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“Just breathe, just relax,
it'll be okay”



Oscilacgdes cerebrais acopladas a respiracao durante a manifestacio de medo

Respiration-coupled brain oscillations during fear expression

Elis Herculano Duarte', Adriano Bretanha Lopes Tort?
'Departamento de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Brasil;

2Instituto do Cérebro, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Brasil

Resumo

A respiracao desempenha fungdes cruciais a vida. No entanto, seu papel recebe uma nova
perspectiva ao passo que ela € capaz também de influenciar processos cognitivos. Curiosamente, as
chamadas oscilagdes acopladas a respiracao aparecem em diversas areas do cérebro que nao estdo
relacionadas apenas com a olfacdo, incluindo regides relacionadas com a manifestagdo do
comportamento de medo e memoria aversiva, como a amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo.
Todavia, os mecanismos por tras da correlagdo entre a manifestacio de medo e a respiragdao
permanecem indeterminados. Dito isso, nesta revisdo iremos discutir a relacdo entre o medo ¢ a
influéncia da respiracdo na atividade cerebral. Primeiramente, nos iremos abordar a formagdo da
memoria aversiva e 0os processos relacionados a geracdo do medo. Em seguida, apresentaremos
resultados recentes da literatura cientifica que mostram uma oscilagdo caracterizada pela frequéncia
de 4 Hz que surge durante os comportamentos aversivos, a qual foi previamente relacionada ao
ritmo teta. No entanto, apos analisar cuidadosamente a literatura, constatamos que essa oscilagao de
4 Hz ¢ causada pelos estimulos provenientes da respiragdo nasal e ndo corresponde ao ritmo teta,
tendo portanto sido erroneamente descrita em estudos anteriores. Esse resultado lanca luz sobre as
incertezas em torno da fungdo e origem desse ritmo, refor¢ando o papel da respiragdo em processos

que estao além da olfagao.

Palavras-chave: Comportamento de medo, respira¢do, oscilagdes neurais, memoria aversiva,

circuitos neurais.



Abstract

Breathing performs crucial functions in life. However, its role assumes a new perspective as
it is also capable of influencing cognitive processes. Interestingly, the so-called respiration-coupled
oscillations appear in various brain areas not exclusively linked to olfaction, including regions
associated with the manifestation of fear behavior and aversive memory, such as the amygdala,
prefrontal cortex, and hippocampus. Nevertheless, the mechanisms behind the correlation between
fear manifestation and breathing remain undetermined. In this review, we will discuss the
relationship between fear and the influence of breathing on brain activity. Firstly, we will address
the formation of aversive memory and processes related to fear generation. Subsequently, we will
present recent findings from the scientific literature highlighting an oscillation characterized by a
frequency of 4 Hz that arises during aversive behaviors, which has been previously linked to the
theta rhythm. However, upon careful analysis of the literature, we found that this 4 Hz oscillation is
caused by stimuli from nasal breathing and does not correspond to the theta rhythm; thus, this
rhythm has been inaccurately described in earlier studies. This result sheds light on uncertainties
surrounding the function and origin of this rhythm, reinforcing the role of breathing in processes

beyond olfaction.

Keywords: Fear behavior; respiration, neural oscillations, aversive memory, neural circuits.

1. INTRODUCAO

Os processos realizados pelo nosso cérebro sdo primordiais para definir o que nds somos,
como nossas memdrias, personalidade, tomadas de decisdo e percepgao. Fundamentado nisso, nosso
cérebro ¢ constituido por redes de neuronios encarregados de gerir processos cognitivos complexos,
como os processos de aprendizado, memoria e consciéncia. A alteracao ritmica na atividade elétrica
cerebral ¢ o mecanismo subjacente a geracdao das chamadas oscilagdes neurais, que desempenham
um papel fundamental na organiza¢dao de processos cognitivos (Obleser & Kayser, 2019, Schroeder
& Lakatos, 2009) e respostas comportamentais (Ward 2003). Dessa maneira, olhar para as
oscilacbes ¢ uma forma de compreender melhor o funcionamento de algumas desordens
psicologicas (Fitzgerald & Watson, 2018, Uhlhaas & Singer, 2010), além disso, as oscilagdes
também surgem durante comportamentos naturais, como por exemplo, o comportamento de medo.
Na tultima década, a busca pela compreensao e classificacao desses ritmos permitiu sua ordenagao
considerando frequéncia, drea de origem e correlato comportamental (Buzsdki & Draguhn, 2004).

A compreensdo dos mecanismos por tras da geragdo de memorias aversivas e aprendizado ¢

imprescindivel para a aprimoragdo de tratamentos e terapias para desordens psiquiatricas



frequentes, como distirbios de ansiedade e distirbios relacionados ao medo. Tais problemas tornam
a vida dos individuos mais ardua, ou até mesmo insustentavel (Ressler et al., 2022). Um modo de
compreender tais distirbios € observando as oscilagdes neurais, as quais sao capazes de coordenar
diversos processos cognitivos no nosso cérebro (Maren et al., 2013). Exemplos amplamente
explorados sdo os ritmos teta e gama relacionados a processos de aprendizagem (Igarashi et al.,
2014) e memoria associados a comportamentos aversivos (Ward, 2003). No entanto, o completo
entendimento de como as oscilagdes influenciam esses comportamentos permanece em aberto.

Durante muito tempo acreditou-se que o ritmo teta poderia ser a Unica oscilagdo envolvida
no processo de aprendizagem e manifestacdo de comportamentos aversivos (Ward, 2003);
entretanto, achados recentes constataram a existéncia de uma oscilagdo sincronizada com o ritmo
respiratorio associada a ambos (Philippot et al., 2002). Originalmente observada em ourigos, Adrian
constatou o surgimento de oscilagdes sincronizadas com o ritmo respiratorio (Adrian, 1942), as
quais posteriormente seriam chamadas de Oscilagdes Acopladas a Respiragdo (OARs). Diante
disso, experimentos recentes revelaram que essas oscilagdes aparecem em diversas areas do cérebro
que nao estdo relacionadas diretamente com a olfacao (Tort et al., 2018a, Zelano et al., 2016,
Homma & Masaoka, 2008, Masaoka & Homma, 2000), evidenciando, desta forma, um papel para
respiragdo que perpassa as fungdes metabolicas e sensoriais.

Posto isso, as OARs também foram vistas durante manifestacdo de medo; em particular, foi
reportada uma oscilacdo com frequéncia de 4 Hz durante episoddios de freezing, em regides como
amigdala, cortex pré frontal e hipocampo (Karalis et al., 2016, Moberly et al., 2018, Karalis &
Sirota, 2022, Bagur et al., 2021). Intrigantemente, essa frequéncia de 4 Hz se assemelha as
oscilagdes teta, em especifico, com a sub banda de teta, chamada de teta 2 (melhor discutida nos
topicos subsequentes), registradas durante o mesmo comportamento em estudos mais antigos,
sugerindo que o ritmo teta previamente relatado pode ser na verdade OARs (Seidenbecher et al.,
2003, Pape et al., 2005, Narayanan et al., 2007, Lesting et al., 2011, Dejean et al., 2016, Stujenske
et al., 2014). Ademais, as oscilagdes teta e as OARs, podem coexistir (Tort et al., 2018b). A partir
disso, essas observagdes sugerem que as OARs podem ter sido anteriormente chamadas de ritmo
teta equivocadamente. Diante disso, comegaremos discutindo brevemente a importancia do medo e
seu mecanismo, € posteriormente abordaremos o papel das oscilagdes neurais durante a formagao de
memorias aversivas e sua influéncia durante a manifestagdo de medo. No préoximo passo,
exploraremos rapidamente o papel das OARs no cérebro e o seu mecanismo. Finalmente,
examinaremos a literatura para analisar a ocorréncia das oscilacdes de 4 Hz ao longo dos anos e
discutir se os ritmos mencionados eram, de fato, OARs e foram inadequadamente consideradas

como ritmo teta.



2. DESENVOLVIMENTO

2.1 0 IMPACTO DO MEDO NO CEREBRO

O medo ¢ um aspecto comportamental crucial para a sobrevivéncia dos seres vivos, dado a
importancia do aprendizado de situagdes aversivas no qual podem levar a evitacdo de possiveis
situacdes danosas a sobrevivéncia. Diante disso, podemos definir o termo “medo” como uma
resposta comportamental e psicoldgica causada pela presenca de uma potencial ameaga (Carli &
Farabollini, 2022). Todavia, quando essa resposta ¢ exacerbada temos o aparecimento de desordens
psicologicas como os transtornos de ansiedade e o transtorno de estresse pos-traumatico que afetam
o dia a dia dos individuos. Apesar da similaridade entre os disturbios de ansiedade e medo, Perusini
& Fanselow (2015) declaram que ambos diferem em certos aspectos como: gatilhos, tipo,
intensidade de resposta gerada e vias envolvidas na ativagdo de cada disturbio. Individuos com
transtorno de estresse pos-traumatico podem sofrer até dez crises por dia (Ressler et al., 2022),
enquanto individuos com ataques de panico podem ter pelo menos uma crise por semana (Cain,
2023), singularizando a intensidade da resposta aversiva observada nessas condigdes (as relagdes
por tras da diferenga de resposta comportamental serdo discutidas mais amplamente nos topicos
subsequentes). Em vista disso, faz-se necessario a compreensao dos mecanismos e vias envolvidas

na consolidagcdo de memorias aversivas e manifestacdo de medo.

2.1.1 O principal mecanismo de geracio de memdorias aversivas

O entendimento das bases neurais e comportamentais por tras de disturbios relacionados ao
medo e ansiedade sdo imprescindiveis para geracao de novos tratamentos e terapias voltadas a esses
distarbios. No entanto, antes de discutirmos mais sobre o mecanismo das memorias aversivas €
fundamental a diferenciag¢ao entre os comportamentos ansiosos € o medo. A ansiedade e o medo sdao
comportamentos que refletem respostas comportamentais a situagdes aversivas, porém os dois
possuem aspectos diferentes. Os dois comportamentos podem ser causados por diferentes eventos e,
além disso, podem diferir nas consequéncias e manifestar distintos comportamentos (Perusini &
Fanselow, 2015). Geralmente o medo ¢ referido com uma reagdo adversa a um objeto ou situagao
especifica, enquanto na ansiedade o objeto que provoca a resposta adversa nem sempre € nitido.
Apesar de ambas as condi¢des serem importantes para a compreensdo dos episddios aversivos,
nesta revisdo nds iremos focar na circuitaria envolvida durante a manifestacdo de medo.

A fim de aprofundar a compreensdo dos mecanismos subjacentes a manifestagcao do medo e
a formagdao de memorias aversivas, Ivan Pavlov estabeleceu, em 1927, um paradigma no qual um
estimulo neutro (CS - Conditioning Stimulus), que pode ser representado por meio de sons, odores,

luzes ou diferentes ambientes, ¢ associado a um estimulo aversivo (US - Unconditioned Stimulus)



(Pavlov, 1927), frequentemente caracterizado por um leve choque elétrico (ver Maren, 2001 para
uma revisdo mais detalhada). Por meio de repetidas sessdes, o animal desenvolve uma memoria
associativa entre esses dois estimulos, possibilitando, assim, o estudo da formagdo de memoria de
longo e curto prazo (Tovote et al., 2015) e do aprendizado associativo (ver box 1 para mais detalhes
sobre o protocolo). Esses experimentos, portanto, provocam a ativagdo de “circuitos defensivos”
(Perusini & Fanselow, 2015).

Amplamente explorada em animais, o paradigma de Pavlov ¢ capaz de promover
comportamentos estereotipados. Por exemplo, os animais expostos a situagdes aversivas podem ter
uma ampla gama de respostas, como imobilidade, fuga ou luta. Em particular, os roedores quando
ameagados podem apresentar comportamento de freezing ou flight. A diferenca de comportamento
esta na proximidade da ameaga ou na distancia de defesa (o quao longe estdo os meios de defesa),
definida por qudo distante o animal esta da possivel ameaga (Blanchard et al., 1993). Essa
eminéncia predatdria engloba vérios aspectos determinados pela proximidade fisica, temporal ou
probabilistica de ter contato com a ameaca, determinando assim qual serd a abordagem
comportamental a ser escolhida (Fanselow & Lester, 1988, Perusini & Fanselow, 2015). Essa
diversidade de comportamentos abre portas para estudar e compreender o papel do cérebro em cada
passo associado aos comportamentos aversivos.

Sabe-se que a amigdala ¢ uma das principais estruturas envolvidas na manifestacdo de medo
e na plasticidade da memoria aversiva (Maren & Quirk, 2004, Duvarci & Pare, 2014), mais
especificamente a amigdala basolateral, a qual recebe sinais de diversas areas, incluindo talamo,
neocortex, cortex olfativo e hipocampo (Foilb & Christianson, 2018). Além disso, a amigdala
também recebe sinais, como por exemplo, do cortice auditivo, permitindo a associagdo de um som
incondicionado ao choque, comumente usado durante o condicionamento de Pavlov (Tovote et al.,
2015, Foilb & Christianson, 2018, Perusini & Fanselow, 2015, LeDoux et al., 1991). Para além da
amigdala, outras estruturas como o hipocampo e o cortex pré-frontal também desempenham
fungdes cruciais durante o processamento de memoria, estando ambos relacionados a extingao de

memorias aversivas (Foilb & Christianson, 2018, Tovote et al., 2015, Pape & Pare, 2010).



/Bux1 Protocolo de medo condicionado

De acordo com o paradigma de Pavlov, um
estimulo condicionado (CS) é associado a
um estimulo n3o condicionado (US).
Quando esse paradigma é aplicado a
tarefa de medo condicionado esse CS é
geralmente caracterizado por um tom,
(eg. 7,5 KHz), ou por um odor (esse
estimulo também pode ser chamado de
som, ou odor, aversivo) e o US é um
estimulo aversivo caracterizado por um
choque aplicado nos pés do animal (e.g.
um choque de cerca de 0.6 mA). Essa
tarefa, portanto, consiste em 3 fases
principais: () 0 periodo de habituago,
onde o animal fica exposto ao ambiente no
qual a tarefa ira ocorrer. A fase de habitu-
acdo é importante para evitar vieses de
comportamento animal, uma vez que os
roedores apresentam comportamentos
receosos quando expostos a novos

Nesta fase, os estimulos sdo contrabalanceados de forma aleatdria, também
com o objetivo de evitar vieses, como por exemplo, o animal pode decorar a
sequéncia dos estimulos e ndo a associagio entre CS+ e US (e.g. neutro X aver-
sivo). lll) A fase de teste, no qual iremos verificar se o animal aprendeu o pare-
amento entre o choque e o som aversivo. Nesta fase apresentou-se o CS- e o
CS+, no entanto, sem a presenca do choque, onde também sio apresentados
aleatoriamente. Durante a execucao dessa fase podemos observar um com-
portamento caracteristico chamado de freezing durante a expresséo de medo
do animal. Esse comportamento é caracteristico dos roedores diante de situa-
cbes aversivas, a vista disso, o freezing é usado como medida comportamental
para analisar a memoria aversiva relacionada ao pareamento do CS+ e US.
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por um odor neutro (e.g. odor de menta),
além disso, temos o pareamento entre o
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2.1.2 As oscilacoes neurais e seu papel nas memorias aversivas

/

O cérebro ¢ capaz de coordenar diversos tipos de comportamentos e realizar processos
cognitivos importantes. A diferenca de potencial elétrico possibilita o surgimento de potenciais de
acdo em cada neur6nio; & medida que esses neuronios disparam em dada frequéncia de tempo e
sincronicamente em conjunto, ocorre o surgimento das oscilagdes neurais, que sao responsaveis por
uma gama de fungdes dentro das estruturas do cérebro. Para estuda-las, foram desenvolvidos
métodos de aquisicao de sinais eletrofisioldgicos com o objetivo de captar a atividade neural, sendo
o potencial de campo local (Local Field Potential - LFP) um sinal amplamente analisado na
neurociéncia. O LFP ¢é uma medida que refere-se ao registro da atividade elétrica no espago
extracelular ao redor dos neurdnios. Este sinal pode ser captado por meio de implantes de fios de
eletrodos nicos ou por meio de matrizes compostas de arranjos de multiplos eletrodos, dispostos
em configuragdes que permitem a captacdo de sinais de vérias regides do cérebro. (Herreras, 2016,
Buzséki et al., 2012; (ver Box 2 para mais detalhes). O registro e analise das oscilagcdes gerou um
extenso campo de pesquisa com a finalidade de classifica-las e descrevé-las de acordo com sua
faixa de frequéncia, localizacao e correlato cognitivo (para mais detalhes, ver Box 2). As oscilagdes

foram ordenadas usando letras gregas (ex. alfa, beta, delta, teta e gama) e correlacionadas com



estados comportamentais (Buzsaki & Draguhn, 2004). Pesquisas tendo em vista a compreensao dos
fendomenos cerebrais envolvendo as oscilagdes constataram o seu papel também durante diversos
tipos de anomalias neurais, como, por exemplo, a reducdo de gama e beta (ver o box 2 para mais
detalhes relacionados a faixa de frequéncia e areas cerebrais envolvidas) durante episodios de
esquizofrenia, uma vez que essa redugdo causa deficiéncias intrinsecas de coordenagdo temporal
envolvida na atividade neural (Uhlhaas & Singer, 2010). Nao obstante, as oscilagdes neurais
também estdo envolvidas durante processos cognitivos relacionados aos comportamentos aversivos.
Por exemplo, atividade de LFP na faixa gama ¢ encontrada durante a formac¢ao de memorias
aversivas (Courtin et al., 2014, Headley et al., 2021).

A oscilagdo gama ¢ uma oscilacdo de alta frequéncia, observada entre 30 - 200 Hz, que
participa de diversos processos cognitivos, como a sincronizagao de processos neurais (Fries, 2005;
Buzsaki & Wang, 2012). Gama ¢ visto principalmente no neocértex; no entanto, pode ser detectada
em outras areas como hipocampo (Csicsvari et al., 2003) e amigdala (Randall et al., 2011), sendo
gerada através de circuitos de inibi¢do e excitacdo de interneurdnios. Essas interagdes entre os
circuitos pode ser a explicacdo para a funcdo cognitiva de gama, dado que a partir da geragao de
gama ¢ possivel a coordenagdo temporal de disparos, além da sua participagao na plasticidade
neuronal (para um revisdo mais ampla dos mecanismos e influéncia da oscilagdo gama, veja
Headley & Pare, 2013). Evidéncias recentes mostram que gama ¢ evocada durante periodos de
aprendizado e memoria envolvidos com emogdes (Miltner et al., 1999, Headley & Pare, 2013). Ja
Miltner et al. (1999) demonstraram a presenca do ritmo gama entre 20 ¢ 70 Hz durante o
condicionamento de Pavlov. Nao obstante, o ritmo gama também est4 envolvido na reconsolidacdo

da memoria (Huff et al., 2013).
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a) Figura esquematica de captagdao de sinais de LFP (Local Field Potential). O sinal ¢ adquirido

através de implante de eletrodos nas regides de interesse no cérebro do animal. O sinal ¢é
amplificado e analisado por meio de métodos computacionais, os quais permitem o estudo das
oscilagOes neurais. b) Tabela descrevendo as oscilagdes neurais mais conhecidas na literatura, suas

faixas de frequéncia, areas do cérebro onde sdo encontradas e suas fungdes.

2.2 RESPIRACAO: O RITMO ESSENCIAL DA VIDA

A respiracao € crucial para a manuten¢do da vida, tendo em vista que ela coordena fung¢des
vitais, como oxigenagdo, ritmo cardiaco, regulagdo do pH e pressdao sanguinea. Essas funcdes sao
realizadas devido aos movimentos da cavidade toraxica, os quais sdo responsaveis pela inspiragao e
expiragdo (Feldman & Del Negro, 2006). As células presentes no Complexo Pré-Botzinger,
localizado no tronco cerebral, sdo as responsdveis pela geracdo desses ritmos inspiratorios e
expiratorios (Smith et al., 1991). Esses movimentos sdo habitualmente automaticos e involuntarios;
no entanto, quando necessario, somos capazes de regular esses ritmos voluntariamente. Posto isso, ¢
interessante observar que varios tipos de comportamentos sdo capazes de modificar o ritmo
respiratdrio, como locomocdo, vocalizagdes (Alves et al., 2016) e movimentos orofaciais (Moore et
al., 2014). No entanto, esses mecanismos de geracdo ritmica advinda das células do Complexo
Pré-Botzinger recebem um retorno dos neurdnios localizados na cavidade nasal que sdo ativados
pela estimulagdo dos receptores presentes no local (Braendholt et al., 2023). O sinal gerado pelo
fluxo de ar na cavidade nasal pode ser proveniente da estimulacdo de dois tipos de receptores: os

mecanorreceptores e quimiorreceptores (Grosmaitre et al., 2007). Esse sinal, portanto, € transmitido



dos neurdnios olfativos sensoriais para o bulbo olfatorio, o qual é encarregado de receber e
processar as informacgdes olfativas primarias (Ennis et al., 2015) antes de conduzir para outras
estruturas do cortex, onde os processamentos secundarios acontecem.

Diante da importancia das atividades realizadas pela respiragdo, a procura pela compreensao
dos seus mecanismos expandiu. A partir disso, pesquisas envolvendo o conhecimento acerca dos
beneficios relatados por civilizagdes antigas referentes a praticas de controle respiratdrio cresceram.
Hoje utilizamos técnicas relacionadas ao controle respiratorio para auxiliar no tratamento de
desordens como depressdo, ansiedade e alivio do estresse. Tais técnicas, como yoga, pranayama €
meditagdo sdo tidas como formas de acalmar a mente (Campanelli et al., 2020). A conexdo entre
estados cognitivos e a respiracdo ¢ uma pista para fun¢des da respiracdo que estdo além das trocas

gasosas.

2.3 OSCILACOES ACOPLADAS A RESPIRACAO: A FUNCAO POR TRAS DA
RESPIRACAO

Dado a importancia das fungdes da respiragdo e o seu /ink com fungdes cognitivas, em 1942,
Edgar Douglas Adrian, com o objetivo de estudar as oscilagdes neurais, observou em ouri¢os uma
oscilacdo neural capaz de sincronizar sua atividade com o ciclo respiratorio (Adrian, 1942). Essa
oscilacdo ¢ gerada por meio da ativacdo dos diferentes tipos de receptores presentes na cavidade
nasal, os quais s3o responsaveis pela ativagdo dos neurdnios olfativos sensoriais, levando a
producao do sinal oscilatério no bulbo olfatério (Fontanini & Bower, 2006). A ocorréncia desse
sinal (i.e., as OARs) surge em diversas areas do cérebro que ndo estdo relacionadas apenas com as
fungdes olfativas, tais como: neocértex, cortex pré-frontal, cortex piriforme, amigdala, cortex
sensorio motor, cortex occipital, cortex cingulado anterior e diversas sub regides do hipocampo (Ito
et al., 2014, Yanovsky et al., 2014, Lockmann et al., 2016, Zelano et al., 2016, Biskamp et al., 2017,
Kluger & Gross, 2020, Kluger et al., 2021, Tu & Zhang, 2022 e Brandholt et al., 2023). As OARs
também foram descritas em diversos tipos de mamiferos, como ratos, camundongos, gatos e
humanos (Zelano et al., 2016, Cavelli et al., 2020, Lockmann et al., 2016, Biskamp et al., 2017).
Todavia, um fenomeno chamado de conducao de volume (volume conduction) e a possivel presenca
de artefatos de movimento colocavam em cheque a veracidade dos sinais registrados nessas areas;
isto ¢, havia a possibilidade de que as OARs observadas em regides ndo olfativos ndo fossem
devidas a um fendmeno eletrofisioldgico genuino, e sim a artefatos de registro. No entanto, estudos
com inativagdo do bulbo olfatério, seja por bulbectomia (Biskamp et al., 2017) ou por inibi¢do
farmacogenética (Liu et al., 2017), demonstraram que, sem a presenca do bulbo, o sinal some nas
regides subsequentes, enfatizando o papel do bulbo na transmissdo dos estimulos elétricos para as

areas corticais. Vale ressaltar ainda que nesses estudos os animais continuavam respirando apods a



inativacao do bulbo olfatério, o que portanto também demonstrou que as OARs ndo eram devidas a
artefatos de movimento, por exemplo. Ademais, Fontanini et al. (2003) demonstraram que quando o
animal ¢ traqueostomizado, a amplitude e a regularidade das oscilagdes sdao prejudicadas. Além
disto, o fato das OARs estarem envolvidas com outros tipos de oscilagdes e serem capazes de se
acoplar com ritmo gama (Tort et al., 2018a) evidenciaram ainda mais sua autenticidade, dado que
um artefato ndo seria capaz de modular a atividade de gama.

Nao obstante, durante muito tempo as OARs foram confundidas com outras oscilagoes,
como delta (em baixas frequéncias) e teta (em altas frequéncias), devido a falta de registro da
atividade respiratoria simultaneamente com a atividade eletrofisiologica. Desse modo, era essencial
definir de forma mais clara o que caracterizava as OARs e diferencia-las de outras oscilagdes. Em
consequéncia disso, Tort et al. (2018) listaram dois requisitos para caracterizar o surgimento das
OARs, os quais foram baseados na analise dos sinais eletrofisiologicos. O primeiro requisito € que o
pico de poténcia (power spectrum) do LFP deve exibir a mesma frequéncia que o pico de poténcia
do sinal da respiragdo, e o segundo requisito € que os picos da coeréncia (coherence spectrum) entre
LFP e respiracao também devem ocorrer na mesma frequéncia que a respiracao (Tort et al., 2018a).
Diante dessa definigcdo, estudos subsequentes demonstraram que as OARs foram equivocadamente
chamadas de teta e/ou delta (Lockmann & Tort, 2017, Ito et al., 2014), e, além disso, que as OARs
podem coexistir com essas oscilagdes (Tort et al., 2018b). A vista disso, faz-se necessario
investigagdes minuciosas acerca de estudos prévios que possam ter classificado erroneamente as

OARs como sendo outras oscilagoes.

2.4 A OSCILACAO DE 4 HZ QUE APARECE DURANTE MANIFESTACAO DE MEDO

Durante os contextos de valéncia negativa (ex. ansiedade e medo), as oscilagdes teta (4 Hz -
12 Hz) parecem desempenhar um papel conectando as areas responsaveis pelo processamento de
memorias aversivas ¢ manifestagao de medo. A oscilagao teta pode, no entanto, ser dividida em dois
tipos, diferindo em faixa de frequéncia, comportamento associado e reacdo a atropina. O tipo 1 de
teta possui uma faixa de frequéncia entre 7 Hz - 12 Hz, é correlacionada com locomogao, e ndo
responde a atropina (atropina-resistente). O tipo 2 de teta apresenta uma faixa de frequéncia mais
baixa entre 4 Hz - 7 Hz, é relacionado com imobilidade e estados ansiosos, €, além disso, € sensivel
a atropina (Totty and Maren 2022). Diante das potenciais fun¢des de teta, principalmente teta do
tipo 2 (4 Hz - 7 Hz), investigagdes acerca do seu papel em outros tipos de comportamentos além
dos classicamente descritos eram necessarias.

Movido pela indagacdo a respeito das fungdes de teta durante manifestacdo de medo,
Hans-Christian Pape juntamente a Thomas Seidenbecher e colaboradores, em 2003, investigaram a

sincronizagdo do ritmo teta nas regides da amigdala e hipocampo. Embora a via de projecdo entre
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hipocampo e amigdala esteja bem elucidada, como essa conexdo era funcionalmente efetivada
permanecia incerto. A vista disso, os pesquisadores realizaram experimentos baseados no
paradigma de Pavlov a fim de compreender os circuitos envolvidos na via amigdalo-hipocampal
relacionado com a evocagao e manifestacdo de medo condicionado. Os resultados indicaram que, ao
apresentar o CS+, a amigdala lateral exibe um padrdo ritmico na faixa de frequéncia teta 2 (4 Hz - 7
Hz). Além disso, eles observaram, a partir da andlise de correlagdo cruzada (cross-correlation), que
houve um aumento na atividade sincrona entre as duas areas (Fig. 1a). Essa sincronizag¢ao, marcada
na frequéncia de 4 Hz - 5 Hz, ocorreu durante os periodos de freezing em animais que passaram
pelo medo condicionado, indicando que esse comportamento pode estar relacionado ao tipo 2 de
teta, relacionado a evoca¢do de memoria de medo e/ou sua manifestacdo (Seidenbecher et al.,
2003). Essa atividade oscilatoria sincronizada € considerada como um mecanismo de rede de
comunicac¢do no cérebro, sendo importante para diversos tipos de memoria, como por exemplo, as
memorias de longo prazo (Pape et al., 2005). A fim de estender a compreensao da atuacdo de teta
durante os diferentes estdgios da formacdo da memodria (e.g. codificagdo, armazenamento,
recuperagcdo, recordagdo e esquecimento), Narayanan et al. (2007) analisaram tarefas
comportamentais relacionadas a esses estagios, e constatou que, apos 24 horas, os animais
apresentaram comportamento de freezing evocado, além de uma atividade ritmica na banda de teta,
principalmente em torno de 4 Hz, no CA1 (sub-area do hipocampo) e amigdala lateral. No entanto,
esse efeito ndo foi observado durante os outros tempos do experimento, como os tempos de 2 horas
(curto prazo) e os de 30 dias (estagio remoto) (Fig. 1b, ¢ e d), concluindo, dessa forma, que as
oscilacdes teta estdo preferencialmente relacionadas a recuperagdo das memorias de longo prazo
(Fig. 1c) mais do que as de curto prazo (Narayanan et al., 2007). Ademais, Lesting et al. (2011)
realizaram uma microestimulagdo nas areas de CAl e amigdala lateral a fim de verificar o
comportamento de freezing diante de uma estimulagdo artificial na frequéncia de teta. Este estudo
deduziu importantes pontos acerca do papel de teta, dentre os quais iremos listar os mais relevantes
para a compreensao dos fendmenos relacionados a essa oscilagdo e a manifestagdo de medo: (I) A
geracdo artificial de teta em CAl e amigdala lateral através da microestimulagdo elétrica leva a
manutengdo de respostas de medo condicionado durante a fase de extingdo da memoria; (II) o
acoplamento de teta na rede sindptica entre a amigdala lateral, o CA1, e o cortex pré-frontal medial
leva a respostas aversivas em consequéncia do medo condicionado em fases de extingdo de
aprendizado e extingdo de recordagdo; (III) nos periodos de estimulacdo de teta em fase, houve um
aumento da atividade de teta em CAl e amigdala lateral, sendo visto apenas no dia de reteste, nao
aparecendo nos outros dias. Esses achados indicam que a interacdo na frequéncia teta tem emergido
como um candidato para organizar a atividade em vias relacionadas ao medo condicionado (Lesting

etal., 2011).

11



CS+

a
! o1l
CA1 M }““‘H""M‘, [ H’«lMLw r‘i.r‘ ’*‘15‘#«‘?‘.?"6 oy "'}",N‘r } & '][W HHM
— 067 csy ‘f} M“ﬁv“ﬂf I“\.J!u w;kr I.lrwl ‘J‘m‘ ,” “u ik f} !, .I“I’l !. l, "
\Ij . e o ——————
g ) o 16—
2 02 =
g —g
) 1
qg’ 0.0 g 15
£ -0.2 ‘5 8
(. . g— 6 1
o4y s,
. ;50 50 -025 0.0 025 050 I.t g 18 2h
= Freesi rerrrrrrfffffff & 05
E o4 Freang e z
g 02 . = 14 E ,
g < 12 S
E 00 £ 10
=] 5 8 051 ' I ' |
= -0.2 S 6 .
) 8 05 025 0 025 05
N . — o 4
5 10 15 2098 050 -025 00 025 050 - g Tempo (9
5 10 15 20
Tempo (s) Tempo (s) Tempo 9
(o4
o CS+
LAl Lot il | ] (it oA 1L Ao | m
CA1 “,j_w. .!"?'JJ,"‘I Qr“' f,[atlll'lllnt‘lllé'|l‘r ‘{' ‘”‘II\ i b 'H f ‘l I‘I Mn‘*\"‘ \w[": CAt " ﬁ * f‘l Jmﬁ 4'|,h’ ')W m hrﬁ ﬂ i | f’ﬂr J'l u vw ||* 4 'T'}‘I‘ '"ﬁ‘};’!"

A ‘&:I"Mj{i "pm'“m ', ;,‘r., ‘M'WHM “’#“f ““h LA 'L‘mVh*"’h..mmﬁ‘fw"‘""'"‘k"]’b‘-""" ,wje,, o ","""-‘W*ﬂk-“'\ff""\n.1:

A16

................................................................... = Al _— J 200 v
= < 12
= ‘S 10
o & 8
e ug,. 6
<D
g £ 3 P 30d
g : B o_os
- o rerrrerrrrffffffef S

'S __ 16 p—— &
= s S € o
= £ s S
= 5 £ 10 38
< o S 8 41dB s
(%) < 6 -0. | . . . X
g 51 . , . , g 4 05 025 0 025 05
o
g 05 025 0 025 05 [T g Tempo 9
[
Tempo (s 5 10 15 20

5 10 15 20
Tempo (s)

Tempo (s)

Figura 1. Oscilacdes em torno da frequéncia de 4 Hz aparecem durante comportamento de
freezing e em diferentes tempos de evocacio da memoria aversiva. a) Atividade de teta em torno
de 4 Hz - 5 Hz aparece durante comportamento de freezing. Figura adaptada de Seidenbecher et al.
(2003). b - d) Registro entre CA1 e amigdala lateral (LA) antes e depois da apresentagdo de CS+
(representado pela barra preta acima do tracado eletrofisiologico) (b) 2 horas (c¢) 24 horas e (d) 30
dias apos o condicionamento. As letras indicam o comportamento (f: freezing; r: risk assessment).
Note que a oscilagdo em torno de 4 Hz aparece apenas apos o tempo de 24 horas (c); além disso, as
andlises de correlagdo cruzada revelaram sincronia entre a atividade de AL e CA1 apenas durante

apos 24h. Painéis de b-d adaptado de Narayanan et al. (2007).

A partir das descobertas acerca do comportamento das oscilagdes teta durante os processos
mnemonicos relacionados a condigdes aversivas, estudos mais aprofundados surgiram. Sabendo da
integracdo entre cortex pré-frontal medial e a amidala para a manifestagdo do medo, Stujenske et al.
(2014) investigaram o papel da modulagdo de teta sobre diferentes bandas de gama (gama rapido e
gama lento). Os resultados sugerem que ha um aumento no acoplamento de teta e gama durante a

exposicdo ao CS+, e correlacionam esse aumento de acoplamento com a manifestacio do medo,
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uma vez que periodos de “pretone” nao mostram acoplamento entre teta e gama (Fig. 2d). Ja a
poténcia de gama rapido (fast gamma) diminui durante o comportamento aversivo; ndo obstante,
durante freezing o acoplamento entre teta ¢ gama rapido aumenta (Fig. 2e). Além disso, os dados
mostram que ha um aumento da sincronia entre oscilacdes de gama rapido no circuito da amigdala
basolateral e cortex pré-frontal medial, a qual ¢ fundamental para o mecanismo de supressdo de
resposta de medo durante a descriminagdo e extingdo da memoria (Stujenske et al., 2014). Por fim,
Dejean et al. (2016) identificaram que a codificacdo de diferentes estados comportamentais ocorre
através da organizagdo de assembleias de neurdnios pela oscilagdo de 4 Hz (Fig. 2a e b), além de
observar que essas oscilagdes marcam o inicio e o final do comportamento de freezing (Dejean et al.
2016) (Fig. 2c). Esses resultados sugerem que as oscilagdes de 4 Hz desempenham um papel
fundamental durante a consolidacdo de memorias aversivas e, além disso, influenciam a
manifestagdo de medo, corroborando com os achados de Karalis et al. (2016) que também observou

resultados semelhantes.
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Figura 2. Atuacio da oscilacdo de 4 Hz em assembleia de neurdnios e modulacio da oscilaciao
gama. a) Em cima: Espectrograma do LFP do cortex pré-frontal medial durante episédios de

freezing (linhas pretas e caixas cinzas) demonstrando uma oscilagdo ao redor da frequéncia de 4 Hz.
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Embaixo: Ativagdo das assembleias de neurdnios e a poténcia média do LFP ao redor das
frequéncia de 3 - 6 Hz. b) Esquerda: Ativagdes das assembleias de neurdnios (AN) durante
periodos de freezing versus os de nao freezing ¢ a média de disparos de neurdnio por assembleia.
Direita: Média do niumero de assembleias ativadas durante freezing (Freez.) e nao freezing (No
freez.). ¢) Esquerda: Espectrograma do LFP mostrando atividade da oscilacdo de 4 Hz durante o
comeco ¢ o final do comportamento de freezing. Direita: Normalizagdo do power das oscilagdes de
3 - 6 Hz e ativacgdo das assembleias apos z-score centrados no comego ¢ final do comportamento de
freezing. Painéis a-c adaptados de Dejean et al. (2016) d) Exemplo do power spectrum do LFP da
amigdala basolateral durante pretone (em preto), CS+ (em vermelho) e CS- (em azul). e) Exemplos
do comodulograma de acoplamento de teta-gama durante pretone, preditor de mudanca e CS+

(durante a apresentacdo do tom). Painéis de d-e adaptados de Stujenske et al. (2014).

2.5 OSCILACOES ACOPLADAS A RESPIRACAO DURANTE MANIFESTACAO DE
MEDO

Como mencionado anteriormente, a respiracdo esta intrinsecamente ligada aos estados
cognitivos e comportamentais, sendo um deles os comportamentos aversivos. A auséncia de
registros da atividade respiratoria sincronizada com a atividade de LFP durante comportamentos
aversivos impossibilita a verificacdo do sistema responsavel pela geracdo do ritmo de 4 Hz. As
pesquisas anteriormente mencionadas relatam o ritmo de 4 Hz como uma sub-banda de teta; no
entanto, Karalis et al. (2016) constataram que eles sdo distintos, conforme descrito a seguir. Para
avaliar se o ritmo de 4 Hz e o ritmo teta poderiam ser distinguidos, o septo medial foi inativado por
meio da aplicacdo de muscimol, técnica utilizada para reduzir a poténcia de teta. Interessantemente,
apesar da redugdo de teta neste protocolo experimental, Karalis et al. (2016) observaram que o
ritmo de 4 Hz ndo foi afetado (Fig. 3a). Ademais, essa inativagdo nao teve efeito nos neurdnios que
disparavam em fase com a oscilacdo de 4 Hz do coértex pré-frontal dorsomedial, mas reduziu os
neurdnios em fase com a oscilacdo teta (Karalis et al., 2016). Juntos, esses dados sugerem que essa
oscilagdo ¢ independente do ritmo teta gerado no hipocampo, contrastando, portanto, com o que foi
relatado por Seidenbecher et al. (2003).

A partir dessa premissa, era evidente a necessidade de pesquisas capazes de responder qual
o possivel gerador desse ritmo de 4 Hz e qual sua funcdo frente aos comportamentos aversivos.
Essas oscilagoes de baixa frequéncia s3o tidas como um mecanismo de comunicagdo de longo
alcance (Schroeder & Lakatos, 2009) devido a seu papel na sincronizagdo entre areas cerebrais,
inclusive na circuitaria envolvida no comportamento de medo. A vista disso, Moberly et al. (2018)
investigaram a aparicdo dessa oscilagdo em animais durante medo condicionado registrando a

atividade respiratoria simultaneamente com o LFP, tendo como objetivo descobrir se a respira¢ao
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nasal poderia ser o gerador desse ritmo. Essa analise demonstrou que durante periodos de freezing e
ndo freezing o sinal do bulbo olfatorio e LFP sdo correlacionados (Fig. 3b) em baixas frequéncias (2
- 12 Hz); no entanto, durante os periodos de freezing os sinais sao marcadamente mais acoplados do
que os periodos de nao freezing (Fig. 3c), indicando que os diferentes padrdes respiratorios podem
estar relacionado com a manifestacio de medo. Para confirmar que o sinal é proveniente da
respiragdo nasal, Moberly et al. (2018) realizaram uma oclusao unilateral das vias nasais (Fig. 4a),
prejudicando parcialmente as entradas sensoriais olfativas, resultando na diminui¢do do
acoplamento entre o sinal de LFP do bulbo olfatorio (Fig. 4b) e a respiragao, além da diminuigao da
coeréncia entre bulbo olfatério e o cortex pré frontal pré-limbico (Fig. 4c). Todavia, o entendimento

de como as interferéncias no ritmo de 4 Hz afetam o comportamento permanece incompleta.
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Figura 3. Inativacdo do septo medial e acoplamento entre bulbo olfatério e cértex pré-frontal

durante episédios de freezing. a) Espectrogramas do LFP do cortex pré-frontal antes (7est 1),
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durante a inativagdo (/nactivation), e depois da inativagdo (7est 2). Os tragos vermelhos simbolizam
o pips do CS+ e as linhas brancas representam os periodos de freezing (adaptado de Karalis et al.,
2016). b) Esquerda: Tracado da respiracao (em rosa) captado por meio de pletismografia e o sinal
do LFP do bulbo olfatério (em preto) durante periodos de freezing € nao freezing. Direita: Tragado
do sinal de LFP do bulbo olfatério (BO) e do cortex pré-frontal pré-limbico (CPFpl) durante
momentos de freezing e nao freezing. Na esquerda do tracado estdo as representacdes histologicas
de cada area de implante do eletrodo. ¢) Esquerda: Um correlograma do BO e do CPFlp durante a
sessdo de teste, evidenciando uma alta coeréncia em torno da oscilagdo de 4 Hz durante episodios
de freezing (quadrados em azul). Direita: Espectro de coeréncia entre gravagcdo simultanea entre o
BO e o CPFpl durante periodos de freezing (em azul) e ndo freezing (em preto). Inset: Pico médio
da coeréncia entre os periodos de freezing e nao freezing. Painéis b-c adaptados de Moberly et al.

(2018).
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Diante disso, Bagur et al. (2021) buscaram investigar o papel da oscilagdo de 4 Hz originada
no bulbo olfatério e seu impacto no cortex pré-frontal medial durante comportamento de freezing.
Seus achados afirmaram resultados anteriormente observados (Karalis et al., 2016, Moberly et al.,
2018 Karalis & Sirota, 2022), como o sinal de LFP do bulbo olfatério coerente com a respiragao
durante episodios de freezing (Fig. 5a), que o sinal do bulbo olfatério acopla com outras regides
cerebrais, como o cortex pré frontal (Fig. 5b), e que a disrup¢do do epitélio olfativo provoca a
extingdo dos 4 Hz. Além disso, através de andlises de causalidade de Granger foi observado que
bulbo olfatério ¢ o gerador da oscilagdo de 4 Hz (Fig. 5c). No entanto, a fun¢do dessa oscilacao
durante a manifestacio de medo precisava ser explorada. A partir disso, Bagur et al. (2021)
descobriram que quando hd alguma perturbacdo, seja por meio de bulbectomizagdo (Fig. 5d) ou
perturbacdo da oscilagdo de 4 Hz (Fig. 5¢) no bulbo olfatério, os niveis de freezing decaem quando
comparados aos animais “controle”. Além disso, observou-se que a poténcia da oscilagdo de 4 Hz
também estd relacionada com periodos de manuteng¢do e término do comportamento, mas ndo esta
relacionada com sua iniciagdo (Fig. 5f). Esses resultados comprovam que a oscilagdo de 4 Hz
proveniente do bulbo olfatério € importante para o comportamento de medo (Bagur et al., 2021).
Por ultimo, o estudo de Karalis & Sirota (2022) demonstrou que a respiragdo pode influenciar a
dindmica hipocampal, além de coordenar regides subsequentes como o cortex pré-frontal medial e o
nicleo accumbens. No entanto, Karalis & Sirota (2022) parecem discordar das afirmacdes feitas por
Bagur et al. (2021) em relacao a funcao do ritmo de 4 Hz durante a regulagdo da manifestacao de
medo. Desse modo, ¢ perceptivel que maiores estudos acerca do papel das oscilacdes de 4 Hz

durante manifestacdo de medo sdo fundamentais.
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Figura 5. Oscilacio de 4 Hz é transmitida do bulbo para outras areas cerebrais e pode
predizer o comportamento de fireezing. (a) Esquerda: Poténcia do sinal de LFP do bulbo
olfatério (BO) durante periodos freezing (Fz - azul) e ndo freezing (NoFz - cinza), Inset: Média da
poténcia do LFP durante os periodos de Fz ¢ NoFz. Direita: Média da coeréncia entre a respiracao
e 0 BO durante Fz e No Fz. Inset: Média da coeréncia na banda de 3 Hz - 6 Hz. b) Média da
coeréncia entre 0 BO e o cortex pré frontal (CPF). Inset: Média da coeréncia entre BO e CPF na
banda de 3 Hz - 6 Hz. ¢) Média da causalidade de Granger do CPF (em verde) e do BO (em preto)
durante comportamento de freezing. Inset: A média da causalidade Granger na banda de 3 Hz - 6 Hz

para cada area. d) Média dos niveis de freezing induzido por pista em animais bulbectomizados (em
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vermelho) e animais controle (em cinza) durante as apresentagdes de CS+. e) Média dos niveis de
freezing de camundongos transgénicos (GFP- e ChR2-) estimulados durante a sessdo de teste. O
tracado de cima representa 0 momento em que os estimulos foram feitos. f) Espectrograma do BO e
média da poténcia na banda de 4 Hz acionados pelos periodos de freezing normalizado por todos os
animais. Note a subida assimétrica da poténcia do ritmo de 4 Hz apds a inicializagdo do

comportamento. Figuras adaptadas de Bagur et al. (2021)

3. CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que a oscilacdo de 4 Hz observada em estudos anteriores
durante a manifestagdo do medo, na verdade, corresponde as OARs. As andlises de causalidade,
coeréncia e perturbagdo das vias olfativas indicam fortemente que a respiragao nasal ¢ a causadora
da oscilagdo de 4 Hz relacionada com comportamentos aversivos. No entanto, estudos que
investigam as fungdes relacionadas a essa oscilacdo durante a manifestacdo de comportamento de
medo e sua influéncia na formacdo de memoria aversiva permanecem escassos. Diante disso,
pesquisas que estudem as oscilagdes cerebrais conjuntamente a respiracdo sdo necessarias para
evitar possiveis erros de classificagdo. Por fim, a padronizacdo da nomenclatura referente a este
ritmo ¢ fundamental, dado que a diversidade de termos para o mesmo fendmeno encontrado em

bibliotecas virtuais dificulta a busca de artigos que falam sobre o mesmo tema.
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