Almos trial Coeréncia (MVAR); e. Rw trial Coeréncia
(LFP); ¢g. Rw trial Coeréncia (MVAR).
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2) usar corretor ortografico achei varios erros simples de ortografia 3) equacoes sao
parte do texto, entao devem vir com ponto final seguidas letra maiuscula no comecoda
nova frase (ou paragrafo) , ou ter uma virgula no final. vou editar a eq 4.4 pra voce

entender o que estou falando. 4) reler, reler, e reler de novo :)

4.5.4.4 Deteccao do potencial de acdo

Foi usado a toobox Wave Clus para fazer o spike sorting do LFP (raw data)
(QUIROGA; NADASDY; BEN-SHAUL, 2004). O Wave_ Clus é uma toolbox que deteca
formas de ondas em registros extracelulares e agrupa em Clusters (Figura 14). O Wave_ Clus
recebe uma signal = (raw data) e em seguida é aplicado um filtro passa-banda de (300-
500 Hz), chamado de z (filtered data) (Figura 15).
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Figura 14 — Interface do Wave Clus

Uma fungao ¢ aplicada no x ¢ para detectar e extrair os formatos de onda junto com
as marcagoes de tempo (timestamps) de cada spike. Para detectar os spikes é utilizado um
limiar (threshold) que correspondeu a 3 desvios padrdes. O threshold corresponde a linha

vermelha sobre o z; (azul) observada na Figura 14.

Para formar os clusters o Wave_Clu utiliza uma técnica de classificacao de objetivos
chamada de super-paramagnético, ele agrupa os clusters de acordo com uma variavel
chamada de temperatura. Para temperaturas baixas, todos os spikes sao atribuidos a um
unico cluster e no limiar de uma temperatura cada spike formara um cluster. Amostras de

spikes para diferentes regides podem ser vistas na Figura (16
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Raw data

\

Filtered data

Figura 15 — Dados brutos raw data correspondem as oscilagoes de voltagem ao longo de
tempo, foram coletados usando uma matriz de multieletrodos que sdo capazes
de registrar além das oscilagoes de populacao a atividade unitaria de neuronios.
Apos a filtragem raw data os spikes sao evidenciados e o processo de deteccao

torna-se mais facil. Modificado de Quiroga, Nadasdy e Ben-Shaul (2004).

Figura 16 — Amostras de spikes. Esquema de cores é o mesmo descrito na Figura (6).
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“DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

[001] A presente invencgao refere-se a um dispensador de peletes alimentares
com alimentacdo manual e dispersdo automadtica controlada por sensores e um
microcontrolador, normalmente utilizadas em caixas de comportamento animal. Este
equipamento pode ser aplicado em pesquisas cientificas ou no desenvolvimento de
medicamentos que necessitem de mecanismos de recompensa para testes

comportamentais.

Antecedentes da Invencdo

[002] Atualmente, a neurociéncia e a psicologia tém conduzido estudos
comportamentais em animais, realizando registros e interpretando as respostas
animais diante a determinados estimulos, para tal utilizam caixas de comportamento

animal.

[003] Em modelos de estudo do comportamento animal um dos principais
métodos é o condicionamento operante. Neste método é possivel modelar
determinadas respostas através de modificacdes da probabilidade de um determinado
comportamento, inicialmente, através de reforcos decorrente a determinadas

respostas desejadas.

[004] Durante o processo de condicionamento operante o animal,
normalmente um rato ou um camundongo, ficam confinados em um compartimento
contendo estimulos luminosos e ou sonoros, por exemplo. Para modelar o
comportamento desejado é necessario que durante a realizacdo de um determinado

teste o animal receba uma recompensa, quando acerta o mesmo.
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[005] Para recompensar os animais individualmente de forma manual é
demorado e antieconémico, além do mais existiria a possibilidade de ser liberada mais
de uma recompensa ou mesmo nenhuma, em sistemas que dependeriam do manuseio
humano. Normalmente as caixas comportamentais possuem mecanismos de
recompensa automaticos que estdo conectados a este compartimento através de
sensores, normalmente uma alavanca, de forma a fornecer peletes alimentares, como
recompensas, de acordo com a programagao desejada. Contudo mesmo sendo

mecanismos automaticos sdo suscetiveis a falhas.

[006] A liberagao dos peletes alimentares deve ser feita imediatamente apds o
estimulo, ndo devendo ocorrer atrasos no processo de liberacdo da recompensa.
Ambas invengdes US 7.896.195 B2 e US 8.950.625 B2 descrevem a produgao de
dispensadores de peletes utilizados principalmente na industria farmacéutica, contudo
ndao descrevem mecanismos para liberarem peletes de acordo com a programacgao do
pesquisador. Logo é necessdrio que se tenha uma interface que interpretem os
estimulos e as respostas comportamentais do animal, processem os dados e controle a
liberacdo de peletes alimentares, normalmente feitas por complexos programas
operados por sistemas computacionais, que nem sempre sdo intuitivos (Berkhoudt, et
al. J Exp Anal Behav, 48, 1987), ou requer que o pesquisador/operador aprenda uma

linguagem especifica de programacao para determinado equipamento.

[007] Os softwares juntamente com os dispensadores de peletes alimentares,
existentes no mercado, possuem valores de comercio bastante elevado, o que dificulta
a aquisicdo deste tipo de produto por jovens pesquisadores e pequenas instituicdes de
pesquisa de paises em desenvolvimento, para montarem laboratério de ensino e
pesquisa para estudos de comportamento animal (Pineno. Behav Res Methods, 46,

2014).

[008] Além do mais, a conexdo entre o equipamento e o software, em sua
grande maioria, é feita de forma que somente o préprio fabricante do equipamento é
capaz de compreender completamente o processo de controle para atender a
determinados tipos de testes, sendo necessdrio encomendar o desenvolvimento de

determinados tipos de testes comportamentais e ficar restrito aos dispositivos de
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hardware que, normalmente, somente sdo fornecidos por determinados fabricantes,

ficando a mercé da disponibilidade do mercado.

[009] Assim, a presente invencdo é capaz de liberar peletes alimentares
utilizando materiais de baixo custo, que em sua grande parte podem ser adquiridos de
sucatas de equipamentos inutilizados, como fotocopiadoras e aparelhos de ar
condicionado, e que sdo facilmente encontrados em lojas de equipamentos
eletrénicos. Além do mais, este método, possui a vantagem de economizar tempo e
trabalho, uma vez que o software de controle do microcontrolador, configurado com
um chip semicondutor para controlar um circuito elétrico, é aberto e intuitivo,
podendo ser programado conforme a necessidade do experimentador. Obtendo-se
relatérios dos de todo o processo de funcionamento do dispositivo durante a sua

utilizacao.

[010] Apesar da construcdo de microcontroladores necessitarem de uma gama
de conhecimentos de engenharia elétrica, estes podem ser adquiridos a valores
extremamente baixos. Sua programagdo é tao intuitiva que constantemente sdo
utilizados por jovens em escolas secunddrias para aulas de robdtica, eletronica e fisica,

por exemplo.

[011] Além do mais a presente invengao torna-se Util em testes farmacoldgicos
uma vez que é necessario que sejam feitos estudos que avaliem o desempenho
cognitivo e motor dos animais submetidos a estes novos farmacos. Principalmente nas
Ultimas décadas com as tecnologias que permitem facilitar as técnicas de biologia
molecular, de andlise dos sinais fisioldgicos, modelagem de redes neurais, que por sua
vez remodelaram dramaticamente a forma de compreensdao de varios transtornos

neuropsiquiatricos.
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Descricdo da Invencao

[012] A seguir a presente invengdo sera descrita com referéncia aos desenhos

anexos, nos quais:

[013] A Figura 1 representa uma vista lateral do dispensador de peletes
alimentares constituido por: disco de liberacdo de peletes (1); adaptador do motor (2);
motor de passo (3); pelete alimentar (4); emissor de luz infravermelha (5); receptor de
luz infravermelha (6); base de sustentacdo (7); hastes rosqueada de sustentacdo (8);
porca (9); bases de haste (10); conectores para alimentacdo do circuito (11); canula de

liberagdo (12).

[014] A Figura 2 representa uma vista superior do dispensador de peletes
alimentares constituido por: disco de liberagao de peletes (1); perfuragdo central (13);
furo maior (14); furo menor (15); base de sustentacdo (7); conectores para
alimentacdo do circuito (11); conectores para o microcontrolador (16); conectores
para barras da caixa de comportamento (17); furo para hastes rosqueadas de

sustentacdo (18).

[015] A presente invengao descreve um novo modelo de dispensador de
peletes alimentares, possuindo um disco de liberacdo de peletes (1) feito de material
opaco, preferencialmente acrilico, com uma perfuragdo central (13). Esta perfuracdo
central (13) é necessaria para fixar o adaptador (2) que conectara o disco de liberagdo
de peletes (1) ao motor de passo (3), promovendo maior estabilidade. Além da
perfuracdo central (13), o disco de liberacdo de peletes (1) devera ter dois furos
alinhados, um furo maior (14) seguido por um furo menor (15), preferencialmente a
cada dez graus. Os furos maiores deverao ter, preferencialmente, 0,50 mm de raio de
forma a ser capaz de acomodar o pelete alimentar (4). J& os furos menores (15)
deverdo ter, preferencialmente, 0,05 mm de raio, de forma a permitir que o receptor
de luz infravermelha (5) receba a informacdo que a disco de liberagdo de peletes (1)
girou, quando a luz infravermelha, gerada pelo emissor (9), atravessar o furo menor

(6), permitindo maior controle da quantidade de peletes liberados.
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[016] O disco de liberagdo de peletes (1) ficara sobre uma base (7),
preferencialmente no formado retangular. Cada extremidade deverd ter um furo (18)
para serem acoplados as hastes rosqueada de sustentacdo (8), onde,
preferencialmente, uma porca (9) sera utilizada para fixar as hastes rosqueada de
sustentacdo (8) a base de sustentacdo (7). Estas hastes deverdo ter bases de haste (10)
para ajustar a altura desejada. Na base de sustentacdo (7) deverd estar montado o
circuito eletronico da fonte de alimentagao, driver do motor de passo, conectores para
alimentacdo do circuito (11), conectores para o microcontrolador (16), conectores para

botdo da caixa de comportamento (17).

[017] Assim, no momento que o animal acionar o botdo da caixa de
comportamento é enviado um sinal digital, preferencialmente de 5 V, para o
microcontrolador. Ao chegar no microcontrolador, o mesmo analisa o tempo em que o
botdao permaneceu pressionado, e dependendo da programacgao, o microcontrolador
enviard o comando para o motor de passo (3) que por sua vez movimentard o
adaptador (2) que estard conectado ao disco de liberagdo de peletes (1), girando o

mesmo.

[018] Ao girar o disco (1), sera liberado um pelete (4), pela canula de liberacdo
(12), que estd conectada a base de sustentagdo (7). Nesta base possui um furo de
modo a permitir a passagem de um unico pelete (4) guando movimentado pelo motor
de passo (3). A base também possui um pequeno furo, de forma que o disco (1) devera
ter o furo menor (15) posicionado sob o receptor de luz infravermelha (6) e sobre o
emissor (5), assim quando o disco (1) for movimentado o emissor (4) percebera a
emissdo da luz infravermelha (5), assim serd enviado um sinal digital para o
microcontrolador, servindo como sinal para iniciar o protocolo de parar de

movimentar o motor (4).

[019] O controle do dispensador é feito de um ambiente de desenvolvimento
integrado (IDE), que reune pré-programacoes que se adaptam de acordo com as
diferentes necessidades experimentais, sendo utilizada a linguagem em programacao
em C para interpretar os sinais enviados pelos sensores de infravermelho e pelo botao

e luzes da caixa de condicionamento, que utilizard o dispensador de peletes alimentes,
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por exemplo. Na programacao é permitido alterar os estimulos e tempo de resposta, a
guantidade de peletes liberados. Tudo isso é feito de forma a carregar o programa
para o microcontrolador através de poucos cliques, permitindo que o pesquisador
tenha liberdade em configurar o dispensador de peletes alimentares para distintas

condicOes experimentais.
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REIVINDICACOES

1. “DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”, caracterizado por um dispositivo
capaz de liberar peletes alimentares controlado por microcontrolador capaz de

ser programado para diferentes condi¢Oes experimentais.

2. “DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo disco (1) ser de material opaco de forma que s6 se tenha a
passagem de luz através dos furos menores (15) e maiores (14), de um lado

para o outro.

3. “DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato do adaptador (2) conectar o disco (1) ao motor (3), o
que torna possivel a movimento giratério ao disco (1), de acordo com as

respostas recebidas pelo microcontrolador.

4. “DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato da disco (1) realizar movimento giratdrio sobre a base
(7), de forma a liberar somente um pelete (4), para cada movimento controlado

pelo microcontrolador e sensores de infravermelho (6).

5. “DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato da base quadrilatera (7) possuir dois furos de mesmas
dimensdes dos furos menores (15) e maiores (14), permitindo a passagem de

peletes para a canula (12) e passagem de luz infravermelho, respectivamente.

6. “DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”, de acordo com a reivindicagdo 1,
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caracterizado pelo fato de possuir hastes rosqueada de sustentacao (8)

conectadas a bases da haste (10).

7. “DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA
DE HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato do microcontrolador interpretar os dados recebidos
pelos sensores e controlar o movimento do disco, através de uma linguagem de

programacgao em C.
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RESUMO

“DISPENSADOR DE PELETES ALIMENTARES IMPLEMENTADO EM PLATAFORMA DE
HARDWARE DE MICROCONTROLADOR”. A presente patente de produto refere-se a um
dispositivo de distribuicdo de peletes controlado eletronicamente por um
microcontrolador que compreende um disco de liberacdo de peletes conectado a um
motor sobre uma base fixa; o sensor de luz infravermelha é capaz de identificar o
movimento giratério do disco e enviar para o microcontrolador um comando para
parar de deslocar o disco assim que o pelete alimentar for liberado pela canula. Este
equipamento pode ser aplicado em pesquisas cientificas ou no desenvolvimento de
medicamentos que necessitem de mecanismos de recompensa para testes

comportamentais.
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Abstract A major issue in neuroscience is to find neu-
ral correlates of perception, learning, decision making
and behavior. In the last decades, modern devices are
provided to record simultaneously not only the differ-
ent behaviors but also the electrical activity of large
neuronal populations. However, the behavioral system
has an expensive acquisition cost and the design of low-
cost operate condition chamber has emerged as an in-
teresting alternative to resource-limited laboratories of
animal behavior. In this article, we provide a full de-
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scription of an experimental platform for simultane-
ously recording of the behavior and the electrical ac-
tivity of a populations neurons.

We show examples of behavioral experiments with
freely moving rats with simultaneous electrophysiolog-
ical recordings.

Keywords open hardware - operant conditioning -
reaction time - spikes field potential

1 Introduction

One of the major foundations of neuroscience is the
understanding of the bases involved during behavioral
processes [1]. One way to investigate the behaviour neu-
ral basis is through the recordings of neuronal unit ac-
tivity or local field potential (LFP) during behavioral
task [2] . For this purpose, a mechanism of synchro-
nization (hand shaking) between the electrophysiolog-
ical recording equipment and the behavioral recording
system is required.

The recent technological advances in multi-electrode
array manufacturing enabled us to record the extracel-
lular activity of neurons in different brain regions [3].
With the use of multi-electrode arrays it is possible to
obtain the underlying neuronal population activity of a
behavioral task [4].

One of the main challenges for the performance of
electrophysiological recordings in behavior studies is
the noise and artifacts that occur due to the movement
of the animal, chewing and contact with the behavioral
device [2].

Operant conditioning chamber (OCC) is a device
widely used to perform behavioral tasks. Through oper-
ant conditioning it is possible to modify the probability
of a resposte by using reinforcements [5]. For example,
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it is possible to condition a rat by pressing a lever rein-
forcing with sugar every time the lever was pressing. So,
the animal tends to repeat the hits trials and learning
the activity [6].

OCC commercial systems may be expensive. This
can be a problem to resource-limited researcher [7],
which effectivey creates financial barriers to the sci-
entific development as whole. Thus, the design of low
cost OCC has emerged as an interesting alternative
to resource-limited laboratories. Some research groups
have develop low cost OCC [7, 8], however none have
shown an efficient system that can send information
to the electrophysiology record system regarding the
events within the OCC.

Arduino is an open source platform used to build
and program electronics. It is an ideal platform for lab-
oratories because it is able to monitor and analyze in-
puts and outputs signal, through the digital and analog
ports. The Arduino is thus able to send and receive in-
formation through of Transistor-Transistor Logic (TTL)
signals with a time resolution of milliseconds. Further-
more, It has a serial communication port for communi-
cation with the computer via USB [7]. This temporal
resolution allows the Arduino can be used to synchro-
nize the behavioral actions with the electrophysiology
data [9]. One of the first low-cost behavioral system
used the Arduino as the main controller of the sys-
tem [8].

In this paper, we developed a low-cost OCC, able to
perform different behavioral tests, and simultaneously
send to be recorded by the electrophysiological record-
ing system. Thus both data behavioral and electrophys-
iological are stored together, without electric noise gen-
eration when the reward mechanism is triggered.

2 Material and methods
2.1 Device overview

We have assembled an operant conditioning chamber
(25 x 25 x 30 cm) (Fig. la, top). It includes a food
dispenser disk, an Arduino Uno microcontroller, aux-
iliary electronic circuit, setepper motor and a device
for optical communication with the aquisition system
(Ephys) (Fig. la, bottom). It was developed with low
cost materials that can be easily purchased from a elec-
tronics store. The microcontroller is programmed to au-
tonomously control the full behavioral experiment, in-
cluding monitoring the behavior box lever, generating
the stimuli and analyzing the animal response and de-
livering the reward. For every event occurring in the box
the microcontroller generates a pulse to the aquisition
system (Fig. 1a (bottom)).

2.2 Hardware
2.2.1 Food pellet dispenser disk

A food pellet dispenser was developed to release sucrose
pellets (50 mg). These food pellets were used as rewards
in behavioral tasks. The dispenser disk was cut from a
4 mm polymethyl methacrylate plate and is coupled
to the stepper motor. The disk has a set of two holes
aligned, a larger hole (0.50 mm in diameter) that serves
to accommodate the sucrose pellets and a smaller hole
that is aligned with an infrared light sensor to check the
disk position, avoiding cumulative calibration errors of
the pitch motor positioning. The technical description
is available in [10].

2.2.2 Controller

We set up an auxiliary electronic circuit to power the
Arduino, generate the visual stimuli, read the lever and
IR sensor, switch the stepper motor coils.

The circuit runs two power lines: 12 V and 5 V.
The 12 V line was used to power the Arduino and step-
per motor. The motor used was a compact high torque
(24BYJ48) which has four coils set. Each motor coil
was connected to a transistor (BD-137) that switches
the voltage to 12 V, so when the Arduino sends a TTL
signal, to the circuit, the transistor circuit is closed and
allows the coil to be fed. Consequently when the Ar-
duino sends a sequence of TTL signal has the rotation
of the disk.

The 5 V line was created through a voltage regula-
tor 7805. The 5 V line powered the lever, which came
from the OCC, the visual stimuli, which were activated
through TTL of the Arduino, and the IR sensor.

Each time the lever was pressed a TTL signal was
sent to the Arduino’s digital port. The Arduino counts
and records the time the lever was kept pressed. When
the experimental protocol includes presenting a visual
stimuli, it is controlled by a digital port. The rotation of
the stepper motor is commanded by the digital ports 2,
3, 4 and 5. The rotation goes on until the release of one
sugar pellet through a cannula to the food dispenser.
An IR light sensor identifies the correct time to stop the
disk rotation. This occurs when the IR sensor identifies
the presence of IR light through a smaller hole. The IR
sensor (Tsop1838) sends a TTL signal to port 11 of the
Arduino.

2.2.8 Optical communication

The recording of the behavioral activity, can be done
either through the serial port of a computer connected
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Fig. 1 Behavioral box. (a) top - Operant conditioning box containing the LED (visual stimulus), lever, pellet delivery,
electronic components: Arduino Uno R3, pellet release disk. bottom - Basic operation of the operant conditioning system:
Arduino controls all component. It monitors the status of the lever and control the exposure of the visual stimulus (power on
three LEDs in the box). If the animal hit the trial, the Arduino will send a pulse sequences to spin the dispenser disk and
release a food pellet (reward). All the actions of the box (i.e., state of the lever, stimulus presentation, dispenser disk rotation)
are sent to the electrophysiology (Ephys) system through the TTL signal of the Arduino. (b) Description of the DRRD task,
where: T is the time the animal pressed lever. The vertical line (gray) corresponds to the criterion (Our criterion was 1500
ms). The criterion is a minimum time that the rat must keep the bar pressed to receive a reinforcement (Reinforced trial). If
the rat release the bar before the criterion, the trial will not be rewarded (Premature trial). (c¢) Description of the SRT task.
In this task the rats were trained to perform a simple reaction time task. They should release the bar during the reaction time
(gray band) to receive a reinforcement (Reinforced trial). The reaction time correspond to 300 ms after the stimulus exposure.
If the rat release the bar before the visual stimulus, the trial will not be rewarded (Premature trial). The trial too will not
be rewarded when the rat release the bar after the reaction time (Fail trial). The visual stimulus were exposure when the rat
press the bar for 500 ms plus one random delay. The random delay is a time between 0 and 200 ms, uniformly distributed. (d)
Probability by time of press (sec) for all trials (green line) and SRT trials (blue line) for first training session. (e) Probability
by time of press (sec) for all trials (green line) and SRT trials (blue line) for last training session. (f) Probability by time of
press (sec) for all trials (green line) and DRRD trials (blue line) for first training session. (g) Probability by time of press (sec)
for all trials (green line) and DRRD trials (blue line) for last training session.

to the arduino, or through the TTL signals generated
by the Arduino for the aquisition system.

The recording made by the serial port is usefull
when doing behavioral experiments without electrophys-
iology. A code for each behavioral event has been set
combining the time stamp plus the event code. For ex-
ample, if the rat pressed the lever (code 001) during
800 ms after the session beginning, the serial port of
the Arduino sends the following string “800.001”.

When the electrophysiology data was recorded the
serial port was not used for recording behavioral ac-
tivity. This aims to reduce unnecessary sources of elec-
trical noise. Our implementation made use an optical
fiber to send the synchronization pulses from the ar-
duino to the Ephys. The TTL signal from the Arduino
was converted to a red light pulse by a fiber optic mod-
ule (RFT-4112SS). The fiber optic module is assembled
with AlGalnP LED. It Transforms the electrical signal
(TTL) to optical signal and be transmitted by plas-
tic optical fiber. In a second step, the light pulse is
converted again to a TTL pulse to be acquired by the
aquisition system. The Ephys has 8 ADCs in its front

pannel that acquire the synchronization pulses in par-
allel with the electrode signals from the multielectrode
arrays.

mu —_— @ f

Fig. 2 Optical communication scheme.

2.3 Software and Behavioral Protocols

The Arduino has an integrated development environ-
ment (IDE). The software was written in a C language
and loaded directly into the Arduino board. Here we
exemplify with three behavioral protocols we imple-
mented and tested.
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2.3.1 FR1

Before initiating the experimental protocols of DRRD
and SRT the rat performed FR1 sessions. In these ses-
sions the animal learned to associate the lever with the
release of sugar pellet (positive reinforcement). During
the session the stimulus was the same for the entire
duration (60 minutes).

The trial began when the animal pressed the lever
and at the instant that the rat releases it and receives
a reward, in this case a sucrose feed pellet. The animals
were considered trained when they had a number of
100 responses throughout a session. The FR1 improves
learning other tests faster, but ends up increasing the
frequency of early activity during the other tests.

In this software’s task the Arduino was monitoring a
digital port configured to receive information from the
lever, storing and generating TTL signal, according to
the state of the lever. It also had a function responsible
for controlling the rotation of the disk.

2.3.2 DRRD

The DRRD task requires that a behavioral response
be sustained by a minimum time interval for the rat to
receive the reward [11]. The trial was initiated when the
animal pressed the lever. The animals should keep the
lever depressed for more than 1500 ms to receive the
reward. Trials in which the animal releases the lever
before this minimal time were considered invalid.

In this software’s task the Arduino monitored the
time interval of time that the rat kept the lever pressed.
If he kept the bar pressed for a longer time than the
criteria the Arduino released the reward.

2.8.3 SRT

The SRT task a behavioral response must be main-
tained for a period of time after the stimulus presenta-
tion [12]. The protocol used in this study was modified
from Narayanan [13].

They should release the bar during the reaction time

(gray band) to receive a reinforcement (Reinforced trial).

The reaction time correspond to 300 ms after the stim-
ulus exposure. If the rat release the bar before the vi-
sual stimulus, the trial will not be rewarded (Prema-
ture trial). The trial too will not be rewarded when the
rat release the bar after the reaction time (Fail trial).
The visual stimulus were exposure when the rat press
the bar for 500 ms plus one random delay. The ran-
dom delay is a time between 0 and 200 ms, uniformly
distributed.

This software, in addition to monitoring the lever
status and the reward this one controlled the stimulus
exposure.

2.4 Subjects

For the experiments described here, we used six rat
Long-Evans Rattus norvegicus. They were obtained from
the Bioterium Laboratory of Neuroscience of the Sys-
tems and Computational Department of Physics of UFPE
(Recife, Brazil). They weigh 300g - 370g, between 12
and 15 weeks of age. The rats were housed in cages
and maintained in the light / dark cycle of 12 h and
had free access to water and commercial feed Presence
(Neovia - Paulinica, Brazil) until the beginning of the
training. The animals were kept under controlled feed
restriction and weight at 90 % by weight ad libitum.
The experimental protocol was approved by the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) of UFPE (CEUA:
24/2016), in accordance with the basic principles for re-
search animals established by the National Council for
the Control of Animal Experimentation (CONCEA).

The rats were divided into two behavioral task: SRT
(n=3) DRRD (n=3).

2.5 Surgical procedures and Ephys

The arrays were constructed with 50 m tungsten wires,
coated with Teflon (California Fine Wire Company)
soldered in a printed circuit board and connected to
a miniature connector (Omnetics Connector Corpora-
tion, Minneapolis, MN). The microelectrode arrays were
designed for five different cortical regions: PFC, S1,
M1, PPC and V1. The arrays configuration, detailed in
Table 1, was established from stereotactic coordinates
based on the atlas from Paxinos and Watson (2007).
The arrays were placed in rats under deep ketamine
(150 mg/kg i.p.) and xylazine (5 mg/kg i.p.) anesthe-
sia, using a stereotaxic head holder. through a surgical
procedure described by Wiest et al., [4]. After seven
days of the surgical procedure the rats were considered
good to start the behavioral tasks.

PFC M1 S1__ PPC Vi
AP (mm) 4.00 200 084 -436 -7.20
ML (mm) 050 250 5.00 420  3.50
DV (mm) -3.70 -1.50 -2.00 -1.80 -1.50

Table 1 Steriotactic coordinates and arrangement of arrays
used in the DRRD task.

Continuous electrophysiological data for five regions
was recorded simultaneously with behavioral activity,
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at a sampling rate of 24414 Hz with a band width of
0.1 Hz to 8 kHz. The rat was connected to ZIF-Clip
® which was connected to a headstage via a commu-
tator (AC32, Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL)
in order to make the possibility of free movement of
the rat during the record. Besides, PZ2 amplifier sys-
tem (TDT) was used to record the local field potential
(LFP). Behavioral activity was recorded as digital in-
puts together with the electrophysiology.

We used the toobox Wave_Clus [14] to do spike sort-
ing in the raw data. To evaluate LFP noise we calculate
the spectogram in Python programming language using
the SciPy and Matplotlib packages.

3 Results

After construction of the operant conditioning system
it was manually tested to see if the dispenser pellet, the
visual stimulation system and handshake system were
working as desired programming. For the system tester
to rat interaction system were chosen as two distinct
behavioral paradigms. The SRT and DRRD tasks have
been used to evaluate discrimination [13] and memory
[15], so they become good experimental models to test
the functioning of the system we developed.

Figure 1d and e shows the time distribution that the
lever was press for SRT and DRRD task, respectively,
for first training session. In this first session, the rat,
knew that when pressing the lever occurred the deliv-
ery food (FR1), so is expected to have a higth density
(green line) of trials below 500 ms (premature trial).
However the premature trials were not rewarding, so he
had to learn to keep the bar pressed, for a time longer
than the criterion to be rewarded (DRRD) or release in
the time interval of the reaction time. Consequently we
have a SRT and DRRD distribution curve with a large
deviation (blue line).

After 9 session we observed that the rat was able
to learning the SRT task. Since, there was a decrease
of the premature trials and the SRT trial concentration
around the reaction time (Figurelg).

After 7 session we observed that the rat was able to
learning the DRRD task. Since, there was a decrease of
the premature trials and the DRRD trial concentration
around the criterion (Figurelg).

Thus, the rats were able to interact with our system
and we were able to model the frequency of a behavioral
response according to each proposed task.

Rat performed a FR1 task during simultaneous record-

ing fo LFP and spike spiking activity in PFC, M1, S1,
PPC and V1 to test the noise level that our behavioral
system could insert into Ephys (Figure3).

Figure3b shows a raw data of the LFP record for the
different regions shows in Figure 3a. The LFP record
was made simultaneously with the Sync input of the
behavioral system, continuously. The raw data is typical
of the LFP record for rats and that it has spikes in some
channels.

The coherence map (Figure 3¢) was done to confirm
if the map of microelectrode array was done correctly.
It is possible to identify four large signal densities. The
first corresponds to the electrodes inserted in PFC, the
second in M1, the third in S1 and PPC (highly syn-
chronized) and the fourth in V1.

The spectrogram (Figure 3e) we can see the main
contributions of frequencies (0 - 220 Hz), at the same
time that the rat performs a trial of FR1. At the instant
the lever is pressed (black line) and the motor on (gray
line) has no increase in the fundamental (60 Hz) and
nor harmonic (120 and 180 Hz) levels.

4 Discussion

In this article we developed and tested a low-cost be-
havioral system using an Arduino microcontroller. One
of the great advantages of using the Arduino microcon-
troller is its low acquisition cost, its accuracy, and more-
over it is a free hardware platform. By presenting these
advantages, laboratories of psychology and neurophys-
iology have increased the interest both in the develop-
ment of complete behavioral systems and in additional
hardware of commercial behavioral systems [16].

The Arduino has been used successfully in system
involving the record of neural activity along with a be-
havioural paradigm [8], [17], [18], [19]. A system similar
to ours was developed by Micallef and collaborators [2].
Micallef and collaborators [2] developed a system that
was also based on Arduino and that controlled a reward
system and behavioral test, GoNoGo type, and also sent
while sending test information to a host computer. In
this case the Arduino was responsible for controlling
the opening of a water release valve, which was used
as a reward, the stimuli that characterized the Go and
NoGo trials, a piezo that the rat had to press to respond
to the stimuli. We use saccharose pellets as a reward.
This requires a more complex release mechanism. Both
the [2] and [19] used the Arduino to control valves that
controlled the release of water as a reward mechanism.

All experimental data were acquired only using the
system we developed without any help from other com-
mercial devices. The animals were able to seize the pro-
posed behavioral tasks and it was possible to perform
the electrical activity recording without the interference
of electrical noise. So our system has proven to be a
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Fig. 3 Samples of electrophysiological recordings. (a) Whole rat brain with de color schematic showing the areas of the
microwire electrode array was implanted for local field potential (LFP) recordings. The colors dots green, purple, red, black
and blue correspond to prefrontal cortex (PFC), primary motor cortex (M1), primary somatosensory cortex (S1), parietal
posterior cortex (PPC) and primary visual cortex (V1), respectively. (b) Sample LFP signal of the different areas while the rat
performed a FR1 task. It’s possible identify some spiky. The vertical black line correspond to 100 ms and the horizontal vertical
line to 0.1 mV The color scheme is the same described in a. (¢) Coherence matrix between the channels to LFP frequency
(0-50 Hz). (d) Spikes for some areas. The color scheme is the same described in a. (e) Power spectra LFP of PPC. The black
line represents the period that the animal kept the lever pressed while the LFP was registered. The gray line represents the
period that the reward mechanism was powered on. Note that the LFP power in the electric noise (60 Hz) don’t increase when
the rat press the bar (black line) and the mechanism reward was powered on (red line).
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Abstract

Cortical oscillations play an important role in cognition, especially the oscillations that are synchronized to different
regions. Recently a type of counter-intuitive synchronization called anticipated synchronization (AS) was discovered.
In AS the two regions are synchronized, in a unidirectional way, that is, the master sends information to the slave.
However, when the phase difference between the regions is verified, the slave is temporarily anticipated in relation to
the master. In this work, we have identified AS in rewarded trials. It has been shown that possibly the AS regimens
occur in different behavioral tests and have some physiological role.

Keywords: Synchronization, Behavioral task, Negative phase

1. Introduction

Oscillations have an important role in mammalian
brains. They are associated with a variety of cogni-
tive functions [1]. Oscillations in neuronal populations
are usually characterized by the frequency, where they

Preprint submitted to Neurolmage

are generally classified into five frequency ranges: delta
(0.5-3.5 Hz), theta (4-7 Hz), alpha (8-12 Hz), beta (13-
30 Hz) and gamma (30-90 Hz) [2].

These frequencies have aroused a growing interest,
raising questions about how they are related to different
physiological processes, specific activities of perception
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and sensory-motor or cognitive operations [2]. The co-
herent oscillation between two brain regions facilitates
the exchange of information between them [3]. In par-
ticular, the prefrotanl cortex (PFC) and posterior parietal
cortex (PPC) exhibit synchrony in different oscillations
during different behavioral tasks [4, 5, 6, 7].

Recently, Voss [8] has shown that there is a synchro-
nization type called anticipated synchronization (AS).
The AS can be performed in autonomous dynamical
systems coupled unidirectionally in a master-slave (MS)
configuration, where the master system influences the
slave, but the activity of the slave system precedes that
of the master system, somehow predicting its trajec-
tory. This type of synchronization can occur as long as
the slave system also receives a delayed negative auto-
feedback. Until recently, the possibility of occurrence
of AS in neural systems remained a hypothesis, given
the rather restrictive mathematical character of the in-
hibitory self-feedback originally proposed in the Voss
[8] formulation.

Over the years, it has been shown that AS occurs in
an abundance of areas, including theoretical and exper-
imental work [9, 10, 11, 12]. In neuroscience Matias et
al. [13] shows the emergence of AS in a model where
all the mathematical components of the equations have a
physiological correlate, to chemical synapses. Through
experimental data Matias et al. [14] developed a model
where it was possible to obtain synchronization in AS
from the theta band to the beta band. Therefore we can
assume that this phenomenon extends to other cogni-
tive tasks and frequency bands. Models of the songbirds
brain involved in song production too show AS regime
[15].

It is important to note that synchronization has a sig-
nificant role in neural processing and coding [3, 16].
Different synchronization mechanisms may be required
to provide communication flexibility within a single net-
work architecture. For example, changes in the state
of synchronization may be necessary for short-term
changes in the functional state of the brain relative to
cognitive processing [17], or long-term changes asso-
ciated with learning. In this sense AS can represent a
valuable dynamic state still poorly understood. In the
present work, we show that AS emerge with the learn-
ing of a time behavioral task.

2. Material and Methods

2.1. Subjects

Long-Evans rat (n = 1, adult, male, 250 g) was
obtained from the Bioterium Laboratory of Neuro-
science of the Systems and Computational Department
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of Physics of UFPE (Recife, Brazil). The animal was
housed using a 12-h light/dark cycle and had free ac-
cess to water and commercial food Presence (Neovia -
Paulilica, Brazil) until the beginning of the training. The
experimental protocol was approved by the Committee
of Animal Research and Ethics of the UFPE (024/2016),
according to the basic principles for research animals.

2.2. Surgical procedures

The Microelectrode array was constructed with 50
um tungsten wires, coated with Teflon (California Fine
Wire Company), soldered in a printed circuit board and
connected to a miniature connector (Omnetics Connec-
tor Corporation, Minneapolis, MN). The microelectrode
array was designed for five regions: prefrontal cortex
(PFC), primary motor cortex (M1), primary somatosen-
sory cortex (S1), parietal posterior cortex (PPC) and pri-
mary visual cortex (V1). It is needed mentioning that
like in tetrode, each region contains four electrodes.

Anesthesia induction was done by an intraperitoneal
(IP) injection of ketamine (150 mg/kg) and xylazine (5
mg/kg). Thereafter, the head was fixed to a stereotactic
base in which an incision on the top of the head ex-
posed the skull surface. Five small craniotomies were
made to access the right hemisphere of PFC (coordi-
nates from bregma: anteroposterior [AP]: 4.00; medio-
lateral [ML]: 0.50); dorsoventral [DV]: -3.70), M1 (AP:
2.00 ML: 2.50; DV: -1.50), S1 (AP: 0.84; ML: 4.00;
DV: -2.00), PPC (AP: -4.36; ML: 4.20; DV: -1.80), V1
(AP: -7.20; ML: 3.50; DV: -1.50).

The microelectrode array was positioned above each
craniotomy, and a stereotaxic arm was slowly inserted
into deep layers of cortex and fixed with dental acrylic.

After the surgery, the animal received antibiotic and
anti-inflammatory therapy, respectively: Pentabiotico®
(0.1 mg/mL, intramuscular) single dose immediately,
and a specific dose of Meloxicam (1 mg/kg, Subcuta-
neous) for two days (every 12 hours). After seven days
of the surgical procedure, the rat was considered as re-
covered to start the behavioral tasks.

2.3. Behavioral protocol

The rat was undergoing food restriction for one week
prior to the training, and also throughout the period of
the behavioral task (the water was available ad libitum
limitless). During the behavioral task, the rat was re-
inforced with sucrose pellet (S5mg), which was supple-
mented in the home cage to maintain the rat’s weight
at 85% - 90% of the beginning of the food restriction.
It needs to emphasize that the rat was trained the be-
havioral system developed by our group described in
Aguiar et al [18] (Figure-1b).
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The behavioral task has two assignments. The first
which is named fixed ratio one (FR1), the rat pressed
the lever, and received the reward. It has to be clari-
fied that the rat is considered to be trained on FR1, if
it has 100 responses throughout the session. When the
rat learned the FR1 task, it started the second task in
which the rat was trained to perform the Differential
Reinforcement of Response Duration (DRRD). In this
task, the rat had to keep a sustained behavioral response
with a minimum time interval (criterion) to receive the
reward [19]. Pressing the lever, the trial was started.
And by keeping the lever pressed for more than 1500
ms, the rat received the reward (Figure-1c (down). Tri-
als in which the rat released the lever before 1500 ms
were considered as a premature trial (Figure-1c (top).

Continuous electrophysiological data for five regions
was recorded simultaneously with behavioral activity,
at a sampling rate of 24414 Hz with a band width of
0.1 Hz to 8 kHz. The rat was connected to ZIF-Clip
® which was connected to a headstage via a commu-
tator (AC32, Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL)
in order to enable free movement of the rat during the
record. Besides, PZ2 amplifier system (TDT) was used
to record the local field potential (LFP). Behavioral ac-
tivity was recorded as digital inputs together with the
electrophysiology.
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Figure 1: Overview. a. Whole rat brain with color schematic show-
ing the areas of the microwire electrode array was implanted for local
field potential (LFP) recordings. The color dots green and black corre-
spond to prefrontal cortex (PFC) and parietal posterior cortex (PPC),
respectively. b. Operant conditioning chamber. ¢. Description of the
DRRD task and samples of electrophysiological recordings, where: T
is the time the animal pressed lever. The vertical line (gray) corre-
sponds to the criterion (Our criterion was 1500 ms). The criterion is a
minimum time that the rat must keep the bar pressed to receive a re-
inforcement (Reinforced trial) - down. If the rat release the bar before
the criterion, the trial will not be rewarded (Premature trial) - top.
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2.4. Data Analysis

Exploratory analysis suggested that a strong synchro-
nization exists between PFC and PPC regions. So, from
the above mentioned five regions, we performed the
analysis to only these two regions.

In order to evaluate the synchronization during the
DRRD task, from the whole time series of LFP data,
for each trial, 400 ms before releasing the lever was se-
lected. These separated segments belong to three dif-
ferent groups due to the different pressure lever time in-
terval (AT): Premature (Pre) with AT<1000 ms (with
the total number of trials n=128), Almost with 1000<
AT<1500 ms (with the total number of trials n=20), and
Reward (Rw) with AT>1500 ms (with the total number
of trials n=75).

These signal segments was lowpass filtered in (0-100
Hz) and down sampled to a rate of 195 Hz. In order
to evaluate the power and synchronization between re-
gions we calculated the power spectral density (PSD)
and the coherence of the data furrier transform, were
done in the Python programming language using the
SciPy and Matplotlib packages.

The GCCA Matlab toolbox was used to calculate an-
other coherence, Granger causality and phase difference
spectral analysis[20]. After the downsample, we ana-
lyze on premature trial (n= 148) and reward trial (n =
75). The GCCA use an autoregressive modeling method
(MVAR) to analyze from the signal. The LFP time se-
ries requires the ensemble of single-trial time series to
be treated as produced from a zero-mean stochastic pro-
cess. Therefore, we have preprocessed the LFP time se-
ries by including detrending (subtraction of best-fitting
line), demeaning (subtraction of the ensemble mean)
and normalizing (division by the temporal standard de-
viation) of each trial. We consider that the model order
of 10 (50 ms) is sufficient to provide good spectral res-
olution and avoid overparameterization, the same order
was used in [21, 14]. In fact, we verified the consistency
of the results using model orders of 10 to 15.

We calculates the time delay (7) when the sender (S) -
received (R) configuration found by Granger Causality.
TSR = ¢SR(fpeak)/(27rfpeak): where fpeak was the peak
frequency observed in the coherence MVAR and the ¢sr
was the angle of the phase between S and R.

3. Results and discussion

We first calculated the PSD and coherence between
all pairs of the PFC and PPC. The PPC exhibited a low
peak in activity between O - 6 Hz in the PPC regions
to Pre e Almost trial (Figure 2a - b). The RW trials
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Figure 2: PSD and coherence calculated from the LFP data. a. Pre
trial PSD. b. Pre trial Coherence. ¢. Almost trial PSD. d. Almos trial
Coherence. e. Rw trial PSD. g. Rw trial Coherence.

exhibited a strong peak in activity in the same frequency
in both regions. A peak of coherence occurred in those
trials (RW). This coherence only appeared for two pairs,
where one pair is seen in Figure 2f.

After identifying a coherence between these regions,
we calculate coherence of MVAR and Granger causal-
ity spectra. The results for coherence MVAR (Figure- 3
a, ¢, e) was similar to the coherence of the data furrier
transform (Figure 2b, d, f). The coherence value for the
Rw trials, observed in Figure-3e, was significant when
compared to the time position of the trials were shuf-
fled (100 surrogate time series). This is indicative of
synchronized LFP oscillations between regions. Delta
oscillations (1-3 Hz), in humans, have used as strategies
to predict correct trials. In the auditory cortex the power
delta increased before the auditory stimulus, in correct
trials [22].

Specifically on the pair shown in Figure-3 e and f
have peaks of coherence and Granger causality (GC) at
the same frequency, during the Trials Rw. Besides that,
the influence of PPC for PFC is greater in comparison
to PFC to PPC, indicating a unidirectionality connec-
tivity between PFC and PPC. We find a negative phase
difference (1) = -83.82 ms, indicating a anticipated syn-
chronization (AS).

Granger causality between PFC and PPC during an-
other behavioral task has been reported. Seller et al
[7] found a bi-direcional GC in delta (0.5-4 Hz) and
uni-direcional in beta (12-30 Hz) oscillation between
PFC and PPC during a sustained visual attention task.
In this behavioral task ferrets (Mustela putorius furo)
were trained to keeping a sustained attention delay (5s)
following a stimulus. To received the reward the fer-
ret should touch in on of the five windows which had
the stimulus for a specific time (2.0-3.5 s). The casual
connectivity occur during the sustained attention period,
both for delta and beta (bottom-up). This connectivity
decreased in the period after touch.

Salazar et al [6] also found a dominant PPC to PFC,

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

250

251

252

253

254

256

257

258

259

260

261

262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277

but in beta (10-30 Hz) oscillation during the delay pe-
riod, in monkeys to perform an oculomotor task. In this
task a sample stimulus was positioned at 1 of 3 possibles
locations (500 ms), followed by a random delay (800-
1200 ms). In order to get a reward, the monkey needs a
saccadic eye movement in the match stimulus after the
delay. They observed, through the relative phase, 2.45
to 6.55 ms time lead of PFC before PPC.

The same counter-intuitive dynamics was reported in
Brovelli et al. [21] and Matias et al. [14], during a
Go/NoGo task in monkeys. Brovelli et al. [21] showed
unidirectional GC in beta oscillation (14-30 Hz) with a
negative phase delay in sensoriomotor cortex of mon-
keys. Matias et al. [14] were able to model the Brov-
elli et al. [21] experimental data. With the model, it
was possible to reproduce the same coherence and GC
found in the experimental data, this for 90 ms before
the stimulus onset. Other ranges of trials were also ana-
lyzed. Immediately after the stimulus, the synchronized
activity decreases and, consequently, the peak in the co-
herence between pairs of sites also decreases, similar to
the Almost trials Figure-3c and d. The synchronized ac-
tivity returned at the finish of the No/Go trials, where
the monkey to maintain the hand lever depressed.

Our data show that AS regimes emerge during a time
task performed by rats. In order, we suppose that AS can
play some physiological role during the performance of
a behavioral task. Considering it occurs in different ani-
mal species and behavior tasks, but in specific situations
like: In our trials rewarded, during the period before the
presentation of visual stimuli, and at the end of the tri-
als No/Go. In all these conditions the animals needed to
inhibit an action such as: releasing the lever (rat), keep-
ing the bar pressed (monkey), saccadic eye movement
(monkey), don’t touch a windows (ferret).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Conseguimos desenvolver e testar o sistema comportamental para diferentes para-
digmas comportamentais. Os animais conseguiram apreender as tarefas propostas sendo
possivel realizar o registro da atividade elétrica sem a interferéncia de ruido elétrico.
Portanto, o nosso sistema provou ser uma plataforma confidvel para realizar distintos

paradigmas comportamentais.

Além do mais, foi possivel identificar pela primeira vez em ratos realizando uma
tarefa de contagem de tempo regime de SA. Diante disso acreditamos que a SA deve
desempenhar algum papel fisiologico durante a realizagdo de uma tarefa comportamental.
Uma vez que ocorre em diferentes espécies e tarefas, mas em situagoes especificas como: Em
nossas trials recompensadas, durante o periodo que antecede a apresentacao de estimulos
visuais, e no final das trials No/Go. Em todas essas condic¢oes os animais precisavam inibir
uma agao como: soltar a alavanca (rato), manter a barra pressionada (macaco), movimento

ocular (macaco).
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Since the first measurements of neuronal avalanches [1], the critical brain hypothesis has gained
traction [2]. However, if the brain is critical, what is the phase transition? For several decades it
has been known that the cerebral cortex operates in a diversity of regimes (3], ranging from highly
synchronous states (e.g. slow wave sleep [4], with higher spiking variability) to desynchronized
states (e.g. alert waking [5], with lower spiking variability). Here, using independent signatures of
criticality, we show that a phase transition occurs in an intermediate value of spiking variability.
The critical exponents point to a universality class different from mean-field directed percolation
(MF-DP). Importantly, as the cortex hovers around this critical point [6], it follows a linear relation
between the avalanche exponents that encompasses previous experimental results from different

setups (7, 8] and is reproduced by a model.

It is well established that cortical activity exhibits a
rich repertoire of dynamical states [9-11]. This knowl-
edge, initially based on electroencephalographic (EEG)
recordings, later reached the spiking activity of large neu-
ronal populations, in which the variability level has been
used as a proxy of the cortical state [3, 12-14]. However,
only recently has the diversity of cortical states been sys-
tematically considered in studies of criticality [15, 16].

In the first results that fuelled the critical brain hy-
pothesis, Beggs and Plenz observed local field potential
(LFP) neuronal avalanches in vitro with power law size
distributions P(s) ~ s~15. The exponent coincides with
that of a critical branching process, which has driven
significant efforts towards the idea that the brain hov-
ers around a critical point belonging to the mean-field
directed percolation (MF-DP) universality class [17].

Findings for spiking data have, however, raised some
controversy: on one hand, power law size distributions
were found during strong slow LFP oscillations, under
ketamine-xylazine [15] and isoflurane [16] anaesthesia,
but on the other hand, long-range time correlations (an-
other statistical signature of criticality [18]) were ob-
served during fast LFP oscillations in freely-behaving
rats, but not under ketamine-xylazine anaesthesia [15].
Those results lead to a conundrum, where the signatures
of a critical state might be dependent on the level of
synchronization, thus challenging the whole picture of

* AJF and NAPV contributed equally.
T pedro.carelli@ufpe.br
¥ mcopelli@df.ufpe.br

directed percolation, which involves no oscillations what-
soever, and where the system goes from an absorbing to
an active state.

To further investigate this topic we quantified the
variety of cortical states in terms of the coefficient
of variation (CV) of the summed population activity
in the primary visual cortex of urethane-anaesthetized
rats [14]. We recorded a total of 1628 units (Methods,
Tables S1 and S2) in deep layers of the primary sensory
cortex of urethane-anesthetized rats (n = 8), under spon-
taneous activity, during long periods (> 200 min). We
employed high-count sites silicon probes (64/32 channels,
see Methods), to record spiking activity of large neuronal
populations (Fig. 1a). Given that the in vivo cortical dy-
namics crosses a wide range of states [19], the aim of this
paper is to study the signatures of criticality as a function
of the cortical state assessed by CV.

Spiking cortical activity continuously changes its vari-
ability level under urethane anesthesia as well as in
awake animals [12, 14]. The coefficient of variation (CV,
Methods) has been used as an index of population spik-
ing variability [12, 14]. We calculated CV within non-
overlapping 10s windows. In that time scale, CV typi-
cally changes rapidly [3, 12, 14, 19] (Fig. 1b). Within
each of these windows, for increasing values of CV, spik-
ing activity ranges from completely desynchronized to a
strongly synchronized state (Fig 1¢). In what follows, we
sort results according to CV values and average over con-
secutive percentiles to obtain (CV') as a representative of
a given spiking variability level (Fig. S1). Different spik-
ing correlation structures underlie those different regimes
(Fig. 1d, p < 0.01, ranksum test), in which both mean
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