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"O intelecto humano evoluiu em um contexto 

que era necessário vencer tanto no mundo 

natural como no social. Assim, nossa mente é 

composta por módulos que nos tornam capazes 

de raciocinar sobre como funcionam objetos, 

artefatos, seres vivos e outros seres humanos. 

Como diz o ditado: se você der um martelo a 

um menino, o mundo inteiro irá se tornar um 

prego. 

Se você der a uma espécie uma compreensão 

elementar de mecânica, biologia e psicologia, o

mundo inteiro torna-se uma máquina, uma selva 

e uma sociedade". 

Steven Pinker (1999) em seu livro: Como a mente funciona. 
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Resumo 

Lopes-Aguiar, C. Caracterização da plasticidade sináptica e padrões oscilatórios na via 

hipocampo-córtex pré-frontal medial in vivo: possíveis implicações para o estudo de comorbidades 

psiquiátricas em modelos experimentais de epilepsia [Tese]. Ribeirão Preto: Universidade de São 

Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 2014. 118 p. 

Transtornos psicóticos afetam cerca de 20% dos pacientes acometidos por epilepsia do lobo 

temporal (ELT) e resultam de disfunções, ainda pouco compreendidas, presentes em vários níveis de 

organização neurobiológica. Em modelos animais, o desequilíbrio entre os sistemas excitatório e 

inibitório em circuitos límbico-corticais gera disfunções secundárias no sistema dopaminérgico, 

levando a alterações comportamentais que se assemelham a psicose. Em longo prazo, a disfunção da 

plasticidade sináptica cortical nessas vias parece estar subjacente aos sintomas negativos e prejuízos 

cognitivos, observados na esquizofrenia ou na psicose associada a ELT. O objetivo do presente 

trabalho foi caracterizar os efeitos da indução de pós-descarga única no hipocampo (AD; possível 

modelo de psicose pós-ictal) e da injeção sistêmica de cetamina S+ (KET-S+; modelo farmacológico de 

psicose) sobre a plasticidade sináptica e padrões oscilatórios da via CAl-córtex pré-frontal medial 

(mPFC) in vivo. Além disso, testamos se a indução de potenciação de longa duração (LTP) no mPFC 

seria capaz de modular as alterações eletrofisiológicas promovidas por KET e AD. Ratos adultos 

anestesiados com uretana receberam implantes de eletrodos de estimulação e registro, em CAl e no 

mPFC, respectivamente. Dois pulsos elétricos quadrados monofásicos (intervalo entre pulsos = 80 

ms) foram aplicados em CAl a 0,05 Hz para eliciar potenciais pós-sinápticos de campo (fPSPl e 

fPSP2) no mPFC. Avaliamos a plasticidade de curta duração por meio da facilitação por pulso 

emparelhado, calculada pela razão entre as amplitudes de f PSP2 e fPSPl. Após 90min de registros de 

linha de base, grupos independentes de animais receberam aplicação de pós-descarga no 

hipocampo, injeção de KET-S+ (12,5 mg/kg i.p.) ou injeção de veículo, e foram monitorados por mais 

120min. Em outro experimento registramos 30min de linha de base e aplicamos estímulos de alta 

frequência para indução de LTP aos 30 e 60min. Trinta minutos depois, os animais receberam KET-S+, 

AD ou veículo e tiveram seus potenciais corticais registrados por mais 120 min. Potenciais de campo 

locais em CAl e no mPFC foram registrados simultaneamente durante todo o experimento. Nossos 

resultados mostram que AD reduz (-50%; p<0,05 - ANOVA de duas vias de medidas repetidas) a 

eficiência de transmissão basal na via CAl-mPFC, enquanto KET-S+ promove aumento de 10% 

(p<0,05 - ANOVA). Ambos os tratamentos promovem prejuízo da plasticidade pré-sináptica na 

mesma via. Além disso, observamos que a indução prévia de LTP atenua as alterações da eficiência 

basal e bloqueia os prejuízos de plasticidade pré-sináptica na via CAl-mPFC induzidos por KET-S+ e 

AD. A indução prévia de LTP também atenua o aumento aberrante induzido por KET-S+ na 

comodulação entre fase de delta e amplitude de gama no córtex, mas não no hipocampo. Nossos 

achados indicam que a plasticidade sináptica e a sincronia hipocampo-cortical são alterados em 

modelos de psicose e psicose pós-ictal. A prevenção de tais efeitos por indução de LTP prévia, está 

de acordo com evidências recentes de que o aumento da eficiência de receptores glutamatérgicos 

atenua os prejuízos cognitivos em modelos animais de psicose. Portanto, a estimulação de alta 

frequência em CAl pode ser uma ferramenta útil para compreender melhor como prevenir prejuízos 

de plasticidade sináptica observados em modelos experimentais de psicose e psicose pós-ictal. 

Palavras-chave: psicose pós-ictal, plasticidade sináptica, via CAl-córtex pré-frontal medial, 

potenciação de longa duração, pós-descarga hipocampal, esquizofrenia, cetamina, epilepsia 
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Lopes-Aguiar, C. Characterization of the synaptic plasticity and oscillatory patterns in the 

hippocampus-medial prefrontal cortex pathway in vivo: possible implications for psychiatry 

comorbidities studies in temporal lobe epilepsy experimental models. [Thesis]. Ribeirão Preto: 

University of São Paulo, Ribeirão Preto School of Medicine, 2014. 118 p. 

Abstract 

Psychotic disorders affect around 20% of the patients with temporal lobe epilepsy (TLE). This 

condition is resulted of dysfunctions in different leveis of neurobiological organization. ln animal 

models, it has been shown that the excitatory/inhibitory unbalance in cortico-limbic circuits 

produces secondary dysfunctions in the dopaminergic system, leading to psychotic-like behavioral 

abnormalities. At long-term, the synaptic plasticity dysfunction in the cortex seems to underlie the 

negative symptoms and cognitive deficits observed in schizophrenia or psychosis associated to TLE. 

The present work aimed to characterize the effects of hippocampal after-discharge (AD; putative 

model of post-ictal psychosis) or ketamine S+ (KET-S+; pharmacological model of psychosis) on the 

synaptic plasticity and oscillatory patterns in the CA1-medial prefrontal cortex (mPFC) pathway. Also, 

we tested whether the induction of cortical long-term potentiation (LTP) was able to prevent the 

presynaptic plasticity impairment induced by AD or KET-5+. Electrodes were stereotaxically 

positioned into CA1 and mPFC in urethane-anesthetized rats. Squared-monophasic paired-pulses of 

electrical stimuli were applied to CA1 in order to evoke field post-synaptic potentials (fPSP 1 and fPSP 

2) in the mPFC every at 0,05 hz. Short-term plasticity was evaluated by measuring paired-pulse

facilitation (PPF), defined as the amplitude ratio fpSP2/ fpSPl. After 90min of baseline recordings,

three independent groups of animais received hippocampal-AD, KET-5+ (12.5mg/kg, i.p.) or vehicle

(NaCI 0.15M) followed by 120min of evoked response monitoring. ln an additional experiment, two

applications of high-frequency stimuli (HFS) were performed at 30 and 60min after baseline. Thirty

minutes after the second HFS, the rats received KET-5+, AD or vehicle and their cortical evoked

potentials were monitored for further 120min. Our results showed that AD significantly decreased (-

50%; p<0,05 - Two way ANOVA repeated measures) whereas KET-5+ enhanced (+10%) CAl-mPFC

basal synaptic transmission. ln addition, AD and KET-5+ similarly impaired short-term plasticity in the

mPFC (-15%). lnterestingly, induction of LTP in the mPFC prevented the PPF disruption and the

aberrant enhancement of the cortical comodulation (high-gamma amplitude/delta phase) induced

by KET and AD. Altogether, our findings support recent evidences that positive allosteric modulators

of NMDA and AMPA receptors attenuate cognitive impairments in animal models of psychosis.

Therefore, HFS in CAl might be a useful tool to better understand how to prevent synaptic plasticity

disruptions observed in experimental models of psychosis and post-ictal psychosis.

Keywords: post-ictal psychosis, synaptic plasticity, CA1-medial prefrontal cortex pathway,

long-term potentiation, hippocampal afterdischarge, schizophrenia, ketamine, epilepsy
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ANEXO 6: ARTIGO PUBLICADO NA PLOS ONE 

1. Fundamentos teóricos e achados recentes do nosso laboratório

1.1. Modelos de plasticidade sináptica 

Atualmente a principal hipótese sobre o mecanismo fundamental de plasticidade 

sináptica postula que as conexões neuronais em mais alta atividade tendem a se fortalecer e 

a se estabilizar ao contrário das conexões menos ativas (Hebb, 1949). A primeira observação 

experimental de um fenômeno de potenciação sináptica, de duração compatível com a 

manutenção da memória, foi observada estudando-se os potenciais pós-sinápticos de 

campo (fPSPs) eliciados no giro denteado do hipocampo, após estimulação da via perfurante 

de coelhos anestesiados (Bliss e Lomo, 1973). Este fenômeno foi chamado de potenciação 

de longa duração (LTP, do inglês /ong-term potentíatíon) (Bliss e Collingridge, 1993). Estudos 

subsequentes descreveram suas principais propriedades como cooperatividade, 

associatividade e especificidade, que se tornaram fortes argumentos em favor da hipótese 

de que a LTP pode ser um dos substratos neuronais do aprendizado e processamento de 

memórias. Atualmente, um conjunto significativo de trabalhos comportamentais, 

eletrofisiológicos, moleculares e farmacológicos reforça essa ideia (Lynch, 2004; Nicoll e 

Rache, 2013). Já a depressão de longa duração (ou LTD do inglês, /ong-term depressíon) é 

induzida por protocolos de estimulação elétrica em baixas frequências; mostrando que 
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também é um modelo de plasticidade sináptica atividade-dependente (Malenka e Bear, 

2004; Jo et ai., 2006; Citri e Malenka, 2008). 

A LTP e a LTD compartilham algumas características importantes como: (1) 

dependência de ativação de receptores de L-glutamato do tipo N-metil-D-aspartato 

(NMDARs), (2) manutenção dependente de síntese de novas proteínas (Citri e Malenka, 

2008) e (3) curso temporal equivalente a processos mnemônicos (Bliss e Collingridge, 1993; 

Takita et ai., 1999). Adicionalmente, foi demonstrado que LTP e LTD também podem ser 

induzidas em diversas outras regiões do encéfalo de roedores, como amígdala, cerebelo, 

córtex perirrinal e córtex pré-frontal medial (mPFC) (Lynch, 2004; Massey e Bashir, 2007; 

Takita et ai., 2010). 

Contudo, LTP e LTD diferem substancialmente quanto às suas cascatas de sinalização 

intracelulares (Citri e Malenka, 2008). Resumidamente, uma maior mobilização de proteínas 

cinases ativa cascatas de sinalização responsáveis pela inserção de novos receptores 

glutamatérgicos do tipo não-NMDA [e.g. ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropiônico (AMPA) e cainato] no terminal pós-sináptico, potencializando a eficiência 

da transmissão sináptica. Ao passo que a mobilização de fosfatases ativa cascatas de 

sinalização responsáveis pela endocitose de receptores AMPA e cainato, deprimindo a 

eficiência da transmissão sináptica (Wang e Kelly, 1996). A compreensão das interações 

entre LTP e LTD é um fator chave para entender a relação entre flexibilidade da eficiência 

sináptica em circuitos específicos, cognição e manifestação de transtornos psiquiátricos 

(Collingrídge et ai., 2010; Goto et ai., 2010; Keifer e Zheng, 2010). 

Já a plasticidade sináptica de curta duração pode ser estudada aplicando-se dois 

estímulos emparelhados em um neurônio pré-sináptico com proximidade temporal 

suficiente para gerar facilitação (PPF do inglês, paired pulse facilitation) ou depressão (PPD 
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do inglês, paired pulse depression) relativa dos fPSPs. Estes dois mecanismos influenciam a 

transmissão sináptica em uma escala temporal muito curta (dezenas de milissegundos), 

alterando a probabilidade de disparos do neurônio pós-sináptico de acordo com a 

frequência de disparos do terminal pré-sináptico. São considerados propriedades 

importantes para o processamento e filtro de informações sensoriais, além da codificação 

exigida durante mudanças rápidas de estratégias comportamentais (Citri e Malenka, 2008). 

1.2. Comunicação hipocampo-cortical � cognição 

O principal elo entre o hipocampo e o neocórtex é o córtex transicional, composto 

pelos córtices perirrinal, parahipocampal e entorrinal. Os dois primeiros recebem 

informações dos estágios mais elevados do processamento neocortical em cada uma das 

principais modalidades sensoriais. Após processar um estímulo, os córtices perirrinal e 

parahipocampal enviam a informação para a região do córtex entorrinal onde as diferentes 

modalidades sensoriais podem ser combinadas, formando uma representação polimodal do 

ambiente. O córtex entorrinal, por sua vez, envia estas informações ao hipocampo, onde se 

tornam ainda mais complexas. As informações processadas pelo hipocampo são enviadas de 

volta ao neocórtex, via CAl hipocampal, completando assim a alça de comunicação córtex -

hipocampo - córtex (Squire et ai., 2004). Além de projetar para o córtex entorrinal, a região 

CAl projeta, ipsilateralmente, para o mPFC (Vertes, 2006). Diversos estudos clínicos e 

experimentais indicaram que o mPFC está envolvido no processo de aprendizagem e 

memória, especialmente de trabalho (Goldman-Rakic, 1995b; a). Além disso, o mPFC 

contribui para: (1) a ordenação temporal de eventos espaciais e não espaciais; (2) a 

organização de informações e planejamento de respostas; (3) o processamento de 

informações que requerem atenção seletiva; ou ainda (4) o processamento de informações 
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e planejamento de comportamentos relacionados ao medo e ansiedade (Dalley et ai., 2004). 

É bem documentada também o envolvimento de disfunções no mPFC em transtornos 

psiquiátricos, tais como: transtorno bipolar, depressão, psicose e transtorno de ansiedade 

(Drevets et ai., 1997; Cerqueira et ai., 2007). Portanto, o estudo da comunicação entre 

hipocampo e mPFC parece ser uma peça fundamental para a melhor compreensão dos 

mecanismos subjacentes as funções executivas em condições não patológicas e aos 

prejuízos cognitivos associados a transtornos psiquiátricos e outras neuropatologias 

(Damasio, 1989; Laroche et ai., 2000; Kandratavicius, Lopes-Aguiar, et ai., 2012). 

1.3. A via CAl-mPFC 

1.3.1. Características gerais e plasticidade sináptica 

A via hipocampo-mPFC origina-se em CAl e subículo e: (1) é direta e monosináptica; 

(2) estende-se, ipsilateralmente, via fórnix, ao mPFC, (3) é unidirecional, (4) é excitatória, e

(5) dependente de ativação de receptores AMPA no mPFC (Laroche et ai., 2000; Godsil et ai.,

2013). Além disso, a via CAl-mPFC está sujeita a indução de LTP, LTD, despotenciação 

(estimulação que, quando aplicada após indução de LTP, produz volta rápida da eficiência 

sináptica para a linha de base) e bidirecionalidade (conversão entre LTP e LTD, e vice-versa). 

Tanto a indução de LTP, quanto a de LTD, dependem de ativação de receptores NMDA no 

mPFC (Laroche et ai., 1990; Jay et ai., 1995; 1996; Takita et ai., 1999; Laroche et ai., 2000; 

Lopes-Aguiar et ai., 2013). A plasticidade sináptica no mPFC é modulada pela atividade dos 

sistemas serotoninérgico, colinérgico e dopaminérgico (Jay et ai., 2004; Lopes Aguiar et ai., 

2008; Zhong et ai., 2008). Além disso, a LTP na via CAl-mPFC é prejudicada por tratamento 

crônico com anfetamina, um modelo farmacológico de psicose (lshikawa et ai., 2005); e o 

antipsicótico atípico, clozapina, aumenta a LTP nessa via, por meio de ativação de receptores 
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dopaminérgicos do tipo D1 (Matsumoto et ai., 2008). É interessante notar que ocorre 

aumento dos níveis extracelulares de dopamina no mPFC e núcleo accumbens (NAcc) logo 

após aplicação de estimulação elétrica em alta-frequência (HFS, do inglês high-frequency 

stimulation) utilizada para indução de LTP na via CAl-mPFC (Jay et ai., 2004), sugerindo que 

a manipulação da plasticidade sináptica nessa via possa produzir efeitos secundários em 

redes mais amplas. 

1.3.2. Evidências da natureza monosináptica da via CAl-mPFC 

Experimentos utilizando marcação retrógrada e registros extracelulares em CAl após 

estimulação antidrômica no mPFC sugerem que a via CAl-mPFC seja, monosináptica. Ferino 

et ai. (1987) mostraram que a latência média entre o estímulo dos terminais axônicos no 

mPFC e os spikes evocados em CAl em ratos anestesiados foi de 15,6 ± 3,6 ms (Ferino et ai, 

1987). Posteriormente, (Degenetais et ai., 2003) realizaram registros intracelulares de 

neurônios piramidais do mPFC após estimulação em CAl também de ratos anestesiados. Os 

autores mostraram que mais de 90% das células registradas apresentaram potenciais 

excitatórias pós-sinápticos (EPSP). Consistente com (Ferino et ai., 1987), a latência média 

dos EPSPs evocados foi de 14,6 ± 4 ms. Intensidades crescentes de corrente aplicadas em 

CAl (de 100 a 500 µA) foram capazes de aumentar os EPSPs corticais, sem alterar sua 

latência. Apenas 19% dos neurônios registrados apresentaram spikes juntamente com os 

EPSPs evocados. Os autores ainda confirmaram, em parte das células piramidais registradas, 

que é possível induzir diferentes formas de plasticidade sináptica (PPD, PPF e LTP) na via 

CAl-mPFC (Degenetais et ai., 2003). Em seguida, o mesmo grupo reportou evidências sobre 

a influência das projeções hipocampais sobre os interneurônios do mPFC de ratos 

anestesiados (Tierney et ai., 2004). Os autores utilizaram estimulação elétrica em CAl, 
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seguido de registros unitários extracelulares no mPFC, associados a injeções justacelulares 

de biatina para posterior identificação das células registradas. Os resultados mostraram que 

a maioria dos interneurônios registrados (70%) no mPFC apresentaram spikes após aplicação 

de pulsos únicos em CAl. Além disso, os autores demostraram que os interneurônios 

dispararam mais (a maioria das vezes em salvas) e com latências médias mais curtas (12 a 14 

ms) do que os neurônios piramidais. Esses resultados, em conjunto, sugerem que as 

projeções hipocampais excitatórias aos interneurônios do mPFC seriam responsáveis por 

restringir, no tempo e espaço, a influência do hipocampo sobre os neurônios piramidais do 

mPFC, além de gerar localmente ritmos corticais com alta precisão temporal (e.g. oscilações 

teta, 4 - 10 Hz; gama, 30 a 100 Hz e ripp/es, 100 a 200 Hz). Os autores ainda sugerem que a 

aplicação de HFS em CAl, além de aumentar a eficiência global da comunicação da via 

hipocampo-mPFC, também seria capaz de gerar alterações de longo prazo no sistema 

inibitório local do mPFC. Isso poderia explicar como os ritmos hipocampais endógenos de 

alta frequência (e.g. sharp-wave ripples, 100 a 250 Hz) seriam capazes de influenciar, por 

longo-prazo, o processamento local e saída de informação do mPFC (Goldman-Rakic, 1996; 

Tierney et ai., 2004). Contudo, os autores não testaram se a indução de LTP afeta as 

respostas subsequentes dos interneurônios do mPFC aos estímulos elétricos em CAl. 

1.3.3. A via CAl-mPFC é composta por duas rotas distintas 

1.3.3.1. Evidências anatômicas e eletrofisiológicas 

Recentemente, devido a um acúmulo de evidências neuroanatômicas e 

eletrofisiológicas, ficou mais claro que a via CAl-mPFC parece ser constituída de duas rotas 

com origens distintas, porém convergentes. A primeira origina-se na região intermediária de 

CAl (via iCAl - mPFC); e a segunda origina-se na porção ventral de CAl (via vCAl - mPFC; 

17 



(Takita et ai., 2013). É importante salientar que a região CA1 do hipocampo anterior não 

projeta ao mPFC (Ferino et ai., 1987; Vertes, 2006). Contudo, ainda não está claro se tais 

rotas também apresentam propriedades eletrofisiológicas e/ou funções distintas. 

Resumidamente, foram reportadas semelhanças entre as latências dos fpSP e magnitude/ 

duração da LTP das vias iCAl-mPFC e vCAl-mPFC de ratos anestesiados com uretana (lzaki et 

ai., 2002; lzaki et ai., 2003). Os mesmos autores encontraram, entretanto, diferenças em 

relação a indução de plasticidade sináptica de curto prazo. Enquanto a via iCAl-mPFC 

apresentou PPD ao serem aplicados estímulos emparelhados com intervalo entre 25 a 50 ms 

e PPF com intervalos entre 100 e 400 ms, a via vCAl-mPFC apresentou apenas PPFs em 

todos os ITls testados (de 50 a 400 ms). O PPF máximo nessa via foi obtido com ITl=50 ms, 

caindo gradativamente conforme o ITI era aumentado (lzaki et ai., 2002). É interessante 

salientar que foi reportado uma espécie de PPF registrado no mPFC induzido por 

estimulação emparelhada de vCAl seguida de iCAl (primeiro pulso em vCAl e segundo 

pulso em iCAl: ITl=l00 ms), mas não vice versa. Isso sugere que as duas rotas não só 

convergem para a mesma população de células corticais, como cooperam entre si no 

processo de indução de plasticidade sináptica de curto prazo no mPFC (Kawashima et ai., 

2006). 

1.3.3.2. Aspetos funcionais 

De uma maneira geral, postula-se que a via CAl-mPFC seja responsável por (1) 

integrar diversos tipos de informações adquiridas e reprocessadas a cada momento, (2) 

processar memória de trabalho, (3) influenciar a consolidação de memórias declarativas de 

longo-prazo, (4) refinar a tomada de decisões e, por fim, (5) controlar comportamentos 

perseverantes (Floresco et ai., 1997; Laroche et ai., 2000; Floresce et ai., 2008). 
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Floresco et ai., 1997, estudaram os efeitos da desconexão transiente da via vCAl­

mPFC, por meio de microinjeções contralaterais de lidocaína no hipocampo e mPFC, sobre a 

memória espacial de trabalho avaliada em labirinto radial de oito braços (intervalo entre 

fase de treino e teste = 30 min). Consistentemente, (Wang e Cai, 2006) mostraram que 

infusões contralaterais de muscimol, um agonista de receptores de ácido gama-amino 

butírico-A (GABA-A), em vCAl e no mPFC também produziam prejuízos de memória espacial 

de trabalho, dessa vez medido em labirinto em T (intervalo entre treino e teste = O a 60 s). 

Este procedimento de desconexão transiente da via vCAl-mPFC também mostrou-se eficaz 

em prejudicar a aquisição de comportamento operante não espacial de ratos (lzaki et ai., 

2000). Alguns anos mais tarde, (lzaki et ai., 2008) tentaram dissociar os papéis das vias 

vCAl-mPFC e iCAl-mPFC quanto ao processamento de memória de trabalho de intervalos 

curtos (ordem de segundos). Para isso os autores desconectaram ambas as vias em grupos 

de animais distintos e avaliaram memória de trabalho com intervalos entre treino e teste 

mais curtos (de 4 a 16 s). Os resultados mostram que a integridade da via iCAl-mPFC é 

crítica para o processamento de memória de trabalho para intervalos curtos de tempo (lzaki 

et ai., 2008). Em contrapartida, a via vCAl-mPFC estaria mais envolvida em processamento 

de memória de trabalho de intervalos mais longos, da ordem de minutos (Floresco et ai., 

1997). Por outro lado, (Churchwell e Kesner, 2011) obtiveram dados discrepantes dos acima 

descritos ao estudarem o papel da via iCA1-mPFC no processamento de memória de 

trabalho com intervalos longos (5 min) e curtos (10 s) por meio de inativações combinadas 

de iCAl e do mPFC. Os autores mostraram que, em intervalos mais longos, iCA1 e mPFC 

interagem para que ocorra coordenação entre memórias retrospectivas e planejamento de 

comportamentos retrospectivos. Já em intervalos curtos, cada região é capaz de representar 

independentemente a informação espacial de maneira que seja suficiente para completar a 
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tarefa. Portanto, a dissociação funcional das rotas iCAl-mPFC e vCAl-mPFC ainda não está 

clara e necessita de estudos adicionais, preferencialmente com registros eletrofisiológicos 

simultâneos no hipocampo e mPFC durante tarefas de memória. Vale ressaltar que o estudo 

recente publicado por (Benchenane et ai., 2010), reportando aumento da coerência de fase 

na banda teta (4 - 12 Hz) entre hipocampo-mPFC durante o processamento de memória de 

trabalho, foi realizado em uma região de CAl um pouco mais anterior que o usual (AP: - 5 

mm vs. -5,8 a 6,2 mm; lzaki et ai. 2008; Lopes-Aguiar et ai., 2013). Como discutido, a porção 

mais anterior do hipocampo não apresenta projeções diretas ao mPFC (Ferino et ai., 1987), o 

que torna difícil a interpretação dos resultados de Benchenane et ai. (2010) em relação à 

possível dissociação funcional entre iCAl-mPFC e vCAl-mPFC. 

1.4. Sistema colinérgico e plasticidade sináptica na via CAl-mPFC: implicações para o 

estudo da esquizofrenia 

Uma das características mais recorrentes na esquizofrenia, juntamente com 

episódios de psicose, são os prejuízos em funções executivas (Manoach, 2003). Em muitos 

casos, estas disfunções são persistentes, incapacitantes e resistentes a tratamento. Estudos 

de neuroimagem por ressonância magnética funcional (fMRI) sugerem que os prejuízos de 

processamento de memória de trabalho em pacientes com esquizofrenia sejam resultado de 

uma incapacidade de determinados circuitos corticais apresentarem maior ativação ou 

desativação, dependendo da demanda cognitiva. Por exemplo, dados recentes indicam que, 

durante repouso, o córtex pré-frontal dorsolateral (DLPFC) de pacientes com esquizofrenia 

apresenta-se mais ativo quando comparado ao de sujeitos-controle. Por outro lado, durante 

o processamento de memória de trabalho, o DLPFC destes pacientes apresenta-se menos

ativado (Pomarol-Clotet et ai., 2008; Whitfield-Gabrieli et ai., 2009). Além disso, foram 
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reportadas evidências sugerindo que pacientes com esquizofrenia possuem maior 

conectividade entre hipocampo e PFC durante repouso, comparado com sujeitos controle 

(Meyer-Lindenberg et ai., 2005). 

De acordo com essas evidências clínicas, foi demonstrado que camundongos com 

deleção de calcineurina no prosencéfalo apresentam prejuízo de memória de trabalho e na 

bidirecionalidade da plasticidade sináptica hipocampal (Zeng et ai., 2001) e da transmissão 

sináptica no mPFC (Cottrell et ai., 2013). Consistentemente, estudos clínicos e experimentais 

reportaram diminuição na expressão da glicogênio sintase cinase-3 (GSK-3), uma enzima 

cujo estado de fosforilação apresenta-se afetado na esquizofrenia e em modelos animais de 

psicose (Beasley et ai., 2001; Nadri et ai., 2003; Kozlovsky et ai., 2004). Esta enzima está 

amplamente presente no tecido nervoso, além de fazer parte de cascatas de sinalização 

responsáveis por diversos mecanismos de plasticidade sináptica (Peineau et ai., 2008; 

Peineau et ai., 2009). Assim como a calcineurina, a atividade da GSK-3 é necessária para a 

conversão de LTP em LTD no hipocampo de roedores (Peineau et ai., 2007; Bradley et ai., 

2012). 

Nesse contexto, nosso laboratório mostrou que a atividade colinérgica muscarínica 

facilita tanto LTP, quanto LTD, na via CAl-mPFC (Lopes Aguiar et ai., 2008; Lopes-Aguiar et 

ai., 2013). Nossos resultados sugerem que a ativação de receptores muscarínicos 

colinérgicos por injeção do agonista muscarínico pilocarpina (PILO; 15 mg/Kg, i.p.) 20 min 

antes da aplicação de HFS, potencializa a manutenção da LTP cerca de 1,5 hora após a sua 

indução no mPFC. Em seguida, demonstramos que administração central de PILO (40 nmols, 

i.c.v.) antes de aplicação de LFS de 600 trens, converte uma depressão transiente (:c30 min)

dos potenciais evocados corticais em uma LTD robusta e sustentada (:c180 min; ver ANEXO

1). Uma das possíveis implicações dos nossos achados é que a facilitação bidirecional da 
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plasticidade sináptica na via CAl-mPFC induzida por ativação muscarínica poderia explicar, 

pelo menos em parte, os efeitos antipsicóticos e pró-cognitivos de agonistas muscarínicos, 

que têm sido utilizados para a investigação de novos tratamentos em pacientes com 

esquizofrenia e em modelos animais de psicose (Bymaster et ai., 1999; Gomeza et ai., 1999; 

Lieberman et ai., 2008). Consistentemente, (Crook et ai., 2001) mostraram que pacientes 

com esquizofrenia apresentam disfunção de receptores muscarínicos do tipo Ml e M4 no 

mPFC. Esses achados foram corroborados em um estudo com modelos animais, que 

demonstrou que tratamento crônico com fenciclidina (PCP} também parece gerar efeito 

semelhante (Du Bois et ai., 2009). Ainda não se sabe se a LTD dependente de NMDARs da via 

CAl-mPFC descrita recentemente pelo nosso grupo (Lopes Aguiar et ai., 2013} também 

requer ativação de GSK-3 e calcineurina. Porém, a demonstração de que estas proteínas 

podem ser reguladas por antipsicóticos típicos (haloperidol) e atípicos (clozapina) no mPFC 

(Sutton e Rushlow, 2011), bem como nossos achados mais recentes sobre os efeitos 

modulatórios do lítio (Li+) sobre a facilitação muscarínica da LTP e LTD na via CAl-mPFC 

(Ruggiero et ai. 2014. Manuscrito em preparação), reforçam a ideia de que a 

bidirecionalidade da plasticidade sináptica nesta região possa envolver tais cascatas 

intracelulares relevantes para o estudo da esquizofrenia (Roh et ai., 2007; Rushlow et ai., 

2009). 

Portanto, o estudo da plasticidade sináptica na via CAl-mPFC pode ser útil para a 

melhor compreensão dos mecanismos responsáveis pela (1) inabilidade dos pacientes com 

esquizofrenia de apresentar flexibilidade nos níveis de ativação e desativação do mPFC de 

acordo com a demanda cognitiva; e (2) pelos prejuízos de memória de trabalho e filtro 

sensório-motor. 
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2. Introdução

2.1. Comorbidades psiquiátricas em Epilepsia do Lobo Temporal: Modelos animais e seus 

possíveis mecanismos subjacentes 

A epilepsia é a condição neurológica grave que apresenta a maior prevalência no 

mundo (1% da população mundial; (Li e Sander, 2003; Ngugi et ai., 2010). Cerca de 6% dos 

pacientes epilépticos desenvolvem algum tipo de transtorno psiquiátrico. Essa condição 

limita as possibilidades de tratamento, correlaciona-se significativamente com ausência de 

resposta à terapia farmacológica com drogas antiepilépticas, pioram consideravelmente a 

qualidade de vida dos pacientes e seus familiares, além de impactar negativamente as 

funções executivas e aumentar o risco para suicídio (Gaitatzis et ai., 2004; Hitiris et ai., 

2007). As comorbidades psiquiátricas mais comuns são os transtornos de humor 

(especialmente a depressão, em até 30% dos casos); seguidos por transtornos de ansiedade 

(10-25%); psicoses (2-7%) e transtornos de personalidade (1-2%) (Stefanello et ai., 2010). 

O desenvolvimento de psicose - perturbação que envolve o início súbito de delírios, 

alucinações, discurso desorganizado ou comportamento amplamente desorganizado ou 

catatônico - ocorre em até 20% dos casos de epilepsia do lobo temporal (ELT) (Gaitatzis et 

ai., 2004; Tellez-Zenteno et ai., 2007). Esta comorbidade é geralmente classificada de acordo 

com sua relação temporal com as crises, sendo subdividida em ictais, peri-ictais e interictais. 

As psicoses peri-ictais ainda podem ser dividas em psicose pré-ictal (se manifesta 

imediatamente antes da crise) e pós-ictal (se manifesta logo após a crise), sendo o último 

mais comum em ELT (Kanemoto et ai., 2010). Os mecanismos subjacentes à relação entre a 

manifestação de psicose, prejuízos cognitivos e a severidade de crises em pacientes com ELT 

ainda são pouco compreendidos, o que torna os estudos com modelos animais imperativos. 
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A relação entre psicose e atividade ictal tem sido investigada experimentalmente por 

meio de (1) abrasamento elétrico de circuitos específicos (Ma e Leung, 2010); (2) protocolos 

de evocação de pós-descarga (AD, do inglês afterdischarge) única no hipocampo (Mccracken 

e Roberts, 2006); (3) estudos que utilizam desafio farmacológico com anfetamina ou meta­

anfetamina em modelos de epilepsia do lobo temporal para verificar sensibilidade do 

sistema dopaminérgico (Cifelli e Grace, 2012); ou ainda (4) tratamentos agudos ou crônicos 

com antagonistas não-competitivos de receptores de NMDA (Corlett et ai., 2011). 

Estudos com abrasamento por estimulação elétrica em circuitos específicos 

forneceram evidências sobre o envolvimento dopaminérgico em mecanismos possivelmente 

compartilhados entre epilepsia e psicose. O abrasamento da área tegmentar ventral (VTA), 

por exemplo, gera alterações emocionais e de interação social em gatos (Stevens e 

Livermore, 1978), além de potencializar a hiperlocomoção induzida por anfetamina ou meta­

anfetamina em roedores (Watanabe et ai., 2004). Além disso, abrasamento hipocampal 

aumenta a densidade de receptores dopaminérgicos, assim como liberação de dopamina no 

NAcc de ratos (Csernansky et ai., 1988; Strecker e Maneta, 1994). 

Estas alterações dopaminérgicas em circuitos mesolimbicos pós-ictais parecem 

envolver o hipocampo. Por exemplo, foi demonstrado que abrasamento elétrico (de 9 a 13 

trens de 5 s a 60 Hz) no mPFC e NAcc produz hiperlocomoção, alterações de filtro sensório 

motor e aumento aberrante de oscilações gama (30 a 80 Hz). Todas essas alterações são 

bloqueadas, se o hipocampo é previamente inativado por muscimol (Ma e Leung, 2010). 

As alterações em circuitos límbico-corticais observadas em modelos experimentais 

de epilepsia parecem refletir as disfunções dopaminérgicas observadas em casos de 

comorbidades psiquiátricas observadas em pacientes com ELT (Leung et ai., 2000; Cifelli e 

Grace, 2012; Pittau et ai., 2012). Modelos de evocação de AD única no hipocampo por 
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estimulação elétrica são considerados úteis para o estudo de psicose pós-ictal, pois induzem 

hiperlocomoção, movimentos estereotipados e prejuízos sobre inibição do sobressalto 

acústico induzido por pré-pulso (PPI, do inglês prepulse ínhíbítíon) de maneira semelhante a 

modelos farmacológicos de psicose (Ma e Leung, 2004). Essa atividade locomotora 

excessiva no período pós-ictal parece ser mediada por receptores dopaminérgicos do 

subtipo D2 no NAcc e requer atividade intacta do pálido ventral, sugerindo que a via que 

conecta essas duas regiões seja crítica para expressão desse comportamento aberrante (Ma 

et ai., 1996). Além disso, o prejuízo de PPI gerado por AD apresenta-se associado a aumento 

da atividade do septo medial e de oscilações gama no hipocampo e mPFC. Essas alterações 

comportamentais e oscilatórias são provavelmente desencadeados por mecanismos 

envolvendo neurônios gabaérgicos, mas não de acetilcolina, no sistema septo-hipocampal 

(Ma e Leung, 1999). 

Nesse sentido, estudos experimentais sobre sensibilização dopaminérgica induzida 

por crises têm sido úteis para elucidar a relação entre circuitos mesolímbicos, psicose e 

epilepsia (Cifelli e Grace, 2012). Por exemplo, foram reportadas evidências de que a 

atividade ictal eleva transientemente os níveis extracelulares de dopamina em diversas 

regiões encefálicas, incluindo hipocampo, estriado, NAcc e mPFC (Dazzi et ai., 1997). De fato, 

foi demonstrado recentemente que ratos submetidos a modelo de ELT por injeção de 

pilocarpina apresentam aumento significativo dos disparos espontâneos do VTA comparado 

aos controles (Cifelli e Grace, 2012). Postula-se que essa atividade populacional dos 

neurônios dopaminérgicos seja regulada pela via subículo ventral-NAcc-pálído ventral-VTA 

(Floresco et ai., 2009). Contudo, os mecanismos responsáveis pela hiperatividade 

hipocampal, capaz de modificar o tônus dopaminérgico em modelos de ELT, ainda não são 

bem compreendidos. Um importante aspecto dessa questão refere-se ao envolvimento dos 
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circuitos parahipocampais. O aumento da excitabilidade em pacientes com ELT, por 

exemplo, parece estar associado a pronunciada neurodegeneração na camada Ili do córtex 

entorrinal medial, que projeta diretamente para CA1 por meio da via temporoamonica (Du 

et ai., 1995). Este padrão de perda celular, está associado a maior excitabilidade hipocampal 

e parahipocampal e susceptibilidade a futuras crises e/ou descargas epileptiformes (Spencer 

e Spencer, 1994). 

Portanto, uma hipótese a ser testada é de que a hiperexcitabilidade hipocampal seria 

um dos substratos biológicos compartilhados entre esquizofrenia e psicose associada a ELT. 

O aumento anormal da atividade em circuitos temporais em pacientes com ELT ou 

esquizofrenia seria capaz de produzir um estado de hiperfunção dopaminérgica, envolvendo 

as projeções do hipocampo ao NAcc como desencadeadoras desse processo (Mitchell et ai., 

2000). Simultaneamente, a forte propagação dessa hiperatividade do hipocampo ao mPFC 

também causaria alterações de plasticidade sináptica de longo prazo que poderia estar 

subjacentes as disfunções executivas na esquizofrenia e ELT (Leung et ai., 2000; Ando et ai., 

2004). Nesse contexto, são mandatários experimentos que avaliem as alterações de 

plasticidade sináptica de circuitos límbico-corticais em diferentes modelos de psicose e ELT. 

2.2. Modelos de psicose baseados na hipótese glutamatérgica da esquizofrenia 

Os modelos de psicose gerados pela administração de PCP, cloridrato de cetamina 

racêmica (KET-R), cloridrato de cetamina-S+ (KET-S+) ou dizocilpina (MK-801) são baseados 

na hipótese glutamatérgica da esquizofrenia (Corlett et ai., 2011; Moghaddam e Javitt, 

2012). Contudo, as alterações comportamentais que seguem ao tratamento agudo com 

antagonistas de NMDAR também parecem envolver, pelo menos secundariamente, 

alterações de circuitos dopaminérgicos (Moghaddam et ai., 1997; Manahan-Vaughan et ai., 
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2008). Os prejuízos gerados por KET-R em tarefas dependentes de PFC em humanos e 

roedores são mediados por receptores dopaminérgicos do tipo 2 (D2; (Verma e 

Moghaddam, 1996; Krystal et ai., 1999). Além disso, uma única dose de um desses 

antagonistas NMDARs gera um aumento preferencial dos níveis de dopamina no mPFC 

(Hondo et ai., 1994). 

Os efeitos gerados por antagonistas de NMDAR parecem envolver a ativação de 

receptores não-NMDA (AMPA e cainato) (Moghaddam et ai., 1997; Kantrowitz e Javitt, 

2012). Consistentemente, foi demonstrado que o pré-tratamento com antagonistas de 

receptores AMPA reduz os prejuízos de funções executivas e aumento de dopamina gerados 

por KET (Moghaddam et ai., 1997). As hipóteses mais aceitas para explicar tais efeitos 

postulam que: (1) NMDARs encontram-se localizados também nos terminais pré-sinápticos, 

sendo capazes de modular a liberação de glutamato (Brose et ai., 1994; Moghaddam e Javitt, 

2012) e (2) antagonistas não-competitivos de NMDARs geram desinibição de neurônios 

piramidais corticais por meio da diminuição da atividade de interneurônios (Braun et ai., 

2007; Homayoun e Moghaddam, 2007; Mcnally et ai., 2011). Além da possibilidade dos 

receptores NMDAR presentes nos interneurônios possuírem maior afinidade por KET, MK-

801 e PCP, alguns subtipos de interneurônios possuem menor limiar para geração de 

potenciais de ação comparados às células piramidais (Csicsvari et ai., 1998). Esse estado de 

maior despolarização dos interneurônios permite que mais receptores NMDA, cujo bloqueio 

fisiológico de magnésio é cessado de acordo com alterações de voltagem da membrana, 

permaneçam ativos. Dessa forma, quando o sistema é exposto a um antagonista NMDA, 

existe um efeito preferencial sobre esses interneurônios, gerando um estado aberrante de 

inibição do tônus excitatório, ou seja, desinibição dos neurônios piramidais (Homayoun e 

Moghaddam, 2007; Mcnally et ai., 2011). Essa redução do impacto de receptores de GABA 
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sobre os neurônios piramidais levam, subsequentemente, a uma situação instável em que 

ocorre um engajamento aberrante da população de células excitatórias, o que poderia ser 

interpretado como um aumento de ruído no processamento de informação (Jackson et ai., 

2004). Secundariamente, ocorre um aumento da liberação de glutamato pelas células 

piramidais, levando a um excesso de ativação de receptores AMPA nos terminais pós­

sinápticos, especialmente do mPFC (Moghaddam et ai., 1997). Assim, de uma forma geral, 

esse processo de desinibição induzida por hipofunção de receptores NMDA pode 

comprometer os neurônios piramidais corticais em casos que sejam exigidas integração de 

novos estímulos, bem como, respostas subsequentes de uma maneira coordenada para 

estações sub-corticais (Moghaddam e Javitt, 2012). 

Jackson et ai. (2004) observaram que injeção sistêmica de MK-801 (1) aumenta os 

disparos aleatórios e (2) diminui as salvas de disparos em aproximadamente 80% dos 

neurônios analisados no mPFC. Segundo os autores, a redução das salvas de disparos 

diminui a eficiência no processamento de informação nessa região, além de diminuir a 

regulação cortical das saídas comportamentais. Por outro lado, o aumento dos disparos 

aleatórios prejudica o filtro de informações irrelevantes, gerando saídas comportamentais 

anormais, como foi sugerido pelos autores após verificar que existe correlação significativa 

entre o número de comportamentos estereotipados e a atividade aleatória dos neurônios do 

mPFC. Além disso, foi observado que o mesmo tratamento com MK-801 também gera 

prejuízo do desempenho em PPI e memória de trabalho (Jackson et ai., 2004). Além disso, 

foi demonstrado que, ao contrário da injeção sistêmica, a microinfusão de PCP diretamente 

no mPFC não altera significativamente a frequência de disparos de seus neurônios (Suzuki et 

ai., 2002). Em contrapartida, a microinfusão de PCP diretamente no hipocampo ventral, 

produz aumento significativo da taxa de disparos no mPFC, acompanhado de 
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hiperlocomoção (Jodo et ai., 2005). Esses resultados, em conjunto, sugerem que a 

hiperativação da transmissão sináptica na via hipocampo-mPFC esteja envolvida na 

expressão das anormalidades comportamentais observadas em modelos de psicose 

experimental induzidos farmacologicamente por antagonismo não-competitivo de NMDA. 

2.3. Disfunções da comunicação na via hipocampo-mPFC em modelos de psicose 

Estudos eletrofisiológicos prévios forneceram evidências indiretas sobre o possível 

papel da via hipocampo-mPFC em modelos experimentais de psicose. Foram reportadas 

diversas evidências que correlacionam funções cognitivas com alterações nas oscilações 

gama no hipocampo, mPFC e circuitos associados (Chrobak e Buzsaki, 1998; Goto e 

O'donnell, 2001; lzaki e Akema, 2008). Essas oscilações estão relacionadas a funções 

altamente integradas, incluindo associação de informações (Headley e Weinberger, 2011), 

atenção (Womelsdorf e Fries, 2006) e memória de trabalho (Wang e Cai, 2006). O aumento 

das oscilações gama também pode ser observado no modelo AD hipocampal (Ma e Leung, 

2010) e em ratos submetidos à injeção sistêmica de KET-R (Pinault, 2008). Entretanto, ainda 

são escassas as evidências sobre os possíveis efeitos da AD-hipocampal ou do tratamento de 

KET-R ou KET-S+ na plasticidade sináptica de curta e longa duração da via CA1-mPFC. Em 

nosso conhecimento, a comparação sistemática entre os efeitos eletrofisiológicos induzidos 

por AD e antagonistas de NMDAR sobre a via hipocampo-mPFC ainda não foi realizada 

sistematicamente, embora seja um passo crucial no sentido de melhor compreender os 

possíveis mecanismos comuns entre psicose associada a ELT e esquizofrenia. 

Recentemente foram publicados trabalhos que investigaram a modulação de 

antagonistas de NMDARs na via hipocampo-mPFC. Kamiyama et ai. (2011) estudaram os 

mecanismos dos efeitos de KET-R na via vCA1 -mPFC in vivo. Nesse trabalho, a administração 
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sistêmica de KET-R induziu um decaimento dos fpSPs basais no mPFC de ratos em livre 

movimento. Os autores também obtiveram resultados bastante semelhantes com animais 

anestesiados com uretana. Tal decaimento dos fPSPs apresentou-se associado a um prejuízo 

no filtro sensório motor (Kamiyama et ai., 2011). No entanto, apesar de reportar os efeitos 

da KET-R sobre a neurotransmissão basal da via vCAl-mPFC, os autores não avaliaram os 

seus possíveis efeitos sobre a plasticidade sináptica de curta e longa-duração nessa via. 

Concomitantemente ao trabalho de Kamiyama et ai. (2011), as alterações de 

plasticidade sináptica de curta duração na via vCAl-mPFC foram investigadas por Kiss et ai. 

(2011). Nesse trabalho foram realizados registros simultâneos de PPF e de LFPs em ratos 

anestesiados com uretana sob os efeitos de MK-801. Os autores reportaram que a 

administração sistêmica de MK-801 diminuiu as oscilações na banda de frequência delta-alta 

(2 - 4 Hz) e aumentou as oscilações em delta-baixa (0,5 - 2 Hz). Além disso, os autores 

observaram que o MK-801 é capaz de gerar prejuízo de plasticidade sináptica, medida por 

PPF na via vCAl-mPFC (Kiss, Hoffmann e Hajas, 2011). Em seguida, o mesmo grupo 

demonstrou que a microinfusão de MK-801 diretamente no tálamo médio-dorsal (TMD) é 

capaz de promover aumento de oscilações delta-baixa e diminuição de PPF na via vCAl­

mPFC. Esses efeitos eletrofisiológicos foram bastante similares àqueles observados em 

experimentos adicionais com injeção sistêmica do mesmo fármaco. Por outro lado, os 

autores mostraram que a infusão intra-mPFC de MK-801 não é capaz de eliciar aumento de 

delta-baixa e redução de PPF (Kiss, Hoffmann, Scott, et ai., 2011). Os autores especulam que 

o sítio primário de ação do MK-801 não seria o córtex, mas sim múltiplos circuitos neuronais

que projetam a ele, incluindo núcleos talâmicos. Tais alterações seriam capazes de mediar os 

prejuízos comportamentais e cognitivos observados em modelos de psicose experimental. 

Kiss et ai. {20116) ainda forneceram alguns dados que poderiam ser considerados 
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discrepantes de estudos anteriores (Homayoun e Moghaddam, 2007; Moghaddam e Javitt, 

2012). Foram realizados experimentos utilizando registro multiuniário no mPFC após 

tratamento (sistêmico, intra-MO ou intra-mPFC) de MK-801 e mostraram diminuição global 

de atividade, associada a discreto aumento dos disparos em salvas. Os autores 

argumentaram que o fato dos experimentos terem sido conduzidos em animais 

anestesiados com uretana poderia modular os efeitos do MK-801 sobre a taxa de disparos 

do mPFC, quando comparado com literatura prévia (ver, por exemplo, dados mostrando 

aumento de disparos do mPFC após administração de MK-801 no trabalho de Jackson et ai., 

(2004). Nessas condições experimentais, segundo Kiss et ai (2011b), os interneurônios não 

se apresentam tão ativos quanto em animais em livre-movimento e, assim, o MK-801 

afetaria, sem maiores distinções, neurônios piramidais e interneurônios. Portanto, uma 

hipótese a ser testada em estudos futuros seria a de que os antagonistas não-competitivos 

de receptores NMDA afetariam a atividade encefálica de maneira distinta, dependendo do 

estado comportamental e oscilatório do sujeito no momento do tratamento (Kiss et ai., 

2011b). 

2.4. Novos alvos terapêuticos na psicose experimental 

Em casos de psicose, além da intrínseca disfunção de receptores NMDA, também 

têm sido demonstrados distúrbios em diversos mecanismos modulatórios que estão se 

tornando, cada vez mais, alvos de estudos etiológicos e de intervenções terapêuticas 

(Moghaddam and Javitt, 2012). Dentre os mecanismos modulatórios, destacam-se a síntese 

e degradação de glicina e D-serina, que se ligam ao sítio modulatório de glicina no receptor 

NMDA (Javitt, 2008) e gluatationa, que se liga ao sítio redox do mesmo receptor (Gysin et ai., 

2007). Adicionalmente, inibidores endógenos de NMDA, como o ácido cinurênico, podem 
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ser chave para o desenvolvimento de fármacos que atuem em alvos secundários 

(Sathyasaikumar et ai., 2011). 

Contudo, uma preocupação importante a respeito da manipulação clínica dos níveis 

de neurotransmissão glutamatérgica diz respeito aos possíveis efeitos prejudiciais do 

tratamento crônico com agonistas ou antagonistas de seus receptores. Isso porque as 

sinapses glutamatérgicas são altamente dinâmicas, apresentando rápida resposta pós­

sináptica e eficiente recaptação na fenda. Nesse sentido, uma ativação farmacológica 

sustentada de receptores glutamatérgicos poderia resultar, eventualmente, em 

neurotoxicidade, ou ainda, em respostas adaptativas, como endocitose de receptores AMPA 

e NMDA (Moghaddam e Javitt, 2012). Sendo assim, uma abordagem possível para evitar tais 

efeitos colaterais, seria utilizar fármacos capazes de modular a função dos receptores de 

uma maneira atividade-dependente, ou seja, aumentando ou reduzindo sua função de 

maneira transiente e em resposta a estímulos endógenos. Essa função é naturalmente 

exercida no encéfalo pelos moduladores alostéricos de receptores. Quando estes sítios 

alostéricos são ativados nos receptores, ocorre potencialização dos efeitos dos 

neurotransmissores. Em outras palavras, os moduladores alostéricos modulam a função do 

receptor apenas quando este é estimulado por um neurotransmissor naturalmente presente 

no encéfalo (Moghaddam and Javitt, 2012). Acredita-se, portanto, que os sítios de 

modulação alostérica dos receptores glutamatérgicos possam ser alvos ideais para o 

tratamento da esquizofrenia. Nesse sentido, dois tipos de modulação alostérica têm sido 

considerados em estudos de psicose experimental: (1) aqueles inerentes aos receptores 

NMDA e (2) aqueles inerentes aos receptores capazes de modular a neurotransmissão 

mediada por NMDA, como receptores do tipo AMPA, GABA-B e muscarínicos dos subtipos 

Ml e M4 (Bridges et ai., 2010). 
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Retomando os dados de Kiss et ai (2011a) nesse contexto, é importante ressaltar que 

o aumento de oscilações lentas (delta baixa) e prejuízo da plasticidade de curta duração na

via vCA1-mPFC, gerados por injeção sistêmica de MK-801, foram rapidamente revertidos 

após administração de modulador alostérico positivo de receptores AMPA (LY451395}. Os 

autores argumentam que a atividade regular em delta-alta apresentada por ratos 

anestesiados com uretana, requer um tônus excitatório substancial, mediado pela atividade 

de receptores AMPA. Nessas condições experimentais, a injeção sistêmica de MK-801, 

gerou um estado de baixa atividade glutamatérgica no córtex, restaurado pelo modulador 

alostérico positivo de AMPA, LY451395. Contudo, estudos clínicos mostraram que esse tipo 

de fármaco não parece ser eficaz no tratamento dos sintomas positivos e déficits cognitivos 

observados na esquizofrenia (Goff et ai., 2008). 

Outros pesquisadores têm utilizado como alvo os sítios modulatórios intrínsecos aos 

receptores NMDA. Inicialmente foram utilizados, em estudos clínicos, agonistas do sítio de 

glicina, como a própria glicina ou a D-serina; porém sem resultados conclusivos na clínica 

(Moghaddam and Javitt, 2012). A partir da década de 1990, foram propostos estudos com 

inibidores do transportador de glicina (GliT). O objetivo, nesse caso, seria aumentar os níveis 

sinápticos de glicina, por meio do bloqueio de GliT, que apresenta-se co-localizado com os 

receptores NMDA no terminal pós-sináptico (Javitt, 2008). Dessa forma, estudos pré-clínicos 

com roedores mostraram que a inibição de GliT: reverte (1) a hiperatividade e (2) o excesso 

de liberação dopaminérgica, ambos induzidos por PCP (Javitt et ai., 2004), (3) potencializa a 

atividade do mPFC ín vivo (Chen et ai., 2003) e (4) reverte os prejuízos de memória de 

trabalho induzidos por KET (Roberts et ai., 2010). Em seguida, uma série de inibidores de alta 

afinidade para transportador de glicina foram desenvolvidos e também testados, com 

sucesso, em modelos (1) experimentais de psicose (Moghaddam and Javitt, 2012), (2) 
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pacientes acometidos por esquizofrenia (Alberati et ai., 2012) e, (3) em sujeitos controle 

submetidos a administração de KET (D'souza et ai., 2012). 

É importante ressaltar que a clozapina, antipsicótico atípico, parece atuar também na 

modulação do sistema glutamatérgico (Homayoun and Moghaddam, 2007; Javitt, 2004). 

Homayoun & Moghaddam (2007) mostraram que a clozapina reduz efetivamente a 

hiperatividade cortical gerada por administração aguda de antagonistas de receptores 

NMDA. Além disso, ela também potencializa a transmissão de receptores NMDA, por meio 

de inibição de transportadores de glicina do tipo-A (Javitt, 2004). A clozapina também 

bloqueia os efeitos da PCP sobre reconhecimento social (Shimazaki et ai., 2010) e reverte o 

prejuízo em PPI gerado por MK-801 (Lipina et ai., 2005). Consistentemente, alguns estudos 

sugerem que a clozapina funcione, pelo menos em parte, como um agonista do sítio de 

glicina presente nos receptores NMDA (Moghaddam and Javitt, 2012). Além disso, foi 

demonstrado que ela é capaz de aumentar a magnitude da LTP induzida na via vCAl-mPFC, 

supostamente por meio de ativação de receptores dopaminérgicos do tipo D1 (Matsumoto 

et ai., 2008). Dessa forma, considerando as evidências obtidas sobre o papel dos 

moduladores alostéricos positivos, bem como, dos mecanismos subjacentes à ação da 

clozapina, é plausível supor que o aumento prévio da eficiência de receptores 

glutamatérgicos, por meio de estimulação elétrica de alta frequência indutora de LTP, 

também seria capaz de reverter/atenuar os efeitos induzidos por administração de 

antagonistas não-competitivos de receptores NMDA. 

2. Objetivos

Considerando o exposto acima, o objetivo do presente trabalho foi (1) caracterizar os 

efeitos sobre a transmissão e plasticidade sináptica na via iCAl-mPFC induzidos por 
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antagonismo de receptores NMDA e por indução de AD-hipocampal e (2) testar a hipótese 

de que a indução prévia de LTP nessa via poderia atenuar ou modular as alterações 

eletrofisiológicas induzidas por KET-S+ ou AD. 

3. Materiais e métodos

3.1. Sujeitos 

Foram utilizados 74 ratos Wistar adultos machos com pesos entre 250 e 450 g, 

provenientes do Biotério Central da Universidade de São Paulo - USP/RP, sendo que 53 

desses animais foram aproveitados como sujeitos experimentais. 

Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno (40 x 33 x 18 cm; 3 animais por 

caixa) contendo raspas de madeira (maravalha) sobre o assoalho. Durante todo o período 

dos experimentos, os animais estiveram alojados em biotério com temperatura controlada 

(25 ± 2º C) e submetidos a ciclo de 12 h de claro: 12 h de escuro com luzes acesas às 

07h00min. Além disso, os ratos tiveram livre acesso à comida e água. Todos os protocolos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (CETEA - FMRP - USP; Processo: 193/2009). 

3.2. Cirurgia estereotáxica para implante de eletrodos 

Após injeção sistêmica de uretana (1,2 a 1,5 g/Kg i.p. em solução de NaCI 0,15 M a 

50%), foi feita verificação do grau de anestesia por meio de pinçamento de cauda. Em 

seguida, foi realizada tricotomia do escalpo e fixação do animal em estereotáxico (KOPF; 

KOPF instruments; EUA). Posteriormente, foi feito procedimento de assepsia do escalpo com 

iodo e água oxigenada. Logo após, foi administrada injeção subcutânea de anestésico 

(lidocaína a 2% em solução de NaCI 0,15 M) no local da incisão. Os animais, então, foram 
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submetidos à incisão do escalpo para a exposição e limpeza da superfície do crânio. 

Tomando-se o bregma como referência ântero-posterior e médio-lateral, foram feitos três 

craniotomias (todos do lado esquerdo) segundo as coordenadas: [ântero-posterior (AP): -

4, 7 mm; médio-lateral (ML): 4 mm; dorso-ventral (DV): - 2,5 a 2,8 mm para implante de 

eletrodo de registro na região intermediária de CA1 do hipocampo]; [AP: - 5,7 mm; ML + 4,4 

mm; DV: - 2,5 a 2,8 mm para implante de eletrodo de estímulo em iCA1 do hipocampo] e 

[AP: + 3,0 mm; ML + 0,5 mm; DV: - 3,2 mm para o mPFC] (Paxinos and Watson, 2007). 

Posteriormente, foi feito um quarto orifício localizado acima do córtex parietal e 

contralateral aos eletrodos, onde foi fixado no crânio um microparafuso com fio e conector 

para servir como terra e referência durante os registros. Os eletrodos foram feitos com fios 

de tungstênio revestidos por teflon (60 µm de diâmetro; A-M Systems, lnc., EUA). Três 

eletrodos foram implantados: (1) monopolar de registro na região do mPFC; (2) bipolar 

(separação das pontas 0,5 mm) de estímulo na região CA1 do hipocampo posterior dorsal e 

(3) monopolar de registro pelo terceiro orifício localizado um pouco mais anterior que o

eletrodo de estímulo. O eletrodo do mPFC foi o primeiro a ser implantado, sendo cimentado, 

logo após, com acrílico dental auto-polimerizável. Em seguida, o eletrodo de registro em CA1 

foi implantado com a ajuda de áudio-monitor e visualização tempo-real dos LFPs. Quando o 

eletrodo de registro atingia a camada CA1, os LFPs apresentavam típico aparecimento de 

spikes e presença mais proeminente de oscilações teta (4-12 Hz). O eletrodo de estímulo foi 

posicionado corretamente na região CA1 por meio de aplicação de pulsos-teste com 

intensidade de 150 µA, duração de 200 µs e frequência de 0,05 Hz (1 pulso a cada 20 s) e 

registros dos fPSPs típicos (14 a 17 ms de latência para o primeiro pico negativo e amplitude 

> 0,2 mV) eliciados no mPFC (Romcy-Pereira et ai. 2004; Lopes Aguiar et ai., 2008). As

coordenadas DV foram ajustadas de modo que fosse obtida a máxima amplitude dos fPSPs. 
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Os ratos foram mantidos sob controle da temperatura corporal {37° ± 0,5 ºC} durante todo o 

experimento. 

3.3. Aparato experimental 

Todo aparato experimental foi isolado contra ruídos elétricos por uma gaiola de 

Faraday metálica (100 x 95 x 50 cm}. Foi utilizado um estimulador digital {S88X; Grass Astro­

Med®, lnc; EUA} acoplado a uma unidade isoladora de estímulo corrente constante (PSIU6X; 

Grass lnstruments; EUA} para geração de estímulos elétricos com frequência, duração e 

intensidade controlados. Foi utilizado também um conversor analógico-digital (Powerlab 16 

bits, 4 canais; ADlnstruments, lnc.; Austrália} que permitiu a digitalização do sinal biológico 

(taxa de amostragem = 10 kHz}. Dois pré-amplificadores P55 A.C. da Grass Astro-Med®, lnc; 

EUA, um para o canal do mPFC e outro para o hipocampo, foram utilizados para que os 

sinais eletrofisiológicos provindos de CAl e mPFC fossem filtrados na banda de 1 Hz a 1 kHz 

e amplificado em 100 vezes. O conversor analógico-digital foi conectado (via USB) a um 

computador Pentium Core 2 Quad com o software LabChart 7.2 previamente instalado. 

Além disso, o Powerlab também foi conectado (via cabo de conexão BNC} ao estimulador 

S88X, afim de que o registro do sinal fosse sincronizado ao estímulo. 

3.4. Curvas de entrada e saída e protocolos de estimulação 

Para a construção das curvas de entrada e saída (E/S}, foram aplicados pulsos 

quadrados monofásicos de 0,2 ms de duração em CAl com intensidades crescentes. Em 

cada uma das nove intensidades escolhidas (60; 80; 100; 120; 150; 200; 300; 400; 500 µA} 

foram registrados e promediados três fPSPs no mPFC. Para cada animal, foi escolhida a 

intensidade de estímulo capaz de eliciar 70% da amplitude máxima dos f PSPs. Tal 
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intensidade foi utilizada para todas as etapas e protocolos de estimulação, com exceção da 

indução de AD, que sempre foi executada com 300 µA (intensidade baseada em estudo-

piloto realizado para definir a intensidade mínima capaz de eliciar AD com um único trem 

em todos os animais). 

Os protocolos de estimulação utilizados estão ilustrados na figura 1-c. O PPF foi 

estudado por meio da aplicação de pares de pulsos monofásicos (duração de 200 µs) em CAl 

com concomitante registro dos fPSPs evocados no mPFC {fPSPl e fPSP2). O intervalo inter-

estímulos (ITI) em CAl foi de ITl=80 ms, tipicamente capaz de gerar o maior PPF nessa via, 

juntamente com o ITI de 40 ms {Kiss et ai., 2011a). A indução de LTP foi realizada por meio 

de aplicação de 2 estímulos em alta frequência (HFS), aos 30 e 60 min de registro. Cada HFS 

consistiu de duas séries de 10 trens (50 pulsos a 250 Hz; 200 ms de duração; a cada 10 s), 

separados por lOmin (Jay and Burette, 1995). Para indução de AD-hipocampal, foi aplicado 

um único trem na região CAl: constituído de 200 pulsos (20 Hz; pulsos monofásicos de 1 ms 

de duração) com duração de 10 s. Para monitoramento dos efeitos oscilatórios de curto 

prazo da AD, foram monitorados LFPs no hipocampo e mPFC 1 min antes, durante e 1 min e 

50 s após AD (Ma and Leung, 2010). 

3.5. Desenho experimental 

Os desenhos experimentais dos experimentos 1 e 2 estão resumidos na figura 1-b. 

Os sujeitos foram anestesiados com uretana e submetidos a implante de eletrodos na via 

CAl-mPFC e curva E/S. Em seguida, estímulos elétricos monofásicos duplos espaçados por 

80 ms foram aplicados em CAl para eliciar respostas basais (f PSPl) e respostas facilitadas 

por plasticidade pré-sináptica (fPSP2) no mPFC. O PPF foi calculado, posteriormente, pela 

razão entre as amplitudes de fPSP2 e fPSPl. No experimento 1, foram registrados respostas 
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no mPFC durante 90min para constituir uma linha de base antes da aplicação de {1} KET-5{+} 

(12,5 mg/Kg i.p.) ou solução salina estéril 0,9% (SAL) e (2) AD-hipocampal ou Sham; 

constituindo os grupos KET-5+ {n=7), SAL (n=8), AD (n=7} e Sham (n=7), respectivamente. Em 

seguida os animais foram registrados por mais 120 min para monitoramento dos efeitos de 

KET-5+ ou AD. No experimento 2, foram registrados respostas evocadas no mPFC durante 

30min para constituir uma linha de base antes da aplicação de dois HFS ou Sham (aos 30 e 

60min de experimento) e administração/aplicação de KET-5+, AD ou SAL aos 90min; 

constituindo os grupos LTP-KET (n=9}, LTP-AD (n=8) e LTP-SAL (n=6}, respectivamente. Em 

seguida os animais foram registrados por mais 120 min para monitoramento dos efeitos de 

KET-5+. Em todos os grupos, foram registrados LFPs no hipocampo e mPFC ao longo de todo 

o experimento, simultaneamente aos registros de fPSPs. Ao final dos experimentos, os

animais foram perfundidos para posterior avaliação de expressão do fator neurotrófico 

derivado do encéfalo (BDNF) no hipocampo e mPFC. 

A KET-S+ foi escolhida por possuir quatro a cinco vezes maior afinidade pelos 

receptores NMDA (Oye et ai., 1992} e reproduzir melhor, em humanos, os positivos da 

esquizofrenia (Vollenweider et ai., 1997}, comparada com a KET-R. Apesar do exposto acima, 

KET-R ainda é mais comumente utilizada em estudos de psicose experimental (Corlett et ai., 

2007). Nesse sentido, tive a oportunidade de colaborar com o aluno de mestrado Matheus 

Teixeira Rossignoli (FAPESP #2011/04467-5) para investigar se esses dois sub-tipos de 

cetamina (KET-R e KET-S+) também influenciam de maneira distinta os padrões oscilatórios, 

eficiência basal e plasticidade sináptica de curta duração da via iCAl-mPFC. Os dados 

preliminares desse estudo foram apresentados no li Simpósio Internacional sobre Córtex 

pré-frontal que ocorreu em 2011 em Vitória, ES (Anexo 2). 
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3.6. lmunohistoquímica: método 

Duas horas após injeção de KET-S+, AD-hipocampal ou seus respectivos controles, os 

animais receberam uma injeção adicional de uretana (1,5 g/Kg i.p.} e foram perfundidos com 

infusão transcardíaca de 200 ml de tampão fosfato salina (PBS} a 25ºC, seguida por 400 ml 

de solução fixadora de paraformaldeído (PFA} 4% (p/v) em tampão fosfato (PB) a 4º
C. Em 

seguida, os encéfalos foram removidos do crânio e imersos em PFA por 4 horas e depois em 

etanol 70% (v/v}, por 1 dia. O encéfalo foi então desidratado, diafanisado e incluído em 

parafina. Os blocos de parafina foram cortados em seções com espessura de 8 µm nas 

coordenadas referentes ao mPFC, hipocampo anterior e hipocampo posterior dorsal. Os 

cortes foram colocados em lâminas previamente gelatinizadas para melhor aderência. 

Foram feitas imunohistoquímicas para detecção de BDNF, para acessar possíveis efeitos na 

plasticidade neuronal induzidos por KET ou AD. Segundo o protocolo de imunohistoquímica 

adaptado do nosso laboratório {Kandratavicius, Hallak, et ai., 2012), as secções foram 

submetidas ao bloqueio da peroxidase endógena com 4,5% (v/v} de H2O2 em PBS S0mM pH 

7,4 e à recuperação antigênica por 10 minutos em microondas (Brastemp DES modelo 

BMU27ABHNA, em potência nominal máxima) com tampão citrato de sódio 10 mM pH 6. 

Foi utilizado para BDNF (diluição 1:30; Chemicon-Millipore, Billerica, MA, USA) diluído em 

tampão de bloqueio na concentração de 1:100. O anticorpo secundário biotinilado utilizado 

para ambos primários foi o anticorpo produzido em porcos anti-lgG de coelho {#E0354, 

Dako®) na diluição de 1:200. A intensificação de sinal do complexo antígeno-anticorpo foi 

promovida pelo uso de um complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain Elite ABC kit, 

#PK6100, Vector®) e a revelação com uso do cromógeno 3,3" -tetrahidrocloreto de 

diaminobenzidina (DAB, #34001, Pierce Biotechnology®). O tempo de revelação em solução 

de DAB foi de 10 min. 

40 



3.7. lmunohistoquímica: avaliação 

Imagens das regiões de interesse foram coletadas por uma câmara de alta resolução 

AxioCamMRS instalada a um microscópio Zeiss Axio lmager, foram convertidas em sinais 

digitais e alimentadas a um computador Windows usando o programa de análise de imagem 

AxioVision. A iluminação foi mantida uniforme e estável durante a coleta. As imagens foram 

tranferidas para computador MacBook Pro e, com o programa lmageJ 1.45s [National 

lnstitutes of Health], foram convertidas para imagens de 8 bits e processadas pela 

ferramenta de limiar triangle. Com esta ferramenta, o software marca em vermelho pixeis 

que possuam cor cinza igual ou superior ao limiar de marcação considerado positivo para a 

presença da proteína de interesse, calculando então a porcentagem de área immunopositiva 

em cada área amostral (figura suplementar 1). Mais detalhes sobre este procedimento 

podem ser vistos em rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/stained-sections/index.html. 

Figura S1. Imagens representativas da quantificação das áreas imunopositivas. Após capturadas em 

RGB pela AxioCamMRS [A], as imagens das regiões a serem avaliadas são convertidas em imagens de 

8 bits em escala de cinza [B]. Após a conversão, pixeis com valor de cinza considerados positivos para 

presença do antígeno de interesse são marcados em vermelho pela ferramenta Limiar [C], e calcula­

se a área positiva em relação à área amostral total. 

As regiões analisadas foram delimitadas seguindo-se as subdivisões apresentadas no 

altas de coordenadas estereotáxicas (Paxinos e Watson, 2007): camada granular da fascia 

dentata, estrato piramidal de CAl e córtex pré-frontal medial. Todas as avaliações 

histológicas foram realizadas por observador cego aos grupos analisados. 
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3.8. Análises de padrões oscilatórios 

Ao longo de todo experimento registramos em CAl e no mPFC, com o objetivo de 

monitorar a atividade oscilatória dessas regiões ao longo das várias manipulações 

experimentais. A coleta dos dados foi realizada em janelas de 19,Ss para se adequar a 

frequência de coleta dos f PSPs {0,05 Hz) e ainda ter uma margem de 0,5s sem nenhum 

registro eletrofisológico, permitindo que, se necessário, o experimento fosse interrompido 

sem que os dados da janela anterior fossem perdidos. Essas épocas de registros 

eletrofisiológicos continham nos primeiros 120 ms uma dupla de fPSPs evocados por 

estimulação pareada em CAl, espaçada por 80ms e, no tempo subsequente, LFPs 

espontâneos em CAl e mPFC. 

Todas as análises de padrões oscilatórios foram realizadas em Matlab (versão 2009b 

para Mac OS; The MathWorks, Natick, MA) por meio de códigos feitos sob demanda em 

nosso laboratório e de pacotes de análise de livre acesso. Os dados foram concatenados em 

uma matriz única e os 300 ms iniciais de cada época de 19,5 s contendo os f PSPs foram 

extraídos e concatenados em outra matriz para avaliação das amplitudes dos fPSPs e PPF. 

Em seguida, os dados de LFPs foram filtrados na banda de 0,5 a 500 Hz com a função eegfilt 

do pacote EEGLAB (http://sccn.ucsd.edu/eeglab/). Em seguida, os dados foram 

reamostrados de 10 para lKHz (função decimate do Matlab) e as densidades espectrais de 

potência {PSDs) foram estimadas usando o método de p-Welch {Welch, 1967): promediação 

de 8 janelas por época com sobreposição de 50%. Foram calculadas as PSDs em cinco bandas 

de frequências diferentes em diferentes janelas temporais, a saber: delta {1- 4 Hz); teta (4 -

12 Hz); beta {12 - 30 Hz); gama-baixa (30 - 55 Hz}; gamma-alta (65 - 100 Hz). Para comparar 

as mudanças das potenciais espectrais nas diferentes bandas de frequência ao longo do 

tempo foram realizados testes estatísticos intra-grupo com ANOVA de uma via de medidas 
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repetidas, seguida de teste post-hoc de Tukey, com nível de significância de p < 0,05. Para 

análises de correlações foi utilizada teste estatístico de Pearson. 

As análises de comodulação entre amplitude dos envelopes de gama e fase de delta 

foram calculadas segundo (Tort et ai., 2010). Resumidamente, o índice de modulação ou MI 

(do inglês modulation índex) é uma medida que expressa quão divergente de uma 

distribuição uniforme ideal é a distribuição real obtida pela distribuição da amplitude dos 

envelopes de uma frequência a ser modulada (neste caso, gama-alta) ao longo da fase de 

uma frequência moduladora (neste caso, delta) (ver figura 10). 

3.9. Análise estatística dos potenciais evocados 

Para os potenciais evocados no mPFC foi considerada a sua amplitude, ou seja, 

distância entre o ponto máximo do primeiro pico positivo e o ponto mínimo do primeiro pico 

negativo com latência de 14 a 17 ms. Em seguida, esses valores foram normalizados com 

relação à linha de base (primeiros 30 min de registro), definida como 100%. Foram utilizados 

os testes estatísticos de ANOVA de duas vias (ou uma via) de medidas repetidas e ANOVA 

simples de uma via, ambos seguidos do teste post hoc complementar de Tukey. O nível de 

significância foi de p < 0,05. 

4. Resultados

Como descrito anteriormente, eletrodos monopolares de tungstênio foram 

implantados no hipocampo dorsal e na região pré-límbica (PL) do mPFC em animais 

anestesiados com uretana. Além disso, um eletrodo bipolar foi posicionado na região 

posterior dorsal de CAl para eliciar f PSPs no mPFC (figura 1-a). O eletrodo de registro em 

CAl foi implantado com a ajuda de áudio-monitor e visualização tempo-real dos LFPs. 
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Quando o eletrodo de registro atingia a camada CAl, os LFPs apresentavam típico aumento 

de espículas. Já o eletrodo de estímulo foi posicionado corretamente na região CAl por meio 

de avaliação dos f PSPs obtidos no mPFC (Lopes-Aguiar et ai., 2008; Lopes-Aguiar et ai., 

2013). As coordenadas DV foram ajustadas de modo que fosse obtida a máxima amplitude 

dos fPSPs. A figura 2 descreve as propriedades dos potenciais evocados na via CAl-mPFC em 

todos os animais incluídos nas análises do presente trabalho. Todos os animais estudados 

apresentaram fPSPs típicos da via CAl-mPFC, com curvas E/5 semelhantes entre os grupos 

experimentais e controles (figura 2-a), amplitudes sempre superiores a 150 µV (figura 2-b) e 

latência para o primeiro pico negativo entre 14 e 17 ms (figura 2-c), como descrito 

anteriormente (Laroche et ai., 1990; Romcy-Pereira et ai. 2004; Lopes-Aguiar et ai., 2008). 

Além disso, o PPF (f PSP2/fPSP1) eliciado no mPFC após dupla de estímulos (ITI = 80 ms) em 

CAl, variou entre 2 e 3 (figura 2-b), também de maneira consistente com a literatura (Kiss et 

ai., 2011a). Secções do mPFC e hipocampo marcadas por cresil-violeta foram avaliadas em 

microscópio e as sub-regiões de interesse foram fotografadas. Não foi executada lesão 

eletrolítica no final do experimento com o objetivo de poupar o tecido para análises 

subsequentes de imunohistoquímica, o que dificultou a visualização da posição final da 

ponta dos eletrodos. De qualquer forma, foi possível estimar o posicionamento dos 

eletrodos com base na lesão mecânica produzida pela sua inserção no tecido. A figura 1-a 

ilustra quais foram os subcampos no mPFC e hipocampo mais atingidos pelos eletrodos. 

Nenhum animal foi excluído nessa etapa da análise por apresentarem fPSPs homogêneos e 

dentro do esperado para a via iCAl-mPFC (ver introdução, sessão 1.3.2 e também figura 2) 

4.1. Indução de AD promove aumento de gama por curto-prazo no mPFC, mas não afeta 

padrões oscilatórios em longo-prazo 
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Modelos de evocação de AD única no hipocampo são considerados úteis para o 

estudo de psicose pós-ictal, pois induzem hiperlocomoção, movimentos estereotipados e 

prejuízo de filtro sensório-motor, de maneira semelhante aos modelos farmacológicos de 

psicose (Ma e Leung, 2000). Essa atividade locomotora excessiva no período pós-ictal ocorre 

nos primeiros segundos após normalização dos LFPs e apresenta-se associada a aumento de 

oscilações gama (30 - 100 Hz) no mPFC e hipocampo (Ma and Leung, 2010; McCracken and 

Roberts, 2006). 

A figura 3 sintetiza os efeitos de curto prazo de AD sobre os padrões oscilatórios do 

mPFC de ratos anestesiados com uretana. Como mencionado nos métodos, no momento da 

indução de AD, a aplicação de pulsos-teste em CA1 foi cessada e um novo arquivo foi criado 

para registros contínuos de LFPs no hipocampo e mPFC por 180s, divididos em três janelas 

de 60s (janela 1: antes de AD; janela 2: estimulação + AD + LFPs com oscilações gama pós­

AD; janela 3: LFPs não epileptiformes pós-AD). Como descrito anteriormente, o protocolo de 

estimulação elétrica utilizado (ver métodos e figura 1-c) foi capaz de gerar uma AD única em 

ambos, hipocampo e mPFC, seguida de aumento de oscilações gama-baixa (30 a 55 Hz) e 

gama-alta especificamente no mPFC [Comparações intra-grupo ao longo do tempo: Gama-

baixa: F(14,84)=4,07, p<0,0001; Gama-alta: F(14,84)=2,58, p<0,01; ANOVA de uma via de 

medidas repetidas, figura 3-d]. Tal aumento no grupo AD foi rápido e robusto [gama-baixa: 

+200%, linha de base (-60s a -10s) vs. 40s: p < 0,0001; gama-alta: +110%, linha de base (-10s)

vs. 40s: p < 0,05], voltando à linha de base após 30s a 40s (gama-baixa: 40s vs. 70 a 120s, p < 

0,0001; gama-alta: 40s vs. 80 a 120s, p < 0,05). Não foram observadas diferenças de 

potência em delta, gama-baixa e gama-alta ao longo do tempo no grupo Sham. No grupo 

AD, a ANOVA de uma via de medidas repetidas indica que os valores de potência mudam ao 

longo do tempo [F(6,84)=2,57, p < 0,01], porém o teste post hoc de Tukey não apontou 
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especificamente onde tais diferenças se manifestam {p > 0,05 em todas as comparações 

intra-grupo). A figura 3-c mostra também que, 80s após AD, ocorre forte redução da 

potência em todas as faixas de frequência a partir de 6Hz do hipocampo. A 3-e mostra um 

espectograma de um animal representativo do grupo AD para ilustrar o mesmo fenômeno 

de aumento de gama no mPFC após AD, porém com destaque para sua magnitude e 

delimitação temporal. 

4.2. KET S+ altera a dinâmica dos estados oscilatórios no hipocampo e córtex sob uretana 

A figura 4 traz um exemplo de traçados comprimidos de LFPs no mPFC e hipocampo 

obtidos de um mesmo animal durante o experimento 1 (duração: 210 min). Na figura 4-b, 

são mostrados espectogramas de potência em cinco bandas diferentes de frequência (delta, 

teta, beta, gama-baixa, gama alta) referentes aos seus respectivos traçados acima. Como 

descrito anteriormente (Clement et ai., 2008), os padrões oscilatórios do hipocampo e mPFC 

sob uretana apresentam diversos períodos de transição espontânea entre estados de 

sincronização (aumento de delta e queda ou ausência de alteração das potências em gama) 

e dessincronização (caracterizado por diminuição de oscilações lentas e aumento em gama). 

Porém, após tratamento com KET S+ (12,5 mg/Kg i.p.), ocorre aumento simultâneo das 

potências em delta e gama-alta no mPFC. No hipocampo, KET S+ exerce aumento 

significativo apenas em delta. Os gráficos e as estatísticas dos efeitos de induzidos por KET 

S+ estão sintetizados na figura 5. 

Ao contrário de AD, o tratamento com KET S+ produz efeitos mais duradouros e de 

latência maior sobre os padrões oscilatórios do hipocampo e mPFC. Os gráficos 

apresentados na figura 5-a mostram as alterações de curto prazo produzidas por KET S+ no 

mPFC. Foram calculadas as médias da potência absoluta em três bandas de frequência 
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distintas (delta, gama-baixa e gama-alta) em janelas de 20 s, antes e depois de injeção de 

KET S+ ou SAL. A ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou que KET S+ promove 

aumento significativo das potências em delta [F(6,210)=3,18, P < 0,0001], gama-baixa 

[F{6,210)=1,97, P < 0,01] e gama-alta [F{6,210)=4,66, P < 0,0001]. Além disso, o teste post 

hoc de Tukey revelou que o aumento de gama-alta começa a ser significativo 420 s após 

injeção de KET S+ {420s vs. -120s; p < 0,05). Não foi possível definir em qual momento 

específico as potências em delta e gama-baixa aumentam {p > 0,05, teste de Tukey). 

Os gráficos apresentados na figura 5-b mostram as alterações de longo prazo 

produzidas por KET S+ no mPFC e hipocampo. Foram calculadas as médias da potência 

absoluta em cinco bandas de frequência distintas {delta, teta, beta, gama-baixa e gama-alta) 

em janelas de 30 min, antes {-90, -60 e -30 min) e depois {30, 60, 90 e 120 min) de injeção de 

KET S+ ou SAL. A ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou que KET S+ promove 

aumento transiente de potência em delta aos 30 min [+50%, F(6,36)=5,74, p < 0,001; teste 

post hoc de Tukey: -30 vs. 30min, p < 0,05] associado a aumento sustentado de gama-alta de 

30 a 120 min no mPFC [+60%, F{6,36)=9,23 p < 0,0001; teste post hoc de Tukey: -30 vs. 30, 

60, 90 e 120 min, p < 0,05]. Nenhuma alteração foi observada no grupo SAL. KET S+ também 

promove aumento transiente de delta no hipocampo [+50%, F{6,36)=3,82, p < 0,0001; teste 

post hoc de Tukey: -30 vs. 30min, p < 0,001]. Os gráficos de densidade espectral de potência 

apresentados em 5-c destacam de maneira mais clara o aumento simultâneo de delta e 

gama no mPFC, comparado com o aumento apenas de delta no hipocampo. A figura Sd traz 

exemplos de épocas de sincronização e dessincronização dos LFPs no mPFC antes e após 

KET-S+. Nos períodos sincronizados pós-KET-S+ é possível observar um maior acoplamento 

da amplitude dos envelopes de gama com a fase de delta (ver também figuras 10 e 11). 
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4.3. KET S+ e AD impactam a eficiência basal e a plasticidade pré-sináptica da via iCAl­

mPFC in vivo

Todas as caracterizações eletrofisiológicas até aqui, foram realizadas nos grupos KET, 

SAL, Sham e AD. Este conjunto de dados, constitui o experimento 1. O objetivo desta etapa 

foi caracterizar e comparar os efeitos da injeção sistêmica de KET S+ e da indução de AD 

única no hipocampo sobre os padrões oscilatórios e comunicação da via iCA1-mPFC em 

animais anestesiados com uretana, já que estudos anteriores mostraram que ambos são 

capazes de gerar alterações comportamentais relevantes para o estudo das psicoses, como 

hiperlocomoção, estereotipias e prejuízo no filtro sensório-motor. A figura 6 sintetiza os 

efeitos de KET S+ e AD sobre a transmissão e plasticidade sináptica de curta duração na via 

iCA1-mPFC in vivo. Nossos resultados indicam que a injeção sistêmica de KET S+ aumentou 

significativamente a amplitude do f PSP1 em dois momentos específicos, de 30 a 40 min e de 

80 a 120 min pós-KET S+ [Interação tratamento x tempo: +10%, KET vs. SAL: F(20, 260) = 

1,88, p < O.OS; ANOVA de duas vias de medidas repetidas e teste post hoc de Tukey, p < 0,05; 

figura 6-a] sem afetar de maneira significativa o fPSP2 da via iCA1-mPFC in vivo (p > 0,05). 

Em contrapartida, a indução de AD gera uma queda robusta de ambos, fPSP1 [Tratamento: -

50%; Sham-AD vs. Sham-Sham: F(1, 12) = 61,95, p < 0,001, ANOVA de duas vias de medidas 

repetidas, figura 6-b) e fPSP2 [Tratamento: -60%; F(1, 12) = 95,88, p < 0,001) na mesma via. 

Além de robusto, esse efeito mostrou ser sustentado, mantendo a queda inicial dos fPSPs de 

50 a 60% por, no mínimo, 2 horas em relação ao grupo controle (teste post hoc de Tukey 

para fPSP1 e fPSP2; p < 0,05). Embora KET-S+ e AD tenham efeitos bastante distintos sobre a 

eficiência basal da via iCA1-mPFC, ambos geram prejuízo sobre sua plasticidade pré­

sináptica, medida por PPF [Tratamento: -15%; Sham-KET vs. Sham-SAL: F(1, 13) = 39,34, p < 
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0,001 e -13%; Sham-AD vs. Sham-Sham: PPF, F(l, 12} = 6,31, p < O.OS, ANOVA de duas vias 

de medidas repetidas; figuras 6-a e 6-b]. 

A figura 7 reporta as análises de correlação entre padrões oscilatórios e potenciais 

evocados na via iCAl-mPFC. Observamos que a eficiência basal da via iCAl-mPFC não 

correlaciona significativamente com a potência em delta no córtex (figuras 7a e 7b). Além 

disso, nossos resultados indicam que a magnitude das repostas basais evocadas no mPFC 

não correlaciona significativamente com a potência de gama-alta no grupo SAL (figura 7-c). 

Porém, no grupo KET observou-se correlação significativa (r=0,62; p<0,0001; figura 7-d}. 

Quanto maior a potência em grama-alta cortical, maior a amplitude do fPSPl na via iCAl­

mPFC. Também verificamos que a magnitude do PPF na via iCAl-mPFC não correlaciona 

significativamente com a potência em delta no córtex (figuras 7-e e 7-f). O PPF também não 

correlaciona com a potência em gama-alta do mPFC no grupo SAL (figura 7-g}. Porém, no 

grupo KET, observamos uma correlação significativa entre tais parâmetros (r=-0,53; 

p<0,0001; figura 7-h}. Quanto maior a potência em gama-alta no córtex, menor o PPF na via 

iCAl-mPFC. 

4.4. Indução prévia de LTP atenua os efeitos induzidos por KET S+ e AD na via CAl-mPFC 

O experimento 2 teve como objetivo testar se a indução prévia de LTP poderia 

atenuar os efeitos induzidos por KET S+ e AD na via iCAl-mPFC, já que estudos recentes têm 

demonstrado que o aumento da função dos receptores NMDA e AMPA por moduladores 

alostéricos positivos são capazes de reverter as alterações comportamentais e prejuízos 

cognitivos associados a modelo de psicose experimental. Nos gráficos apresentados na 

figura 8 é possível observar que os três grupos (LTP-SAL, LTP-KET e LTP-AD} apresentam a 

mesma magnitude de LTP, tanto após o primeiro quanto o segundo HFS [Tratamento: F(2, 
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20) = 1,84; p > 0,05 -ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida de teste post hoc de

Tukey: 10 a 90min; p > 0,05]. No grupo LTP-AD (figura 8-c), a aplicação de AD, assim como 

no experimento anterior (grupo Sham-AD; figura 6-b), gera decaimento da eficiência basal 

na via iCAl-mPFC, evidenciado por comparação intra-grupo [-75%; Tempo: F(20, 400) = 3,69; 

p < 0,001-ANOVA seguida de teste post hoc de Tukey para grupo LTP-AD; 90min vs 100 -

140min; p < 0,05]. Entretanto, essa queda não mostrou ser tão robusta nem sustentada 

como no experimento anterior [fPSPl: LTP-AD vs. LTP-SAL; p > 0,05, figura 8-c). Quando 

precedida por LTP, a administração de KET-S+ também não gerou o mesmo aumento 

significativo na amplitude dos fPSPs em relação ao seu respectivo controle (Interação 

tratamento x tempo: F(40, 400) = 2,28; p < 0,05 - ANOVA seguida de teste post hoc de 

Tukey, LTP-KET vs LTP-SAL; p > 0,05 de 90 a 210min). 

Na figura 8 (abaixo), são mostradas evidências de que a indução de LTP, por si só, 

gera diminuição do PPF por 60 minutos [-25 a -15%; Tratamento: F(l, 20) = 7,37; p < 0,05; 

ANOVA de duas vias de medidas repetidas; teste post hoc de Tukey: -60 a 30min, p < 0,05; 

LTP-SAL vs. SAL]. Ao contrário do experimento anterior, nenhuma diferença foi observada 

entre os grupos tratados com LTP+KET, AD ou SAL [Tratamento: F(2, 20) = 0,089, p = 0,9; 

ANOVA de duas vias de medidas repetidas; figuras 8b e Se]. Com o objetivo de tornar nossos 

achados mais claros, os valores médios de PPF em cada um dos blocos de 10 min dos grupos 

KET, LTP-KET, AD e LTP-AD foram subtraídos de seus respectivos controles (SAL, LTP-SAL, 

Sham, LTP-SAL) e plotados juntamente com os novos valores de erro padrão da média, após 

cálculo de sua propagação (figura 8-d). É possível notar que os grupos KET e AD possuem 

variação maior do que seus respectivos pares experimentais que receberam LTP prévia (LTP­

KET e LTP-AD). Em outras palavras, KET-S+ e AD geram variação negativa dos PPFs na via 

CAl-mPFC apenas quando não são precedidos por LTP. 
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4.5. Modulação da LTP sobre as alterações induzidas por KET S+ nos padrões oscilatórios 

do mPFC 

A figura 9-a sintetiza os achados referentes as análises densidade espectral de 

potência nos grupos: SAL, KET, AD, LTP-SAL, LTP-KET e LTP-AD. Na figura 9-b é possível 

observar que a indução prévia de LTP bloqueia o aumento na potência em delta do mPFC 

eliciada pela KET S+ [-50%, LTP-KET vs. KET; Interação tratamento x tempo: F(6,84)=2,28, p < 

0,05; ANOVA de duas vias de medidas repetidas]. Além disso, o grupo LTP+KET apresenta 

menor magnitude em beta no mPFC após tratamento, comparado com o grupo KET (-40%, 

Tratamento: F(6,84)=2,38, p < 0,05; ANOVA de duas vias de medidas repetidas]. 

Curiosamente, a LTP não atenua o aumento de gama-alta no mPFC (LTP-KET vs. KET, p > 

0,05. ANOVA), nem modula o aumento de delta no hipocampo (p > 0,05. ANOVA), induzidos 

por KET S+. 

4.6. KET S+ aumenta a comodulação entre amplitude de gama-alta e fase de delta induzido 

no hipocampo e mPFC 

A figura 10 ilustra alguns dos principais achados em relação ao aumento de 

comodulação entre amplitude de gama-alta e fase de delta induzida por KET-S+ no 

experimento 1. Na figura 10-a, são apresentados exemplos de traçados de LFPs corticais, 

antes e depois de KET-5+, filtrados em delta {0,5 - 4 Hz; traçado azul) e em gama-alta {65 -

100 Hz; traçado preto). O traçado amarelo define os envelopes de gama-alta no LFP filtrado 

(65 - 100 Hz). A figura 10-b mostra a média da distribuição da amplitude de gama-alta pela 

fase de delta em janelas de 20
° 

em um animal representativo, antes e depois de KET-S+. O 

MI é uma medida que expressa a divergência entre a distribuição da amplitude avaliada e 
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uma distribuição uniforme ideal (Tort et ai., 2010). Portanto, ao compararmos o gráfico da 

esquerda (antes de KET-5+) com o da direita (pós-KET-5+), é possível observar que KET-S+ 

gera aumento de MI. O traçado amarelo representa o sinal filtrado em delta e as barras azuis 

são referentes à distribuição da amplitude de gama-alta ao longo da fase de delta. As linhas 

vermelhas, próximas aos picos dos traçados amarelos (delta), representam a faixa média de 

acoplamento entre amplitude de gama e fase de delta. Na figura 10-c, são apresentadas as 

médias dos Mls nos grupos KET e SAL calculados em janelas de 10 min para o mPFC 

(esquerda) e hipocampo (direita), ao longo de todo o experimento (210 min). É possível 

observar que KET aumenta em até três vezes o MI no mPFC e hipocampo por cerca de 60 

minutos pós-injeção (as estatísticas estão demonstradas na figura 11). 

4.7. Indução prévia de LTP atenua o aumento do MI induzido por KET S+ especificamente 

no mPFC 

A figura 11 sintetiza os principais resultados dos experimentos 1 e 2 quanto as 

avaliações de MI (amplitude gama-alta/fase de delta) no hipocampo e mPFC ao longo de 

todo o experimento. Foram realizadas comparações intra-grupo das médias dos Mls no 

mPFC e hipocampo, em diversas janelas de 30 min, antes e depois de KET S+ ou SAL. A 

ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou que KET S+ aumenta significativamente o 

MI no mPFC por 60 min pós-injeção [+200%; Tratamento: F(6,36) = 9,02; p < 0,0001, teste 

post hoc de Tukey, 30min e 60min vs. -30min (linha de base); p < 0,05; figura 11-a]. 

Nenhuma alteração significativa de MI foi observada no grupo SAL. 

Em relação ao hipocampo, KET S+ também aumenta significativamente o MI por 60 

min pós-injeção [+200%; ANOVA de uma via de medidas repetidas: Tratamento: F(6,36) = 

6,37; p < 0,0001, teste post hoc de Tukey, 30min e 60min (pós-KET) vs. -30min (linha de 
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base}; p < 0,05; figura 11-b]. Nenhuma alteração significativa de MI foi observada no grupo 

SAL. As figuras 11-c,d,g,h sintetizam os resultados obtidos nos grupos AD, Sham e LTP-AD. 

Nenhuma alteração significativa de MI foi observada nas comparações intra-grupos das 

médias no mPFC e hipocampo {p > 0,05; ANOVA de uma via de medidas repetidas). A figura 

11-e resume os dados de MI no mPFC ao longo de todo experimento nos grupos LTP-KET e

LTP-SAL. A ANOVA de uma via de medidas repetidas mostrou que a injeção KET S+, quando 

precedida por LTP, não produz aumento significativo do MI no mPFC (p > 0,05}. Além disso, 

nenhuma alteração significativa de MI foi observada no grupo LTP-SAL, indicando que a LTP, 

por si só, não afeta o MI no mPFC (p > 0,05}. Por outro lado, KET S+, precedido por LTP, é 

capaz de aumentar o MI no hipocampo por 30 min pós-injeção [+200%; Tratamento: F(6,36} 

= 2,88; p < 0,05, teste post hoc de Tukey, 30min (pós-KET} vs. -30min (linha de base}; p < 

0,05; figura 11-f]. Nenhuma alteração significativa de MI no hipocampo foi observada no 

grupo LTP-SAL. Para explorar mais detalhadamente a modulação da LTP sobre o aumento de 

MI induzido por KET S+, as médias dos Mls dos grupos KET e LTP-KET foram plotadas juntas e 

comparadas estatisticamente. A ANOVA de duas vias de medidas repetidas mostrou que as 

médias dos Mls no mPFC são significativamente diferentes entre os grupos KET e LTP-KET 

aos 30 e 60 min pós-KET S+ [-45%; Interação tratamento x tempo: F(4,56} = 4,76; p < 0,01, 

teste post hoc de Tukey, KET vs. LTP-KET: 30 e 60min; p < 0,05; figura 11-i] . Por outro lado, 

ambos os grupos exibiram aumento semelhante de MI no hipocampo, após injeção de KET 

{p > 0,05). 

4.8. MI e potência de delta não exibem relação linear no mPFC e hipocampo 

A figura 12 mostra uma série de gráficos de dispersão da média dos Mls pela média 

da potência absoluta de delta no mPFC e hipocampo, para os grupos KET e LTP-KET, em 
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janelas de 20 s ao longo de todo o experimento {630 pontos). Os resultados mostram 

ausência de correlação linear entre tais variáveis {p > 0,05). Para avaliar qualitativamente a 

dinâmica temporal da relação entre MI e potência de delta, os 630 pontos foram plotados 

em escala de cores que reflete o momento do experimento. Por exemplo, pontos próximos 

ao branco são referentes ao início do experimento, pontos de cor laranja e vermelho estão 

próximos ao momento da injeção de KET-5+ e pontos escuros indicam o final do 

experimento. Abaixo dos gráficos de dispersão, foram plotados gráficos adicionais contendo 

apenas 7 pontos dos 630 plotados acima para ilustrar de forma mais clara como o aumento 

ou diminuição de MI não depende necessariamente de alteração na potência de delta. Por 

exemplo, na figura 12-a, o experimento é iniciado em -90 min com um valor médio de MI 

em torno de 0,01 e uma potência em delta em torno de 0,4 mV2/Hz. Aos 15 min pós KET-5+ 

o MI sobe para mais de 0,04 e a potência em delta para cerca de 1,2 mV
2
/Hz. Aos 60 min

pós-KET, a potência em delta é ainda superior a 1 mV2/Hz, porém o MI médio já caiu em 

cerca de 50%. Já na figura 12-b, a mesma dinâmica temporal não-linear também pode ser 

observada no mPFC dos animais do grupo LTP-KET. Note que aos 15 min pós-KET, a potência 

em delta é basicamente a mesma do início do experimento, porém o MI é cerca de 3 vezes 

maior. Nas figuras 12-c e 12-d podem ser observados exemplos da relação não-linear entre 

MI e potência de delta no hipocampo para os grupos KET e LTP-KET. 

4.9. Resultados preliminares 

4.9.1. Expressão de BDNF no hipocampo e mPFC 

Ao final dos experimentos eletrofisiológicos, os animais foram perfundidos e os 

encéfalos preparados para procedimento padrão de imunohistoquímica (ver métodos). 

Nossos resultados indicam que: {1) KET S+ aumenta expressão de BDNF na camada granular 
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do giro denteado em ambos os hemisférios [+95%; ANOVA de duas vias simples; 

Tratamento: F(l,17} = 11,95; p < 0,01; figura 13-a]; (2) AD produz aumento na expressão de 

BDNF no mPFC [+100%; ANOVA de duas vias simples; Tratamento: F(l,17) = 5,58; p < 0,05; 

hemisfério contralateral à estimulação; figura 13-b, à esquerda] e diminuição bilateral em 

CA1 [-50%; ANOVA de duas vias simples; Tratamento: F(l,24} = 18,57; p < 0,001; figura 13-b, 

centro]; (3) LTP, por si só, é capaz de aumentar bilateralmente BDNF na camada granular do 

giro denteado [+140%; ANOVA de duas vias simples; Tratamento: F(l,18} = 8,11; p = 0,01; 

figura 13-c, à direita]. Nenhuma diferença foi observada entre os grupos que receberam LTP 

antes de KET S+ ou AD (p > 0,05; figura 13-d). Estão em andamento análises adicionais de 

imunihistoquímica para avaliar expressão de genes de expressão imediata (c-fos e zif-268}, 

bem como, do receptor de BDNF, tirosina cinase B (TrKB). 

5. Discussão

Transtornos psicóticos afetam até 20% dos pacientes acometidos por ELT e resultam 

de disfunções, ainda pouco compreendidas, presentes em vários níveis de 

organização neurobiológica. Em modelos animais, o desequilíbrio entre os sistemas 

excitatório e inibitório em circuito límbico-corticais gera disfunções secundárias no sistema 

dopaminérgico, levando a alterações comportamentais que se assemelham aos sintomas 

sintomas positivos e prejuízos cognitivos observados na esquizofrenia e psicose associada a 

ELT. A disfunção da plasticidade sináptica na via hipocampo-mPFC é apontado como um dos 

substratos biológicos envolvidos nesse processo. 

Em resumo, nossos achados sugerem que a administração de KET-S+ promove 

aumento da eficiência basal da via iCA1-mPFC, enquanto a indução de AD gera uma queda, 

robusta e sustentada, da eficiência na mesma via. Apesar dos efeitos completamente 
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opostos sobre a eficiência da transmissão sináptica da via iCAl-mPFC, ambos os tratamentos 

promovem um importante prejuízo na plasticidade pré-sináptica da mesma via, medida por 

PPF. Do ponto de vista oscilatório, a KET-S+ é promove, gradativamente (latência = 9 min} 

aumento transiente (duração = 30 min} de oscilações delta e sustentado de gama (= 

120min} no mPFC. Já no hipocampo, a KET-S+ promove aumento de potência apenas na 

banda de frequência delta. A AD, por sua vez, afeta as oscilações do mPFC cerca de 35 a 40s 

depois de sua indução, gerando um pico transiente de gama-baixa e gama-alta. Ao contrário 

de KET-S+, a AD não exerce efeitos significativos nos padrões oscilatórios do mPFC a longo 

prazo. Além disso, observamos que o tratamento com KET S+ aumenta o MI calculado a 

partir da amplitude de gama-alta e fase de delta no hipocampo e mPFC. A indução prévia de 

LTP atenua as alterações da eficiência basal e de PPF na via CAl-mPFC produzidos por KET­

S+ e AD. A LTP prévia também bloqueia o aumento de delta gerado por KET-S+ no mPFC, 

mas não o aumento de gama-alta. Por fim, observamos que a LTP bloqueia o aumento de MI 

no mPFC induzido por KET-S+, mas não modula tal efeito no hipocampo. 

5.1. Efeitos da KET-S+ sobre a eficiência sináptica basal da via iCAl-mPFC de ratos 

anestesiados in vivo: possível compartilhamento de mecanismos com a LTP induzida por 

HFS 

Uma das explicações para os efeitos produzidos por doses sub-anestésicas de 

antagonistas não competitivos de receptores NMDA (e.g. PCP, KET e MK-801} baseia-se na 

hipótese de eles são capazes de afetar preferencialmente a atividade de interneurônios 

(Jackson et ai. 2004). Resumidamente, a administração sistêmica de PCP, KET ou MK-801 

parece gerar um estado de desinibição local, que produz, por sua vez, aumento: {1} dos 

disparos de neurônios excitatórias, (2) das oscilações gama e {3} dos níveis extracelulares de 
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L-glutamato em redes límbico-corticais (Moghaddam and Javitt, 2012; Homayoun and

Moghaddam, 2007). Tal efeito desorganiza o fluxo de informações em redes que envolvem 

tálamo, hipocampo, mPFC e NAcc, produzindo, secundariamente, aumento dos níveis 

extracelulares de dopamina no mPFC e NAcc, além de alterações comportamentais que se 

assemelham aos sintomas positivos da esquizofrenia, além de gerar prejuízos no filtro 

sensório motor e na memória espacial de trabalho (Moghaddam and Javitt, 2012). Nossos 

resultados reforçam a hipótese da desinibição local, mostrando que ocorre aumento 

sustentado (por no mínimo 120 min) da eficiência basal na via iCAl-mPFC após 

administração sistêmica KET-S+. Tais achados estão de acordo com dados recentes 

publicados por (Blot et ai., 2013) que avaliaram os efeitos da injeção sistêmica de MK-801 na 

via vCAl-mPFC de ratos anestesiados com uretana. Os autores observaram que os fPSPs 

corticais apresentaram aumento de sua amplitude em cerca 10%, perdurando este efeito 

por, pelo menos, 120 min após tratamento. Tal aumento da eficácia sináptica induzida por 

MK-801 na via vCAl-mPFC foi bloqueado por infusão prévia intra-PFC de APS, um 

antagonista de NMDARs capaz de bloquear LTP na mesma via. Além disso, o tratamento com 

MK-801 não é capaz de aumentar a eficiência sináptica da via vCAl-mPFC, se precedido por 

aplicação de HFS. Os autores especulam que possa existir compartilhamento de certos 

mecanismos celulares entre os efeitos induzidos por MK-801 e a LTP na via vCAl-mPFC. De 

acordo com essas evidências, nossos resultados mostram que a indução prévia de LTP 

também atenua o aumento da eficiência basal na via iCAl-mPFC produzidos por KET-S+ (ver 

também sessão 5.10). 

5.2. Efeitos da KET-S+ sobre a plasticidade sináptica de curta duração da via iCAl-mPFC 
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A plasticidade sináptica de curta duração (medidos por PPF e PPD) é capaz de 

influenciar a transmissão sináptica de via em uma escala temporal muito curta (dezenas de 

milissegundos), alterando a probabilidade de disparos do neurônio pós-sináptico de acordo 

com a frequência de disparos do terminal pré-sináptico. Sugere-se que esta modalidade de 

plasticidade seja importante para o processamento de memórias de curta duração {Citri e 

Malenka, 2008). Embora esse tipo de plasticidade seja considerado importante para avaliar 

como as projeções hipocampais influenciam as redes locais do mPFC, existem poucos 

trabalhos que investigaram PPF ou PPD em modelos animais de psicose. Kiss et ai. (2011a) 

utilizaram ratos anestesiados com uretana para estudar os efeitos de tratamento agudo de 

MK-801 sistêmico sobre o PPF na via vCAl-mPFC. Os autores mostraram que MK-801 gerou 

diminuição de cerca 40 a 50% no PPF, voltando à linha base após cerca de 20 min. De acordo 

com os dados reportados por Blot et ai. (2013), os autores também observaram aumento da 

eficiência basal da via vCAl-mPFC por, no mínimo, 60 min (Kiss et ai., 2011a). O presente 

trabalho estende a caracterização das alterações de plasticidade cortical de curto prazo em 

modelos farmacológicos de psicose ao reportar que a KET-S+ gera diminuição sustentada do 

PPF na via iCA1-mPFC. Experimentos futuros que tenham como objetivo dissociar os 

mecanismos pré-sinápticos e pós-sinápticos induzidos por KET-S+ terão grande impacto para 

o avanço nesse campo do estudo experimental da psicose.

5.3. Mecanismos das oscilações gama na esquizofrenia e em modelos animais 

Dados recentes indicam que, durante repouso, o córtex pré-frontal dorsolateral 

(DLPFC) de pacientes com esquizofrenia apresenta-se mais ativo quando comparado ao de 

sujeitos-controle. Por outro lado, durante o processamento de memória de trabalho, o 

DLPFC destes pacientes apresenta-se menos ativo (Pomarol-Clotet et ai., 2008; Whitfield-
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Gabrieli et ai., 2009). Além disso, dados post-mortem sugerem que ocorra deficiência no 

sistema GABAérgico de pacientes acometidos por esquizofrenia. Esses estudos reportam 

redução da concentração cortical de GABA e da atividade da enzima glutamato 

descarboxilase {GAD-67), responsável pela síntese de GABA {Lisman et ai., 2008; Lisman, 

2012). Essas alterações funcionais ocorrem principalmente nos interneurônios parvalbumina 

positivos {PV+; (Lewis e Moghaddam, 2006)). Os interneurônios PV+ do mPFC parecem ser 

cruciais para a regulação fina do balanço excitatório/inibitório local e, consequentemente, 

para o processamento de funções executivas. As células PV+ regulam os padrões de 

disparos de neurônios piramidais diretamente no cone axonal. A parvalbumina presente no 

ambiente intracelular dos interneurônios é particularmente importante nesse processo, pois 

o nível de de atividade da célula modula sua expressão, além de ser capaz de atuar como

tamponadora de cálcio (Ca2+) intracelular, diminuindo o período latente de deflagração do 

potencial de ação (Cellerino et ai., 1992; Philpot et ai., 1997). Isso facilita a ocorrência de 

disparos rápidos e repetitivos, gerando sincronia local (geralmente oscilações gama) ao 

interagirem com populações de neurônios piramidais (Somogyi e Klausberger, 2005; Fuchs 

et ai., 2007; Cardin et ai., 2009). 

Foi reportado que pacientes com esquizofrenia apresentaram maior potência de 

oscilações gama durante estados basais ou de repouso, comparado com sujeitos controle. 

Por outro lado, o mesmo estudo reportou que tais pacientes exibiram menor capacidade de 

evocação de gama durante execução de tarefa de memória de trabalho, o que refletia em 

pior desempenho na tarefa, comparados com humanos saudáveis {Basar-Eroglu et ai., 2007). 

Portanto, o ritmo gama parece refletir processos distintos e ser gerado por diversos 

mecanismos. Por exemplo, o aumento de gama basal observado em pacientes com 

esquizofrenia, poderia ser meramente um reflexo do aumento desordenado da taxa de 
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disparo de neurônios piramidais, devido à disfunção de redes locais inibitórias (Buzsaki e 

Wang, 2012; Molina et ai., 2014). De fato, a ativação seletiva e sustentada de neurônios 

piramidais do mPFC com optogenética causa aumento das oscilações gama e prejuízo em 

interação social, medidos no mesmo conjunto de camundongos (Yizhar et ai., 2011). Por 

outro lado, as oscilações gama evocadas durante o processamento de trabalho poderiam ser 

explicadas pelo aumento da atividade de neurônios PV+ (Cardin et ai. 2009). De acordo com 

os achados clínicos mencionados, (Carlen et ai., 2012) mostraram que a deleção global da 

subunidade NR1 dos NMDAR especificamente nos neurônios PV+ do encéfalo de 

camundongos é capaz de gerar prejuízos de memória espacial de trabalho, aumentar as 

oscilações gama basais e gerar um prejuízo na evocação de gama promovida por 

estimulação optogenética seletiva de interneurônios do córtex somatossensorial. Durante 

meu estágio de doutorado sanduíche, sob supervisão da Profa. Marie Carlén no Instituto 

Karolinska (Suécia), tive a oportunidade de colaborar para a ampliação do conhecimento 

nessa área, ao demonstrar que também é possível causar aumento de oscilações gama no 

mPFC, estrutura altamente relevante para o estudo da esquizofrenia e processamento de 

memória de trabalho. Para isso, realizamos estimulação optogenética seletiva das células 

corticais PV+ de camundongos anestesiados com uretana e registramos a reposta 

populacional das células do mPFC por meio de implante de sonda de silício de 32 canais ao 

lado do local do implante da fibra óptica (ANEXO 3-figura 12). 

5.4. Efeitos de KET-S+ sobre as oscilações gama no hipocampo e mPFC 

Como discutido anteriormente, o tratamento agudo com antagonistas de NMDAR em 

roedores é capaz de refletir uma parte importante dos sintomas observados na clínica, 

especialmente aqueles relacionados aos padrões oscilatórios aberrantes, prejuízos 
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cognitivos e de interação social (Moghaddam e Javitt, 2012). Como mencionado, 

escolhemos a KET-S+ por possuir quatro a cinco vezes maior afinidade pelos receptores 

NMDA (Oye et ai., 1992) e por reproduzir de maneira mais fidedigna os sintomas positivos 

da esquizofrenia ao ser aplicada em dose única em humanos saudáveis (Vollenweider et ai., 

1997; Corlett et ai., 2007). No presente trabalho observamos que KET-S+ promove aumento 

sustentado de gama-alta (= 120 min) no mPFC. Esses dados estão consistentes com 

diversos estudos de eletrofisiologia in vivo, sugerindo que tratamento agudo sistêmico com 

doses sub-anestésicas de antagonistas não-competitivos de receptores NMDA são capazes 

de gerar aumento global da taxa de disparos de neurônios piramidais e diminuição de sua 

sincronia, refletindo em aumento de oscilações gama-alta e oscilações de alta frequência 

(HFO; > 100 Hz) (Pinault, 2008; Anver et ai., 2011; Wood et ai., 2012; Molina et ai., 2014). 

Contudo, não observamos aumento significativo de gama no hipocampo após KET-S+. Este 

resultado diverge de estudos anteriores realizados em animais acordados submetidos a 

tratamento com antagonistas de NMDAR (Caixeta et ai., 2013). Oscilações gama também 

podem ser geradas em circuitos locais do hipocampo, por meio da atividade síncrona entre 

interneurônios PV+ e neurônios piramidais (Csicsvari et ai., 2003). Embora exista um número 

importante de trabalhos eletrofisiológicos reportando os efeitos de antagonistas de NMDAR 

em regiões corticais e subcorticais de roedores em livre-movimento, ainda são insuficientes 

as evidências sobre os efeitos específicos de KET-S+ sobre os padrões oscilatórios 

hipocampais. Rossignoli et ai. (2014) comparou os efeitos de diferentes antagonistas de 

NMDAR sobre os padrões oscilatórios e plasticidade sináptica da via iCA1-mPFC e, em 

seguida, testou se os efeitos produzidos por KET-S+ seriam mediados pelo sistema 

endocanabinóide em ratos anestesiados com uretana. Dentre outros achados, os autores 

reportaram resultados bastante similares ao presente trabalho em relação as alterações de 
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transmissão e plasticidade sináptica da via induzidas por KET-S+. Entretanto, também não 

foram observadas alterações significativas de oscilações gama nos LFPs registrados no 

hipocampo intermediário {Rossignoli, 2014). Em nosso conhecimento, ainda não foram 

publicados estudos sobre a caracterização dos efeitos de KET-S+ sobre os padrões 

oscilatórios do hipocampo intermediário em ratos anestesiados com uretana. Embora não 

tenhamos observado aumento de oscilações gama nessa região, a KET-S+ induziu prejuízo no 

PPF da via iCAl-mPFC, sugerindo que, de alguma forma, a população de neurônios 

hipocampais que projetam ao mPFC também foram afetados pelo tratamento. Além disso, 

observamos outras alterações eletrofisiológicas e de expressão de BDNF na camada granular 

do giro denteado do hipocampo no grupo KET, o que torna menos provável a explicação de 

que a KET-S+ possa não ter cruzado a barreira hemato-encefálica de maneira eficiente na 

região temporal. 

Em conjunto com dados da literatura, nossos achados indicam que o tratamento 

sistêmico com KET-S+ (12,5 mg/Kg) gera um estado de hiperexcitabilidade cortical 

(evidenciado pelo aumento da potência dos LFPs na banda gama-alta), acompanhado de 

aumento de conectividade e prejuízo de plasticidade pré-sináptica na via iCAl-mPFC de 

ratos anestesiados com uretana. Portanto, o estudo dos efeitos de KET-S+ sistêmica em 

ratos anestesiados com uretana parece ser um modelo útil para investigar como alterações 

de conectividade entre circuitos límbico-corticais podem estar relacionados à manifestação 

de alterações eletrofisiológicas classicamente associadas aos sintomas positivos e prejuízos 

de memória de trabalho na esquizofrenia. 

5.5. Alterações de ondas lentas na esquizofrenia e em modelos animais: efeitos de KET-S+ 

sobre oscilações delta no mPFC e hipocampo 
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Além de alterações em gama, pacientes com esquizofrenia não-medicados também 

parecem apresentar alterações das oscilações em delta e teta. (Schulman et ai., 2011) 

avaliaram os padrões de atividade encefálica de pacientes com esquizofrenia durante 

repouso por meio de registros de magneto-encefalograma (MEG). Os autores observaram 

um aumento de oscilações delta especificamente na região médio-ventral do PFC de 

pacientes com esquizofrenia, comparado com seus controles. Consistentemente, (Deakin et 

ai., 2008) reportaram dados de fMRI indicando que o tratamento agudo com l<ET-R em 

humanos controle reduz o metabolismo na mesma sub-região do PFC. 

Experimentalmente, na maioria dos estudos reportados, a injeção sistêmica de 

antagonistas de NMDAR em roedores em livre-movimento produz aumento de oscilações 

delta em doses relativamente mais elevadas, mas ainda subanestésicas. Tal efeito é 

geralmente associado a ataxia, ao invés do aumento na locomoção geralmente descrito em 

modelos de psicose (Caixeta et ai., 2013). Por exemplo, (Zhang et ai., 2012) avaliaram os 

LFPs de CAl e núcleo reuniens do tálamo (estrutura que projeta para CAl) de ratos 

acordados antes e após injeção sistêmica de KET-R. Os autores observaram que a dose de 50 

mg/Kg foi capaz de produzir aumento da taxa de disparos e da potência em delta em ambas 

as regiões. A dose de 20 mg/Kg, entretanto, não foi capaz de gerar alterações nos padrões 

de ondas lentas de CAl e tálamo, porém aumentou a potência em gama no hipocampo. Os 

autores ainda mostraram que o aumento de oscilações delta em CAl parece envolver as 

projeções vindas do tálamo, evidenciado pelo: (1) aumento de coerência da potência em 

delta entre as duas regiões após KET-R; (2) redução dos efeitos produzidos por KET-R em 

CAl quando o núcleo reuniens era simultaneamente inibido por injeção de muscimol; (3) 

aumento de oscilações delta em CAl após infusão de KET-R diretamente no núcleo reuniens

(Zhang et ai., 2012). 
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Registros agudos em roedores sob uretana são considerados úteis para modelar a 

dinâmica de atividade encefálica observada durante o sono e transtornos que envolvam 

alterações de ondas lentas. Clement et ai., {2008} realizaram um estudo sistemático dos 

efeitos da uretana sobre os LFPs de regiões corticais e do hipocampo. Os autores mostraram 

que a uretana promove flutuações espontâneas nos padrões oscilatórios ao longo do tempo. 

Ou seja, animais anestesiados com uretana apresentam espontaneamente ciclos que se 

alternam entre estados de desativação colinérgica associado a ondas lentas e ativação 

colinérgica associada a ondas mais rápidas (principalmente teta no hipocampo e gama no 

córtex). Essas transições observadas nos LFPs hipocampais e corticais parecem não ocorrer 

devido à superficialização do nível de anestesia, pois complementos contínuos de uretana 

intravenosa não são capazes de suprimir tal fenômeno. No caso de modelos animais sob 

uretana, mesmo doses mais baixas de antagonistas de NMDAR são capazes de modular essa 

faixa de frequência de oscilação. Por exemplo, Kiss et ai. (2011} realizaram registros 

simultâneos de PPF e de LFPs no vCA1 e mPFC de ratos anestesiados com uretana, antes e 

após injeção sistêmica MK-801. Os autores reportaram que MK-801 diminuiu as oscilações 

na banda de frequência delta-alta e aumentou as oscilações em delta-baixa (Kiss et ai., 

2011a}. Em seguida, o mesmo grupo demonstrou que a microinfusão de MK-801, 

diretamente no TMD, ou ainda sua desativação por lidocaína, era capaz de gerar 

basicamente os mesmo efeitos eletrofisiológicos. É interessante notar que a infusão de MK-

801 diretamente no mPFC não foi capaz de gerar alterações oscilatórias {Kiss et ai., 2011b). 

Esses dados em conjunto, levaram os autores a propor que o sítio primário de ação do MK-

801 não seria o córtex, mas sim múltiplos circuitos neuronais que projetam a ele, incluindo 

núcleos talâmicos, que seriam capazes de mediar as alterações comportamentais e 

cognitivas observadas nesse modelo de psicose experimental. 
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Portanto, nossos achados de que KET-5+ sistêmica gera aumento de oscilações delta 

em ambos, hipocampo e mPFC, estão consistentes com achados experimentais e clínicos e 

reforçam a ideia de que é possível modelar certos aspectos das disfunções de ondas lentas 

na esquizofrenia ao combinar uretana e tratamento agudo com doses subanestésicas de 

antagonistas de NMDAR. Adicionalmente, devido a grande semelhança entre nossos 

achados eletrofisiológicos e os obtidos por Kiss et ai., {2011), especulamos que o tálamo seja 

o gerador das ondas delta produzidas por KET-5+ sistêmica. Tal estrutura parece impor os

ritmo lentos no hipocampo, pela via núcleo reuniens-vCAl (ou iCAl) e no mPFC, pela via 

TMD-mPFC. Contudo, em nosso conhecimento, ainda não foram reportados estudos com 

registros simultâneos no mPFC e hipocampo, acompanhados de tratamento sistêmico com 

algum antagonista de NMDAR e desativação seletiva do TMD ou núcleo reuniens. Tal 

procedimento seria importante para testar se as ondas lentas no mPFC poderiam ser 

geradas pela propagação de informação vindas de vCAl e ou iCAl, ou se dependem 

essencialmente da geração talâmica. 

5.6. As alterações eletrofisiológicas induzidas por KET-S+ geram as disfunções de eficiência 

basal e plasticidade pré-sináptica observadas? 

No presente trabalho também testamos se existe correlação entre (1) oscilações 

delta e gama-alta e (2) eficiência e plasticidade pré-sináptica na via iCAl-mPFC. Embora KET-

5+ tenha aumentado ambos, potência em delta e eficiência sináptica na via iCAl-mPFC, 

observamos que a amplitude do f PSPl não correlaciona significativamente com a potência 

em delta no mPFC. Além disso, a potência em delta também não se correlaciona com o PPF, 

descartando a possibilidade da queda dos PPFs gerada por KET-5+ ser, na realidade, gerada 

secundariamente pelo aumento da probabilidade dos fPSPs evocados caírem no estado de 
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descida (down state) das ondas lentas corticais. Por outro lado, observamos que maiores 

valores de potência em grama-alta cortical coincide significativamente com maiores 

amplitudes do fpSPl e menores PPFs na via iCAl-mPFC do grupo KET. Futuros experimentos 

que evoquem oscilações gama por diferentes estratégias optogenéticas e monitorem 

simultaneamente os fPSPs na via hipocampo-mPFC serão importantes para testar se o 

aumento desse padrão oscilatório causa alterações de amplitude dos fPSPs e PPFs nessa via. 

5.8. Interação entre os efeitos oscilatórios induzidos por KET-S+ 

Os ritmos registrados no encéfalo interagem de diversas formas e, portanto, não 

podem ser estudados como processos independentes. A avaliação do acoplamento entre 

diferentes padrões oscilatórios parece ser importante para entender como o encéfalo 

processa: {1) informações sensoriais e de recompensa, (2) tomada de decisão, {3) memória 

de trabalho e {4) atenção {Canolty e l(night, 2010). Tipicamente, a fase de uma frequência 

oscilatória lenta modula a distribuição da amplitude de uma oscilação mais rápida {Jensen e 

Colgin, 2007). Contudo, embora represente uma potente ferramenta para avaliar estados 

oscilatórios durante processamento cognitivo, esse tipo de análise eletrofisiológica ainda é 

pouco explorado em investigações eletrofisiológicas em modelos animais de psicose ou de 

pacientes com esquizofrenia {Kirihara et ai., 2012; Kocsis et ai., 2013). Caixeta et ai., {2013) 

mostraram que tratamento agudo com KET-R sistêmica aumenta a comodulação teta-gama 

e teta-HFO no hipocampo, independente do aumento de potência em teta gerado pela 

hiperlocomoção associada ao tratamento em animais acordados. 

Consistentemente, no presente trabalho, observamos que KET S+ produz aumento 

robusto do acoplamento fase entre fase de delta e amplitude de gama-alta no hipocampo e 

mPFC. Tal efeito mostrou-se independente da magnitude das potências em delta e gama-
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alta. É importante notar que, sob uretana, as oscilações gama-alta do mPFC de ratos e 

camundongos encontram-se naturalmente posicionadas nos estados positivos (UP-states) 

das ondas lentas ((Massi et ai., 2012) ver também ANEXO 3, figuras 3 e 4). Massi et ai. 

(2012) realizaram registros extracelulares de spikes e LFPs no mPFC, e posterior injeção 

justacelular para identificação das diferentes células registradas, em animais anestesiados 

com uretana. Os autores mostraram que, durante os estados positivos dominados por gama­

alta, ocorria deslocamento dos disparos das células em cesto (basket-cells) PV+ para fases 

mais tardias das ondas lentas, onde as oscilações gama eram mais proeminentes. O autores 

especulam, portanto, que as células em cesto PV+ seriam as maiores geradoras das 

oscilações gama posicionadas no estados positivos das ondas lentas (Massi et ai., 2012). É 

interessante notar que foi possível observar flutuações espontâneas dos valores de MI, 

mesmo em registros de linha base ou em grupos controle que receberam injeção de SAL ao 

invés de l<ET-S+. Contudo, em nenhum dos registros, observarmos uma flutuação 

espontânea de mesma magnitude (aumento de 4 vezes em relação à linha de base) induzida 

por l<ET-S+. Isso sugere que os efeitos de l<ET-S+ não poderiam ser explicados simplesmente 

por alteração do balança excitatório/inibitório local do mPFC e hipocampo. É importante 

salientar que a disfunção dos NMDAR especificamente nas células PV+ parece não ser 

suficiente para alterar a relação temporal entre spikes e ondas lentas no mPFC de 

camundongos anestesiados com uretana (ANEXO 3, figura 4). Esses dados, em conjunto com 

a coincidência temporal observada no aumento de MI no hipocampo e mPFC (duração de 60 

min; figuras 10c, lla e llb), sugerem que o tratamento agudo com l<ET-S+, em ratos 

anestesiados sob uretana, impõe oscilações delta no hipocampo e mPFC e aumenta o 

acoplamento entre fase de delta e amplitude de gama. Como mencionado anteriormente, 

está bem documentado que o aumento de oscilações delta no hipocampo e córtex induzido 
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por antagonistas de NMDAR envolve um maior controle do tálamo sobre essas estruturas 

{Kiss et ai., 2011; Zhang et ai., 2012). Porém, como reportado na figura 12, MI e potência em 

delta no mPFC e hipocampo não se correlacionam linearmente. Por exemplo, nos períodos 

pré-KET-S+, é possível observar diversos períodos no qual a potência em delta é 

relativamente alta, mas a comodulação é baixa. Isso sugere que os efeitos de KET-S+ sobre o 

MI do mPFC e CAl não poderiam ser explicados apenas por uma imposição global gerada 

pelo tálamo sobre essas redes locais. 

Uma hipótese plausível, é que o aumento de MI do mPFC e hipocampo seja um efeito 

secundário de um provável aumento dos níveis extracelulares de dopamina, gerado pela 

inibição de transportadores de dopamina induzido por KET-S+. Consistente com essa 

hipótese, foi demonstrado que injeção sistêmica de KET-R aumenta transientemente os 

níveis extracelulares de dopamina (por 60 min) no mPFC de ratos {Lorrain et ai., 2003).

Importante notar que experimentos in vitro mostraram que a KET-S+ é cerca de oito vezes 

mais potente que a KET-R em sua capacidade de inibir transportadores de dopamina 

{Nishimura e Sato, 1999). Além disso, KET-S+ é capaz de aumentar os níveis de dopamina no 

estriado de humanos saudáveis {Vollenweider et ai., 2000). Adicionalmente, a infusão local 

de agonista de receptor dopaminérgico D4 no mPFC de ratos é suficiente para promover 

aumento significativo de oscilações gama {Furth et ai., 2013; Kocsis et ai., 2013). Por fim, foi 

demonstrado que a infusão local de dopamina aumenta a coerência dos disparos de 

neurônios piramidais do mPFC de ratos anestesiados (Benchenane et ai., 2010). 

Experimentos futuros com registros multiunitários simultaneamente no mPFC e iCAl com 

inibição seletiva dos neurônios dopaminérgicos do VTA por optogenética, antes e depois de 

KET-S+, proporcionariam uma ótima oportunidade de testar nossa hipótese. 
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5.9. Efeitos da AD sobre os padrões oscilatórios e plasticidade sináptica da via iCAl-mPFC 

Os experimentos de AD realizados no presente trabalho foram desenhados com base 

na hipótese de que a hiperexcitabilidade hipocampal seria um dos substratos biológicos 

comuns entre esquizofrenia e psicose associada a ELT. Queiroz et ai. (2009) mostraram que 

crises recorrentes espontâneas afetam a plasticidade sináptica de curta duração no 

hipocampo de ratos submetidos a modelo de epilepsia induzido por cainato sistêmico. Mais 

especificamente, os autores avaliaram a conectividade e plasticidade sináptica de curta 

duração no giro denteado do hipocampo, antes, durante e após crises recorrentes 

espontâneas apresentados por ratos em fase crônica do modelo induzido por cainado 

sistêmico (2 a 5 meses depois da indução status epi/epticus). Os seus principais achados 

foram: (1) aumento do PPD em períodos interictais; (2) queda das respostas evocadas no 

giro denteado cerca de 6 min antes do início da crise; (3) redução do PPD durante crises com 

durações longas (maior que 60 s), seguida de recuperação lenta (> 30 min) até atingir os 

níveis pré-ictais; (4) no momento da crise, foi observada forte queda das respostas evocadas 

no giro denteado associada a rápida volta da eficiência sináptica ao estado pré-ictal (Queiroz 

et ai., 2009). Contudo, ainda não está claro de que maneira as alterações de excitabilidade e 

plasticidade sináptica observadas no hipocampo antes, durante e após uma crise, refletem 

na comunicação hipocampo-mPFC. No presente trabalho avaliamos se a aplicação de uma 

estimulação elétrica indutora de AD no hipocampo seria capaz de afetar a conectividade e 

padrões oscilatórios da via iCAl-mPFC. Nossos achados indicam que, mesmo sob uretana, a 

estimulação elétrica de 20 Hz por 10s em CAl é capaz de eliciar uma AD robusta de cerca de 

15 s, que se propaga rapidamente ao mPFC e gera um pico transiente de oscilações gama­

baixa e gama-alta cerca de 35 a 40 s após estimulação. Esses dados estão de acordo com o 

trabalho de Ma e Leung (2010), mostrando que os efeitos comportamentais e 
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eletrofisiológicos induzidos por abrasamento elétrico no mPFC e NAcc envolvem 

necessariamente, a comunicação com o hipocampo. Nesse estudo, os autores aplicaram de 

9 a 13 trens de estimulação elétrica com duração de 5 s a 60 Hz no mPFC ou NAcc e 

observaram, após cerca de 60 s, que os animais estimulados apresentavam hiperlocomoção 

e aumento aberrante de oscilações gama (30 a 80 Hz) no mPFC. Essas alterações foram 

bloqueadas por inativação prévia do hipocampo. É possível, portanto, que as oscilações 

gama presentes no período ictal sejam geradas rapidamente por alças de comunicação entre 

córtex entorrinal, giro denetado, CA3, CAl e mPFC (Csicsvari et ai., 2003; Ma e Leung, 2010}, 

refletindo em alterações de comunicação e plasticidade da via iCAl-mPFC. 

Ao contrário de KET-S+, a AD não exerceu efeitos significativos nos padrões 

oscilatórios do mPFC e hipocampo em longo prazo. Além disso, ao invés de aumentar a 

eficiência da via iCAl-mPFC, a AD gerou uma forte depressão na amplitude dos fPSPs da via 

iCAl-mPFC. Tal efeito foi duradouro (no mínimo 120 min) o suficiente para ser considerado 

como semelhante a LTD. Adicionalmente, observamos que AD promoveu diminuição de PPF 

na mesma via, com magnitudes e cinéticas de efeito muito semelhantes aos efeitos 

induzidos por KET-S+. O fato de KET-S+ e AD promoverem reduções semelhantes na 

plasticidade pré-sináptica, mesmo com efeitos distintos nos potenciais evocados basais no 

mPFC, sugere que esses tratamentos possam ter atuado diferencialmente nos terminais pré 

e pós-sinápticos, alterando tanto a eficiência sináptica na via iCAl-mPFC quanto a 

excitabilidade local de redes intra-hipocampais. Como mencionado na introdução, postula­

se que o aumento anormal da atividade em circuitos temporais seja capaz de produzir um 

estado de hiperfunção dopaminérgica, envolvendo as projeções do hipocampo ao NAcc 

como desencadeadoras desse processo (Mitchell et ai., 2000}. Simultaneamente, a forte 

propagação dessa hiperatividade do hipocampo ao mPFC também causaria as disfunções 
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executivas frequentemente observadas em esquizofrenia e ELT (Ando et ai., 2004; Leung et 

ai., 2000, Kandratavicius et ai, 2013). 

Esses dados, em conjunto com os obtidos por tratamento com KET-S+, sugerem que 

os mecanismos subjacentes aos prejuízos persistentes de plasticidade sináptica de curta 

duração no hipocampo representam um alvo interessante a ser considerado na busca por 

substratos biológicos comuns entre prejuízos cognitivos, psicose associada a ELT e 

esquizofrenia. Além disso, a forte atenuação da influência das entradas excitatórias 

hipocampais sobre os neurônios do mPFC observada em animais submetidos a AD, 

representa uma oportunidade singular para testar algumas hipóteses formuladas no modelo 

proposto por (Lodge e Grace, 2007) e, em seguida, amplia-lo com o intuito de integrar os 

achados recentes sobre as psicoses associadas a ELT (ver por exemplo, modelo adaptado por 

Kandratavicius et ai., 2013), além de propor novas ideias para o desenvolvimento de terapias 

não-farmacológicas, (por exemplo, estimulação cerebral profunda na esquizofrenia; DBS, do 

inglês deep brain stimulation; (Ewing e Grace, 2013; Ewing e Winter, 2013; Perez et ai., 

2013). 

5.10. Modulação da LTP sobre os efeitos induzidos por KET-S+ e AD: implicações para 

estudos de DBS em modelos de psicose 

Por fim, testamos se a indução prévia de LTP poderia atenuar os efeitos induzidos por 

KET S+ e AD na via iCA1-mPFC, já que estudos recentes têm demonstrado que o aumento da 

função dos receptores NMDA e AMPA por moduladores alostéricos positivos são capazes de 

reverter as alterações comportamentais e prejuízos cognitivos associados a psicose 

experimental. Nossa suposição foi baseada na ideia de que a aplicação de HFS em CAl seria 

capaz de melhorar a eficiência dos receptores AMPA e NMDA dos neurônios do mPFC, por 

71 



meio do aumento da influência excitatória dos neurônios vindos de CAl. Nossos achados 

sugerem que, de fato, a indução prévia de LTP atenua (ou bloqueia em alguns casos) alguns 

dos efeitos eletrofisiológicos induzidos por KET-S+ e AD. 

Um dos resultados mais intrigantes do presente trabalho foi obtido da avaliação da 

plasticidade de curta-duração na via iCAl-mPFC. Como mencionado, observamos redução 

significativa do PPF induzida por ambos, KET-S+ e AD. Em seguida, observamos que a 

indução de LTP prévia foi capaz de bloquear completamente as alterações da eficiência basal 

e de PPF na via CAl-mPFC produzidos por KET-S+ e AD. Isso sugere que a aplicação de HFS 

em CA1 também influenciou redes intra-hipocampais, que, mesmo sob efeito de KET-S+ ou 

em período pós-ictal (efeito de AD), foram capazes de apresentar o mesmo nível de 

plasticidade pré-sináptica dos controles, evidenciado pela ausência de diferença das médias 

de PPF entre os grupos AD, Sham, KET e SAL. Considerando que a integridade do PPF está 

associado a qualidade do processamento e filtro de informações sensoriais (Citri e Malenka, 

2008), uma das nossas predições seria de que a aplicação de HFS no hipocampo atenuaria o 

prejuízo de PPI induzido por KET. Consistentemente, Ewing e Grace (2013) testaram se a 

aplicação de DBS no hipocampo ventral seria capaz de atenuar os prejuízos nos potenciais 

evocados por estimulação acústica observados em ratos submetidos a modelo de 

esquizofrenia induzido durante o desenvolvimento. Os autores mostraram que DBS (20 min, 

130 Hz, pulsos monofásicos de 0,1 ms) no hipocampo ventral praticamente aboliu as 

respostas do hipocampo aos estímulos acústicos, porém restaurou os prejuízos observados 

nas regiões infra-límbicas do mPFC e do TMD (Ewing e Grace, 2013}. Os autores argumentam 

que a aparente desativação do hipocampo ventral gerado por DBS pode ter atenuado o 

estado hiperdopaminérgico usualmente apresentado por este modelo (Gill et ai., 2011). Tal 
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"normalização" do sistema dopaminérgico poderia estar subjacente à restauração do 

processamento acústico na região infra-límbica do mPFC e TMD. 

Além da avaliação de PPF, mostramos também que a indução de LTP prévia também 

bloqueia o aumento de delta gerado por KET-S+ no mPFC, mas não o aumento de gama-alta. 

Além disso, a LTP não foi capaz de alterar o aumento de delta no hipocampo observado nos 

animais tratados com KET-S+. Em nosso conhecimento, a ideia de que a aplicação de HFS no 

hipocampo seja capaz de modular padrões oscilatórios no mPFC é relativamente nova. Uma 

hipótese a ser testada seria a de que os efeitos modulatórios induzidos pela aplicação prévia 

de LTP nas oscilações corticais, durante os efeitos de KET-S+, poderiam ser explicados por 

uma melhor regulação do tônus dopaminérgico associado a melhora da eficiência de 

receptores NMDA presentes nos interneurônios do mPFC (Lavin e Grace, 2001). 

Consistentemente, foram reportadas evidências de que populações semelhantes de CA1 

projetam ao mPFC e NAcc (Thierry et ai., 2000); e que a aplicação de HFS em CA1 gera 

aumento dos níveis extracelulares de dopamina no mPFC (Gurden et ai., 2000). Como 

mencionado, KET-S+ produz uma série de alterações eletrofisiológicas que não são 

necessariamente interdependentes. Uma das explicações para o aumento de delta induzido 

por KET-S+ seria um excessivo engajamento talâmico, capaz de gerar um estado de 

sincronização global. O fato da aplicação de HFS em CA1 modular especificamente o 

aumento das oscilações delta no mPFC induzido por KET-S+ torna o cenário um pouco mais 

complicado, já que o hipocampo não projeta diretamente ao tálamo. Uma possibilidade a 

ser investigada é de que a aplicação de HFS em CA1 tenha fortalecido preferencialmente as 

conexões entre neurônios excitatórios hipocampais e interneurônios do mPFC, tornando a 

rede local mais organizada e resistente as oscilações lentas impostas possivelmente pelo 

tálamo durante efeito de KET-S+. De fato, parece ser plausível considerar que ocorra tal 
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ativação preferencial de interneurônios do mPFC, já que foram reportadas evidências de 

aumento transiente de oscilações gama-baixa no mPFC após a aplicação de HFS em iCAl 

(lzaki e Akema, 2008). Experimentos que avaliem simultaneamente potenciais evocados na 

via TMD-mPFC e CAl-mPFC, antes e após aplicação de HFS em CAl, de animais controle e 

tratados com KET-5+, serão importantes para testar essa hipótese. 

Por fim, observamos que a LTP bloqueia o aumento de MI no mPFC induzido por KET-

S+, mas não modula tal efeito no hipocampo. Interessante notar que, de acordo com a 

figura 12b, a diminuição do MI do mPFC no grupo LTP-KET não pode ser explicada 

simplesmente pela diminuição da potência em delta mencionada anteriormente. Como 

mencionado, uma explicação possível para o aumento aberrante de MI induzido por KET-S+ 

envolveria a forte capacidade desse fármaco em inibir o funcionamento dos transportadores 

de dopamina. Assim, o aumento extracelular de dopamina no mPFC e redes associadas 

aumentaria a precisão temporal dos disparos corticais, refletindo em maior acoplamento 

entre a fase de delta e amplitude de gama-alta. Assim como proposto anteriormente, 

sugerimos que o aumento da eficiência da comunicação entre hipocampo e mPFC possa 

gerar, de alguma forma, um estado de resistência a um provável excesso de ativação 

dopaminérgica gerado por KET-S+. Em nosso conhecimento, não existem estudos que 

tenham tentado dissociar as alterações da dinâmica de populações de neurônios piramidais 

e interneurônios do córtex induzidas por LTP. Uma ideia interessante seria inibir 

seletivamente os neurônios piramidais do mPFC com optogenética durante todo o 

procedimento de aplicação de HFS em CA1. Isso garantiria que as conexões entre neurônios 

de iCAl e interneurônios do mPFC fossem, de fato, priorizadas. 
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6. Conclusão

Nossos achados indicam que o tratamento sistêmico com KET-5+ (relevante para o 

estudo da esquizofrenia) e a indução de AD no hipocampo (relevante para o estudo da 

psicose pós-ictal) produzem alterações complexas sobre a conectividade, plasticidade 

sináptica e padrões oscilatórios na via iCA1-mPFC in vivo. A prevenção de boa parte desses 

efeitos eletrofisiológicos, por meio de indução de LTP, dá suporte a ideia de que o DBS 

aplicado no hipocampo seria capaz de atenuar os prejuízos de processamento cognitivo em 

modelos animais de esquizofrenia. Esperamos que tais resultados possam ser traduzidos 

futuramente para a clínica, colaborando, portanto, para o desenvolvimento de tratamentos 

não-farmacológicos que visem a prevenção ou atenuação dos prejuízos cognitivos 

associados a transtornos psiquiátricos e/ou comorbidades psiquiátricas associadas a ELT. 
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Figura 1. Medidas eletrofisiológicas, estímulos elétricos e paradigmas experimentais. (a) LFPs 

foram obtidos por meio de eletrodos monopolares de tungstênio implantados no hipocampo (CAl) e 

na região pré-límbica (PL) do mPFC em animais anestesiados com uretana. Além disso, um eletrodo 

bipolar foi posicionado na região posterior dorsal de CAl hipocampal para eliciar fPSPs no mPFC. {b) 

Paradigmas experimentais. No experimento 1, foram registradas respostas no mPFC a cada 20 s para 

linha de base {90 min) antes da aplicação de (1) KET-S(+) (12,5 mg/Kg i.p.) ou veículo e (2) AD­

hipocampal ou Sham, formando os grupos KET (n=7), SAL (n=8), AD (n=7) e Sham (n=7). Em seguida 

os animais foram registrados por mais 120 min para monitoramento. No experimento 2, foram 

registradas respostas evocadas no mPFC durante 30 min para constituir uma linha de base antes da 

aplicação de dois HFS ou Sham (aos 30 e 60 min de experimento) e administração/aplicação de KET, 

AD ou SAL aos 90 min, formando os grupos LTP-KET (n=9), LTP-AD (n=8) e LTP-SAL (n=6). 

Subsequentemente, os animais foram monitorados por 120 min adicionais. Em todos os grupos, 

foram registrados LFPs no hipocampo e mPFC ao longo de todo o experimento, simultaneamente aos 

registros de fPSPs evocados. (e) Paradigmas de estimulação elétrica. Durante todo o experimento, foi 

realizado a aplicação de pares de pulsos em CA1 com concomitante registro dos fPSPs evocados no 

mPFC a cada 20 s. O intervalo inter-estímulos (ITI) em CA1 foi de 80 ms, tipicamente capaz de gerar o 

maior PPF nessa via (Kiss et ai., 2011). A eficiência basal da via CA1-mPFC foi avaliada pela amplitude 
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do fPSP1 e a plasticidade pré-sináptica ou PPF foi avaliada pela razão entre as amplitudes de fPSP2 e 

fPSPl. A LTP foi induzida por meio de aplicação de HFS: duas séries de 10 trens (50 pulsos a 250 Hz; 

200 ms de duração; a cada 10 s), separados por 10min (Jay e Burette, 1995). Para evocação de AD­

hipocampal única, foi aplicado um trem na região CA1: 200 pulsos (20Hz; pulsos monofásicos de 

lms) com duração de 10 s. {d) O sinal analógico vindo do animal foi amplificado, filtrado, digitalizado 

e dividido em épocas de 19,5 s. Estes períodos de registros englobam, nos primeiros 120 ms, uma 

dupla de fPSPs evocados por estimulação pareada em CA1 (ITI = 80ms) e, no tempo subsequente, 

LFPs espontâneos em CA1 e mPFC. Para análises oscilatórias, os primeiros 300 ms foram removidos. 

(e) Exemplo de LFP (0.3Hz - 1 kHz) coletado no mPFC de um animal anestesiado com uretana. Como

descrito por trabalhos anteriores, em roedores anestesiados com uretana, é possível observar 

transições espontâneas de estados sincronizados (ondas lentas e de alta amplitude) para estados 

dessincronizados (oscilações mais rápidas e de baixa amplitude). 
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Figura Z. Propriedades dos potenciais evocados na via CAl-mPFC in vivo. (a) Curvas de entrada e 

saída (E/5). Estímulos monofásicos de 0,2 ms de duração foram aplicados em CAl em intensidades 
crescentes (60, 80, 100, 120, 150, 200, 300, 400, 500 µA) e os seus respectivos fPSPs evocados no 
mPFC foram simultaneamente registrados. A intensidade de estímulo escolhida para todos os 
experimentos foi de 70% da amplitude máxima dos fPSPs. Não foram obtidas diferenças entre os 
grupos, quando comparadas as suas curvas E/S. (b,c) Todos os animais incluídos nas análises 
apresentaram fPSPs típicos da via CAl-mPFC com amplitude do fPSPl sempre acima de 150 µV e 
latência do primeiro pico negativo entre 14 e 17 ms (Lopes Aguiar et ai., 2008; Lopes-Aguiar et ai, 
2013). Além disso, o PPF (fPSP2/fPSP1) eliciado no mPFC após estímulo pareado de 80 ms no 
hipocampo, variou entre 2 e 3, também de maneira consistente com a literatura (Kiss et ai., 2011). 
Não foram observadas diferenças entre as médias das amplitudes, PPF e latências dos grupos 
incluídos nos experimentos 1 e 2. Dados expressos como média ± erro padrão (a) ou média + 
dispersão dos valores (b, c). ANOVA simples de uma via; p > 0,05. 
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Figura 3. Efeitos de curto prazo induzidos por AD. (a) Paradigma experimental destacando o 

momento de indução da AD. (b) Para avaliação dos efeitos oscilatórios de curto prazo da AD, foram 

monitorados LFPs no hipocampo e mPFC lmin antes, durante e 1 min após estímulo (Ma and Leung, 

2010). O protocolo de estímulo utilizado foi capaz de eliciar uma única pós-descarga, seguida de 

aumento de oscilações gama {30 a 100 Hz). (e) Densidade espectral de potência média para LFPs 

registrados no mPFC e CAl em três momentos distintos: antes, 30 s e  80 s após AD. Acima, é possível 

observar que, no mPFC, ocorre aumento de potência nas bandas de gama-baixa (30 a 55 Hz) e alta 

(65 - 100 Hz) apenas para época referente aos 30s após AD. Abaixo, mostra redução global da 

potência espectral média do hipocampo, 80s após AD. (d) Análise da potência absoluta média por 

banda de frequência ao longo de todo o registro em torno de AD ou Sham (60 s antes e 120 s depois) 

revela um aumento rápido e transiente induzido por AD nas bandas gama-baixa e alta. Os 10 s de 

estimulação e os 20 s subsequentes que continham a AD foram removidos das análises. (e) Exemplo 

de espectograma na faixa de frequência de 30 a 55 Hz ao longo de todo o registro de LFPs em torno 

de AD, evidenciando um aumento rápido e bem delimitado no tempo de oscilações gama. Dados 

expressos como média ± erro padrão. * p < 0,05 (comparação com a linha de base). # p < 0,05 

(comparação com o período tardio de registro: 120 s). ANOVA de uma via medidas repetidas com 

teste post hoc de Tukey. 
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Figura 4. Alteração da dinâmica dos estados oscilatórios no hipocampo e córtex sob uretana 

induzido por KET S+. (a) Em ambos os experimentos, foram registrados simultaneamente LFPs em 

CAl e no mPFC durante 90 min antes e 120 min depois de injeção de KET S+ (12,5 mg/Kg, i.p.). (b) 

Acima, exemplos de traçados comprimidos de LFPs no mPFC e hipocampo obtidos de um mesmo 

animal durante o experimento 1 (duração: 210 min). Abaixo, espectogramas de potência em cinco 

bandas diferentes de frequência (delta, teta, beta, gama-baixa, gama alta) referentes aos seus 

respectivos traçados. Durante a linha de base, os padrões oscilatórios apresentam diversos períodos 

de transição espontânea entre estados de sincronização (aumento de delta e queda ou ausência de 

alteração das potências em gama) e dessincronização (caracterizado por diminuição de oscilações 

lentas e aumento em gama). Note que ocorre aumento simultâneo de delta e gama-alta após KET no 

mPFC, evento raramente observado durante os registros de linha de base. No hipocampo, a KET 

promove aumento mais pronunciado em delta nos primeiros 30 min pós-tratamento. 
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Figura 5. Efeitos de KET sobre os padrões oscilatórios no hipocampo e mPFC. (a) Alterações de curto 

prazo. Média da potência absoluta em três bandas de frequência distintas (delta, gama-baixa e 

gama-alta) calculada em torno de injeção de SAL (esquerda) e KET S+ (direita) 120 s antes e 600 s 

depois do tratamento. KET promove aumento sustentado das potências em delta, gama-baixa e 

gama-alta cerca de 400 s após injeção. Nenhuma alteração foi observada no grupo SAL. (b) 

Alterações de longo prazo. Média da potência absoluta em blocos de 30 min ao longo de todo o 

experimento para as bandas delta, teta, beta, gama-baixa e gama-alta. Acima, KET S+ promove 

aumento transiente de potência em delta aos 30 min associado a aumento sustentado de gama-alta 

de 30 a 120 min no mPFC (blocos pós-tratamento comparados com a linha de base). Nenhuma 

alteração foi observada no grupo SAL. Abaixo, KET S+ promove aumento transiente de delta no 

hipocampo (aos 30min). (e) Densidade espectral de potência para o mPFC e hipocampo antes (linhas 

pretas) e 30min após KET S+ (linhas vermelhas). (d) Exemplos de traçados representativos de LFPs 

(linhas pretas: 0,3 Hz - 1 kHz), de traçados filtrados em delta-baixa (linhas azuis: 0,5 Hz - 1 Hz) e em 

gama-alta (linhas vermelhas: 65 Hz - 100 Hz) em épocas de sincronização e dessincronização dos 

LFPs no mPFC antes e após KET. Nos períodos sincronizados pós-KET também é possível observar um 

maior acoplamento da amplitude dos envelopes de gama com a fase de delta (ver também figura 

10). Dados expressos como média± erro padrão. * p < 0,05 na comparação com os últimos 30 min de 

linha de base (- 30 min). Barras pretas abaixo do eixo x representam o momento da injeção de SAL e 

barras vermelhas de KET S+. ANOVA de uma via medidas repetidas com teste post hoc de Tukey. 
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Figura 6. Efeitos de KET S+ e AD sobre a eficiência basal e plasticidade pré-sináptica da via CAl­

mPFC. (a) KET S+ aumenta significativamente a amplitude do fPSPl e reduz o PPF, sem afetar de 

maneira significativa o fPSP2 da via CAl-mPFC in vivo. (b) Indução de AD gera uma queda robusta de 

ambos, fPSPl e fPSP2 na via CAl-mPFC. Além de robusto, esse efeito mostrou ser sustentado, 

mantendo a queda inicial dos fPSPs de 50 a 60% por, no mínimo, 2 horas. Assim como a KET S+, a 

indução de AD também gerou prejuízo de PPF. Os dados foram organizados em blocos de lOmin e 

normalizados pela média da linha de base. Dados expressos como média ± erro padrão. * p < 0,05 

em relação ao grupo controle (ANOVA de duas vias medidas repetidas, seguido de teste post hoc de 

Tukey). Parte superior da figura, exemplos de fPSPs representativos para ilustrar os efeitos de KET e 

AD. 

85 



a 

e 

e 

g 

- b 
> 
E o.8
-- n.s.

Q) -e 0.6 
ºº o

Õ. 0.4 o 
colê 

o 

o o 

E o 68�co 0.2 o o o o ._
Cf) o.o

o 1 2 3 4 5 

Delta power (mV2/Hz) 
d

-

> 0.8

Q) 0.6

:= 0.4 

E 
0.2 n.s.

._ 
Q.. O.O x10·4
Cf) 

Q:: 
O 2 4 6 8 

2 
10 

High gamma power (mV /Hz)

5 

4 

LL. 3
Q.. 
Q.. 2 

n.s.

o o 

0+-------------
0 1 2 3 4 5 

Delta power (mV2/Hz)

0.8 
r = 0.16 

0.6 p = 0.048 

0.4 o 

0.2 

O.O 
o 1 2 3 4 5 

Delta power (mV2/Hz)

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 
r = 0.62 
p < 0.0001 

o. x10 -4
6 8 10 o 2 4 

High gamma power (mV2/Hz)

4 

3 

2 

1 

n.s.

o+----------------. 

O 1 2 3 4 5 

Delta power (mV2/Hz)

h5 
r = -0.53

4 

LL. 3Q.. 
Q..

2 

1 

o 

�
º

��0�0 CDc9 
� 

000 

n.s.

1�10-4 

High gamma power (mV2/Hz)

4 

3 

p < 0.0001

10 -4x10 

High gamma power (mV2/Hz)

86 



Figura 7. Correlações entre padrões oscilatórios e potenciais evocados na via CAl-mPFC. (a, b) 

Eficiência basal da via CAl-mPFC não correlaciona significativamente com a potência em delta no 

córtex. (c, d) Magnitude das repostas basais evocadas no mPFC não correlaciona significativamente 

com a potência de gama-alta no grupo SAL. Porém, no grupo KET observou-se correlação significativa 

(r===0,62; p<0,0001). Quanto maior a potência em grama-alta cortical, maior a amplitude do fPSPl na 

via CAl-mPFC. (e, f) PPF não correlaciona significativamente com a potência em delta no córtex. (g, 

h) PPF não correlaciona com potência em gama alta cortical no grupo SAL, porém, no grupo KET

observou-se correlação significativa entre tais parâmetros (r===-0,53; p<0,0001). Quanto maior a 

potência em gama-alta no córtex, menor o PPF na via CAl-mPFC. 

87 



a 
..... 

3.0 oSAL 
oLTP-SAL (J) a> 2.5 

G!::
-o 

�.�

� =°ª 2.0 
N C.. 
·m E 1.5 

E ro 1. o � 

b 

... 

e 

oLTP-SAL 
•LTP-KET

o 
z 0.5--------------...... 

N 2.5 

� � 2.0 
* 

-o
.#1 

� 
Q) :.: .5 
N C.. 
=-= E § ro 1. O �

� 0.5--......... ---.---.-....--..... 
LL 1.25 
a.. 
a.. 
� 1.0 �� 
.!::! 

Ãrií.
É o.75 �
o * 

0
•
5Qio -30 30

Time (min)
90 

� 
... 

-90 -30 30 90 

Time (min)
-90

oLTP-SAL 
OLTP-AD 

-30 30 90 

Time (min)

d 
e (SAL) - (KET) 

e (LTP-SAL) - (LTP-KET) 

-50 O 50 100 

Time (min) 

O (Sham) - (AD) 
0.25 o (Sham) - (LTP-AD)

T 

-o.2s---.----.------.----.--
-100 -50 o 50 100 

Time (min) 

88 



Figura 8. Efeitos da indução prévia de LTP sobre os efeitos de KET e AD na via CAl-mPFC. (a) Dupla 

aplicação de estimulação de alta frequência em CAl (intervalo entre protocolos: 30 min) promove 

LTP robusta e sustentada (por no mínimo 120 minutos). Tal efeito mostrou-se associado a uma 

diminuição transiente do PPF por 60 minutos. (b) Injeção de KET não altera significativamente os 

potenciais evocados e o PPF na via CAl-mPFC quando precedido de LTP. (e) A indução de AD 

promove queda transiente dos potenciais evocados basais, mas não afeta o PPF quando precedido 

de LTP. (d) Esquerda, comparação entre os grupos KET e LTP-KET quanto à diferença de PPF em 

relação ao seu respectivo grupo controle sugere que a LTP module os efeitos de KET sobre o PPF. 

Direita, comparação entre os grupos AD e LTP-AD quanto à diferença de PPF em relação ao seu 

respectivo grupo controle sugere que a LTP também module os efeitos de AD sobre o PPF. Dados 

expressos como média± erro padrão. * p < 0,05 em relação ao grupo controle (ANOVA de duas vias 

medidas repetidas, seguido de teste post hoc de Tukey). 
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Figura 9. Modulação da LTP sobre as alterações induzidas por KET S+ nos padrões oscilatórios do 
mPFC. (a) Densidade espectral de potência calculada 30 minutos antes (traçado preto) de KET, SAL 

ou AD e 30 minutos depois (traçado vermelho) de KET, SAL ou AD. (b) Análise da potência absoluta 
em blocos de 30 minutos indica que a LTP bloqueia o aumento de delta e beta induzidos por KET S+. 
Note que a LTP não atenua o aumento de gama-alta induzido por KET S+ no mPFC. Dados expressos 
como média ± erro padrão. * p < 0,05 em relação ao grupo controle (ANOVA de uma via medidas 
repetidas, seguido de teste post hoc de Tukey). 
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Figura 10. KET S+ aumenta a comodulação entre amplitude de gama-alta e fase de delta induzido 

no hipocampo e mPFC. (a) Exemplos de traçados de LFPs corticais, antes e depois de KET, filtrados 

em delta (0,5 - 4 Hz; traçado azul) e em gama-alta (65 - 100 Hz; traçado preto). Traçado amarelo 

define os envelopes de gama-alta no LFP filtrado (65 - 100 Hz). (b) Média da distribuição da 

amplitude de gama-alta pela fase de delta em janelas de 20° em um animal representativo, antes e 

depois de KET. O MI é uma medida que expressa a divergência entre a distribuição da amplitude 

avaliada e uma distribuição uniforme ideal (Tort et ai., 2010). Portanto, ao compararmos o gráfico da 

esquerda (antes de KET) com o da direita (pós-KET), é possível observar que KET gera aumento de 

MI. O traçado amarelo representa o sinal filtrado em delta e as barras azuis são referentes à

distribuição da amplitude de gama-alta ao longo da fase de delta. As linhas vermelhas, próximas aos

picos dos traçados amarelos (delta), representam a faixa média de acoplamento amplitude-fase. (e)

Média dos Mls nos grupos KET e SAL calculados em janelas de 10 min para o mPFC (esquerda) e

hipocampo (direita), ao longo de todo o experimento (210 min). É possível observar que KET

aumenta em até três vezes o MI no mPFC e hipocampo por cerca de 60 minutos pós-injeção (ver

análises estatísticas na figura 11).
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Figura 11. Indução prévia de LTP atenua o aumento do MI induzido por KET S+ especificamente no 

mPFC. (a) Comparações intra-grupo das médias dos Mls no mPFC em janelas de 30 min antes e 

depois de KET S+ ou SAL. Esquerda, KET S+ aumenta significativamente o MI por 60 min pós-injeção. 

Direita, nenhuma alteração significativa de MI foi observada no grupo SAL. (b) Comparações intra­

grupo das médias dos Mls no hipocampo. Esquerda, KET S+ aumenta significativamente o MI por 60 

min pós-injeção. Direita, nenhuma alteração significativa de MI foi observada no grupo SAL. (e, d) 

Nenhuma alteração significativa de MI foi observada nos grupos AD e Sham no mPFC e hipocampo. 

(e) Esquerda, l<ET S+ não produz aumento significativo do MI no mPFC quando precedida por LTP.

Direita, nenhuma alteração significativa de MI foi observada no grupo LTP-SAL. (f) Esquerda, KET S+, 

precedido por LTP, aumenta significativamente o MI no hipocampo por 30 min pós-injeção. Direita, 

nenhuma alteração significativa de MI foi observada no grupo LTP-SAL. (g, h) Nenhuma alteração 

significativa de MI foi observada no grupo LTP-AD no mPFC e hipocampo. (i, f) Mls dos grupos l<ET e 

LTP-KET plotados juntos para evidenciar a modulação diferencial da LTP sobre o aumento do MI 

induzido por KET S+. As médias dos Mls no mPFC, 30 e 60 min pós-injeção, são significativamente 

maiores no grupo l<ET, comparado ao grupo LTP-KET. Por outro lado, ambos os grupos exibiram 

aumento semelhante de MI no hipocampo, após injeção de KET. Dados expressos como média± erro 

padrão. *p < 0,05 em relação aos últimos 30 min de linha de base (ANOVA de uma via medidas 

repetidas ou de duas vias medidas repetidas, seguidos de teste post hoc de Tukey). 
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Figura 12. Exemplo de relação não-linear entre MI e potência de delta no mPFC e hipocampo antes 

e após KET S+. (a) Acima, gráfico de dispersão da média dos Mls pela média da potência absoluta de 

delta no mPFC em janelas de 20 s ao longo de todo o experimento (630 pontos) mostra ausência de 

correlação linear entre tais variáveis. A escala de cor dos pontos permite observar a dinâmica 

temporal da relação entre MI e potência de delta. Pontos próximos ao branco são referentes ao 

início do experimento, pontos de cor laranja e vermelho estão próximos ao momento da injeção de 

KET S+ e pontos escuros indicam o final do experimento. Abaixo, gráfico contendo apenas 7 pontos 

dos 630 plotados acima para ilustrar de forma mais clara como o aumento ou diminuição de MI não 

depende necessariamente de alteração na potência de delta, especialmente em períodos pós-KET. 

Por exemplo, o experimento é iniciado em -90 min com um valor médio de MI em torno de 0,01 e 

uma potência em delta em torno de 0,4 mV2/Hz. Aos 15 min pós KET S+ o MI sobe para mais de 0,04 

e a potência em delta para cerca de 1,2 mV2/Hz. Aos 60 min pós-KET, a potência em delta é ainda 

superior a 1 mV
2
/Hz, porém o MI médio já caiu em cerca de 50%. (b) A mesma dinâmica temporal 

não-linear também pode ser observada no mPFC dos animais do grupo LTP-KET. Por exemplo, aos 15 

min pós-KET, a potência em delta é basicamente a mesma do início do experimento, porém o MI é 

cerca de 3 vezes maior. (e, d) Exemplos da relação não-linear entre MI e potência de delta no 

hipocampo para os grupos KET e LTP-KET. 
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Figura 13. Análise imunohistoquímica de BDNF no hipocampo e mPFC. (a) KET S+ aumenta 

expressão de BDNF na camada granular do giro denteado em ambos os hemisférios. (b) AD produz 

aumento na expressão de BDNF no mPFC (apenas no hemisfério contralateral à estimulação) e 

diminuição bilateral em CAl. (e) Indução de LTP, por si só, é capaz de aumentar bilateralmente BDNF 

na camada granular do giro denteado. (d) Nenhuma diferença foi observada entre os grupos que 

receberam LTP antes de KET S+ ou AD. Dados expressos como média ± erro padrão. *p < 0,05 em

relação ao grupo controle (ANOVA simples de uma via, seguido de teste post hoc de Tukey). 
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Comparative analysis of Ketamine S(+) and Ketamine racemate effects on 

hyperlocomotion and short-term synaptic plasticity disruption in the 

hippocampal-medial prefrontal cortex pathway in vivo
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lotroduct;oo 
Psychosis are frequently associated to cognitive dysfunction, 
such as disruption of worklng memory that recruits hippocampo­
frontocortical clrcults and Is specially affected by GABA­
glutamate unbalance. Subanesthetic doses of ketamine 
racemat• (KETI or lts opttcal lsomer ketamine S(+I (KET S+I are 
used as experimental model of psychosis-based on hypofunction 
of NMDA receptor. Although less studied experimentally, KET S+ 
has a higher affinlty for NMOA receptors and can better 
reproduce the psychotic•like symptoms than KET. These distinct 
effects of ketamine isomeric forms on NMDA receptors have 
been poorly understood. 
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Methods 
Animais: Male Wlstar adults (300g-450g). 

Non-c:ompetltlve NMDA receptors antagonlst Ketamlne: KET, 
ketamine racemate: 12,5 mg/Kg i.p., in sterile saline (NaCI, 
0.15M); KET S+, S(+)•Ketamine: 12,Smg/Kg, i.p., in sterile saline 
(NaCI, 0.15MI. 

Behavioral test: intact animais were placed in the open field for 
habituation and basellne (l0min) and received KET, KET S+ or 
vehicle (VEH). After injectlons, locomotor behavior was recorded 
for 30 min. 
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Surgery: new groups of naive rats 
anaesthetized with urethane (1-
1.Sg/Kg, i.p., in saline) under body 
contrai at 37 ± o.sec. lmplantatlon 
of bipolar stimulatlon electrode in 
CAl and recordlng electrodes ln 
dorsal hippocampus and mPFC 
(teflon•coated tungsten wlre; 
60µm diameter). 

E1eperlmental dasl1n: new groups of naive urethane­
anesthetized rats underwent stereotaxic surgery for electrode 
implants and subsequent recordlng of field post-synaptic 
potential (fPSPs) evoked by palred•pulse stimuli (inter•pulse 
interval=80ms) in CA1. After 90 min of baseline recordings, 
animais were treated with KET, KET S+ ar VEH and monltored for 
additional 120min. fPSPs were digitized at 10KHz after band-pass 
filterlng (0.3-3KHzl and quantlfied using LabChart software. ln ali 
experiments, the statístical analysis was performed using two· 
way ANOVA for repeated measures and Bonferroni post-hoc 
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Fig. A: Locomotion activity: Up, representative tracings of rat's 
trajectory from the groups: VEH, KET and KET S+; Bottom, number 
of infra•red sensors activated along the time. Fig. B: KET and KET S+ 
produced a significant lncrease in locomotion activity compared to 
baseline locomotion (+16S% and +128%, respectively; time factor: 
F(78,1053l=2.43; p<0.001]. Fig. C: KET 5+ produced a significant 
increase of the basal synaptic efficacy {measured by fPSPl 
amplitude) in the mPFC as compared to baseline responses to CAl 
stimulí 1+12%, time-effect: F(40,300)=4.10; p<0.05; two-way 
ANOVA repeated measures). Fig. D: 80th drugs equally reduced 
short-term synaptic plasticity in the mPFC as measured by paired 
pulse facilitation following hlppocampus stimulation (·14,5% KET 
and -15% KET S+; time factor: F(40,300)=3.91, p<0,001]. The effect 
of KET S+ on synaptic plasticity was more sustained (for at least 
120min) than that of KET, which lasted ~ao min (+9%; interaction 
between factors treatment x time: F(40,300)=3,910; p<0.0S). Fig. 
E: Spectral analysis of lhe VEH, KET and KET S+ group. 
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1. Background

Our research group, heading by Prof. João Pereira Leite (University of São Paulo -

Brazil), has been profoundly interested in the underlying mechanisms of epileptogenesis, 

cognitive deficits and psychiatric comorbidities in temporal lobe epilepsy in both clinicai 

(Kandratavicius et ai. 2014, 2013 Mathern et ai. 1997) and experimental (Lopes-Aguiar et ai., 

2013, Bueno-Junior et ai., 2012; Lopes-Aguiar et ai., 2008; Leite et ai., 1990) perspectives. The 

original project was designed to extend our knowledge in this field by examining the 

relationship between oscillatory activity in hippocampus and mPFC and cognition in a model 

of developmental seizure. We expected to take advantage of the Morris's group expertise in 

behavior in order to refine our strategies towards a better comprehension of cognitive deficits 

in epilepsy. However, 1 have had to change my supervisor of the internship abroad due to 

problems with tuition fees, which was raised on very strict rules imposed by the United 

Kingdom Boarder Agency and on a policy of the University of Edinburgh based on charging in a 

very expensive way non-European students. Generally speaking, one of the most important 

differences between doing an internship abroad in UI< compareci to Sweden is that the first 

one does not allow PhD students develop their internship as a visiting researcher. Thus, they 

obligate us to enroll in a graduate program and, consequently, to pay Tuition Fees. ln my case, 

even with guarantee of salaries from FAPESP, 1 was charged in around 15 thousand pounds for 

a year of internship. Profs. Leite, Morris and I have exhausted the possibilities to solve this 

situation and decided to decline from the fellowship, after months of e-mails exchange. 

However, as I had already changed a lot of my PhD schedule to go abroad, 1 considered 

changing the foreign supervisor, instead of just declining the fellowship. Fortunately, 1 did 

receive an immediate positive reply after an e-mail sent to Prof. Marie Carlén, at Karolinska 

lnstitutet. 

Although Prof. Carlén is not mainly focused on epilepsy, Prof. Leite and and I agreed 

her research focus was still fitting very well to the main objective of the project, namely: 

probing causal links between oscillatory patterns and cognition. lndeed, Prof. Carlén has been 

using cutting-edge tools in neuroscience to investigate the role of parvalbumin positive (PV+) 

interneurons in cognition and behavior during normal and pathological conditions, which is 

increasingly becoming a key topic in epilepsy as well. For instance, it has been shown that fast 

spiking (FS) interneurons control seizure propagation in the cortex (Schwaller et ai. 2004) and 

that the absence of cortical PV+ facilitates hypersynchrony in the hippocampus (Cammarota et 

ai. 2013). Therefore, we decided to move towards an integration of the original project with 

her scientific interests and, therefore, perform a new project. This document reports my 
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scientific research performed during an internship abroad from January to December of 2013 

under Prof. Marie Carlén supervision at Karolinska lnstitutet. 

2. Original project summary

Severa! clinicai and experimental studies have provided convincing evidence showing 

that early-life seizure (ELS) events trigger late spontaneous seizures and/or cognitive deficits; 

however, the underlying mechanism of such late changes remains unclear. Neuronal cell loss 

and mossy fibre sprouting may be absent in the presence of !ater seizures and cognitive 

deficits. On the other hand, inflammatory process associated to microglia over-activation, 

besides plasticity-related events at a molecular/cellular levei, usually occurs not only in the 

hippocampus but probably also in extra-limbic circuits. One possibility to probe neuronal 

plasticity on the network levei in vivo is quantifying oscillatory activity patterns of local field 

potentials (LFPs). Therefore, further studies are required using freely moving 

electrophysiological recordings throughout an animal's life and attendant memory tasks in 

arder to dissociate different phases and facets of the episodic-like memory processing. ln this 

sense, the event arena paradigm represents an opportunity to investigate the effect of ELS 

into adulthood, specifically with respect to (1) the temporal dynamics of systems memory 

consolidation, and (2) the hippocampus/medial prefrontal cortex (mPFC) encoding responsible 

for enabling relevant new paired associates (PA; flavour/place) to be assimilated into an 

original schema. Therefore, the aim of the present project is, in adult animais previously 

subjected to ELS, to investigate the relationship between oscillatory activity in hippocampus 

and mPFC with the cognitive performance of an episodic-like memory task. ln particular, we 

aim to verify whether the inhibition of ELS-associated inflammation process by minocycline 

treatment attenuates the !ater oscillatory effects, likewise later learning ability impairments in 

the event-arena. Rats will be subjected to ELS induction by Li-PILO at P12 and seven additional 

daily injections of minocycline. Contrai groups will be treated only with its drugs vehicles. 

Forty-eight days after ELS, electrodes in the mPFC and in CAl of the hippocampus will be 

stereotaxically implanted under anaesthesia. Rats will be subjected to the event arena task, 

LFPs will be recorded daily using a telemetry system and eventual cellular loss and changes in 

microglia will be examined. 

3. Scientific report summary

Perturbed excitatory-inhibitory balance occurs in multiple psychiatric and 

neurological conditions and might be a criticai link between schizophrenia positive and 

negative symptoms, aberrant neural oscillatory activity, cognitive deficits and psychiatric 

comorbidities in epilepsy. Adult rats previously subjected to early-life seizures (ELS) display (1) 

enhancement of basal gamma oscillations, (2) down-regulation of NRl and NR2B sub-units of 

NMDA receptors in the hippocampus, (3) reduction of parvalbumin (PV) immunoreactivity in 

the hippocampus and (4) impairment in short-term but not spatial memory. Thus, supported 

by prior findings, we assumed that the mice lacking the NMDAR subunit NRl selectively in PV­

expressing cells (PV-Cre-NRlf/f) is a suitable model to probe the mechanisms of 

excitatory/inhibitory disturbances and its impact in cognition and cortical processing. 

Recently, Carlén's group showed that loss of NMDAR-mediated drive of PV interneurons 

results in cognitive deficits and changes in network activities highly relevant to schizophrenia 

symptomatology. lmportantly, BDNF also has been associated with the pathophysiology of 

schizophrenia. lt has been shown that BDNF receptor (trkB)-signaling in PV interneurons is 
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criticai for network synchronization in the gamma-band in hippocampus, but the role of trkB 

signaling in neuronal network activities at large is unknown. Therefore, in the experiment I, 

we aimed to investigate the role of NMDAR specifically in PV+ neurons during basal and 

optogenetically-evoked gamma oscillations in the mPFC. ln the experiment li, we sought to 

probe the importance of trkB signaling specifically in PV+ interneurons in normal cognitive 

and emotional processes. PV-Cre or PV-Cre-NRlf/f mice were injected with the following 

vectors: AAV2-0/0-ChR2-mCherry (Exp.l), AAVS-0/0-TrkB. Tl-mCherry (Exp./1) or AAVS-0/0-

EYFP (contrai). Four to twelve weeks later, the animais were submitted to electrophysiological 

recordings with light-stimulation under urethane (Exp.l) or to behavioral battery (Exp.11). Our 

preliminary findings suggest that deletion of NRl subunit in the PV+ cells is associated to 

higher power in theta and a trend towards higher power in beta and low-gamma in the mPFC. 

Also, we successfully demonstrated that photostimulation for activation of ChR2-expressing 

PV+ neurons also imposes transitory decrease in the firing rate of nearby neurons and 

preferentially enhances gamma oscillations in the mPFC. Finally, BDNF-TrkB signaling 

disruption specifically in PV+ interneurons of mPFC seems to be sufficient to perturb 

emotional processing in mice. 

4. lntroduction

4.1. lnterneuron dysfunction as a shared biological substrate in epilepsy and schizophrenia 

Cognitive deficits and psychiatry comorbidities are potential major sources of 

disability in children and adults with epilepsy (for a review, see Lin et ai. 2012). Several clinicai 

studies have provided evidence that early-life seizure (ELS) events trigger late spontaneous 

seizures and cognitive deficits, and seem to increase the risk for development of psychiatry 

comorbidities. For instance, a history of both febrile seizures and epilepsy is associated with a 

2-fold higher risk of schizophrenia as compared with people with no such history (Vestergaard

et ai. 2005). Experimental studies have shown that adult rodents previously subjected to ELS 

exhibit: (1) enhancement of basal gamma oscillations and disruption of theta (4 - lOHz) and 

gamma (30 - 80 Hz) coherence between CAl subfield of hippocampus and medial prefrontal 

cortex (mPFC) (Kleen et ai. 2011), (2) down-regulation of NRl and NR2B sub-units of N-methyl­

D-aspartate receptor (NMDAR) in the hippocampus (Saghyan et ai. 2008), (3) reduction of 

parvalbumin (PV) immunoreactivity in the hippocampus (Gill et ai. 2010), (4) impairment in 

short-term but not spatial memory (Cornejo et ai. 2010) and finally, (5) a long-lasting auditory 

gating deficit (Tsai et ai. 2012). 

AII of the above findings on different leveis involve major players and processes 

important to the excitatory/inhibitory (E/1) balance in the brain. lmproper inhibition, and 

hence a perturbed excitatory-inhibitory balance, exists in multiple psychiatric conditions, 

including autism, Angelman's, Down's, Rett's and Fragile X syndrome, respectively, among 

others (Marín, 2012). ln essence, the linkage of interneuron dysfunction to cognitive 

impairment is starting to be appreciated. lt is therefore criticai to better understand the 
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interplay between excitation and inhibition in arder to link seizures, aberrant neural oscillatory 

activity, cognitive deficits and psychiatric comorbidities in epilepsy. 

4.2. Carlén's laboratory research background 

The disruption of the E/I balance in the brain by acute treatment with non­

competitive NMDAR antagonists (e.g. MK-801, ketamine and phencyclidine) is considered a 

useful pharmacological model of schizophrenia as administration of this class of drugs 

reproduces both positive and negative as well as cognitive symptoms displayed in the disorder 

(e.g. stereotyped behaviors, working memory deficits, sensory motor gating disruption as well 

as emotional and social impairments (for a review, Moghaddam and Javitt 2012). The NMDAR 

antagonists are suggested to cause opposite effects on GABAergic inhibitory interneurons 

versus pyramidal excitatory neurons. ln accordance with this idea, it has been demonstrated 

that systemic injection of MK-801 impacts the activity in the medial prefrontal cortex (mPFC) 

by enhancing the firing rate of pyramidal neurons while decreasing the activity of putative 

fast-spiking (FS) interneurons (Homayoun and Moghaddam 2007). NMDARs antagonists also 

trigger aberrant gamma oscillations associated to stereotypy and hyperlocomotion, depending 

on the dose. Besides, long-term dysfunctions induced by NMDAR antagonists (hours to days 

after treatment) on sensory motor gating disruption, social interaction, emotional memory 

and working memory have been correlated to disruption of gamma oscillations (Moghaddam 

and Javitt 2012). 

Gamma oscillations are strongly related to cognitive processing in mammals. As 

mentioned before, its impairment is mainly raised on E/I unbalance and have been considered 

a hallmark of the Schizophrenia's pathophysiology. For instance, psychotic episodes are 

usually associated with aberrant enhancement of gamma oscillations. On the other hand, 

negative and/or cognitive deficits are correlated with its reduced elicitation (Basar-Eroglu et 

ai. 2007; Hanslmayr et ai. 2012). A number of studies with pharmacological models of 

schizophrenia have been successfully reproducing some of these oscillatory abnormalities 

(Rotaru et ai. 2012). However, is still poorly understood how specific sub-types of 

interneurons could be involved in these gamma-related dysfunctions (Nakazawa et ai. 2012). 

When induced by driving cortical FS cells with optogenetics, gamma oscillations 

promote higher neocortical signal transmission (Sohal et ai. 2009) and improve sensorial 

processing in PV-Cre mice (Cardin et ai. 2010). ln both studies, cell type selectivity was 

obtained using Cre-dependent expression of the light-activated channel Channelrhodopsin-2 

(ChR2). Carlén et ai. (2012) addressed the hypothesis of NMDAR hypofunction in 

schizophrenia by studying mice lacking the NMDAR subunit NR1 selectively in PV-expressing 
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cells (PV-Cre/NRlf/f transgenic mice: PV-Cre-NRlf/f mice). ln summary, these animais 

displayed: (1) enhanced baseline cortical gamma oscillations, (2) decreased induction of 

gamma by optogenetic drive of PV interneurons or (3) by systemic administration of the 

NMDAR antagonist MK-801, and (4) selective working memory impairments for short 

intervals. According to the authors, these findings could reflect a general decrease in 

excitability of PV interneurons caused by diminished glutamatergic drive. One of the many 

questions that remains to be addressed is whether the mPFC of PV-Cre-NRlf/f mice, a region 

critically involved in psychiatry disorders, also display similar impairments in the dynamics of 

basal and optogenetically-evoked gamma oscillations, as previously demonstrated in the 

barrei cortex by Carlén et ai. (2012). 

5. lnitial project adjustments

Therefore, during my internship abroad we decided: 

(A) Replace the ELS model by the transgenic PV-Cre-NRlf/f mice. Adult rodents

previously subjected to ELS display (1) enhancement of basal gamma oscillations (Kleen et ai. 

2011), (2) down-regulation of NR1 and NR2B sub-units of NMDA receptors in the hippocampus 

(Saghyan et ai. 2008), (3) reduction of parvalbumin (PV) immunoreactivity in the hippocampus 

(Gill et ai. 2010) and (4) impairment in short-term but not spatial memory (Cornejo et ai. 

2010). Thus, supported by prior findings (Korotkova et ai., 2010, Carlén et ai. 2012), we 

assumed the PV-Cre-NRlf/f mouse is a suitable model in this context of probing mechanisms 

of excitatory/inhibitory disturbances and its impact in cognition (see also session 3.2). We also 

have investigated behavior and electrophysiological alterations of PV-Cre-NRlf/f mice 

compareci with its littermates (NRlf/f mice) during normal conditions and under ketamine S+ 

intraperitoneal injection (12.5 mg/Kg in sterile saline 0.9%). 1 received the ketamine from Prof. 

Leite's laboratory in arder to perform experiments with exactly the sarne drug and dose I used 

during my prior experiments in Brazil. Therefore, we hopefully will be able to connect both 

results, from Leite's and Carlen's groups. The data analysis is still ongoing and will be part of 

my PhD thesis. 

(B) Replace the chronic electrophysiological recordings of local field potentials in ELS

rats by acute recordings with silicon probes associated to optogenetic stimulation in PV-Cre 

and PV-Cre-NRlf/f mice. We aimed to investigate the role of NMDAR specifically in PV+ 

neurons during basal and evoked gamma oscillations in the mPFC. Performing these 

experiments was a unique opportunity to improve my skills in unit recordings and data 

analysis, besides stay in touch with the state-of-the-art optogenetic toais. Furthermore, it 

worked as a concrete first step towards setting up optogenetics at Leite's group - USP-
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RP/Brazil, in collaboration with my co-supervisor Prof. Rodrigo Romcy-Pereira - Brain lnstitute 

- Natal/Brazil. For this, at the end of my internship abroad, 1 have acquired a system for

optical stimulation (Plexon LED system) with my technical reserve and took advantage of the 

expertise of my colleagues in the laboratory of Prof. Carlén to learn how to set up and handle 

the system during electrophysiological experiments. Therefore, during the development of my 

PhD project in Brazil (FAPESP #2009/54410-0), 1 will be able to set up this system at Prof. 

Leite's laboratory, where they have already obtained an acquisition system for multiunit 

recordings from the sarne company (Plexon lnc.). 

(C) Supplement the project with a new set of experiments to probe the specific role

of the brain-derived neurotrophic factor (BDNF)/ tyrosine receptor kinase B (trkB) signaling 

in PV+ cells during emotional and cognitive processes. The BDNF is preferentially secreted 

from glutamatergic neurons while its receptor trkB is expressed in both glutamatergic and 

GABA-ergic neurons. Among the cortical GABA-ergic neurons, the PV interneurons express 

trkB abundantly (Cellerino et ai. 1996). lmportantly, BDNF/trkB signaling disruptions has been 

associated with the pathophysiology of schizophrenia (Wong et ai. 2013) and it has been 

shown that trkB-signaling in PV interneurons is criticai for network synchronization in the 

gamma-band in hippocampus (Zheng et ai. 2011), which make it a very attractive target to 

probe the relationship between cognitive deficits and brain oscillations abnormalities. 

Therefore, we aimed to investigate the importance of trkB signaling specifically in PV+ 

interneurons in normal cortical circuit functions and cognition. The methods and some 

preliminary findings regarding this project are described below. This project has been 

implemented in collaboration with Nicolas Guyon, a PhD student from Carlén's lab. As 

reported below, we quickly achieved a promising body of data in the first set of animais we 

studied, which opened new perspectives to further investigate the relationship between BDNF 

signaling, PV neurons, behavior and (possibly) gamma oscillations in normal and in 

pathological conditions. We recently submitted an abstract to 9th FENS (Federation of 

European Neuroscience Societies) Forum of Neuroscience 2014 with our preliminary data 

(please find attached). 

6. Overall and specific objectives

Our overall objective is to examine how different E/I balance disruptions impact 

cognition and neural activity in mPFC. Particularly, we aimed to further investigate the specific 

role of PV+ interneurons and its NMDA and trkB receptors in cognition and mPFC activity. To 

perturb the brain excitatory/inhibitory balance we took advantage of transgenic animais (PV­

Cre and PV-Cre-NRlf/f mice), optogenetics and electrophysiological approach (FS interneurons 
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driving in the mPFC by optogenetics and spike recordings with silicon probes) and a viral­

vector-based strategy to disrupt BDNF/trkB signaling. Cognition will be explored by studying: 

(1) social interaction, (2) locomotion, (3) recognition memory and (4) working memory.

6.1 Research objectives 

Ex erimen.!J: lnvestigation of UP-and-DOWN state and gamma oscillations in the medial prefrontal 

cortex of urethane-anesthetized mice lacking NMDA receptors in parvalbumin neurons 

(1) ln order to test (1) whether the UP-and-DOWN state and synchrony between LFPs and

spikes require intact function of NMDAR on PV-interneurons and (2) whether the previously 

described enhancement of basal theta and gamma oscillations in barrei cortex (Carlén et ai, 

2012) and hippocampus (Korotkova et ai., 2010) also can be found in the mPFC, we 

performed inter-groups comparisons for cortical LFPs and spike-timing during baseline (light­

off) of PV-Cre and PV-Cre-NRlf/f mice. 

(li) ln order to check for potential light-induced artifacts in the LFPs, we performed intra­

group comparisons for cortical LFPs and spike-timing immediately before and during optical 

stimulation in the mPFC of control subjects (PV-Cre animais injected with AAVS-EFla-D10-EYFP 

in the mPFC); 

(Ili) ln order to check for evoked gamma oscillations and modulation of spikes firing rate in 

the mPFC, we performed intra-group comparisons for cortical LFPs and spikes immediately 

before and during optical stimulation in the mPFC of PV-Cre and PV-Cre-NRlf/f experimental 

subjects (PV-Cre animais injected with AAV2-EFla-DIO-ChR2-mCherry in the mPFC); 

Experimental approach li: Study of the role of BDNF-trKB signaling in cortical parvalbumin 

interneurons during cognitive and emotional processes 

Research objectives: 

(1) To investigate behavioral alterations induced by BDNF-trKB signaling disruption in the

medial prefrontal cortex PV+ cells of mice, we performed inter-group comparisons (between 

groups injected with AAVS-D10-trkb.Tl-mCherry or AAVS-D10-EYFP) for social aggression, 

novel object recognition, elevated plus maze, open field and fear conditioning. 

7. Subjects, materiais and general methodologies
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7.1. Subjects 

AII procedures and experiments were approved by the local animal ethics committees 

of Stockholm North and Karolinska lnstitutet in Sweden. To generate mice lacking NMDAR 

specifically in PV interneurons (PV-Cre-NRlf/f mice) PV-Cre+ knock-in mice were crossed to 

mice carrying 'floxed' NR1 alleles (Carlén et ai. 2012). The experiment I was executed in adult 

PV-Cre+/+NRlf/f (females; n=3) and PV-Cre +/- mice: females (n=14) and males (n=9) of 15-

20 weeks age. We also performed two pilot experiments with an adult male Galanin-Cre (Gal­

Cre) mouse and an adult male C57BL/6N mouse. The table 1 summarizes the use of the 

animais along the validation and execution of the experiment 1. ln the experiment li we 

studied male adults C57BL/6N mice (n=lü) to set up and validate the behavior tasks and then 

performed the main experiments with adult male PV-Cre+/- mice (n=8) of 15-20 weeks age. 

For the resident-intruder test, we also used male juvenile (3-4 weeks) PV-Cre+/- mice as an 

intruder and the abovementioned adult PV-Cre mice as the resident. C57BL/6N mice were 

purchased from Charles River and habituated to the new environment for a minimum of 1 

week before any experimental manipulation. PV-Cre+/NRlf/f and NRlf/f mice were bred at 

the Karolinska lnstitute, Sweden. 

Animais were housed in groups (3-5 mice/cage) using Makrolon type Ili cages, under 

standardized conditions with a 12-hour light-dark cycle (light 7:00am), stable temperature 

(20±1 ºC) and humidity (40 to 50%) with access to food and water ad libitum. 

7.2. Virai injection 

lnitially, the micropipette (graduated borosilicate glass capillary; Wiretrol 1, 

Drummond; Calibrated micropipette, 10µ1 size, Fisher Scientific) was filled with mineral oíl 

and fixed into the Quintessential Stereotaxic lnjector (Stoelting, Wood Dale, IL). Then, we 

filled the tip of the micropipette with 6µL of desired virus (titer ~ 1012
) dyed with Fast Green

2.5% (Electron Microscopy Sciences). The animal was anesthetized initially with isoflurane 

administered in an induction chamber or small container with isoflurane vaporizer with 02 at 

~o.5 to 1 L/min. Then, the animal was placed in the stereotaxic apparatus with the nose in the 

anesthesia head-holder with isoflurane at 2% on a heating blanket (37 ºC) in a bio-safety 

cabinet class 2 with sterile surgical environment. The animal's reflexes were tested and the 

isoflurane levei was reduced to 1 or 1.5% over the course of the surgery. The animal was 

treated with analgesic buprenorphine (0.2 mg/kg) before the incision and the eyes were 

covered with eye lubricant (Viscotears, Novartis). The scalp was shaved with hair trimmers 

and lidocaine 1% was injected subcutaneously. Using a fresh scalpel biade, a single incision 
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through the skin was made. The connective tissue around the skull was gently removed as 

needed for clear viewing of the bregma. 

The craniotomies and targeting was performed using the following stereotaxic 

coordinates: (A) Experiment 1: AP: 1.8mm, ML: +0.3mm, DV: -1.4mm (prelimbic mPFC; 

unilateral); (B) Experiment li: AP: 1.8mm, ML: ±0.3mm, DV: -l.6mm (infralimbic mPFC; 

unilateral). During the craniotomy, we stopped when the drill bit reached the bottom of the 

skull. The total diameter of the burr hole was rarely larger than the diameter of the drill bit 

(around 100µm). Then, using a syringe needle, we removed the remaining skull so that the 

dura could be seen through a stereomicroscope and carefully opened. Sterile saline 0.9% was 

regularly applied over the skull while drilling to remove bone dust and contrai heat 

generation. Subsequently, the pipette was lowered until the tip touches the exposed dura. 

This point was set as the 'zero' in the DV axis. Then, the pipette tip was lowered through the 

dura until the target (prelimbic region of the mPFC). Then, 0.4 µL/hemisphere of the virus of 

interest was injected at a rate of 0.lµL/min. When the injection was completed, we kept the 

glass pipete inside the brain for additional 10 minutes before beginning to retract it. Using the 

Fast Green as a marker we were able to ensure that the correct volume of vírus was expelled 

through the pipette. At the end of the procedure, the edges of the skin were pulled together 

and we applied small amounts of cyanoacrylate glue (Vetbond Tissue Adhesive, Henry Schein) 

to seal. The animal was monitored until be completely recovered from the anesthesia. 

7.3. Virai constructs and Cre-dependent gene expression 

ln the Experiment I we performed unilateral injections of the vector AAV2-0IO-ChR2-

mCherry, which gives Cre-dependent and cell-type-specific expression of light-activated 

channels in vivo. The virai vector AAV2-DIO-ChR2-mCherry carries an inverted version of ChR2 

fused to the fluorescent marker mCherry. This strategy prevents ChR2 from being expressed 

in the absence of Cre. ln the presence of Cre, ChR2-mCherry is inverted into the sense 

direction and expressed from the EF-la (EEF1A1) promoter (fig. le; Cardin et ai. 2009, Carlén 

et ai. 2010). ln the Experiment 2 we performed bilateral injections of the vector AAVS-0/0-

TrkB. Tl-mCherr _. Contrai animais for both experiments received a vector carrying only the 

fluorescent marker EYFP: AAVS-0/0-EYFP. 

Four to twelve weeks after virus injection, mice were transcardially perfused with 

phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) followed by 4% formaldehyde in PB, and brains were 

post-fixed overnight at 4ºC. Free floating sections (40µm) were cut using a vibratome (Leica 

VT100) and mounted on glass slides and coverslipped for virus expressing examination. PV 

staining was performed in two animais (one each experiment) to evaluate the cell-type 
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specific expression of ChR2-mCherry and TrkB.Tl-Cherry. For this, 40µm sections were 

incubated with blocking solution (10% donkey serum in TBS lx with 0.3% Triton) for 1 h at 

roam temperature, and then incubated at roam temperature over night with primary 

antibody (PV25 rabbit: rabbit polyclonal anti-PV (PV25, Swant) at a dilution of 1:1000) diluted 

in blocking solution. Next, we stained the sections with secondary antibody (Alexa Fluor® 488 

anti rabbit (1:500); Jackson lmmuno Research) after extensive washing in PBS. lmages were 

captured with a fluorescent microscope (Leica DM6000B) at 10 or 20x magnification. 

The figure 1 illustrates a strong label with mCherry suggesting robust expression of 

ChR2 in three animais from the PV-Cre group (fig.la, first row of images) and three animais 

from the PV-Cre-Nrlf/f group (fig.lb, second row of images) with a lüx zoom sample to 

demonstrate a proper transfection regarding spread and number of cell bodies labeled with 

mCherry (fig.ld). The previously described high cell-specificity of ChR2 expression conferred 

by the D1O construct can be observed in the in the fig.lf, where immunohistochemistry 

confirmed that more than 95% of mCherry labeled cells expressed PV. We observed a good 

gene expression in the PV-Cre animais injected with the contrai vírus (fig.lc, first two images 

in the third row). The sarne pattern of expression can be observed in the PV-Cre animais 

bilaterally injected with the vector AAVS-D1O-TrkB.Tl-mCherry (fig.2a) or its contrais (fig.2b). 

lmmunohistochemistry from one representative animal also indicate high cell-specificity of 

the TrkB.Tl-mCherry expression (fig.2c). 

8. Experiment 1: Specific methods and preliminary findings

8.1. Electrophysiology and optical stimulation 

Six to twelve weeks after the vírus injection, the subjects were anesthetized with 

urethane (1.lg/Kg in sterile saline 0.9%, i.p.) and fixed in the stereotaxic apparatus with the 

nose in the anesthesia head-holder (isoflurane at 0.25%) on a heating blanket with feedback 

loop able to maintain the body temperature at 37±0.SºC (Harvard Apparatus). Using the initial 

burr hole and the above-described coordinates we made a new craniotomy over the mPFC, 

large enough to allow positioning of both optical fiber and silicon probe (A4x2-tet-5mm-150-

200-312-A32 Neuronexus; fig. 3b), which was coupled to an adapter for connecting 32 channel

headstage preamplifier; Neuralynx;). Then, dura was carefully removed, avoiding brain tissue 

damage and excessive bleeding, which usually worsens the spike recordings quality and 

reduces laser light transmission. Small amounts of saline 0.9% were continuously dropped on 

the craniotomy in order to prevent brain surface dryness. An additional craniotomy was made 

over the parietal cortex to fix a ground-screw, which was used as a reference as well. Then, we 

carefully positioned the silicon probe in the mPFC with real-time electrophysiological 
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monitoring for additional 30min to allow the brain tissue to recover and to optimize the 

number of cells recorded per tetrode. The recordings were performed using a Neuralynx 

Cheetah 64 system. Electrical signals were divided, pre-amplified (lO00x) and filtered for local 

field potentials (LFPs) and single unit activity. The biological signal was sampled at 32 kHz and 

band-pass filtered between 600-6,000 Hz to record spikes and between 0.5-100 Hz to record 

LFPs (fig.3c). 

We next positioned an unjacketed optical fiber (200µm core diameter; numerical 

aperture: 0.22; ThorLabs) 1mm above the recording site using an oblique insertion (10 to 15 

degrees of slope; 0.3mm bellow the brain surface). This strategy seems to be effective in 

attenuating photoelectric artifacts by reducing the contacts exposure to the light (fig. la; 

Carlén et ai. 2010). Optical stimulation was generated by a 473nm laser source (lO0mW; CNI 

Lasers) or LED system (20mW; Plexon lnc.) triggered through a data acquisition board 

(National lnstruments BNC-2110) controlled by a program custom-made in LabView, by Kim 

Hoseok (Marie Carlén's post-doc). During the experiment, a broad range of light-stimulation 

frequencies (8, 16, 24, 32, 40, 48, 60, 80 and 90 Hz) was applied three times randomly in bouts 

of 3s of 1-ms pulses width with 20mW power in pilot experiments (ongoing data analysis) and 

5mW in the main experiment (presented data). Laser power was measured before each 

experiment by a compact power meter console with digital 4" LCD (ThorLabs). 

8.2. Spike sorting 

Spikes were manually sorted into individual units (presumptive neurons) off-line 

based on analysis of peak amplitude, waveform energy and principal components using 

MClust program (A.D. Redish; http://redishlab.neuroscience.umn.edu/MC1ust/MC1ust.html). 

Cluster quality was evaluated by the isolation distance (Harris et ai., 2001) and L-ratio 

(Schmitzer-Torbert et ai., 2005). Clusters with isolation distance <12 or L-ratio >0.3 were 

excluded. Autocorrelation and interspike interval (151) histograms charts were inspected for all 

putative cells. ln cases in which the autocorrelation showed absolute refractory period 

violations (spike counts at periods <1.2ms), we improved cluster separation, otherwise, the 

cluster was excluded (figs. 3d and 6a-c). The cells were entitled according to the number of 

the animal studied (Acute 1 to 22), number of the tetrode (TT1 to TT8) and number of the 

cluster sorted in a tetrode. For instance, the figure 6a brings information from Ac21-TT4-C3

(Animal Ac21, tetrode 4, cluster 3). The supplementary table S1 summarizes basic 

information regarding ali the 133 presumptive neurons sorted from animais Ac12 to Ac22. 

8.3. Examining gamma oscillations and spike-timing in the mPFC during urethane-induced 

UP-and-DOWN states 
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Slow oscillations with UP-and-DOWN-states and nested spindle or gamma oscillations 

are a hallmark of the sleeping brain (Buzsáki, 2006). Urethane-anesthetized rats and mice 

display spontaneous forebrain state alternations between deactivated patterns resembling 

slow wave sleep (SWS) and activated patterns resembling rapid eye movement (REM; 

Pagliardini et ai. 2013). At the first electrophysiological recordings, our main concern was 

reducing 50Hz electrical noise and standardizing the urethane anesthesia level regarding 

stability of UP-and-DOWN states and mortality rate. After pilot experiments (see animais 1 to 

11; table 1) we achieved very stable LFPs recordings with clear UP-and-DOWN states 

associated with low mortality rate (9%). For this, we reduced the urethane dose from 1.25 to 

1.0 g/Kg and combined isoflurane (0.25%) along the experiment, according to Lee et ai. 

(2012). Even from samples of our raw data read in the Neuroexplorer (Nex Technologies) it is 

noticeable how aligned the sorted spikes are to the LFPs UP-states. The fig.3e conveys a 40s­

epoch recording of a PV-Cre mouse showing the firing activity of five sorted putative neurons 

and 4 channels of LFPs (one each shank). As a first step towards evaluating the comodulation 

between delta phase and gamma amplitude, the raw LFPs data were imported to the Matlab 

(Mathworks) and down-sampled (decimation to ll<Hz). Then, a 10s-epoch of LFP was band­

pass filtered in (55-120 Hz) and plotted together with the raw LFP tracing with Matlab 

custom-made scripts written in collaboration with Kim Hoseok (fig.4a). 

Furthermore, to extend our evaluation of the urethane-induced UP-and-DOWN 

states, we performed additional analysis using the Neuroexplorer, with collaboration of Calvin 

Young (Carlén's lab post doe). First, for each channel, spike-triggered average field was 

calculated as the mean of the raw LFP segments (6 channels, different tetrodes) in -2 to +2s 

windows surrounding the spike. Second, we calculated spike-field coherence spectrum to 

determine specific potential frequency ranges of entrainment. Determining spike-LFP 

relationships when both signals are recorded from the sarne probe can give misleading results 

due to incomplete remova! of spikes from the LFP signal. The spike-triggered average field 

exemplified in the fig.4b shows that it is possible to avoid this in future analysis by assessing 

LFPs from nearby contacts, which, in this case, seemed to yield very similar results. Anyway, 

because the silicon probe was inserted coronally (fig.3a), we aim to further investigate 

possible asymmetry in the spikes-LFPs relationship depending on the measured cortical layer. 

For the present LFPs analysis, we evaluated the channel 12 (tetrode 3) of all animais. 

Regarding the spikes, we sorted putative cells from all tetrodes. 

Next, we tested whether this relationship between LFPs and spikes during UP-and­

DOWN states requires intact NMDAR in PV+ cells. Our preliminary findings indicate that 

deletion of NRl subunit in the PV cells did not affect spike-LFP synchrony during urethane-
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induced UP-and-DOWN states under urethane. Both groups displayed high synchronous 

relationship between spikes and LFPs (average lag between UP state and spike incidence: PV­

Cre group: -5.4 ± 8.3ms; PV-Cre-NRlf/f group: -2,5 ± 6.6 ms; Student t-test p>0.05; figs.Sb-c) 

with preferential entrainment to low-delta range of frequency (0.5 to 1 Hz; fig.Sd). 

Basket cells are a major generator of both spindle and gamma oscillations during UP­

states (Massi et ai., 2012). However, the role of NMDAR in PV cells in the nested gamma 

oscillations during urethane-induced UP-and-DOWN states is still poorly understood. Here, 

we addressed this question by assessing the oscillatory patterns of urethane-anesthetized 

PV-Cre-NRlf/f mice and its contrais (PV-Cre) in the mPFC. For this, after lümin from the last 

optical stimulus, we imported our data into the Neuroexplorer, selected the 100s-epoch with 

the most stable UP-and-DOWN states and calculated the average relative power spectral 

density (PSD%) and logPSD (PSD = 10*Iog10 (raw-spectrum)) for all animais in both groups 

(PV-Cre, n=5 and PV-Cre-NRlf/f, n=3). Then, the PSDs of following bands of frequency were 

averaged using Matlab and statistically compared between groups: delta (0.5 - 4 Hz), theta (6 

- 10 Hz), beta (12 - 24 Hz), low-gamma (30 - 48 Hz) and high-gamma (52 - 80 Hz). Our

preliminary results indicate that PV-Cre-NRlf/f group displayed LFPs with higher power in 

theta (+ 78%, p=0.03, Student t-test; fig.Sg) and a trend towards higher power in beta and 

low-gamma (p=0.07 and p=0.09, respectively; figs.Sh-i). These findings are in agreement with 

prior studies showing an enhancement of basal theta and gamma oscillations in barrei cortex 

of animais under isoflurane (Carlén et ai, 2012) and in the hippocampus in awake animais 

(Korotkova et ai., 2010). 

8.4. Optogenetics: contextualization and strategies to detect and remove light-artifacts 

Optogenetics can be defined as the combination of genetic and optical methods to 

achieve gain or loss of function of well-defined events in specific cells of living tissue 

(Deisseroth, 2011). A number of very impacting optogenetic studies have provided 

unprecedented insights on the dissection of circuits involved in cognition and psychiatric 

disorders (Kvitsiani et ai, 2013, Deisseroth 2014). ln our scientific context, optogenetics is a 

particularly interesting tool because provides opportunities to establish causal links between 

PV+ cells, gamma oscillations and cortical information flow (Cardin et ai. 2009, Carlén et ai. 

2012; Hamilton et a. 2013; Lee et ai., 2014). Nevertheless, there are still technical issues to 

overcome in optogenetics. One of the problems of using electrophysiological recordings 

coupled to optogenetics is direct interaction between light and metal electrodes when 

immersed in brain tissue (or saline). This phenomenon causes light-induced electrical artifacts 

that could be a confounding factor during LFP and spike recordings. These artifacts are most 
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likely due to a photovoltaic effect (also referred to as photogalvanic or Becquerel effect). 

Becquerel demonstrated that exposing metal electrodes, such as platinum, gold, and silver, to 

sunlight produced very small electric current when these metais were in electrolyte (Han 

2012). lnitiatives are ongoing to develop "light-proof" electrodes but it is still an issue in 

optogenetics. Classically, light-induced artifact usually distorts LFP, but not spike waveforms. 

However, when laser light is applied with duration of less than a couple of milliseconds per 

pulse, it may produce artifact waveforms comparable to spike waveforms (Han. 2012). ln 

contrast, slow voltage fluctuations in the LFP usually appear as an exponential charging and 

discharging, with duration of approximately twice the length of the light stimulus (see the 

topic "Light-artifacts" in http://www.openoptog_enetics.or L). Carlén et ai. 2010 showed that 

artifacts in the LFP recorded by the metal electrode can be eliminated by changing the angle 

of the electrode so that the shaft does not intersect the laser beam. 

ln our case, we used standard silicon probes with electrode sites made with iridium, 

likewise able to display Becquerel effect. Here, in order to avoid breaking the silicon probe, 

we have decided perform a 10 to 15 degrees oblique insertion of the optical fiber instead. As 

illustrated in the fig. 6, this approach did not work for high-power optical stimulations (> 20 

mW) but worked satisfactorily for protocols with lower power (around 5 mW), at least using 

the raw LFP tracings observation as a criterion. Regarding spikes, we had a couple of 

intriguing examples of artifact waveforms very similar to spikes. One of the cases is depicted 

in the figure 7d (waveform Acl2-TT2-C4, see also supplementary table Sl). This cluster was 

sorted from a PV-Cre mouse injected with ChR2-mCherry and its consistency was tolerable: 

lsolation Distance (15.7) and L-ratio (0.24). However, in the cluster-checking output file 

provided by MClust, a poor signal-to-noise ratio between the sites of the tetrode was 

observed. Basically, all the sites recorded the sarne voltage amplitude variation along the 

time. Thus, fortunately, this cluster produced by light-artifacts could be easily removed from 

our recordings at the spike-sorting phase of data analysis. Though, we also documented two 

additional cases from the animal Ac13 (PV-Cre mouse injected with contrai virus; clusters 

Ac13-TT3-C2 and Ac13-TT4-C2) that was much more delicate. The output files provided by the 

MClust indicated that the lsolation Distance and L-ratio were appropriate and the signal-to­

noise ratio between the tetrode sites was tolerable (see also supplementary figures S1 and 

S2). lmportantly, we observed that these "spikes" were excessively time-locked to light­

stimulation and, although these "units" were originated from two distinct tetrodes (TT3 and 

TT4), its latencies to the first spike after the stimulus onset were exactly the sarne (latency = 

2.4 ms). Besides, nonetheless we stimulated with a broad range of frequencies (8 - 90 Hz), 

their firing rate was most of the times not entrained to the stimulation frequency and never 

higher than 20 Hz (data not shown). Finally, the waveforms and interspike interval histograms 
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of these "cells" do not resemble FS celis (supplementary figs. S1 and S2). lndeed, in the k­

means cluster analysis based on the spike width and peak-to-trough ratio, these "units" were 

classified in the regular spiking celis cluster (fig.13). More details about this waveforms 

classification were addressed in the session 7.8. Therefore, at least for our case, the 

examination of (1) spike latencies to stimulus onset; (2) event-related firing rate histogram 

and (3) waveforms was sufficient to detect and remove "spike-like" waveforms induced by 

light artifacts. 

8.5. Optogenetics validation: Detection of light-induced inhibition and activation 

Photostimulation for activation of ChR2-expressing PV+ neurons imposes transitory 

decrease in the firing rate of nearby neurons in barrei cortex (Cardin et ai., 2009) and mPFC 

(l<vitsiani et ai., 2013). To search for optogenetic effects, we imported our sorted spikes and 

timestamps to Neuroexplorer and manualiy extracted the very first event from ali of the 3s­

train of stimulation (9 frequencies, 3 cycles, n = 27 trains). Then, we generated peri-event 

histograms and rasters for ali the celis sorted. The fig. 8 provides our most remarkable 

evidence of optogenetic effect in a PV-Cre animal injected with ChR-mCherry submitted to 27 

triais of 3s-trains of stimulation (lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 90 Hz; SmW). 

lnhibition of firing activity was evident in 5 of 7 putative RS cells (fig.8a-e) and associated to 

robust activation of a putative FS celi (cell Ac18-TT8-Cl; fig.8f). Waveform evaluation of the 

light-activated putative FS showed good signal-to-noise ratio between the tetrode sites. ln 

the fig.8g a larger peri-event spike histogram of the sarne unit shows that the Ac18-TT8-Cl 

response to light is not stereotyped (did not fire only in the sarne frequency of stimulation). 

lmportantly, the Ac18-TT8-Cl cell had a reasonable latency to first spike after light onset = 

3.05 ms (fig.9a; Carlén et ai. 2012) and displayed an average waveform consistent with a 

putative FS cell (fig.13a). Also, further analysis indicated that the Ac18-TT8-Cl cell was unable 

to follow the pulses of light stimulation with good reliability in frequencies above 60Hz 

(figs.9f-k). Because ChR2 desensitizes in continuous light to a smaller steady-state 

conductance (Nagel et ai. 2003), we speculate that ChR2 displayed the sarne phenomenon 

during 3s-trains of light-pulses at or above 60Hz. 

lntriguingly, the putative FS cell Ac18-TT8-Cl was completely silent during light-off 

periods. This intriguing phenomenon of "silent at rest, active under stimulation" has been 

previously described in FS interneurons from neostriatum of rats in vitro (Koo and Tepper, 

2002), in some corticocortical neurons of rabbits (Swadlow, 2003) and in FS cells in the 

neocortex of anesthetized rats (Puig et ai., 2008). However, it remains poorly understood. At 

the end of the experiment, we took advantage of the sarne experimental session to stimulate 
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the mPFC with single S0ms-pulses of light at 0.SHz (SmW) and evaluate if the cell Ac18-TT8-

C1 displayed excessive time locking to the events. The supplementary figure S3 contrasts a 

reasonable event-related activation pattern of Ac18-TT8-C1 (fig.S3a) with a very unusual 

event-related responses from a presumed light-artifact (Ac12-TT4-C3; fig.S4b). lnterestingly, 

the AC18-TT8-C1 displayed persistence of firing activity up to 20ms after light cessation, 

which is in agreement to the literature data (Cardin et ai. 2009; Kvitsiani et ai., 2013). 

Finally, we also observed a number of examples of robust light-induced inhibition of 

putative cortical RS cells in PV-Cre-NRlf/f mice expressing ChR2-mCherry (fig.10). Some units 

from PV-Cre mice expressing ChR2-mCherry were just partially inhibited by light (fig. lla-d). 

lmportantly, we did not observe any case of inhibition of RS cells in PV-Cre mice injected with 

control virus (AAVS-DIO-EYFP; figlle-h). 

8.6. Examining the role of NMDARs in cortical PV+ cells during evoked gamma oscillations 

by optogenetics 

After gathering evidence that optogenetics was indeed working satisfactorily in our 

experiments, we aimed to investigate the role of NMDAR specifically in PV+ neurons during 

basal and optogenetically-evoked gamma oscillations in the mPFC. For this, we studied PV-Cre 

and PV-Cre-NRlf/f mice injected with ChR-mCherry or contrai virus submitted to 27 triais of 

3s-trains of blue light stimulation (lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 90 Hz; SmW). 

For each light stimulation frequency, we measured PSDs% in an 8Hz band centered [-4; +4] on 

the frequency of interest. Power ratio was calculated by dividing the relative power in a 

frequency band during light stimulation by the relative power calculated from a 3s-epoch 

extracted immediately before each train (baseline). 

Our preliminary results indicated that light pulses in the mPFC seem to produce LFP 

power enhancement preferentially in the gamma range. Stimulation of FS cells at 8 Hz in the 

PV-Cre and PV-Cre-NRlf/f mice had no effect on LFP power at 4-12 Hz (centered at 8Hz). 

However, stimulation at 40 Hz caused a significant increase in 36-44 Hz (centered at 40Hz) 

LFP power (PV-Cre/ChR2: P=0.054 - Fig. 12c; PV-Cre-NRlf/f/ChR2: P=0.03 - fig.lZd). ln 

contrast, stimulation in the mPFC of PV-Cre mice transfected with contrai virus did not cause 

significant increase of LFP power neither at 8Hz nor at 40 Hz. The number of subjects is still 

not sufficient to perform statistics with the power ratio evaluation. However, it suggests a 

poorer optogenetic-induced gamma evocation in PV-Cre-NRlf/f mice (fig.lZe), according to 

Carlén et ai. (2012). We are currently colleting more data with collaboration of Nicolas Guyon 

(Carléns' PhD student) in order to improve the power of our analysis and conclude the 

present work. 
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Lastly, it is worth to mention that, during recent analysis, we noticed some triais with 

power enhancement in the control animais. ln ali cases, we observed artifacts induced by 

light-stimulation at or above 80 Hz. Thus, in the future, we strongly suggest a careful 

approach to rule-out possible light-artifacts in the LFPs. Anyway, as can be observed in the 

fig.12e, no power enhancement was observed up to 60Hz, which is our range of interest. 

8.7. Classification of units in putative FS and RS cells: waveforms, interspike interval 

histograms and optogenetic effects 

Spike waveforms were characterized, as shown in the fig.13a (right-bottom portion), 

by importing the raw data of the waveforms into the Matlab, and then, by calculating (1) the 

ratio between the amplitude of the initial peak (p) to the foliowing trough (v) and (2) the 

duration of the spike at half height (w). Hoseok Kim has coliaborated at this step with custom­

made scripts in Matlab. Then, we plotted a scatter with the above-mentioned parameters for 

ali sorted units (n=8 animais; 133 units; see also table 2) and performed k-means clustering (a 

method of vector quantization) in order to partition the population of waveforms between 

clusters of FS and RS putative celis. FS and RS clusters were significantly different in both 

mean spike width (FS = 0.21 ± 0.01 ms, n = 34; RS = 0.30 ± 0.008 ms; n = 99; unpaired t-test, p 

< 0.0001) and peak/trough ratio (FS = 1.5 ± 0.07, n=34; RS = 3.2 ± 0.047, n=99; unpaired t-test, 

p < 0.0001). 

To validate our classification, we took advantage of our findings on optogenetics 

(inhibition or activation by light) and light-artifacts to label some celis in the scatter plotting 

(fig.13a). Consistently, all the light-inhibited cells (orange dots) were included in the RS-like 

waveform cluster (black dots), except the Ac19-TT2-C1 cell. Although this celi might not be a 

FS celi because its interspike interval histogram displayed a jitter distribution (fig.13e), quite 

different from the spike-timing of the putative FS cell Ac21-TT5-Cl, which displayed a burst 

pattern of activity along the experiment (fig.13d). The figures 13b and 13c bring additional 

examples of interspike jitter distribution in the interval histograms of cells classified as 

putative RS celis. Lastly, we also labeled the waveforms presumably generated by light­

induced artifacts (red dots). As mentioned before, this strategy can be useful to help in the 

fine detection of light-artifacts. For instance, for our kind of optogenetic manipulation, it is 

suspicious when a "celi", which was classified in the RS cluster, display activation by light. 

That was the case of the "celis" we labeled, namely: Ac12TT2-C4, Ac12TT4-C3, Ac13TT3-C2 

and Ac13TT4-C2. Also, it is possible taking advantage of this approach to tag and, then, to 

probe functionality of different cell subtypes, as described recently (Kvitsiani et ai., 2013; Pi et 

ai., 2013; Kepecs and Fishell, 2014). 
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9. Experiment li: Rationale, specific methods and preliminary findings

BDNF and its full-length trkB receptor seem to be reduced in schizophrenia (Weickert 

et ai., 2003; Hashimoto et ai., 2005). One of the most important truncated isoforms of trkB is 

trkB-Tl, which acts as a dominant-negative receptor by forming inactive heterodimers with 

TrkB, preventing BDNF signaling. Both trkB and trkB.Tl are naturally co-expressed in neurons 

(principal and interneurons) and glia. Therefore, the efficiency of BDNF signaling in a cell has 

been proposed to be contingent on its relative leveis of the TrkB and TrkB.Tl isoforms 

(Armanini et ai., 1995). lnterestingly, the full-length trkB-TKl:truncated trkB ratio has been 

found significantly decreased in schizophrenia both on the mRNA and protein levei (Wong et 

ai. 2013). Besides, the synchronization in gamma range was dramatically reduced in the 

hippocampal area CAl of mutant mice, in which the trkB gene has been selectively ablated in 

PV+ interneurons (Zheng et ai. 2011). Here, we aimed to investigate the importance of trkB 

signaling specifically in PV+ interneurons in normal cortical circuit functions, cognition and 

emotional processing. For this, Yang Xuan, a PhD student supervised by Profs. Carlén and 

Meletis, has cloned TrkB.tl-mCherry into an adeno-associated virai (AAV) DIO vector to 

render Cre-dependent expression. 

As described before, adult males PV-Cre mice were anesthetized and submitted to 

bilateral injection in the infralimbic mPFC of AAVS-0/0-TrkB. Tl-mCherry. Contrai animais 

received AAVS-0/0-EYFP. Aggressive behavior was probed before and after microinjections to 

rule out possible effects induced by the surgical procedure. Then, a behavior battery was 

performed, in collaboration with Nicolas Guyon, from the 6th 
to the 81 th day after surgery, 

namely: resident-intruder test, novel object recognition, elevated plus maze, open field and 

extinction of non-contextual fear (fig.14a). Animais were perfused and the trkB.tl expression 

was confirmed by examination of 40µm mPFC coronal sections for the presence of mCherry­

fluorescence (see session 6.2. and fig.2). 

ln the aggressive behavior test (or resident-intruder paradigm), a single adult male 

mouse (resident) was allowed to freely explore his own home cage (36cmX18cmX12cm) 

alone, inside the experimental room for one minute. Then, a juvenile male mouse (3-4 week 

old) was introduced in the opposite comer of the cage for additional 4 minutes. The cage top 

was replaced by a transparent acrylic piece to record the session with video camera. 

Subsequently, a blind experimenter scored social interaction, latency to first attack and total 

time spent in aggressive behaviour. 

Recognition memory was probed by the novel object recognition test. ln this test, a 

mouse was initially placed in an arena (58cmX33cmX30) and allowed to explore for 10 min 
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(habituation). Following habituation, two identical objects were fixed in the arena and the 

animal was placed in the arena for 5-min (sample phase). After lümin from the sample phase, 

we replaced one of the objects by a novel one with similar size, but different shape and 

color/brightness; and the sarne animal was placed again in the arena for additional 5 min to 

explore the familiar and the novel objects (lümin-test). After 24h, we kept the familiar object 

from the sample phase and replaced the novel from the lümin-test by a third one (totally 

different from the first two objects). Then, the animal was allowed to freely-explore the 

objects for 5 min (24h-test). The positions of the objects, including the one replaced, were 

counterbalanced across animais. We used triplicates of objects in order to never repeat the 

familiar object across the sessions. The sessions were vídeo recorded and, subsequently, a 

blind experimenter scored exploration time for each object to calculate the discrimination 

índex. 

Anxiety was probed in the elevated plus maze, which is a plus-shaped maze elevated 

73.5 cm above the floor. lt consists of two closed arms with 15-cm high opa que walls and two 

open arms (40cmX7cm). Each mouse was placed in the center (5 x 5 cm) of the maze facing 

one of the closed arms. During the 5-min test period, the movement of the mouse was 

recorded and tracked by Viewer (Biobserv), which was able to calculate the times spent in 

closed arms, center and open arms. The maze was cleaned with 70% ethanol and wiped with 

paper towels between each triai. 

Locomotion activity was probed in the open field test. Briefly, each individual mouse 

was placed near the wall-side of a 45cmX46cmX30cm arena, and the movement of the mouse 

was monitored for 60 min (TSE/ActiMot2). The total distance traveled and time in center 

(imaginary square with 25% of the open-field area) were measured. The open field arena was 

cleaned with 70% ethanol and wiped with paper towels between each triai. 

Non-contextual fear memory was probed by the following protocol. lnitially, we used 

a rectangular shape chamber with transparent acrylic walls (21x21x40cm). The floor consisted 

of stainless steel bars that could be electrified to deliver a mild shock. The chamber was 

situated inside a sound-attenuating box with a ventilating fan (TSE multi-conditioning 

system). The conditioned stimulus (CS) was a 5 kHz sine wave with duration of 30s and an 

intensity of 70 dB. The unconditioned stimulus (US) was a 0.7 mA footshock, 0.Ss in duration, 

which co-terminated with the tone during the conditioning phase. Between sessions, floor 

trays and shock bars were cleaned with ethanol 70% and the chamber walls were wiped with 

a paper towels. Behavior was recorded with digital video cameras. On day 1, mice were 

habituated to the chamber for 150s (without tone and shock), followed by 3 CS+US triais 

(tone paired with shock; inter-triai interval (ITI) = 40 ± 4s) and one resting triai (60s, without 

tone and/or shock). On day 2, all animais were submitted to habituation in a new chamber 
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(circular shape, dark acrylic, diameter = 20cm x high = 40 cm) during 150s and received 15 

extinction tones (without shock) with an ITI of Ss, besides a resting triai of 60s. On day 3, at 

the sarne chamber, ali subjects received 15 additional extinction triais (only CS; ITI = 40 ± 4s) 

to test for extinction of non-contextual fear. To analyze freezing, we first performed a manual 

quantification from one animal and compareci with the manual quantification from TSE­

Multiconditioning software. Linear correlation analysis revealed a significant and rabust 

association between manual and automatic quantification, which gave us more conviction to 

keep using the software to assess freezing (Number of XV Pairs: 66; Pearson r = 0.8994; 95% 

confidence interval: 0.8403 to 0.9374; P value (two-tailed) < 0.0001; R squared = 0.8090; 

fig.15b). 

Our prelirninary data shows consistent virai expression in PV-expressing neurans in 

prelimbic and infralimic aspects of the mPFC (fig.2). Mice injected with trkB.tl seem to 

display normal aggressiveness (p < O.OS; Two way ANOVA RM; fig.14b), recognition memory 

(p < O.OS; non-paired Student t-test; fig.14c) and locomotion (p>0.0S; Two way ANOVA RM; 

fig.14d). However, they did display disturbances in behaviors related to fear and anxiety. 

More specifically, acquisition in auditory fear conditioning is highly deficient in TrkB animais 

compareci to contrais (-68%; Treatment x time interaction effect; F (9,54)= 2.5; p=0.017; Two 

way ANOVA RM; fig.lSc), leading to a poorer non-contextual fear memory retrieval 24h after 

acquisition (-43%; Treatment effect; F (1,12)= 9.0; p=0.024; Two way ANOVA RM; fig.15d) but 

not after 48h (fig.15e). Besides, we observed higher anxiety-related behaviors in TrkB.Tl 

expressing mice, when compareci to contrais relative to time spent in the open arms in the 

elevated plus maze test (-23%; p=0.03; non-paired Student t-test; fig. 14e) and to time spent 

at center of the open field in the first 3min (-42,8%; p=0.02; Student t-test; fig.14d-top-right 

inset). Our findings point to a role of BDNF-trkB signaling in the mPFC PV+ interneurans in 

emotional processing. Further studies are required to try dissecting cognitive and emotional 

deficits related to BDNF-trkB disruption in PV+ cells of the mPFC. ln this sense, Nicolas Guyon 

is currently running more experiments with the sarne experimental design, in order to 

improve our statistics and better decide the next steps. 1 will collaborate in the data analysis 

and design of new experiments to complement a future scientific manuscript for publication. 

10. Concluding rernarks and acknowledgernents

Perturbed excitatory-inhibitory balance occurs in multiple psychiatric and neuralogical 

conditions and might be a criticai link between schizophrenia symptoms, aberrant neural 

oscillatory activity, cognitive deficits and psychiatric comorbidities in epilepsy. Causal links 

between brain information processing at micro-circuitries wired by a constellation of different 
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sub-types of cells and cognitive impairment is a big challenge, which starts to be effectively 

addressed with the advent of optogenetics. The present data is just the start of a big story to 

be written within this theoretical framework. We still have an immense amount of data to be 

examined from additional experiments I performed a few weeks before leaving. As mentioned 

before, even the presented data are still in process of data analysis and we prefer to be 

cautious with the interpretation of our preliminary results. Anyway, below we highlighted our 

main findings/achievements: 

(1) Deletion of NRl subunit in the PV+ cells did not affect spike-LFP synchrony during

urethane-induced UP-and-DOWN states under urethane; 

(2) PV-Cre-NRlf/f mice displayed LFPs with higher power in theta and a trend towards

higher power in beta and low-gamma in the mPFC. These findings are in agreement with prior 

studies showing an enhancement of basal theta and gamma oscillations in barrei cortex of 

animais under isoflurane (Carlén et ai, 2012) and in the hippocampus in awake animais 

(Korotkova et ai., 2010); 

(3) Light-induced artifacts do represent a challenge in neuroscience and deserves

more attention to avoid misinterpretations of electrophysiological data. Here, we successfully 

removed artifacts in LFPs by reducing laser power from 20 to SmW and by using an oblique 

insertion of the optical fiber. Also, at least for our cases, the examination of (a) spike latencies 

to stimulus onset; (b) event-related firing rate histogram and (c) waveforms was sufficient to 

detect and remove "spike-like" waveforms induced by light artifacts; 

(4) Photostimulation for activation of ChR2-expressing PV+ neurons also imposes

transitory decrease in the firing rate of nearby neurons and enhancement of gamma 

oscillations in the mPFC; 

(5) lt seems feasible taking advantage of optogenetics to tag cell subtypes in a scatter

plot based on spike waveforms. This strategy can be useful for improve fight-artifact detection, 

but also, to study different cell subtypes in a specific circuits. 

(6) BDFN-TrkB signaling disruption specifically in PV+ interneurons of mPFC seems to

be sufficient to perturb emotional processing in mice. 

During my internship abroad at Carlén's lab (Karolinska lnstitutet) 1 had the great 

opportunity to participate in a laboratory extremely diverse culturally but at the sarne time 

cohesive in a sense of curiosity and enthusiasm in looking for the cutting-edge of tools and 

concepts in neuroscience. From Carlén's group I have learned very important principies of 

optogenetics and electrophysiology, but also made genuine friends. 1 thank all 

researchers/friends of Carlén's and Meletis' labs and particularly I acknowledge: 

Marie Carlén, for the inestimable support and great vision of science; 
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Calvin Young, for the extremely valuable discussions on neuroscience and for helping 

me in the experimental design and data analysis of electrophysiological experiments; 

Débora Masini, for tutoring me during virus injections and perfusions procedures 

during the first months of my internship, when I was not familiar with procedures in mice at 

all; 

Kim Hoseok, for the collaboration to set up the acute recordings system, to perform 

the experiments and to develop scripts in Matlab for our data analysis; 

Nicolas Guyon, for the great collaboration in many leveis of my internship 

experiments. Undoubtedly, his participation pushed forward the execution of the project and 

now it represents a possibility to successfully conclude the experiments for publication; 

Konstantinos Meletis and Yang Xuan, for collaborating in the TrkB-Tl project; 

Laura Pozzi and lskra Pol/ak Dorocic for giving tutoriais on stainings, microscope and 

brain sectioning; 

Daniel Furth and Daniel Kaping for helping with the 32 channels silicon probe mapping 

and configuration file of Neuralynx; 

João Pereira Leite and Rodrigo Romcy-Pereira, for providing valuable discussions and 

advises by Skype; 

São Paulo Research Foundation (FAPESP) for the financial support (#2009/54410-0 

and #2012/07107-2). 
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12. Figure legends

Figure 1. Cre-dependent expression of the light-activated ChR2. (a) When injected 

unilaterally into the mPFC of adult PV-Cre mice, the virai vector AAV2-DIO-ChR2-mCherry 

provided robust expression of ChR2 in PV+ interneurons; (b} The sarne pattern of expression 

can be observed in PV-Cre-NRlf/f mice; (e) Besides, the injection of the control vector AAVS­

D10-EYFP provided robust expression of the EYFP fluorophore as well; (d) lOX magnification 

of a section from a AAV2-DIO-ChR2-mCherry injected PV-Cre mouse showing a good of cell 

bodies transfected in prelimbic area of mPFC; (e) The adeno-associated virai vector AAV-DIO­

ChR2-mCherry carries an inverted version of ChR2 fused to the fluorescent markers mCherry. 

This strategy prevents ChR2 from being expressed in the absence of Cre. The loxP variants 

loxP and lox2272 flanking ChR2-mCherry are incompatible and cannot recombine with each 

other (lee et ai., 1998), leading to a stochastic recombination of either variant (Livet et ai., 

2007) in the presence of Cre. Because both loxP variants both loxP variants are constitutes of 

lox pairs facing each other, recombination results in inversion of ChR2-mCherry into the sense 

orientation. As a consequence of the first recombination event, the second unrecombined 

loxP variant now is constituted of two drirectly oriented lox sites and will therefore excise one 

of the lox sites of the first loxP variant, an event that prevents further recombination. This 

strategy eliminates possible misexpression of ChR2 due to leakiness of the commonly used 

translational stop cassetes and targets recombination and expression of ChR2-mCherry 

exclusively to Cre expressing cells (from Cardin et ai. 2009); (f) Staining for PV+ in a mPFC 

section from a transfected PV-Cre mouse with AAV2-DIO-ChR2-mCherry conveys examples of 

cells expressing ChR2-mCherry which showed detectable leveis of PV (white arrows). 

Figure 2. Cre-dependent expression of the truncated trkb receptor (Trkb.Tl). (a) When 

injected bilaterally targeting the infralimbic tmPFC of adult PV-Cre mice, the virai vector 

AAV2-DIO-TrkB.T1-mCherry provided robust expression of TrkB.Tl in PV+ interneurons; (b) 

Besides, the injection of the control vector AAVS-DIO-EYFP provided robust expression of the 

EYFP fluorophore as well; (e) image with higher magnitude showing cell-specific expression of 

TrkB.tl-mCherry with good co-localization with the PV+ staining (white arrows). 

Figure 3. Acute recordings in the mPFC associated to optogenetics. (a) Schematic 

representation of the mPFC, the positioning of the silicon probe and the oblique insertion of 

the optical fiber (10-15 degrees of slope) to attenuate light-artifacts. (b) Basic configuration 

of the silicon probe used in our experiments: A4x2-tet-5mm-150-200-312-A32; Neuronexus. 

(e) A screenshot from the software Cheetah 64 during recordings of LFPs and spikes in the

mPFC of a urethane-anesthetized mouse. (d) Example of sorted putative cells using MClust. 
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(e) Raw data of LFPs and sorted spikes imported and displayed in Neuroexplorer. lt is

remarkable the synchrony between spikes and UP-and-DOWN states in the LFPs in the mPFC. 

Figure 4. Gamma oscillations and spike-timing in the mPFC during urethane-induced UP­

and-DOWN states. (a) A 10s-epoch of LFP was band-pass filtered in (55-120 Hz) and plotted 

together with the raw LFP tracing to illustrate gamma nested to UP-states; (b) Spike-triggered 

average field for six LFPs channels (different tetrodes) surrounding the spikes of a sorted unit 

from TT8 seemed to yield similar results. The colormap represents the LFPs amplitude in each 

triai of 4s-window (-2, +2). 

Figure 5. Relationship between LFPs and spikes during UP-and-DOWN states in PV-Cre and 

PV-Cre-NRlf/f. (a) Raw data displayed in Neuroexplorer illustrating an impressive proportion 

of cells aligned to the UP-states of a lüs-epoch LFP recorded in the mPFC of a PV-Cre-NRl-f/f 

mouse under urethane. One of these periods is highlighted by yellow rectangle. (b) Average 

of the temporal correlation between spike and LFPs in the PV-Cre (n=27 cells; grey) and PV­

Cre-NRlf/f (n=54 cells; red) groups indicate that the lack of NRl subunit in PV neurons did not 

disrupt synchrony spike-LFP during cortical UP-and-DOWN states. (e) Scatter plot with the 

time lag between spike and LFPs of ali cells sorted for both groups. (d) Spectral coherence 

analysis between LFPs and spikes indicates a very specific frequency range of entrainment 

(0.5 - lHz) for both groups. (e) To assess possible alterations in basal oscillatory patterns in 

the mPFC of urethane-anesthetized PV-Cre-NRlf/f mice a lO0s-epoch with the most stable 

UP-and-DOWN states was evaluated regarding its power spectrum. The average relative 

power spectral density suggests higher power at frequencies from theta to low gamma in PV­

Cre-NRlf/f animais. lndeed, statistical analysis indicate that PV-Cre-NRlf/f group displayed 

LFPs with higher power in (g) theta and a trend towards higher power in (h) beta and (i) low­

gamma. No differences were observed in (f) delta and (j) high-gamma ranges of frequency. * 

Statistical significant: p=0.03; Student t-test. Data are shown as mean ± s.e.m. 

Figure 6. Elimination of light-induced artifacts in LFPs recordings. (a) Direct exposure of 

metal electrodes to the laser beam causes large electrical artifacts. This example was taken 

from recordings in the mPFC not transduced with AAV2-DIO-ChR2-mCherry. Although we 

were already using a oblique insertion of the optical fiber in relation to the silicon probe, it is 

possible to see that lms light-pulses applied at 20mW power caused a large and repeated 

artifact in the LFP recording (lower black trace). The artifact started at the onset of each light 

pulse and usually lasted more than the light pulse width. (b) Another sample of LFP during 

light stimulation. Now, a PV-Cre animal transfected with contrai virus AAV-D1O-EYFP 

displayed a cleaner LFP tracing when the laser power was reduced from 20 to 5mW. Artifacts 

in the metal sites of the silicon probe recordings were indeed eliminated by changing the 

angle of the fiber, associated to reduction in the power as can illustrated in (e) and (d). 

Figure 7. Checking clusters to detect light-artifacts. (a) Ac21-TT4-C3 is a sorted unít from a 

PV-Cre-NRlf/f mouse transfected with ChR2-mCherry. lt shows good signal-to-noise ratio 

between the tetrode sites (top), excellent parameters of cluster quality (bottom; L-Ratio and 

lsolation Distance) and dispersed 151 (middle), indicating irregular firing. (b) Ac22-TT1-C2 is a 

sorted unit from a PV-Cre-NRlf/f mouse transfected with ChR2-mCherry as well. lt shows a 

good signal-to-noise ratio between the tetrode sites, worse parameters of cluster quality 
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(thought still acceptable) and a more concentrated ISI, indicating a better spike timing. (e) 

Ac22-TT1-C2 is a sorted unit from a PV-Cre mouse transfected with ChR2-mCherry. lt shows a 

good signal-to-noise ratio between the tetrode sites, remarkable parameters of cluster 

quality and an unusual ISI due to light-activation in specific frequencies. For instance, the 

peak of firing near to 30ms might be related to 32Hz stimulation (F=l/0.03125s) and the 

other ones, near to 20 and 25ms, might be caus_ed by 40 and 48Hz stimulation. lmportantly, it 

is possible to see firing activity in intermediate frequencies, suggesting spontaneous firing 

between light-pulses and/or trains. (d) Likewise the prior cluster, Ac12-TT2-C4 is a sorted unit 

from a PV-Cre mouse transfected with ChR2-mCherry. lt displays a poor signal-to-noise ratio 

between the tetrode sites, worse parameters of cluster quality (thought still acceptable) and 

a very unusual ISI, with peaks excessively locked to the frequencies of stimulation. Therefore, 

this waveform is a candidate to be considered as a light-artifact. 

Figure 8. Optogenetics validation: Example of light-induced inhibition and activation in a 

PV-Cre mouse. A PV-Cre animal injected with ChR-mCherry was submitted to 27 triais of 3s­

trains of stimulation (lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 90 Hz; SmW). (a-e) Perievent 

raster and histogram of five different cells are shown to exemplify firing activity suppression 

during light stimulation. (f) Perievent raster and time histogram of a putative FS cell showing 

a robust activation during light stimulaiton. (g) Shows the waveforms and a larger perievent 

raster and time histogram of the sarne unit displayed in f. 

Figure 9. Putative FS cell displayed a rapid firing-rate increase followed by a decrease until a 

steady state under light-stimulation. (a) The event-related spike responses of the cell Ac18-

TTB-C1 (above) display a biologically reasonable latency (3.0Sms) to the stimulus (be//ow); (b) 

Spike counting trial-by-trial during 3s of light stimulation highlights the rapid firing-rate 

increase followed by a decrease until a steady state under light-stimulation. Colormap is the 

number of spikes per bin. Then, the sarne data were grouped in bins of ls and the triais were 

sorted according to the frequency of stimulation. Stimulation frequencies up to 16Hz were 

able to entrain the cell to firing around the sarne frequency. ln this case, the entrainment 

lasted the whole period of optical stimulation (e-d). However, in higher frequencies, the sarne 

cell failed to follow the stimulation frequency (e-h). This was particularly more evident in 

frequencies above 60Hz (i-k). 

Figure 10. Optogenetics validation: Example of light-induced inhibition in a PV-Cre-NRlf/f 

mouse. A PV-Cre-NRlf/f animal injected with ChR-mCherry was submitted to 27 triais of 3s­

trains of stimulation (lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 90 Hz; SmW). Perievent raster 

and histogram of two different cells from the sarne animal are shown to exemplify firing 

activity suppression during light stimulation. 

Figure 11. Optogenetics validation: Examples of partia! light-induced inhibition and of 

absence of light-effect in contrai animais (a-e) Perievent raster and time histogram of three 

different cells from a PV-Cre ChR2 expressing mouse are shown to exemplify partial firing 

activity suppression during light stimulation; (d) Perievent raster and time histogram of one 

cell from the sarne mouse to exemplify no firing activity suppression during light stimulation; 

(e-h) Perievent raster and time histograms of four cells (two each contrai virus injected 

mouse) to exemplify no firing activity modulation during light stimulation. 
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Figure 12. Role of NMDARs in cortical PV+ cells during evoked gamma oscillations by 

optogenetics. (a) Single-unit recordings during optogenetic activation of a FS-PV+ 

interneuron. The protocol of stimuli consisted in 27 triais of 3s-trains of blue light stimulation 

(lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 90 Hz; SmW). The reliability of the FS cell in 

following the light stimulus is illustrated in figure 9. Left side: PSD% from a representative triai 

of (b) one PV-Cre mouse transfected with contrai virus, (e) one PV-Cre mouse transfected 

with ChR2-mCherry and (d) one PV-Cre-NRlf/f mouse transfected with ChR2-mCherry. (b-d: 

Right side): Average of PSDs (%) centered at 8Hz (4 to 12 Hz) and at 40 Hz (36 to 44 Hz) in 

three triais of 8 and 40Hz optical stimulation trains each. (b) No significant differences were 

observed when compareci average of triais before and during light. (e) PV-Cre and (d) PV-Cre­

NRlf/f mice both expressing ChR2, seem to produce LFP power enhancement preferentially 

in the gamma range when submitted to light pulses in the mPFC. ln both groups, stimulation 

of FS cells at 8 Hz had no effect on LFP power at 4-12 Hz (centered at 8Hz). However, 

stimulation at 40 Hz did cause a significant increase LFP power at 36-44Hz. (e) The number of 

subjects is still not sufficient to perform statistics with the power ratio evaluation. However, it 

suggests a poorer optogenetic-induced gamma evocation in PV-Cre-NRlf/f mice (fig.12e), 

according to Carlén et ai. (2012). * p = 0.039; # p = 0.054; baseline vs stimulation triai; paired 

Student t-test. Data are shown as mean ± s.e.m. 

Figure 13. Classification of units in putative FS and RS cells. (a) Right-bottom comer: First, 

for each waveform, we calculated (1) the ratio between the amplitude of the initial peak (p) 

to the following trough (v) and (2) the duration of the spike at half height (w). Then, we 

plotted a scatter with the above-mentioned parameters for ali sorted units (main chart; n=8 

animais; 133 units) and performed k-means clustering to partition the population of 

waveforms between clusters of FS and RS putative cells. Consistently, 9/10 of the light­

inhibited cells (orange dots) were included in the RS-like waveform cluster (black dots). Lastly, 

we also labeled the waveforms presumably generated by light-induced artifacts (red dots). As 

mentioned before, this strategy can be useful to help in the fine detection of light-artifacts. 

(b-e) Examples of ISI histogram distribution of cells classified as putative RS cells with random 

firing pattern revealed as dispersed ISls (b,c and e) and one classified as putative FS cell, with 

ISI histogram revealing burst-firing pattern (d). 

Figure 14. BDFN-TrkB signaling disruption specifically in PV+ interneurons of mPFC 

exacerbates anxiety-like behaviors without impacts social behavior, recognition memory, 

and locomotion. (a) Experimental design. Adult males PV-Cre mice were anesthetized and 

submitted to bilateral injection in the infralimbic mPFC of AAVS-D/O-TrkB. Tl-mCherrv. 

Contrai animais received AAVS-D/O-EYFP. Aggressive behavior was probed one day before 

before and after microinjections to rule out possible effects induced by the surgical 

procedure. Then, a behavior battery was performed from the 6th to the 81 
th 

day after 

surgery, namely: resident-intruder test, novel object recognition, elevated plus maze, open 

field and extinction of non-contextual fear. Animais were perfused and the trkB.tl expression 

was confirmed by examination of 40µm mPFC coronal sections for the presence of mCherry­

fluorescence. (b) Resident-intruder test. Top: Evaluation of the amount of time an adult male 

mouse (resident) spent sniffing a juvenile mouse (intruder) in 5 sessions over 7 weeks after 

virus injection. Middle: Assessment of the amount of time spent by the resident in offensive 

episodes (defined as an attack that included either biting or wrestling; Ogawa et ai., 1999) 

towards the intruder. Bottom: Quantification of the latency to the first attack. No significant 
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differences were observed between groups in all comparisons (p>0.05; ANOVA Two way RM). 

(e) Novel object recognition test. Bottom: Following habituation, two identical objects were

fixed in the arena and the animal was placed in the arena for 5-min (sample phase). After 

l0min from the sample phase, we replaced one of the objects by a novel one with similar 

size, but different shape and color/brightness; and the sarne animal was placed again in the 

arena for additional 5 min to explore the familiar and the novel objects (l0min-test). After 

24h, we kept the familiar object from the sample phase and replaced the novel from the 

10min-test by a third one (totally different from the first two objects). Then, the animal was 

allowed to freely-explore the objects for 5 min (24h-test). Preference (%) was calculated as 

follows: ((time spent exploring the novel object)/(the total time of object exploration))*lO0. 

No significant differences were observed between groups in both lOmin test (top) and 24h 

test (middle) (p>0.05; non-paired Student t-test). (d) Open field. Briefly, each subject was 

placed near the wall-side of an arena, and the movement of the mouse was monitored for 60 

min (TSE/ActiMot2). The total distance traveled and time in center (imaginary square with 

25% of the open-field areal were measured. No significant differences were observed 

between groups (p>0.05; ANOVA Two way RM). However, trkB.Tl mice spent lesser time at 

center (central portion encompassing 25% of the arena) of the open field in the first 3min of 

test (p<0.05; non-paired Student t-test). (e) Elevated plus maze. Consistent with the results 

obtained from the time spent in the center of the open field, trkb.Tl animais displayed a 

reduced amount of time spent in the o pen arms as well (p<0.05; non-paired Student t-test). * 

Statistical significant: p<0.05; Student t-test. Data are shown as mean ± s.e.m. 

Figure 15. BDFN-TrkB signaling disruption specifically in PV+ interneurons of mPFC impairs 

acquisition of non-contextual fear memory. (a) Experimental design: On day 1, mice were 

habituated to the chamber for 150s (without tone and shock), followed by 3 CS+US triais 

(tone paired with shock; inter-triai interval (ITI) = 40 ± 4s) and one resting triai (60s, without 

tone and/or shock). On day 2, ali animais were submitted to habituation in a new chamber 

(circular shape, dark acrylic, diameter = 20cm x high = 40 cm) during 150s and received 15 

extinction tones (without shock) with an ITI of Ss, besides a resting triai of 60s. On day 3, at 

the sarne chamber, ali subjects received 15 additional extinction triais (only CS; ITI = 40 ± 4s) 

to test for extinction of non-contextual fear. (b) To check the consistency of the automatic 

freezing behavior by the TSE-Multiconditioning software, we performed a correlation 

between manual versus automatic quantifications from the sarne animal. Linear correlation 

analysis revealed a significant and robust association between manual and automatic 

quantification, which gave us more conviction to keep using the software to assess freezing 

(Number of XV Pairs: 66; Pearson r = 0.8994; 95% confidence interval: 0.8403 to 0.9374; P 

value (two-tailed) < 0.0001; R squared = 0.8090). (e) During the conditioning phase (day 1), 

Trkb.Tl mice displayed significant reduction of freezing behavior during the pause that 

followed the second presentation of the CS, besides during the third presentation of CS and 

its subsequent pause. (d) On the day 2, the tear memory retrieval elicited by CS was poorer in 

the TrkB.Tl group compared to control animais. (e) On the day 3, no significant differences 

were observed between groups. ). * Statistical significant: p<0.05; Two way ANOVA RM. Data 

are shown as mean ± s.e.m. 

Figure S1. Cluster checking file of unit Ac13-TT3-C2 generated by MClust after sorting 

Figure S2. Cluster checking file of unit Acl3-TT4-C2 generated by MClust after sorting 

30 



Figure S3. Peri-stimulation raster and time histogram during 150 triais of Süms light-pulse of a 

putative FS cell Ac18-TT8-C1 (a) anda waveform produced by light-artifact, Ac12-TT4-C3 (b). 

lnterestingly, the Ac18-TT8-C1 displayed persistence of firing activity up to 20ms after light 

cessation, contrasting with Ac12-TT4-C3, which displayed an extremely time-locked response 

related to the event. 

Table 1. Summary of all acute recordings 

Subject Genotype Virus Ac. Rec Aims Conclusions 

Gender (Date) 

System PV-Cre DIO-ChR2- 04Sep Set up the acquisition system - Good virus expression
test #1 female mCherry 2013 and laser controlling; Check - Low electrical noise

(10 weeks LFPs under urethane; Remove - Occurrence of light-

before acute electrical noise; Characterize artifacts in the LFPs

recordings) light-induced spikes and/or - Laser power 20mw

artifacts 

System Gal-Cre male Non-injected 26 Sep Improve urethane induced UP- Animal died before the 

test #2 2013 DOWN state recordings get started; 

Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 01 Oct Evaluate LFPs and spikes under - Good virus expression

#1 mCherry 2013 urethane; - No optogenetic effect

(11 weeks Remove electrical noise; - Low electrical noise

before acute Characterize líght-induced - Occurrence of light-

recordings) spikes and/or artifacts; artifacts in the LFPs

Set up laser power and - Laser power 20mw

protocols of stimulation; 

Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 08 Oct Characterize light-induced - Good virus expression

#2 mCherry 2013 spikes and/or artifacts; - No optogenetic effect

(11 weeks Set up laser power and - Low electrical noise 

before acute protocols of stimulation; - Occurrence of light-

recordings) artifacts in the LFPs

- Laser power 20mw

System C57BL/6N Non-injected 09 Oct Remove electrical noise; - Problems with the 

test #2 male 2013 Fix some problems with ground connected to the 

grounding; silícon probe adaptar;

- High-frequency noise

(>3KHz) was coming from

the laser source (only

when the ground has 

some problem); 

Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 15 Oct Characterize light-induced - Good virus expression;

#3 mCherry 2013 spikes and/or artifacts; - Good number of cells

(12 weeks Improve the optical fiber per tetrode;

before acute position; - No optogenetic effect;

recordings) - Low electrical noise;

- Occurrence of light-

artifacts in the LFPs;

- Laser power 20mw;

Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 17 Oct Test new stimulation - Good virus expression;

#4 mCherry 2013 protocols; - Good number of cells

(12 weeks Evaluate whether is possíble per tetrode;

before acute improve or perturb the - Occurrence of light-

recordings) synchrony during UP-DOWN artifacts in the LFPs;

state by driving PV-cells in - Laser power 20mw;

different frequencies; - Data analysis is in

progress;

Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 22 Oct Evaluate whether is possible - Good virus expression;

#5 mCherry 2013 improve or perturb the - Good number of cells

(12 weeks synchrony during UP-DOWN per tetrode;

before acute state by driving PV-cells in - Reduced light-artifacts

recordings) different frequencies; in the LFPs;
- Laser power zomw;
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- Better contrai of the 

optical fiber position; 

- Data analysis is in

progress;
Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 23 Oct Evaluate whether is possible - Good virus expression;
#6 mCherry 2013 improve or perturb the - Good number of cells

(12 weeks synchrony during UP-DOWN per tetrode;
before acute state by driving PV-cells in - Putative fast spiking cell
recordings) different frequencies; driven by light (TT4).

(cont.) - lnterpretation of this
Acute data is still difficult due to
#6 LFP contamination by

light; (cont.)

- Laser power 20mw;

- Data analysis is in

progress;
Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 29 Oct Evaluate whether is possible - Good virus expression;
#7 mCherry 2013 improve or perturb the - No good recordings;

(13 weeks synchrony during UP-DOWN - After first set of 
before acute state by driving PV-cells in stimulation animal died; 

recordings) different frequencies; 

Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 300ct Evaluate whether is possible - Good virus expression;

#8 mCherry 2013 improve or perturb the - Good number of cells

(13 weeks synchrony during UP-DOWN per tetrode;

before acute state by driving PV-cells in - Strong inhibition of 

recordings) different frequencies; putative regular spiking 

cells {TT3);

- Laser power 20mw;

- Data analysis is in 

progress;

Acute PV-Cre male DIO-ChR2- 01 Nov Evaluate whether is possible - Good virus expression;

#9 mCherry 2013 improve or perturb the - Excessive bleeding from

(13 weeks synchrony during UP-DOWN the craniotomy over the

before acute state by driving PV-cells in medial prefrontal cortex; 

recordings) different frequencies; - No cells recorded;

- lnterruption of the

surgery;

Acute PV-Cre Contrai 12 Nov lnvestigate UP-and-0OWN - Animal died before

#10 female DIO-EYFP 2013 state and gamma oscillations recordings get started;

(6 weeks in the medial prefrontal 

before acute cortex of urethane-

recordings) anesthetized PV-Cre mice 

Acute PV-Cre Contrai 13 Nov lnvestigate UP-and-DOWN - Animal died before

#11 female DIO-EYFP 2013 state and gamma oscillations recordings get started;

(6 weeks in the medial prefrontal cortex - Females are probably 

before acute of urethane-anesthetized PV- more sensitive to 

recordings) Cre mice; urethane than males; 

Acute PV-Cre DIO-ChR2- 21 Nov lnvestigate UP-and-DOWN - Good vírus expression;

#12 female mCherry 2013 state and gamma oscillations - Good number of cells 

(7 weeks in the medial prefrontal cortex per tetrode in the mPFC;

before acute of urethane-anesthetized PV- - Use of isoflurane O.OS%

recordings) Cre mice; ass.ociated to urethane (1 

mg/Kg instead of 1.25 

mg/Kg); 

- No light artifact in the 

LFPs; 

- Partia! inhibition of 

putative regular spiking 

cells: 

- Laser power Smw; 

- Preliminary data is 

shown in the present

report;

Acute PV-Cre Control 22 Nov lnvestigate UP-and-DOWN - Good virus expression;

#13 female DIO-EYFP 2013 state and gamma oscillations - Good number of cells 
(6 weeks in the medial prefrontal cortex per tetrode in the mPFC;
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Acute PV-Cre 

#14 female 

Acute PV-Cre 

#15 female 

Acute PV-Cre 

#16 female 

Acute PV-Cre 

#17 female 

Acute PV-Cre 

#18 female 

(cont.) 

Acute PV-Cre 

#19 female 

before acute 

recordings) 

DIO-ChR2-

mCherry 

(8 weeks 

before acute 

record i ngs) 

Control 

D1O-EYFP 

(6 weeks 

before acute 

recordings) 

Contrai 

D1O-EYFP 

(6 weeks 

before acute 

record i ngs) 

DIO-ChR2-

mCherry 

(8 weeks 

before acute 

recordings) 

DIO-ChR2-

mCherry 

(8 weeks 

before acute 

recordings) 

DIO-ChR2-

mCherry 

(8 weeks 

before acute 

recordings) 

25 Nov 

2013 

26 Nov 

2013 

01 Dec 

2013 

10 Dec 

2013 

14 Dec 

2013 

16 Dec 

2013 

of urethane-anesthetized PV- - Use of isoflurane 0.05%
Cre mice; associated to urethane;

- No light artifact in the

LFPs;

- Laser power Smw;

- Preliminary data is 
shown in the present

report; 

lnvestigate UP-and-DOWN - Good vírus expression;

state and gamma oscillations - Good number of cells
in the medial prefrontal cortex per tetrode in the mPFC;

of urethane-anesthetized PV- - Use of isoflurane 0.05%
Cre mice; associated to urethane;

- No light artifact in the

LFPs;

- Laser power Smw;

- Data is not shown (no

optogenetic effect);

lnvestigate UP-and-DOWN - Good vírus expression;
state and gamma oscillations - Animal died before

in the medial prefrontal cortex recordings get started;

of urethane-anesthetized PV-

Cre mice; 

lnvestigate UP-and-DOWN - Good vírus expression;

state and gamma oscillations - Good number of cells

in the medial prefrontal cortex per tetrode in the mPFC;

of urethane-anesthetized PV- - Use of isoflurane O.OS%

Cre mice; associated to urethane;

- No light artifact in the

LFPs;

- Laser power Smw;

- Preliminary data is 
shown in the present 
report; 

lnvestigate UP-and-DOWN - Good vírus expression;

state and gamma oscillations - Animal died before

in the medial prefrontal cortex recordings get started;

of urethane-anesthetized PV-

Cre mice; 

lnvestigate UP-and-DOWN - Excellent data;
state and gamma oscillations - Good virus expression;

in the medial prefrontal cortex - Good number of cells

of urethane-anesthetized PV- pertetrode in the mPFC;

Cre mice; - Use of isoflurane 0.05%

associated to urethane;

- No light artifact in the

LFPs;

- lnhibition of putative
regular spiking cells:
- Very clear activation of 
putative fast spiking cell

(TT8);
- Laser power Smw;

- Preliminary data is

shown in the present

report;

lnvestigate UP-and-DOWN - Good vírus expression;

state and gamma oscillations - Good number of cells

in the medial prefrontal cortex per tetrode in the mPFC;

of urethane-anesthetized PV- - Use of isoflurane O.OS%

Cre mice; associated to urethane;

- No light artifact in the 

LFPs;

- lnhibition of putative

regular spiking cells:
- Laser power Smw;
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Acute NRl-PV-Cre DIO-ChR2- 19 Dec 
#20 female mCherry 2013 

(7 weeks 

before acute 

recordings) 

Acute NRl-PV-Cre DIO-ChR2- 20 dec 

#21 female mCherry 2013 

(7 weeks 

before acute 

recordings) 

Acute NRl-PV-Cre DIO-ChR2- 21 Dec 

#22 female mCherry 2013 

(7 weeks 

(cont.) before acute 

recordings) 

Table 2. Library of all sorted units 

Cell lD 

Ac12TT1-C1 

Ac12TT1-C2 

Ac12TT1-C3 

Ac12TT1-C4 

Ac12TT2-Cl 

Ac12TT2-C3 

Width 

0,31 

0,16 

0,28 

0,28 

0,31 

0,31 

lnvestigate UP-and-DOWN 

state and gamma oscíllations 

in the medial prefrontal cortex 

of urethane-anesthetized mice 

lacking NMDA receptors in 

parvalbumin neurons 

lnvestigate UP-and-DOWN 

state and gamma oscillations 

in the medial prefrontal cortex 

of urethane-anesthetized mice 

lacking NMDA receptors in 

parvalbumin neurons; 

lnvestigate UP-and-DOWN 

state and gamma oscillations 

in the medial prefrontal cortex 

of urethane-anesthetized mice 

lacking NMDA receptors in 

parvalbumin neurons; 

Peak-trough ratio 

3,1 

3,0 

3,1 

3,0 

3,1 

2,7 

- Preliminary data is

shown in the present 

report; 

- Good virus expression; 

- Great number of cells

pertetrode in the mPFC;

- Use of isoflurane 0.05% 

associated to urethane; 

- No light artifact in the 

LFPs; 

- Partia! inhibition of

putative regular spiking

cells:

- Laser power Smw; 

- Preliminary data is 

shown in the present 
report; 

- Good virus expression; 

- Great number of cells

per tetrode in the mPFC;

- Use of isoflurane 0.05% 

associated to urethane; 

- No light artifact in the 

LFPs; 

- Very clear inhibition of 

some putative regular

spiking cells;

- Laser power Smw; 

- Preliminary data is

shown in the present 

report; 

- Good virus expression; 

- Great number of cells

pertetrode in the mPFC;

- Use of isoflurane 0.05% 

associated to urethane; 

- No light artifact in the 

LFPs; 

- Partia! inhibition of

putative regular spiking

cells;

- Laser power Smw; 

- Preliminary data is

shown in the present 

report; 

Cluster - Kmeans 

RS 

RS 

RS 

RS 

RS 

RS 
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Ac12TT2-C4 0,13 2,9 RS 

Ac12TT3-C1 0,28 2,6 RS 

Ac12TT3-C2 0,13 3,6 RS 

Ac12TT3-C3 0,28 3,4 RS 

Ac12TT3-C4 0,28 2,5 RS 

Ac12TT3-C5 0,31 2,6 RS 

Ac12TT3-C6 0,31 2,8 RS 

Ac12TT3-C7 0,28 3,1 RS 

Ac12TT4-Cl 0,31 3,0 RS 

Ac12TT4-C2 0,31 3,5 RS 

Ac12TT4-C3 0,13 2,8 RS 

Ac12TT5-Cl 0,31 2,9 RS 

Ac12TT6-C1 0,28 3,2 RS 

Ac13TT1-Cl 0,31 3,2 RS 

Ac13TT2-C2 0,31 3,4 RS 

Ac13TT2-C3 0,31 3,8 RS 

Ac13TT3-C1 0,31 3,8 RS 

Ac13TT3-C2 0,41 3,8 RS 

Ac13TT3-C3 0,31 3,5 RS 

Ac13TT4-Cl 0,31 2,6 RS 

Ac13TT4-C2 0,41 3,5 RS 

Ac13TT5-Cl 0,28 4,4 RS 

Ac13TT5-C3 0,31 4,1 RS 

Ac16TT1-C4 0,19 3,4 RS 

Ac16TT1-C5 0,59 3,5 RS 

Ac18TT5-Cl 0,28 2,9 RS 

Ac18TT5-C2 0,31 2,8 RS 

Ac18TT5-C3 0,19 2,8 RS 

Ac18TT6-C1 0,28 2,9 RS 

Ac18TT6-C2 0,28 3,2 RS 

Ac18TT6-C3 0,31 2,9 RS 

Ac20TT1-C1 0,41 3,1 RS 

Ac20TT1-C2 0,41 2,7 RS 

Ac20TT1-C3 0,31 2,7 RS 

Ac20TT2-C2 0,28 2,6 RS 

Ac20TT3-Cl 0,28 2,6 RS 

Ac20TT3-C2 0,34 3,1 RS 

Ac20TT3-C3 0,41 3,4 RS 

Ac20TT4-C2 0,28 3,2 RS 

Ac20TT4-C3 0,28 3,3 RS 

Ac20TT4-C4 0,31 3,1 RS 

Ac20TT4-C5 0,31 3,6 RS 

Ac20TT5-C1 0,28 3,5 RS 

Ac20TT5-C2 0,28 2,6 RS 

Ac20TT5-C3 0,41 3,2 RS 

Ac20TT5-C4 0,41 3,4 RS 

Ac20TT6-C1 0,28 3,1 RS 

Ac20TT6-C2 0,44 3,3 RS 
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Ac20TT6-C3 0,38 2,7 RS 

Ac20TT6-C4 0,31 2,8 RS 

Ac20TT7-C2 0,31 3,1 RS 

Ac20TT8-Cl 0,34 2,5 RS 

Ac20TT8-C2 0,16 3,1 RS 

Ac20TT8-C3 0,16 3,2 RS 

Ac20TT8-C5 0,31 2,9 RS 

Ac20TT8-C6 0,34 2,8 RS 

Ac21TT3-Cl 0,44 2,9 RS 

Ac21TT3-C2 0,41 3,6 RS 

Ac21TT4-C1 0,31 3,8 RS 

Ac21TT4-C2 0,28 3,5 RS 

Ac21TT5-C3 0,28 2,5 RS 

Ac21TT5-C4 0,31 3,6 RS 

Ac21TT5-C5 0,28 2,6 RS 

Ac21TT6-C1 0,28 3,0 RS 

Ac21TT6-C2 0,28 3,7 RS 

Ac21TT6-C3 0,41 3,2 RS 

Ac21TT6-C5 0,31 2,5 RS 

Ac21TT7-Cl 0,19 2,6 RS 

Ac21TT7-C2 0,31 3,2 RS 

Ac21TT7-C3 0,31 4,2 RS 

Ac21TT7-C4 0,28 4,3 RS 

Ac21TT7-C5 0,13 3,9 RS 

Ac21TT7-C6 0,19 3,8 RS 

Ac21TT7-C7 0,31 3,0 RS 

Ac21TT8-C3 0,22 4,2 RS 

Ac21TT8-C4 0,28 3,4 RS 

Ac21TT8-C5 0,44 4,2 RS 

Ac22TT1-C3 0,31 3,8 RS 

Ac22TT1-C4 0,41 3,3 RS 

Ac22TT2-Cl 0,19 3,0 RS 

Ac22TT3-C1 0,16 3,2 RS 

Ac22TT3-C2 0,16 4,3 RS 

Ac22TT3-C3 0,31 3,4 RS 

Ac22TT3-C4 0,38 3,2 RS 

Ac22TT4-C2 0,44 2,5 RS 

Ac22TT4-C3 0,41 3,4 RS 

Ac22TT5-C2 0,44 3,0 RS 

Ac22TT5-C3 0,34 2,9 RS 

Ac22TT6-Cl 0,31 3,5 RS 

Ac22TT6-C2 0,31 3,0 RS 

Ac22TT6-C3 0,31 3,5 RS 

Ac22TT7-Cl 0,31 4,1 RS 

Ac22TT7-C2 0,31 3,3 RS 

Ac12TT2-C2 0,25 1,9 FS 

Ac12TT7-C2 0,13 2,0 FS 

Ac13TT1-C2 0,25 1,1 FS 
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Ac13TT2-Cl 0,25 1,7 FS 

Ac13TT3-C4 0,22 1,6 FS 

Ac13TT4-C3 0,28 1,0 FS 

Ac13TT5-C2 0,31 1,3 FS 

Ac16TT1-C1 0,28 2,3 FS 

Ac16TT1-C2 0,16 1,6 FS 

Ac16TT1-C3 0,16 1,7 FS 

Ac18TT5-C4 0,19 1,9 FS 

Ac18TT8-C1 0,19 0,9 FS 

Ac19TT1-C1 0,28 1,1 FS 

Ac19TT1-C2 0,16 1,2 FS 

Ac19TT1-C3 0,22 1,0 FS 

Ac19TT2-Cl 0,19 1,0 FS 

Ac19TT3-C1 0,16 1,9 FS 

Ac20TT2-C1 0,16 1,8 FS 

Ac20TT4-Cl 0,25 0,9 FS 

Ac20TT6-C5 0,28 1,9 FS 

Ac20TT7-Cl 0,28 1,9 FS 

Ac20TT8-C4 0,16 1,8 FS 

Ac21TT4-C3 0,25 1,0 FS 

Ac21TT5-Cl 0,22 0,8 F5 

Ac21TT5-C2 0,19 1,7 FS 

Ac21TT6-C4 0,16 1,1 FS 

Ac21TT8-C1 0,13 2,0 FS 

Ac21TT8-C2 0,13 2,3 FS 

Ac22TT1-C1 0,31 1,9 FS 

Ac22TT1-C2 0,25 1,9 FS 

Ac22TT4-C1 0,22 2,2 FS 

Ac22TT5-C1 0,22 1,0 FS 

Ac22TT7-C3 0,19 1,9 FS 

Ac22TT8-Cl 0,16 1,5 FS 
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Figure 1. Cre-dependent expression of the light-activated ChR2. (a) When injected unilaterally into the mPFC of adult 

PV-Cre mice, the virai vector AAV2-DIO-ChR2-mCherry provided robust expression of ChR2 in PV+ interneurons; (b) The 

sarne pattern of expression can be observed in PV-Cre-NRlf/f mice; (e) Besides, the injection of the contrai vector AAVS­

DIO-EYFP provided robust expression of the EYFP fluorophore as well; (d) 10X magnification of a section from a AAV2-

DIO-ChR2-mCherry injected PV-Cre mouse showing a good of cell bodies transfected in prelimbic area of mPFC; (e) The 

adeno-associated virai vector AAV-DIO-ChR2-mCherry carries an inverted version of ChR2 fused to the fluorescent markers 

mCherry. This strategy prevents ChR2 from being expressed in the absence of Cre. The loxP variants loxP and lox2272 

flanking ChR2-mCherry are incompatible and cannot recombine with each other (lee et ai., 1998), leading to a stochastic 

recombination of either variant (Livet et ai., 2007) in the presence of Cre. Because both loxP variants both loxP variants are 

constitutes of lox pairs facing each other, recombination results in inversion of ChR2-mCherry into the sense orientation. 

As a consequence of the first recombination event, the second unrecombined loxP variant now is constituted of two 

drirectly oriented lox sites and will therefore excise one of the lox sites of the first loxP variant, an event that prevents 

further recombination. This strategy eliminates possible misexpression of ChR2 due to leakiness of the commonly used 

translational stop cassetes and targets recombination and expression of ChR2-mCherry exclusively to Cre expressing 

cells (from Cardin et ai. 2009); (f) Staining for PV+ in a mPFC section from a transfected PV-Cre mouse with AAV2-DIO­

ChR2-mCherry conveys examples of cells expressing ChR2-mCherry which showed detectable leveis of PV (white arrows). 
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Figure 2. Cre-dependent expression of the truncated trkb receptor (Trkb.Tl). (a) When injected bilaterally 

targeting the infralimbic tmPFC of adult PV-Cre mice, the virai vector AAV2-DIO-TrkB.Tl-mCherry provided 

robust expression of TrkB.Tl in PV+ interneurons; (b) Besides, the injection of the contrai vector AAVS-D10-

EYFP provided robust expression of the EYFP fluorophore as well; (e) image with higher magnitude showing 

cell-specific expression of TrkB.tl-mCherry with good co-localization with the PV+ staining (white arrows). 
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Figure 3. Acute recordings in the mPFC associated to optogenetics. (a) Schematic representation of the mPFC, the 

positioning of the silicon probe and the oblique insertion of the optical fiber (10-15 degrees of slope) to attenuate light­

artifacts. (b) Basic configuration of the silicon probe used in our experiments: A4x2-tet-Smm-150-200-312-A32; Neuronexus. 

(e) A screenshot from the software Cheetah 64 during recordings of LFPs and spikes in the mPFC of a urethane-anesthetized

mouse. (d) Example of sorted putative cells using MClust. (e) Raw data of LFPs and sorted spikes imported and displayed

in Neuroexplorer. lt is remarkable the synchrony between spikes and UP-and-DOWN states in the LFPs in the mPFC.
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Figure 4. Gamma oscillations and spike-timing in the mPFC during urethane-induced UP-and-DOWN states. (a) A 
10s-epoch of LFP was band-pass filtered in (55-120 Hz) and plotted togetherwith the raw LFP tracing to illustrate gamma nested 
to UP-states; (b) Spike-triggered average field for six LFPs channels (different tetrodes) surrounding the spikes of a sorted 
unit from TT8 seemed to yield similar results. The colormap represents the LFPs amplitude in each triai of 4s-window (-2, +2). 
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Figure 5. Relationship between LFPs and spikes during UP-and-DOWN states in PV-Cre and PV-Cre-NRlf/f. (a) Raw 

data displayed in Neuroexplorer illustrating an impressive proportion of cells aligned to the UP-states of a 10s-epoch LFP

recorded in the mPFC of a PV-Cre-NRl-f /f mouse under urethane. One of these periods is highlighted by yellow rectangle. 

(b) Average of the temporal correlation between spike and LFPs in the PV-Cre (n=27 cells; grey) and PV-Cre-NRlf/f (n=54
cells; red) groups indicate that the lack of NRl subunit in PV neurons did not disrupt synchrony spike-LFP during cortical

UP-and-DOWN states. (e) Scatter plot with the time lag between spike and LFPs of ali cells sorted for both groups. (d)

Spectral coherence analysis between LFPs and spikes indicates a very specific frequency range of entrainment (0.5 - lHz)

for both groups. (e) To assess possible alterations in basal oscillatory patterns in the mPFC of urethane-anesthetized PV­

Cre-NRlf/f mice a 100s-epoch with the most stable UP-and-DOWN states was evaluated regarding its power spectrum.

The average relative power spectral density suggests higher power at frequencies from theta to low gamma in PV-Cre­

NRlf/f animais. lndeed, statistical analysis indicate that PV-Cre-NRlf/f group displayed LFPs with higher power in (g)

theta and a trend towards higher power in (h) beta and (i) low-gamma. No differences were observed in (f) delta and

(j) high-gamma ranges of frequency. * Statistical significant: p=0.03; Student t-test. Data are shown as mean ± s.e.m.
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Figure 6. Elimination of light-induced artifacts in LFPs recordings. (a) Direct exposure of metal electrodes to the laser 

beam causes large electrical artifacts. This example was taken from recordings in the mPFC not transduced with AAV2-DIO­

ChR2-mCherry. Although we were already using a oblique insertion of the optical fiber in relation to the silicon probe, it is 

possible to see that lms light-pulses applied at 20mW power caused a large and repeated artifact in the LFP recording (lower 

black trace). The artifact started at the onset of each light pulse and usually lasted more than the light pulse width. (b) Another 

sample of LFP during light stimulation. Now, a PV-Cre animal transfected with contrai vírus AAV-D1O-EYFP displayed a cleaner 

LFP tracing when the laser power was reduced from 20 to SmW. Artifacts in the metal sites of the silicon probe recordings 

were indeed eliminated by changing the angle of the fiber, associated to reduction in the power as can illustrated in (e) and (d). 
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Figure 7. Checkingclusters to detectlight-artifacts. (a) Ac21-TT4-C3 isa sorted unitfrom a PV-Cre-NRlf/f mousetransfected 

with ChR2-mCherry. lt shows good signal-to-noise ratio between the tetrode sites (top), excellent parameters of cluster quality 

(bottom; L-Ratio and lsolation Distance) and dispersed 151 (middle), indicating irregular firing. (b} Ac22-TT1-C2 is a sorted 

unit from a PV-Cre-NRlf/f mouse transfected with ChR2-mCherry as well. lt shows a good signal-to-noise ratio between the 

tetrode sites, worse parameters of cluster quality (thought still acceptable) and a more concentrated 151, indicating a better 

spike timing. (e) Ac22-TT1-C2 is a sorted unit from a PV-Cre mouse transfected with ChR2-mCherry. lt shows a good signal-to­

noise ratio between the tetrode sites, remarkable parameters of cluster quality and an unusual 151 due to light-activation in 

specific frequencies. For instance, the peak of firing near to 30ms might be related to 32Hz stimulation (F=1/0.03125s) and the 

other ones, near to 20 and 25ms, might be caused by 40 and 48Hz stimulation. lmportantly, it is possible to see firing activity 

in intermediate frequencies, suggesting spontaneous firing between light-pulses and/or trains. (d) Likewise the prior cluster, 

Ac12-TT2-C4 is a sorted unit from a PV-Cre mouse transfected with ChR2-mCherry. lt displays a poor signal-to-noise ratio 

between the tetrode sites, worse parameters of cluster quality (thought still acceptable) and a very unusual 151, with peaks 

excessively locked to the frequencies of stimulation. Therefore, this waveform is a candidate to be considered as a light-artifact. 
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Figure 8. Optogenetics validation: Example of light-induced inhibition and activation in a PV-Cre mouse. A PV-Cre animal 

injected with ChR-mCherry was submitted to 27 triais of 3s-trains of stimulation (lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 

90 Hz; SmW). (a-e) Perievent raster and histogram of five different cells are shown to exemplify firing activity suppression 

during light stimulation. (f) Perievent raster and time histogram of a putative FS cell showing a robust activation during 

light stimulaiton. (g) Shows the waveforms and a larger perievent raster and time histogram of the sarne unit displayed in f. 
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Figure 9. Putative FS cell displayed a rapid firing-rate increase followed by a decrease until a steady state under 

light-stimulation. (a) The event-related spike responses of the cell Ac18-TT8-C1 (above) display a biologically reasonable 

latency (3.0Sms) to the stimulus (bellow); (b) Spike counting trial-by-trial during 3s of light stimulation highlights the 

rapíd firing-rate increase followed by a decrease until a steady state under light-stimulation. Colormap is the number of 

spikes per bin. Then, the sarne data were grouped in bins of ls and the triais were sorted according to the frequency 

of stirnulation. Stimulation frequencies up to 16Hz were able to entrain the cell to firing around the sarne frequency. ln 

this case, the entrainrnent lasted the whole period of optical stimulation (e-d). However, in higher frequencies, the sarne 

cell failed to follow the stirnulation frequency (e-h). This was particularly more evident in frequencies above 60Hz (i-k). 
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Figure 10. Optogenetics validation: Example of light-induced inhibition in a PV-Cre-NRlf/f mouse. 

A PV-Cre-NRlf/f animal injected with ChR-mCherry was submitted to 27 triais of 3s-trains of stimulation 

{lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 90 Hz; SmW). Perievent raster and histogram of two different 

cells from the sarne animal are shown to exemplify firing activity suppression during light stimulation. 
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Figure 11. Optogenetics validation: Examples of partial light-induced inhibition and of absence of light-effect in contrai 

animais (a-e) Perievent raster and time histogram of three different cells from a PV-Cre ChR2 expressing mouse are shown to 

exemplify parti ai firing activity suppression during light stimulation; (d) Perievent raster and time histogram of one cell from 

the sarne mouse to exemplify no firing activity suppression during light stimulation; (e-h) Perievent raster and time histograms 

of four cells (two each control vírus ínjected mouse) to exemplífy no firing activity modulation during líght stimulation. 
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Figure 12. Role of NMDARs in cortical PV+ cells during evoked gamma oscillations by optogenetics. (a) Single-unit 

recordings during optogenetic activation of a FS-PV+ interneuron. The protocol of stimuli consisted in 27 triais of 3s-trains 

of blue light stimulation (lms pulses at 8, 16, 24, 32, 48, 60, 80 and 90 Hz; SmW). The reliability of the FS cell in following the 

light stimulus is illustrated in figure 9. Left side: PSD% from a representative triai of (b) one PV-Cre mouse transfected with 

control virus, (c) one PV-Cre mouse transfected with ChR2-mCherry and (d) one PV-Cre-NRlf/f mo use transfected with ChR2-

mCherry. (b-d: Right side): Average of PSDs (%) centered at 8Hz (4 to 12 Hz) and at 40 Hz (36 to 44 Hz) in three triais of 8 and 
40Hz optical stimulation trains each. (b} No significant differences were observed when compareci average of triais before 

and during light. (e) PV-Cre and (d} PV-Cre-NRlf/f mice both expressing ChR2, seem to produce LFP power enhancement 

preferentially in the gamma range when submitted to light pulses in the mPFC. ln both groups, stimulation of FS cells at 8 
Hz had no effect on LFP power at 4-12 Hz (centered at 8Hz). However, stimulation at 40 Hz did cause a significant increase 

LFP power at 36-44Hz. (e) The number of subjects is still not sufficient to perform statistics with the power ratio evaluation. 

However, it suggests a poorer optogenetic-induced gamma evocation in PV-Cre-NRlf/f mice (fig.12e) , according to Carlén 

et ai. (2012). * p = 0.039; # p = 0.054; baseline vs stimulation triai; paired Student t-test. Data are shown as mean ± s.e.m. 
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Figure 13. Classification of units in putative FS and RS cells. (a) Right-bottom comer: First, for each waveform, we 

calculated (1) the ratio between the amplitude of the initial peak (p) to the following trough (v) and (2) the duration of 

the spike at half height (w). Then, we plotted a scatter with the above-mentioned parameters for ali sorted units {main 

chart; n=8 animais; 133 units) and performed k-means clustering to partition the population of waveforms between 

clusters of FS and RS putative cells. Consistently, 9/10 of the light-inhibited cells (orange dots) were included in the 

RS-like waveform cluster (black dots). Lastly, we also labeled the waveforms presumably generated by light-induced 
artifacts (red dots). As mentioned before, this strategy can be useful to help in the fine detection of light-artifacts. (b­
e) Examples of ISI histogram distribution of cells classified as putative RS cells with random firing pattern revealed 

as dispersed ISls (b,c and e) and one classified as putative FS cell, with ISI histogram revealing burst-firing pattern (d). 
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Figure 14. BDFN-TrkB signaling disruption specifically in PV+ interneurons of mPFC exacerbates anxiety-like behaviors 

without impacts social behavior, recognition memory, and locomotion. (a) Experimental design. Adult males PV-Cre mice 

were anesthetized and submitted to bilateral injection in the infralimbic mPFC of AAVS-D1O-TrkB.Tl-mCherry. Contrai 

animais received AAVS-DIO-EYFP. Aggressive behavior was probed one day before before and after microinjections to rule 

out possible effects induced by the surgical procedure. Then, a behavior battery was performed from the 6th to the 81th 

day after surgery, namely: resident-intruder test, novel object recognition, elevated plus maze, open field and extinction 

of non-contextual fear. Animais were perfused and the trkB.tl expression was confirmed by examination of 40µm mPFC 

coronal sections for the presence of mCherry-fluorescence. (b) Resident-intruder test. Top: Evaluation of the amount 

of time an adult male mouse (resident) spent sniffing a juvenile mouse (intruder) in 5 sessions over 7 weeks after virus 
injection. Middle: Assessment of the amount of time spent by the resident in offensive episodes (defined as an attack 

that included either biting or wrestling; Ogawa et ai., 1999) towards the intruder. Bottom: Quantification of the latency 

to the first attack. No significant differences were observed between groups in all comparisons (p>0.05; ANOVA Two way 

RM). (e) Novel object recognition test. Bottom: Following habituation, two identical objects were fixed in the arena and 

the animal was placed in the arena for 5-min (sample phase). After 10min from the sample phase, we replaced one of 

the objects by a novel one with similar size, but different shape and color/brightness; and the sarne animal was placed 
again in the arena for additional 5 min to explore the familiar and the novel objects (10min-test). After 24h, we kept the 

familiar object from the sample phase and replaced the novel from the 10min-test by a third one (totally different from 

the first two objects). Then, the animal was allowed to freely-explore the objects for 5 min (24h-test). P reference (%) was 

calculated as follows: ((time spent exploring the novel object)/(the total time of object exploration))*lO0. No significant 

differences were observed between groups in both 10min test (top) and 24h test (middle) (p>0.05; non-paired Student 
t-test). (d) Open field. Briefly, each subject was placed near the wall-side of an arena, and the movement of the mouse was

monitored for 60 min (TSE/ActiMot2). The total distance traveled and time in center (imaginary square with 25% of the

open-field area) were measured. No significant differences were observed between groups (p>0.05; ANOVA Two way RM).
However, trkB.Tl mice spent lesser time at center (central portion encompassing 25% of the arena) of the o pen field in the

first 3min of test (p<0.05; non-paired Student t-test). (e) Elevated plus maze. Consistent with the results obtained from the
time spent in the center of the open field, trkb.Tl animais displayed a reduced amount of time spent in the open arms as

well (p<0.05; non-paired Student t-test). * Statistical significant: p<0.05; Student t-test. Data are shown as mean ± s.e.m.
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Figure 15. BDFN-TrkB signaling disruption specifically in PV+ interneurons of mPFC impairs acquisition of non-contextual 

fear memory. (a} Experimental design: On day 1, mice were habituated to the chamber for 150s (without tone and shock), 

followed by 3 CS+US triais (tone paired with shock; inter-triai interval (ITI) = 40 ± 4s) and one resting triai (60s, without tone 

and/or shock). On day 2, ali animais were submitted to habituation in a new chamber (circular shape, dark acrylic, dia meter 
= 20cm x high = 40 cm) during 150s and received 15 extinction tones (without shock) with an ITI of 5s, besides a resting triai 
of 60s. On day 3, at the sarne chamber, all subjects received 15 additional extinction triais (only CS; ITI = 40 ± 4s) to test for 
extinction of non-contextual fear. (b} To check the consistency of the automatic freezing behavior by the TSE-Multiconditioning 
software, we performed a correlation between manual versus automatic quantifications from the sarne animal. Linear 
correlation analysis revealed a significant and robust association between manual and automatic quantification, which gave 
us more conviction to keep using the software to assess freezing (Number of XY Pairs: 66; Pearson r = 0.8994; 95% confidence 
interval: 0.8403 to 0.9374; P value (two-tailed) < 0.0001; R squared = 0.8090). (e} During the conditioning phase (day 1), 
Trkb.Tl mice displayed significant reduction of freezing behavior during the pause that followed the second presentation of 
the CS, besides during the third presentation of CS and its subsequent pause. (d} On the day 2, the fear memory retrieval 
elicited by CS was poorer in the TrkB.Tl group compareci to contrai animais. (e) On the day 3, no significant differences 

were observed between groups. ). * Statistical significant: p<0.05; Two way ANOVA RM. Data are shown as mean ± s.e.m. 
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Figure S3. Peri-stimulation raster and time histogram during 150 triais of SOms light-pulse of 

a putative FS cell Ac18-TT8-Cl (a) and a waveform produced by light-artifact, Ac12-TT4-C3 (b). 

lnterestingly, the Ac18-TT8-Cl displayed persistence of firing activity up to 20ms after light cessation, 

contrasting with Ac12-TT4-C3, which displayed an extremely time-locked response related to the event. 
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Abstract 

Objective: Mounting evidence suggests that the limbic system is pathologically involved in cases of 
psychiatric comorbidities in temporal lobe epilepsy (TLE) patients. Our objective was to develop 
a conceptual framework describing how neuropathological and connectivity changes might 
contribute to the development of psychosis and to the potential neurobiological mechanisms 
that cause schizophrenia-like psychosis in TLE patients. Methods: ln this review, clinica[ 
and neuropathological findings, especially brain circuitry of the limbic system, were examined 
together to enhance our understanding of the association between TLE and psychosis. Finally, the 
importance of animal models in epilepsy and psychiatric disorders was discussed. Conclusions: 

TLE and psychiatric symptoms coexist more frequently than chance would predict. Damage and 
deregulation among critica[ anatomical regions, such as the hippocampus, amygdala, thalamus, 
and the temporal, frontal and cingulate cortices, might predispose TLE brains to psychosis. 
Studies of the effects of kindling and injection of neuroactive substances on behavior and 
electrophysiological patterns may offer a model of how limbic seizures in humans increase the 
vulnerability of TLE patients to psychiatric symptoms. 
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Limbic circuits in psychosis and TLE 455 

DESCRITORES: 
Epilepsia do lobo 
temporal; 

Comorbidades psiquiátricas na epilepsia do lobo temporal: Passiveis relações entre 

desordens psicóticas e comprometimento de circuitos límbicas 

Resumo Psicose; 
Esquizofrenia; 
Comorbidades 
psiquiátricas; 
Neuropatologia; 
Circuitos límbicas. 

Objetivo: Existem cada vez mais evidências de que o sistema límbico está envolvido na patologia 
das comorbidades psiquiátricas em pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT). Nosso 
objetivo foi elaborar um desenho conceitua[ descrevendo como aspectos neuropatológicos e 

de conectividade podem contribuir para o desenvolvimento de psicose em pacientes com ELT. 
Métodos: Nesta revisão, achados clínicos e neuropatológicos, e especialmente os aspectos da 
circuitaria límbica, foram examinados em conjunto para auxiliar nossa compreensão sobre a 
associação entre ELT e psicose. Achados em modelos animais de epilepsia e esquizofrenia também 
foram levados em consideração. Conclusões: ELT e comorbidades psiquiátricas coexistem com 
maior frequência que o predito pela associação ao acaso. Dano e desregulação entre estruturas 
anatômicas críticas, como hipocampo, amígdala, tálamo, e córtices temporal, frontal e 

cingulado podem predispor o cérebro com ELT à psicose. Estudos sobre efeitos comportamentais 
e eletrofisiológicos do abrasamento elétrico e injeções de substâncias neuroativas em 
modelos animais podem oferecer pistas sobre como crises límbicas em humanos aumentam a 
vulnerabilidade de pacientes com ELT a sintomas psiquiátricos. 

Background 

Temporal lobe epilepsy (TLE) is a focal neurological condi­
tion, in which seizures are able to spread and comprornise a 
whole set of lirnbic structures and neighboring cortices.' ln 
contrast, various forms of psychosis are not clearly related to 
any consistent pathological localization. lnstead, they have 
been attributed to neurochernical and ultrastructural dys­
functions in a much wider set of lirnbic circuits, including the 
ones directly affected by TLE. 2 However, it is noteworthy that 
the high prevalence of psychosis in TLE patients3•7 indicates 
a possible shared rnechanisrn between the two etiologies, 
despite their distinct degree of substrate commitment and 
localization. White the specific rnechanisms generating psy­
chosis in TLE are still poorly understood, neuroanatomical 
knowledge of limbic network connectivity might help to define 
potential brain targets for investigation and lead to a better 
understanding of this pathophysiological issue. The present 
article conducts a survey of TLE and psychosis, analyzing his­
torical, clinicai and neuropathological observations within the 
framework of limbic connectivity. Additionally, we reviewed 
experimental studies with electrical kindling or pharmacologi­
cal treatrnent of the hippocampal forrnation, the amygdaloid 
complex, and the prefrontal cortex circuits. We focused on 
the doparninergic and glutarnatergic rnechanisms that are 
potentially involved in both TLE and psychosis. 

Early observations and clinicai aspects 

ln 1825, two of Esquirol's assistants reported that the 
Arnmon's horn was strikingly abnorrnal in the brains of sorne 
epileptic and a few psychotic patients. 8 Fifty-three years 
later, Paul Broca would describe the great limbic lobe as 
"the seat of those lower faculties which predominate in the 
beast. "8 This ample region regained attention more than thir­
ty years later, especially with the study of Papez stating that, 
"the hypothalamus, the anterior thalamic nuclei, the 

gyrus cinguli, the hippocampus and their interconnections 
constitute a harmonious mechanism which may elaborate 
the functions of central emotion, as well as participate in 
emotional expression". 9 The amygdala was not included 
in Papez's original theory of emotion, but after Klüver 
and Bucy's findings, 10 Maclean made the arnygdala one of 
the epicenters of a more extensive system, !ater called the 
limbic system.11,12 Beyond the limbic lobe structures cited 
above, the existence of anatomical connections among the 
frontal lobes, the hypothalarnus and temporal lobes, as well 
as the effects of experimental lesions, suggested that the 
frontal lobes influence the basic instinctive and emotional 
drives. 13 ln addition to ernotional disturbances, another im­
portant feature of severa! types of epilepsy is the presence 
of periods of short, intermittent lack of the awareness of 
the environment and of the self, indicating that the brainstern 
and most of the thalamus are also affected.14 

A distinct syndrome of behavior abnorrnalities occurs in 
rnany patients with temporal lobe epilepsy. This constella­
tion of interictal personality changes includes hyposexuality, 
hyperreligiosity/deeply held convictions, viscosity (a striking 
preoccupation with detail, especially concerned with moral 
and ethical issues), and, occasionally, hypergraphia or the 
urge to express in forrns other than writing. 15 Frequent symp­
toms of TLE patients also include psychic or experiential phe­
nomena: intellectual aurae or dreamy states, complex visual 
or auditory hallucinations or illusions, rnernory "flashbacks", 
déjà vu, jamais vu, and emotions, most commonly fear. 16 lt 
is irnportant to stress that these patients, who character­
istically exhibit a preserved or even deepened affect, do 
not fall into any established nosologic category and often 
do not appear schizophrenic. 15 lndeed, as described by 
Gloor et ai., 17 "the patients are never in doubt that these 
phenomena occur incongruously, that is, out of context, 
as if they were superirnposed upon the ongoing strearn of 
consciousness ( ... ). This insight clearly distinguishes these 
phenomena from psychotic hallucinations and illusions". 17 
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ln 1957, Desmond Pond made the first explicit clinicai 
recognition of schizophrenic-like psychoses of epilepsy, 
as reviewed by Beard and Slater. 18 Typically, the psychotic 
state closely resembles schizophrenia, with paranoid ideas 
which might become systematized, ideas of influence, and 
auditory hallucinations often of a menacing quality. The 
points of difference with classic schizophrenia are the com­
mon religious coloring of the paranoid ideas, the tendency of 
the affect to remain warm and appropriate, and the lack 
of typical deterioration to the hebephrenic state 18• Although 
auditory hallucinations are common, visual hallucinations 

are relatively rare. Other forms of delusions, including 
grandiose, referential, religious and Schneiderian symp­
toms, have also been reported, especially when a history 
of traumatic brain injury is present. 19 

The nature of the relationship between psychosis and 
epilepsy is controversial, and existent hypotheses are not 
mutually exclusive. One hypothesis suggests that there is a 
basic antagonism between epilepsy and psychosis. Psychosis 
in TLE is regularly associated with fewer or no psychomotor 
seizures, 3•2º and normalization of the EEG and elimination 
of seizures through anticonvulsant medication - though they 
relieve epileptic symptomatology - often exacerbate an 
underlying psychiatric disorder and lead to the emergence 
of a psychotic state. 21 lndeed, this supposed mutual antago­
nism was the basis for the development of electroconvulsive 
therapy, wherein seizure induction is used to treat psychosis, 
as reviewed by Pollock.22 Gamma-amino butyric acid (GABA) 
and dopamine also exert antagonistic effects in epilepsy 
and psychosis. For instance, dopamine antagonists are com­
monly used as antipsychotic drugs, and the drugs can trigger 
seizures. 23 On the other hand, dopamine agonists are able 
to exacerbate or trigger psychotic symptoms, while having 
anticonvulsant properties. 24•25 ln contrast to this antagonist 
relationship, epilepsy also predisposes a patient to the de­
velopment of schizophrenia-like psychosis. This last view is in 
tine with the extensive works of Slater, Beard and Glithero, 26 

and of Kristensen and Sindrup, 20 which recognize epileptic 
psychoses as truly organic phenomena, caused by structural 
damage to the limbic parts of the temporal lobe responsible 
for both the epilepsy and the psychosis. 

Psychiatric disorders in epilepsy can be classified into 
ictal (the psychiatric symptoms are a clinicai manifesta­
tion of the seizure), periictal (symptoms precede and/or 
follow the seizure occurrence) and interictal (symptoms 
occur independently of the seizure occurrence) disorders. 
ln the present review, our focus will be primarily interic­
tal psychosis, which includes schizophrenia-like psychosis 
of epilepsy, as defined by the lnternational League Against 
Epilepsy (ILAE, Commission on Neuropsychiatric Aspects).27 
Because interictal symptoms are not related to any "seizure 
collateral effect", psychiatric manifestations are much like 
the pure form of the psychopathology. For instance, chronic 
interictal psychosis of epilepsy is also referred to as schizo­
phrenia-like psychosis of epilepsy, due to its resemblance 
to schizophrenia's phenomenological manifestations. 28 

lnterictal psychosis is usually prodigal in florid symptoms, 
whereas postictal psychosis exhibits few common schizo­
phreniform psychotic traits such as perceptual delusions or 
voices. 29 Of note, recurrent postictal psychosis in human 
TLE is considered to be a risk factor for the development 
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of interictal psychosis, 30 which makes animal models of 
postictal psychosis suitable for the study of the possible 
gradual commitment of the limbic circuits. The increased 
risk of psychiatric symptoms in epilepsy may be related to 
severa! risk factors, such as genetic background and illness 
chronicity, which are liable to facilitate psychopathological 
manifestations. ln the next two sections, the contributions 
of structural neurologic factors and their possible imbalance 
among connected neuroanatomical regions will be examined. 

Neuropathological aspects 

Schizophrenic patients often have abnormal electrical activ­
ity in the temporal lobes and sometimes in the frontal lobes. 31 

Early descriptions suggested that the sites of maximum 
abnormalities were in the hippocampus, amygdala, septum, 
uncus, anterior-temporal, and orbito-frontal areas, even in 
patients with no history of epilepsy. 32 For more than 50 years, 
studies have suggested that any given brain tumor affecting 
the limbic system can present as classical schizophrenia. 5 ln 
Malamud's studies of eighteen patients with temporal lobe 
tumors, ten had been diagnosed and treated as schizophren­
ics, three as melancholics, one as a psychotic depressive, one 
as maniac, two as psychoneurotics, and one as anxious. 33 ln
Taylor's series of TLE post-mortem brains, 23% of the cases 
with "alien tissue" (tumors, hamartomas and focal dyspla­
sias) were psychotic, contrasting with only 5% in the mesial 
temporal sclerosis group. 7 Although some authors agree 
that psychiatric symptoms presage temporal lobe tumors 
and that presence of mesial temporal sclerosis is protec­
tive against schizophrenia-like psychosis in patients with 
epilepsy, 34 recent neuropathological evidence suggests 
that there is a structural basis for psychiatric symptoms in 
TLE patients with hippocampal sclerosis. 35 1 n our series of
patients35 with no dual pathology or alien tissue, we did not
observe a predominance of female patients or of left hand­
edness in the psychosis group (as did Taylor)7 nor a predomi­
nance of patients with left or bilateral temporal foci (as did 
Flor-Henry). 3 Other studies also indica te that the presence 
of hippocampal sclerosis is not protective against psychosis. 
ln Roberts's series of 249 TLE patients, the largest epilepsy 
series analyzed to date for their neuropathological features 
and schizophrenia-like psychosis, 6.4% had a preoperative 
diagnosis of TLE and psychosis; 40% of the cases with TLE and 
psychosis had hippocampal sclerosis with left sided foci 
and approximately 20% had gangliogliomas.4 lt is noteworthy 
that gangliogliomas usually have origin in and predilection 
for the temporal lobe,4 meaning that, more important
than the type of lesion, the location of a lesion within the 
hippocampal-amygdalar-temporal gyri may represent a 
true predisposition factor for psychosis. 

With a focal brain lesion, hallucinations may arise after 
compensatory over-activation of nearby sensory pathways. 
Complex auditory hallucinations are most common in TLE 
and schizophrenia, and the affected areas mainly comprise 
the primary auditory pathway (the pons, inferior colliculus, 
medial geniculate body and temporal lobe).36 ln fact, fMRI 
studies in schizophrenic patients during auditory hallucina­
tions have revealed activation of areas related not only to 
the auditory pathway but also to inner speech as follows: 
transverse temporal gyrus of the dominant hemisphere, 
posterior superior temporal gyrus, middle temporal gyrus, 
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frontoparietal operculum, orbitofrontal cortex, hippocam­
pus, amygdala, sensorimotor cortex, right inferior collicu­
lus, right and left insula, left parahippocampal gyrus, right 

temporal gyrus, right thalamus, middle frontal and anterior 
cingulate gyri. 31 The structural lesions most often seen in
auditory verbal hallucinations are a reduction in grey matter 
volume in the superior temporal and middle temporal gyri of 
the dominant hemisphere, and in the insula, temporal pole, 

thalamus and right prefrontal cortex. 36 lnterestingly, auditory
hallucinations have been associated with impaired effective 
connectivity between the left superior temporal, frontal 
and anterior cingulate cortex, suggestíng that such patients 
tend to misattribute their own speech to an externai source 
(externai speech). 36 ln addition to hallucinations, another
classic feature exhibited by patients with psychosis is a re­
duction in the operational index of sensorimotor gating. This 
index is obtained by measuring the prepulse inhibition (PPI) 
of the startle response, which refers to the ability of a weak 
prestimulus to transiently inhibit the response to a closely fol­
lowing strong sensory stimulus. Both schizophrenia patients 
and their relatives show gating deficits that are significantly 
heritable, consistent with the endophenotype criteria. 37•38 ln 
fact, reduced PPI has been observed in subjects with schizo­
typal personality and in normal subjects with high scores 
of self-transcendence in Personality Questionnaire scales. 39 

TLE patients with psychosis40 and non-psychotic patients with 
psychogenic "non-epileptic" seizures41 also exhibit reduc­
tions in PPI. lt is important to stress that, although patients 
with psychogenic seizures may not exhibit epileptiform 
brain activity, ali of them present with hysterical features.42 
Often - in more than 90% of the cases43 

- they also present 
with psychiatric comorbidities. Definite neuropathological 

substrates adjunct to PPI impairment in humans are not 
known, but experimental data suggest that kindling of the 
amygdala44 and precommissural lesions of the fornix45 are 
effective ways to disrupt PPI in rats. 

Neuropathological abnormalities are frequently observed 
in the brains of schizophrenic46 and TLE patients. 47 TLE pa­
tients with hippocampal sclerosis exhibit hippocampal neu­
ronal loss, often accompanied by neuronal loss and gliosis in 
the amygdala and entorhinal cortex. 48 The sarne set of mesial 
structures may appear atrophic under magnetic resonance 
imaging, in addition to being consistently recruited at the 
onset of electrographical seizure activity.49 The search for 
an organic basis in the post-mortem brains of schizophrenic 
patients has resulted in controversial findings, mostly be­
cause methodological approaches are rarely consistent in 
their selection of patients and contrais. 46 Common findings
include neuronal loss, shrinkage or disarray in the cortical 
layers and occasional gliosis; affected areas comprise pre­
frontal cortical areas, the pons, the nucleus accumbens, 
the hypothalamus, the substantia innominata (part of the 
basal forebrain), the cingulate, superior, middle and inferior 
temporal gyri, the amygdala and the hippocampus. 46•5º·5' The
hippocampal formation has been the subject of intensive study. 
Left hemisphere neuronal loss inAmmon's horn without gliosis, 
entorhinal cortex layer li neuronal loss and reduced density 
of the interneurons have been described in the post-mortem 
brains of schizophrenic patients, the former being more notice­
able in paranoid than in catatonic patients. 5º·52 As reviewed 
by Roberts and Bruton, 50 although, in the early 1900's, 
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Kraepelin believed schizophrenia had an organic cause and 
the characteristics of a degenerative process, the majority 
of contemporary neuropathological studies have not shown 
signs of progressive features, such as reactive gliosis or cor­
relations between structural abnormalities and the length 
of illness. Current theories consider prenatal and perinatal 
effects, as well as environmental factors, to be risk factors 
for disease manifestation.52 

Excision of parts of the limbic system or the temporal lobe 
of schizophrenic patients usually decreases the florid symp­
toms (i.e., delusions, hallucinations, disorganized speech 
or thinking, and chaotic or confused behavior in their fully 
developed form), but it leaves the psychosis untouched.5 

Therefore, it is not the complete destruction which gives 
rise to psychosis, but possibly the irritation process during 
the development of destruction.32 On some occasions, psy­
chosis or deep personality changes may arise after temporal 
lobectomy in TLE patients who were previously psychiatri­
cally normal.34

•
53 Not only the recruitment and/or partia! 

damage of the limbic structures are necessary to generate 
psychiatric disturbances. As postulated by Racine, 54 the kin­
dling process may gradually develop and spread throughout 
brain structures distal to the stimulated focus. ln patients 
with epilepsy, there is evidence of a time-dependent spread 
of epileptic excitability that is independent of tissue pathol­
ogy. 55 lt is generally assumed that a human limbic seizure 
disorder results in enhancement of affective limbic func­
tions, rather than their flattening. 56 Again, the relatively 
long interval between TLE onset and the onset of comorbid 
psychiatric symptoms suggests that damage to key structures 
is necessary and that it builds up over time. 19•

57 Such gradual 
commitment of connected systems might be determinant to 
the sum of neurobiological events that eventually will lower 
the psychopathological threshold of a normal or prodromal 
psychiatric state. 

Limbic lobe and major connections 

Through clinicai and pathological observation, it is well ac­
cepted that TLE is attributable to focal mesial structures 
of the temporal lobe, especially the amygdaloid complex and 
the hippocampal formation. The hippocampal formation con­
sists of the hippocampus proper- the dentate gyrus (DG) and 
Ammon's horn/Cornus Ammonis (CA) subfields - along with 
the subicular and rhinal cortices. 58 Despite the focal nature
of TLE, it is possible that recurrent limbic seizures gradually 
compromise remate encephalic areas, which may be due to 
the axonal connectivity of the mesial temporal lobe. lndeed, 
according to tract-tracing studies in non-human primates 
and rodents, the hippocampus, amygdaloid complex, and 
neighboring cortices are embedded within a broad network 
of limbic connections, whose dysfunctions are involved in 
at least some of the psychiatric morbidities that are related 
to TLE. Therefore, it seems reasonable to consider that 
efferent axons arising from the mesial temporal lobe may 
convey paroxysmal activity to the entire limbic circuitry, 
ultimately promoting ictal and periictal psychiatric symp­
toms. ln the sarne vein, it is possible that seizure recurrence 
is responsible for the chronic pathological commitment of 
subcortical and neocortical sites targeted by mesial temporal 
lobe axons, which would explain the increased susceptibility 
of TLE patients to interictal psychiatric symptoms. 
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Hippocampal formation connectivity 

The hippocampal formation is the largest structure of the 
mesial temporal lobe. lntrinsic connections between the DG 
and CA subfields constitute a well-known tri-synaptic circuit, 
primarily represented by a unidirectional sequence from 
DG granule cells to CA3 pyramidal cells (mossy fibers) and 
then from CA3 to CA 1 pyramidal cells (Schaffer axonal 
collaterals).59 Despite evidence for some CA3-DG back­

projections,60 the DG acts as the major starting point for the 
circuit, receiving most of its extrahippocampal afferents from 

superficial cells of the entorhinal cortex via the perforant 
path of the angular bundle. 61•62 At the other end of the se­
quence, CA1 pyramidal cells provide the main hippocampal 
output, which may or may not be relayed through subiculum 
cells. 63•64 lnterestingly, part of the CA 1 and subiculum axons 
project back to the entorhinal cortex, specifically to its deep 
layers, making the entorhinal cortex a criticai link in the 
excitatory loop of the hippocampal formation. 65 lntrinsically, 
in the entorhinal cortex an inhibitory system between deep 
layers receiving CA1 /subiculum axons and DG-projecting 
superficial layers seems to gate the flow of information from, 
and to, the hippocampus, thereby controlling its excitatory 
loop. 66•67 Finally, in addition to the strong entorhinal-DG uni­
directional pathway, there are lighter projections from the 
entorhinal cortex to ali CA subfields and to the subiculum, 
which means that entorhinal cortex reciprocates the CA1 
and subiculum inputs. 65•68 The hippocampal formation and 
its main connections are shown in Figures 1 and 2. 
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Figure 1 Human hippocampal formation immunostained with the 
neuronal marker NeuN. 

Section from a necropsy subject without history of neurological 
disorders. The dentate gyrus comprehends the granular layer (GL) 
and the hilus. CA3-1 are part of Ammon's horn, and together with 
the denta te gyrus they constitute the hippocampus proper. PROSUB: 
prosubiculum; SUB: subiculum; PARASUB: parasubiculum; and EC: 
entorhinal cortex. 

L. Kandratavicius et al.

Figure 2 Overview of hippocampal formation connectivity with other 
limbic structures. 

Bold arrows depict conspicuous and well-known afferents/ 
efferents of hippocampus proper (DG, CA3-2, CA1 ), subiculum (Sub), 
and entorhinal cortex (EC). Light grey arrows and boxes represent 
part of the amygdaloid complex connectivity. The topography of 
axonal pathways according to subdivisions of structures was not de­
tailed, NST: nucleus of the solitary tract; PAG: periaqueductal grey; 
PBN: parabrachial nucleus; SNc: substantia nigra pars compacta; 
VTA: ventral tegmental area. 

ln turn, subicular cells that do not project back to the 
hippocampal formation send axons through the fimbria-fornix 
bundles, forwarding hippocampal output to several limbic 
sites, including specific regions of the basal forebrain (e.g., 
vertical limb of diagonal band), septum, nucleus accumbens, 
amygdaloid complex (with particularly dense projections to 
the basolateral division), mammillary bodies of hypothalamus 
and adjacent nuclei, midline thalamus (especially nucleus 
reuniens), retrosplenial cortex, and prefrontal cortex.63•69-72 

The CA1 subfield, itself, also sends direct projections to the 
vertical limb of diagonal band, septum, nucleus accum­
bens, basolateral amygdaloid complex, and prefrontal cor­
tex, 63

,
1

o,
11

,
13

,
14 as well as weaker efferents to retrosplenial 

cortex and sensorial neocortical areas. 74
•

75 Roughly, ali these 
efferents are accompanied by returning afferents, except 
for from the nucleus accumbens, retrosplenial cortex, and 
prefrontal cortex, which do not send projections back to the 
hippocampus proper. 68•76 ln addition to the preferential hippo­
campal output by the CA 1 /subiculum system, CA3 also sends 
direct efferents to the vertical limb of the diagonal band, 
septum, and nucleus accumbens, with returning axons from 
the septum. 7º•77

•
78 Additionally, CA3-2 receives projections 

- presumably unidirectional - from basolateral amygdala,71 

and substance P-containing afferents from the supramam­
milary hypothalamic nucleus. 79 ln contrast with CA subfields, 
the DG is a mere receiver of extrahippocampal afferents,
projecting axons solely to CA3. 68•8º Beyond the substantial
input from the entorhinal cortex, few subcortical sites target
the DG (the septum and some parts of the hypothalamus,
mainly its supramammilary area, are among these sites). 81•82 
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ln spite of the mammillary nuclei and adjacencies that are 
reciprocally connected with the subiculum, none of the 
CA subfields project to the hypothalamus, 83 although CA2 
and CA3 do receive hypothalamic projections. 79 Mostly, 
the non-entorhinal afferents directed to the DG and CA 
subfields use the fimbria-fornix system as their main route, 
along with the majority of hippocampal efferents described 
above. 68 Last but not least, the entire hippocampal formation 
(Figure 1) receives noradrenergic, serotoninergic, and do­
paminergic inputs, respectively from locus coeruleus, raphe 
nuclei and ventral tegmental area of the brainstem. 84,86 

Particularly in the DG and CA subfields, dopaminergic 
innervation is much more meager than the others, prefer­
entially targeting the entorhinal cortex. 68 

Because there are unknown efferents from the DG and 
CA2-3 to the neocortex, it seems that CA1 unidirectional 
projections to retrosplenial and prefrontal cortices are the 
strongest communication between the hippocampus proper 
and neocortical areas outside the hippocampal formation. 63•75 

Unlike the hippocampus proper, the entorhinal cortex is re­
ciprocally connected with a wider neocortical domain, with a 
preference for higher-order association areas. Therefore, the 
entorhinal cortex acts as the principal link between 
the polymodal neocortical inputs and the hippocampus. 68,87 

Although this neuroanatomical and functional distinction 
exists, subcortical connections of the entorhinal cortex are 
similar to those of the hippocampus proper, including bidirec­
tional pathways with the septum and basolateral amygdala, 
as well as unidirectional projections to nucleus accumbens, 
and unidirectional projections from distributed parts of the 
hypothalamus and midline thalamus, once again with major 
participation of nucleus reuniens.72• 88

º

91 Among the neocortical 
sites reciprocally connected to the entorhinal cortex are the 
perirhinal, postrhinal, and prefrontal cortices, including a 
weak communication with the retrosplenial cortex. 68 As part 
of the hippocampal formation, the entorhinal cortex is also 
subjected to neuromodulatory inftuence by the monoami­
nergic ascending systems, including significant dopaminergic 
afferents from the ventral tegmental area. 9º·92 ln Figure 2, 
the arrows outside the hippocampal formation represent the 
extrinsic connections depicted here. 

Amygdaloid complex and its efferents and 

afferents 

Another important part of the mesial temporal lobe is 
represented by the amygdaloid complex, a group of func­
tionally and structurally diverse nuclei, with intricate 
interconnections and widely distributed communication 
with cortical and subcortical limbic sites. 93 ln particular, 
the basolateral group projects strong efferents to CA3, 
CA1, the subiculum, entorhinal cortex and perirhinal cortex, 
receiving back-projections from all sites except CA3·72•94•95 as 
seen in Figure 3. The sarne basolateral group is responsible 
for most of the amygdaloid innervation of the prefrontal 
cortex (which is also a recipient of CA1 /subiculum axons, 
as previously mentioned), nucleus accumbens (a target of 
the whole hippocampal formation), and the striatum. 96

º

98 

Specifically, the prefrontal cortex sends returning projec­
tions to the basolateral complex99 (Figure 3). Considering the 
emotional roles of the amygdala, as well as the mnemonic/ 
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Figure 3 Overview of amygdaloid complex connectivity with other 
limbic structures. 

Bold arrows depict conspicuous and well-known afferents/ef­
ferents of basolateral and centromedial groups of amygdaloid nuclei. 
Light grey arrows and boxes represent part of the hippocampal for­
mation connectivity. The topography of axonal pathways according 

to subdivisions of structures was not detailed. NST: nucleus of the 
solitary tract; PAG: periaqueductal grey; PBN: parabrachial nucleus; 
SNc: substantia nigra pars compacta; VTA: ventral tegmental area. 

attentive functions of the hippocampus and the prefrontal 
cortex, this basolateral-hippocampal reciprocity, along with 
its common limbic targets, comprises a wide network that is 
well positioned to control cognitive aspects of behavior. 100•102 

ln contrast, the centromedial group of amygdaloid 
nuclei preferentially sends projections to neuromodulator 
sites, including brainstem ascending monoaminergic centers 
(noradrenergic locus coeruleus, dopaminergic substantia 
nigra and ventral tegmental area, and serotoninergic raphe 
nuclei), and cholinergic regions of the basal forebrain and 
septum. 103•106 Moreover, this centromedial division of the 
amygdala sends efferents to severa[ different autonomic, 
reproductive, and defensive-related sites, including some 
brainstem regions (periaqueductal grey, parabrachial nucle­
us, and nucleus of the solitary tract), and various portions of 
the hypothalamus.105,107•110 ln particular, the medial nucleus 
of the amygdala sends projections to the nucleus reuniens of 
midline thalamus. 104 An important conduit of the amyg­
dala fibers that are directed to the brainstem, the basal 
forebrain, and the diencephalon is the stria terminalis, 
whose bed nucleus contributes to additional innervation of 
these sites.111 Finally, the corticomedial nuclei of the amyg­
dala, which are also referred to as cortical-like nuclei due to 
their superficial location and layered structure, are the main 
source of efferents to the olfactory system. 93 ln general, all 
of these efferent connections of the centromedial division 
are reciprocated93 (Figure 3). 

The amygdaloid complex, as a whole, receives afferents 
from regions that are not preferentially targeted by amygdala 
projections, such as higher-order areas of somatosensory, 
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auditory, and visual cortices, as well as primary areas of 
the olfactory system, and gustatory and visceral portions 
of the insular cortex. 112 -115 Thalamic nuclei directly related to
specific sensorial functions also contribute with afferents 
to the amygdala, 116•117 along with the paraventricular and 
reuniens nuclei of the midline thalamus 118• Overall, the

various afferents terminate onto virtually ali the amygdaloid 

divisions, despite some intricate patterns of specificity not 
detailed here. Nevertheless, the basolateral group acts as the 
main input receiver, which processes the information locally, 
forwarding it to the centromedial nuclei as a preferential 
output station93 (Figure 3).

Each one of the projection systems mentioned above 
have specific patterns of ipsilateral and/or contralateral 
connectivity not detailed in the present article. The majority 
of connections are mediated by glutamatergic neurotransmis­
sion, regardless of termination onto glutamatergic projection 
cells or GABAergic interneurons, with specific exceptions, for 
instance, monoaminergic and cholinergic projections arising 
from the brainstem and basal forebrain, GABAergic projec­
tions from the septum that coexist with septal cholinergic 
axons, and GABAergic projections from central amygdala. 
There are differential patterns of topographical connectivity 
throughout the long axis of the hippocampal formation, which 

are not explained here. Because comparative neuroanatomy 
is not the main purpose of the present review, information 
on differences between mammalian species was omitted 
for clarity. 

According to Bear, 57 psychopathological states in TLE
would derive from intrinsic mechanisms leading to anatomical 
sensory limbic hyper connectivity. This psychiatric manifes­
tation would be the result of a long epileptogenic process 
throughout the limbic system, and progressive changes in 
limbic structures secondary to seizure activity would be the 

underlying physiopathology. 57 Such changes would explain
the fact that some patients have incomplete seizure remis­
sion after surgical resection of the mesial temporal lobe. 1

The extra-temporal commitment would be due to the spread 

of seizures by criticai subcortical synchronizers, possibly 
represented by thalamo-hippocampal circuits. 1 Specifically, 
the midline nuclei of the thalamus are well positioned to 
act as major synchronizers, 118 because some of them are 
interconnected with both the hippocampal formation and 
the amygdaloid complex (Figures 2 and 3). lmportantly, the 
sarne thalamic nuclei project to the nucleus accumbens and 
are interconnected with the prefrontal cortex, forming a 
behaviorally flexible circuit whose dysfunction contributes 
to the pathophysiology of psychosis and schizophrenia.119 

Therefore, the hippocampal and amygdala connectivity 
summarized here may be the common context for TLE and 
psychotic-like symptoms. Although these network dysfunc­
tions are not fully understood, there is increasing evidence 
from animal models showing how particular pathways of 
the limbic circuitry may underlie the relationship between 
psychosis and TLE. 

Evidence from animal models 

The relationship between psychosis and epilepsy has been 
investigated experimentally through electrical kindling in 
specific circuits and through single electrically evoked 
hippocampal afterdischarge protocols, 120•123 dopaminergic
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sensitization by pharmacological challenge, 124•125 and acute

or chronic treatments with non-competitive antagonists of 

N-methyl D-aspartate (NMDA) receptors. 126• 127 

Kindling by electrical stimulation in specific circuits pro­

vides evidence for dopaminergic involvement in the putative 

shared mechanisms between epilepsy and psychosis. For 

example, kindling in the ventral tegmental area generates 

progressive fearfulness, hiding and loss of social behavior 
in cats, 128 enhancing amphetamine- or methamphetamine­
induced locomotor activity in rodents.129•13º Hippocampal
kindling increases the density of dopaminergic receptors, 

as well as dopamine release in nucleus accumbens. 131 •132 

These dopaminergic changes in mesolimbic circuits after 
ictal episodes seem to depend on the hippocampal activ­
ity. Hyperlocomotion, PPI deficits and aberrant increases of 

fast oscillations elicited by prefrontal or nucleus accumbens 
kindling are reverted if the hippocampus is previously in­
activated.122 Unlike to hippocampal stimulation, prefrontal 

cortex stimulation is unable to significantly depolarize 
nucleus accumbens neurons. 133• 134 Other studies have shown

that kindling in the basolateral amygdala down-regulates 
dopamine transporters in the striatum, while disrupting 
PPI. 44,135 Altogether, kindling data reinforce the idea that, in

experimental psychosis, the hippocampus becomes unable 

to regulate the source of convergent information flow to the 
nucleus accumbens, especially those from the prefrontal 
cortex, ventral tegmental area and amygdala136 (Figure 4).

Abnormalities in the cortico-frontal-mesolimbic circuits 
observed in experimental models may be useful to under­

stand how dopaminergic dysfunctions could be related to the 
high rates of psychosis in TLE patients. 137 Postictal psychosis 
models based on single electrically evoked hippocampal af­

terdischarge also induce psychotic-like behaviors, such as hy­
perlocomotion and stereotyped movements. 1 21 This postictal

locomotor activity is mediated by D2 dopaminergic receptors 
in the nucleus accumbens and requires ventral pallidum activ­
ity, suggesting that the nucleus accumbens-ventral pallidum 

pathway is critica[ for the expression of postictal abnormal 
behaviors. 120 lmpairment of sensorimotor gating induced by
afterdischarge is related to increased neural activity in the 
medial septum and increased hippocampal gamma waves 
induced by local afterdischarges through GABAergic, not 

cholinergic, septo-hippocampal neurons. 123 Experimental 
studies on seizure-induced pathological sensitization of the 
dopaminergic system have also been useful to elucidate 

the relationship between mesolimbic circuits, psychosis and 
epilepsy. 124 Seizure activity transiently elevates extracel­
lular dopamine levels at various brain sites, including the 
hippocampus, striatum, nucleus accumbens and prefrontal 

cortex132 ,138,139 (Figure 4). ln fact, rats subjected to the pilo­

carpine model of TLE display significantly higher spontaneous 

firing rates of ventral tegmental area neurons compareci 
to control rats.124 This population activity of dopaminergic

neurons, defined as the proportion of spontaneously 
firing neurons, is regulated in intact rats by a ventral subic­
ular-nucleus accumbens-ventral pallidal-ventral tegmental 
area pathway. 119 However, the underlying mechanisms by
which hippocampal hyperactivity influences the dopaminergic 
neurons in TLE are not well recognized. Neonatal seizures 

affect both dopaminergic and glutamatergic systems in the 
prefrontal-striatal circuitry, resulting in enhanced behavioral 
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Figure 4. Direct and indirect output in psychosis pathways. 

A. Non-pathological circuit. 8. Hypothetic pathological cir­
cuit in temporal lobe epilepsy. Hippocampal hyperactivity may 
disrupt the fine dopaminergic contrai of limbic and extralimbic 
circuits via polysynaptic projections. 1. Epileptogenic process 
and neuropathological changes may drive hippocampal hyper­
excitability. 2. lncreased excitability seen in TLE patients and 
animal models might be associated with neurodegeneration in 
the enthorinal cortex. Robust projections between hippocampus 
and enthorinal cortex reverbera te neuronal hyperactivity. 3.

Strong projections between hippocampal formation and amyg­
dala may propagate the excitability to the emotional circuit. 4.

Consequently, nucleus accumbens is overactivated by convergent 
projections. 5. Nucleus accumbens, in turn, strongly inhibits 
ventral pallidum. 6. Given that the ventral pallidum provides an 
inhibitory tone to dopaminergic neurons of the ventral tegmen­
tal area (VTA), limbic hyperactivation will result in increased 
dopamine neuron activity by disinhibition. 7. The pathological 
increase of dopamine leveis in the prefrontal cortex disrupts 
working memory and behavioral f\exibility leading to stereotyped 
behaviors. Arrows: Black (excitatory projections), gray (inhibitory 
projections) , light gray (dopaminergic projections). The dashed 
line represents a decrease in the inhibitory tone from the ventral 
pallidum to VTA. The weight of remaining tines indicates hypo­
thetical efficacy of information flow between areas. Figure based 
on Sesack and Grace155 and Lodge and Grace. 139 
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sensitization to methamphetamine in adolescence.125 The

increased excitability observed in patients and in TLE models 
might be associated with a pronounced neurodegeneration in 

layer Ili of the medial entorhinal cortex. '4º•141 This pattern of
neuronal loss eventually results in hippocampal and parahip­
pocampal hyperexcitability, which have an important role 

in epileptogenesis and enhanced susceptibility to seizures 

and epileptiform discharges. 142, 143 Such hyperexcitability
could be related to the cognitive deficits and psychiat­
ric comorbidities observed in some cases of TLE because 
entorhinal-hippocampus projections are crucial to temporal 

association memory in rnice.144 Their dysfunction is involved 

in the potentiation of drug-induced locomotor hyperactivity 
in pilocarpine-treated rats. 124 ln fact, recent data on human 
TLE suggest that decreased neuronal density is found in 
entorhinal cortex layer Ili of TLE patients with hippocampal 
sclerosis and psychosis.35 Therefore, according to kindling
and hippocampal afterdischarge studies, the increased 
sensitization to psychostimulants observed in TLE models 
is likely attributable to an increase in tonic doparninergic 
transmission, secondary to an augrnented activity within the 
hippocampal and parahippocampal circuits145 (Figure 4B).
lncreased hippocampal and parahippocampal drive is also 
found in patients with schizophrenia. 146 

Despite the available data, putative shared mechanisms 
between epilepsy and psychosis remain poorly understood. 
The non-competitive NMDA antagonists ketamine (KET), 
phencyclidine (PCP), and dizocilpine (MK-801) produce robust 
psychotic-like behaviors, PPI deficits, memory impairments 
and hippocampal synaptic plasticity disruptions probably 
associated with increased excitability in limbic thalamo­
cortical circuits. 147• 148 Non-competitive NMDA antagonists
generate disinhibition of specific circuits by blocking the 
action of NMDA receptors on GABAergic neurons, resulting 
in decreased firing of GABAergic neurons (mainly parvalbu­
min-positive chandelier cells) and increased excitability of 

limbic circuits and the prefrontal cortex .149•153 Treatment
with non-competitive NMDA antagonists can also decrease 
parvalbumin expression154 and produce epileptiform activity 
in limbic circuits. 155 NMDA antagonists can also damage and 
kill cortical neurons by increasing cytoplasmic vacuoles in 
pyramidal neurons of the posterior cingulate and retrosple­
nial cortex of adult rats. 156 ln the sarne vein, KET significantly 
potentiates kainic acid-elicited gamma power in slices of 

the mouse prefrontal cortex. 157 Moreover, the dopaminergic
system is also involved in the behavioral changes observed 
in NMDA-antagonist-based models. 1 58 lmpairment of execu­
tive tasks in rodents treated with KET is mediated by D2 
receptors. 159 ln addition, a single dose of PCP promotes
an increase of dopamine leveis in the prefrontal cortex.160 

Jackson et al. 1 52 demonstrated that a single MK-801 injection 
increases random firing and decreases burst firing activity in 
the prefrontal cortex. The reduction in burst activity is associ­
ated with a decrease in synaptic efficacy, which in turn could 
affect the control of behavioral outputs. Similarly, increases 
in the random firing rates of prefrontal neurons are associated 
with deficits in PPI and working memory. 152 Suzuki et ai. 127 

showed that systemic injection with PCP significantly changes 
neuronal firing rates in the prefrontal cortex of rats. No 
changes were seen after local frontal cortex microinjec­
tion. However, when PCP was microinjected into the ventral 
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hippocampus, prefrontal neurons showed responses similar 
to those observed after systemic injection.161 Altogether, a 
set of evidence indicates the involvement of the dopaminer­
gic system and points to a possible role of hippocampal to 
prefrontal cortex projections in the expression of aberrant 
behaviors induced by non-competitive NMDA antagonists in 
rats. Considering that the main source of direct hippocampal 
afferents to the cortex (CA1 subfield of the hippocampus) is 
especially affected in T LE, and that psychotic-like effects 
produced by the administration of NMDA antagonists require 
a preserved communication between the hippocampus (CA1) 
and the prefrontal cortex, we speculate that synaptic plastic­
ity in this pathway may represent a point of vulnerability for 
the development of psychosis in TLE patients. 

Conclusions 

The investigation on TLE and psychosis has independently pro­
vided important pathophysiological hallmarks. The best-known 
observations include hippocampal sclerosis in T LE, related 
to a chronic state of recurrent seizures, and heterogeneous 
cortico-striato-pallido-thalamic disturbances in psychosis, pos­
sibly due to interactions between genetic and environmental 
influences on the maturation of these circuits. The relatively 
high prevalence of psychotic-like symptoms in TLE patients 
suggests shared mechanisms and / or substrates between these 
two conditions. However, few studies have addressed this 
issue, despite the interesting reports on electrical kindling, 
dopaminergic manipulation, and NMDA antagonism reviewed 
here. Considering mesial temporal lobe connectivity along 
with the midline thalamus, the prefrontal cortex and the 
nucleus accumbens, as well as the ascending neuromodula­
tory influence on these circuits, future studies involving a 
convergence of approaches would be useful. For instance, 
investigations into the relationship between behavioral symp­
toms (e.g., sensorimotor gating), synaptic plasticity (e.g., 
long-term potentiation/depression in limbic pathways), and 
pathology in animal models of TLE (e.g., lithium-pilocarpine 
or electrical kindling in the hippocampus or amygdala) are 
scant. Nevertheless, such animal studies would be necessary 
to gain a better understanding of clinicai cases. ln summary, 
present clinicai, neurophysiological and neuropathological 
data demonstrate the existence of an intricate mesh of both 
antagonistic and also shared mechanisms between TLE and 
psychosis. As once mentioned by Slater et al. "like effects 
commonly have similar causes" 26, and the underlying patho­
genesis of psychosis in TLE still needs clarification. 
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Indução Prévia de LTP na Via CAI--Córtex Pré--Frontal 
Medial de Ratos Bloqueia os Prejuízos de Plasticidade 

Pré--Sináptica Induzidos por Modelo de Psicose Pós--Ictal in vivo*

Lopes-Aguiar C", Rossignoli MT", Esteves IM", Ruggiero RN", Bueno Júnior LS", 
Romcy-Pereira RNh, Leite JP" 
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RESUMO 

O objetivo do presente trabalho foi testar se a indução de potenciação de longa duração (LTP) no córtex 
frontal seria capaz de bloquear os efeitos depressores sobre a plasticidade pré-sináptica da via hipocampo 
(CAl)-córtex pré-frontal medial (mPFC) induzidus por pós-descarga no hipocampo (AD; atividade epiléptica) 
ou pela injeção sistêmica de ceramina (KET; modelo farmacológico de psicose). Ratos anestesiados com urerana 
receberam implantes de eletrodos de estimulação e registro, em CAl e mPFC, respectivamente. Estímulos 
elétrico mnnof,ísicos pare.idos fornm aplicados em CAI a cada 20s para eliciar potenciais pós-sinápticos de 
campo (PI e PZ) no ml'FC. Avaliamos a plasticidade de curta duração através da facilitação por pulso pareado 
(PPF), definida pela razão entre as amplitudes de PZ e PI. Após 90min de registros de linha de base, grupos 
independentes de animais receberam aplicação de AD, injeção de KET-S(+) (12,5 mg/kg i.p.) ou injeção de 
veículo (NaCI O, 15M), e foram registrados por mais l 20min. Em outro experimento registramos 30min de linha 
de base e aplicamos estímulos de alta frequência (HFS) para indução de L T P  aos 30 e 60min. Trinta minutos 
depois, os animais receberam KET, AD ou veículo e tiveram seus potenciais corticais registrados por mais 120 
min. Nossos resultados mostram que AD gera significativa redução (-50%) da diciência de transmissão basal 
na via CAl-mPFC, enquanto KET promove leve aumento ( + 10%). Ambos os tratamentos também promovem 
prejuízo significativo da PPF na mesma via (-15%). Além disso, observamo que a indução prévia de LTP atenua 
.is alterações da eficiência basal e bloqueia os prejuízos da PPF na via CAl-mPFC induzidos por KET e AD. 
Nossos achados reforçam evidências recentes de que moduladores alostéricos positivos de NMDA e AMPA 
atenuam os prejuízos cognitivos em modelos animais de psicose. Acreditamos, portanto, que a aplicação prévia 
de HFS na região CAJ do hipocampo pode ser uma ferramenta útil para melhor entendermos como prevenir 
os prejuízos de plasticidade sináptica no mPFC em modelos de psicose e psicose pós-ictal. 

Unitermos: psicose pós-ictal, plasticidade sináptica, via CAI-córtex pré-frontal medial, porenciação de longa 
duração, pós-descarga, cetamina. 

ABSTRACT 

Prevention of the CAI-mPFC pre-synaptic plasticity impairments in a post-ictal psychosis model 'in vivo' 

The present work aimed to tese whether the induction of cortical long-term potentiation (LTP) was able to 
prevent the presynaptic plasticity impairment in the hippocampus (CAl)-medial prefrontal cortex (mPFC) 
pathway induced by hippocampal after-discharge (AD; epileptic activity) or systemic injection of ketamine 
(KET; pharmacological model of psychosis). Electrodes were stereotaxically positioned into CAl and mPFC 
in urethane-anesthetized rats. Monophasic paired-pulses of electrical stimuli were applied to CAJ in arder to 
evoke field post-synaptic potentials (Pl and P2) in the mPFC every 20s. Short-term plasticity was evaluated 
by measuring paired-pulse facilitation (PPF), defined as the amplitude ratio PZ/Pl. After 90min of baseline 

*Trabalho vencedor do Prêmio Aristides Leão - XXXIV Congresso Brasileiro de Epilepsia, 06-09 de junho de ZO I Z, Ribeirão Preto, SP.
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b Instituto do Cérebro, Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN, Natal-RN.
Received Apr. 28, 2012; accepted Apr. 30, 2012.

45 



Lopes-Aguiar C, Rossignoli MT. Esteves IM et ai. 

recordings, three independem groups of animais received hippocampal-AD, KET-S( +) (12.5mg/kg, i.p.) or 
vehicle (NaCl 0.15M) followed by 120min of evoked response monitoring. ln an additional experiment, two 
applications of high-frequency stimuli (HFS) were given at 30 and 60min after baseline. Thirty minutes after 
the second HFS, the rats received KET, AD or vehicle and their cortical evoked potentials were monitored for 
further 120min. Our results showed that AD significantly decreased (-50%) whereas KET enhanced ( + 10%) 
.A 1-mPFC basal synaptic transmission. ln addition, AD and KET similarly impaired short-term plasticity in 

the mPFC (-15%). lnterestingly, pre-induction of LTP in the mPFC prevented the PPF disruption induced by 
KET and AD. Altogether, our findings support recent evidences that positive allosteric modulators ofNMDA 
and AMPA receptors attenuate cognitive impairments in animal models of psychosis. We believe that controlled 
I IFS in CAI can be a useful too! to better understand how to prevent synaptic plasticity disruptions observed 
in experimental models of psychosis and pos-ictal psychosis. 

Keywords: post-ictal psychosis, synaptic plasticity, CA !-medial prefrontal cortex pathway, long-term potentiation, 
afterdischarge, ketamine. 

INTRODUÇÃO 

Vários estudos têm mostrado que a incidência de 
psicose - perturbação que envolve o início súbito de delírios, 
alucinações, discurso desorganizado ou comportamento 
amplamente desorganizado ou cata tônico - chega a ser três 
vezes maior em pacientes com epilepsia do lobo temporal 
(ELT) do que em casos de epilepsia generalizada 1•2• 

Entretanto, os mecanismos neurais responsáveis pela 
ocorrência e fenomenologia dos episódios psicóticos 
em pacientes com epilepsia ainda são pouco compreen­
didos. 

A relação entre psicose e epilepsia tem sido investigada 
experimentalmente por meio, principalmente, de (1) pro­
tocolos de avaliação comportamental em modelos animais 
de epilepsia (genéticos ou induzidos) 1A,5 e de abrasamento 
límbico (kindling do hipocampo e amígdala)6•7•8; (2) pro­
tocolos de evocação de pós-descargas (AD) no hipocampo9; 

e (3) tratamentos agudos ou crônicos com antagonistas não 
competitivos do receptor de glutamato do tipo N-metil­
D-aspartato (NMDA) 10. 

O modelo de AD única no hipocampo é considerado 
uma importante ferramenta, pois induz hiperlocomoção 
e movimentos estereotipados, logo que a atividade 
epileptiforme cessa, reproduzindo alguns aspectos 
característicos de um episódio psicótico pós-ictal1 1. Além 
disso, o prejuízo nas funções do filtro sensório-motor gerado 
por indução de AD apresenta-se associado a aumento de 
oscilações gama (30-lO0Hz) no hipocampo e córtex pré­
frontal medial (mPFC), como observado no modelo de 
psicose induzido por cetamina (KET) 11

. 

Os modelos de psicose gerados pela administração 
de antagonsitas glutamatérgicos como a fenciclidina 
(PCP), KET ou a dizocilpina (MK-801) são baseados na 
hipótese de hipofunção glutamatérgica da esquizofrenia 10. 

Recentemente foi demonstrado que a administração 
sistêmica de MK-801, além de potencializar oscilações 
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gama12
, também é capaz de alterar o perfil espectral 

dentro da faixa de oscilações lentas (0,5-2Hz) no córtex 
pré-frontal e reduzir a plasticidade sináptica de curta 
duração na via CAl-mPFC in uivo 11. É interessante notar 
que ambos os efeitos foram imediatamente revertidos após 
administração de AMPAcina, um modulador alostérico 
positivo de receptores AMPA. Ainda em suporte à hipótese 
glutamatérgica, estudos pré-clínicos com roedores têm 
mostrado que a inibição de transportadores de glicina (um 
co-agonista do receptor NMDA) é capaz de (1) reverter 
a hiperlocomoção e o excesso de liberação dopaminérgica, 
induzidos por PCP 14, (2) potencializar a atividade do 
mPFC in vivo 15 e (3) reverter os prejuízos de memória de 
trabalho induzidos por KET 16

. Uma série de inibidores de 
alta afinidade para o transportador de glicina têm sido 
desenvolvidos e também testados, com sucesso, em modelos 
experimentais de psicose 14, em pacientes com esquizofrenia17 

e em sujeitos sadios submetidos a administração de KET18• 

Consistente com esses achados, alguns estudos sugerem que 
a clozapina, um antipsicótico atípico, funciona pelo menos 
em parte como um agonista do sítio de glicina presente nos 
receptores NMDA14. Portanto, considerando as evidências 
sobre o envolvimento da neurotransmissão glutamatérgica 
nas alterações eletrofisiológicas e comportamentais em 
modelos experimentais de psicose, nosso objetivo foi 
testar a hipótese de que a potencialização sináptica de 
longa duração (LTP) cortical é capaz de bloquear os efeitos 
depressores da injeção sistêmica de KET ou da aplicação 
de AD hipocampal, sobre a plasticidade pré-sináptica na 
via hipocampo (CAl)-mPFC in viuo. 

MÉTODOS 

Ratos Wistar adultos machos foram anestesiados com 
uretana (1,3g/kg, i.p.) para implantação estereotáxica de 
eletrodos em CAl e mPFC segundo coordenadas anatômicas 
de referência 19. No total, três eletrodos foram implantados: 
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( l) eletrodo monopolar de registro no mPFC; (2) eletrodo
bipolar de estímulo na região CAl do hipocampo poste­
rior dursal (com desnível entre as pontas de 0,5 mm) e
(3) eletrodo monopolar de registro em CAl, localizado

1,5mm anterior ao eletrodo de estímulo. Estímulos

monofásicos pareados (0,2ms de duração; intervalo inter­
estímulos de 80ms) aplicados em CAI, a cada 20s, foram
capazes de eliciar potenciais pós-sinápticos de campo
denominados Pl e P2 no mPFC. A facilitação por pulso
pareado (PPF) foi definida pela razão entre as amplitudes

de P2 e Pl, e foi estudada antes e depois da administração
de AD-hipocampal, KET-S( +) (12,5 mg/kg i.p.) ou veículo
(NaCl 0,15M i.p.).

Em resumo, após 90min de registro ele linha ele base, 
três grupos independentes de animais receberam AD­
hipocampal, KET-S ( +) ou veículo e tiveram seus potenciais 
monitorados por mais 120min. Para testar os efeitos da LTP 
sobre a PPF, três novos grupos de animais foram registrados 
por 30min de linha de base e, em seguida, receberam 
duas sessões de estímulos em alta frequência (HFS) aos 
30 e 60min. Trinta minutos depois, cada grupo recebeu 
como tratamento AD, KET-S( +) ou veículo e tiveram 
seus potenciais corticais registrados por mais 120min. A 
indução de AD-hipocampal foi realizada por um único trem 
de estímulos em CAl constituído por 200 pulsos a 20Hz 
(pulsos monofásicos; lms de duração) com duração total 
de 10 segundos' 1• A indução de LTP foi realizada por meio 
da aplicação de HFS, aos 30 e 60min de registro. Cada HFS 

consistiu de duas séries de 10 trens (50 pulsos a 250Hz; 
0,2ms de duração; a cada 10s), separados por 10min20

. A 
corrente de estimulação utilizada em todos os experimentos 
foi ..:m intensidade capaz de gerar o maior PPF nessa via 
determinada a partir da curva de calibração 14

. Para analisar 
os potenciais evocados no mPFC consideramos amplitude 
de Pl e P2 medidas como a distância entre o ponto máximo 
do primeiro pico positivo e o ponto mínimo do primeiro 
pico negativo com latência de 16 a 20 ms. Esses valores 
foram normalizados com relação à linha de base, definida 
como 100%. Todas as variáveis analisadas apresentaram 

distribuição normal e, por isso, utilizamos o teste estatístico 
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido do 
teste post hoc de Tukey. 

RESULTADOS 

A Tabela 1 sintetiza os principais efeitos de KET e 
AD sobre a transmissão e plasticidade pré-sináptica na 
via CAl-mPFC in vivo. Nossos resultados indicam que a 

injeção sistêmica de KET aumentou significativamente 

a amplitude do Pl em dois momentos específicos do 
experimento, de 120 a 130min e 170 a l 90min [Interação 
tratamento-tempo: + 10%, Sham-KET vs. Sham-SAL: 
F(20, 260)=1,88, p<0.05; ANOVA de duas vias medidas 
repetidas e teste post hoc de Tukey, p <0,05] sem afetar 
de maneira significativa o P2 da via CAl-mPFC in vivo 
(p>0,05). Em contrapartida, a indução de AD gera uma 
queda robusta de ambos, Pl [Tratamento: -50%; Sham­
AD vs. Sham-Sham: F(l, 12)=61,95, p<0,001, ANOVA 
de duas vias medidas repetidas) e P2 [Tratamento: -60%; 
F(l, 12) =95,88, p<0,001] na mesma via. Além de robusto, 

esse efeito mostrou ser sustentado, mantendo a queda inicial 
dos potenciais de 50 a 60% por, no mínimo, 2 horas em 
relação ao grupo controle (teste post hoc de Tukey para Pl 
e P2; p<0,05). Embora KET e AD tenham efeitos bastante 
distintos sobre a eficiência basal da via CAl-mPFC, ambos 
geram prejuízo sobre sua plasticidade pré-sináptica, medida 
por PPF [Tratamento: -15%; Sham-KET vs. Sham-SAL: 
F(l, 13)=39,34, p<0,001 e -13%; Sham-AD vs. Sham­
Sham: PPF, F(l, 12) =6,31, p<0.05, ANOVA de duas vias 

para medidas repetidas]. A Tabela 2 mostra as principais 
comparações referentes ao segundo estudo realizado para 
testar a hipótese de que a LTP seria capaz de bloquear os 
prejuízos de AD e KET. Observa-se que a indução prévia 
de LTP previne a queda dos PPF gerada por KET e AD. 
Ao contrário do experimento anterior, nenhuma diferença 
foi observada entre os grupos tratados com LTP+ KET, AD 
ou SAL [Tratamento: F(2, 20) =0,089; p=0,9; ANOVA de 
duas vias para medidas repetidas]. 

Tabela 1. Efeitos de KET e AD sobre a eficiência basal e plasticidade pré-sináptica Ja via 
CAl-mPFC. Pl: amplitude do pdmeiro potencial evocado no mPFC após estimulação de CA 1. 
P2: amplitude do segundo potencial evocado. PPF: razão entre as arnplitudes de P2 e PI. 

Comparação 
ANOVA 

Parâmetros Variação 
duas vias medidas repetidas 

Sham-KET vs. Sham-SAL F(20, 260)= 1,88; p<0.05 PI 10% 

Sham-KET vs. Sham-SAL n.s. P2 11.S. 

Sham-KET vs. Sham-SAL F(l, 13)=39,34; p<0,001 PPF -15% 

Sham-AD vs. Sham-Sham F(l, 12)=61,95; p<0.001 PI -50%

Sham-AD vs. Sham-Sham F(l, I 2)=95,88; p<0,001 P2 -60%

Sham-AD vs. Sham-Sham F( 1, 12)=6,3 l; p<0,05 PPF -13%
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Tabela 2. Efeitos indução prévia de LTP sobre os efeitos depressores de plasticidade pré-sináptica 
induzidos por KET e AD. 

ANOVA 
Comparação 

duas vias medidas repetidas 
Parâmetros Variação 

LTP-KETvs. LTP-SAL n.s. 

LTP-KET vs. LTP-SAL n.s. 

LTP-KET vs. LTP-SAL n.s. 

LTP-AD vs. LTP-SAL n.s. 

LTP-AD vs. LTP-SAL n.s. 

LTP-AD vs. LTP-SAL n.s. 

CONCLUSÕES 

A depressão sináptica observada na via CAl-mPFC 

gerada por AD pode ser considerada uma nova forma de 

depressão de longa duração (LTD), neste caso induzida por 

um evento tipo-ictal, particularmente por ter se mostrado 

robusta (-50%) e sustentada (duração de 120min). Esta 

atenuação da resposta do córtex pré-frontal subsequente à 

atividade epileptiforme hipocampal pode ser responsável por 

falhas no processamento sináptico límbico-cortical pós-ictal 

e contribuir para alterações comportamentais obsc;rvadas 

neste período. Além disso, os efeitos provenientes de uma 

única AD são importantes para o entendimento de como 

crises espontâneas isoladas, da ordem de segundos, pmlt:m 

afetar a comunicação entre �írca de controle executivo 

interligadas ao foco epiléptico. Por outro lado, o fato da 

KET e da AD promoverem reduções semelhantes na 

plasticidade pré-sináptica, mesmo com efeitos distintos nos 

potenciais evocados basais, sugere que esses tratamentos 

possam ter atuado diferencialmente nos terminais pré 

e pós-sinápticos, alterando tanto a eficiência sináptica 

quanto a excitabilidade local da rede. Por fim, os efeitos 

da LTP sobre a queda do PPF induzido por KET e AD, 

estão de acordo com evidências recentes mostrando que a 

ativação de NMDA e AMPA revertem prejuízos cognitivos 

em modelos animais de psicose. Consideramos, portanto, 

que a indução prévia de LTP possa ser uma ferramenta útil 

para melhor investigarmos como prevenir os prejuízos de 

plasticidade sináptica no mPFC em modelos de psicose e 

psicose pós-ictal. 
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P2 n.s.

PPF n.s.

PI n.s.

P2 n.s.
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Abstract 

The mediodorsal nucleus of the thalamus (MD) is a rich source of afferents to the medial prefrontal cortex (mPFC). 
Dysfunctions in the thalamo-prefrontal connections can impair networks implicated in working memory, some of which are 
affected in Alzheimer disease and schizophrenia. Considering the importance of the cholinergic system to cortical 
functioning, our study aimed to investígate the effects of global cholinergic activation of the brain on MD-mPFC synaptic 
plasticity by measuring the dynamics of long-term potentiation (LTP) and depression (LTD) in vivo, Therefore, rats received 
intraventricular injections either of the muscarinic agonist pilocarpine (PILO; 40 nmol/µL), the nicotinic agonist nicotine (NIC; 
320 nmol/µL), or vehicle. The injections were administered prior to either thalamic high-frequency (HFS) or low-frequency 
stimulation (LFS). Test pulses were applied to MD for 30 min during baseline and 240 min after HFS or LFS, while field 
postsynaptic potentials were recorded in the mPFC. The transient oscillatory effects of PILO and NIC were monitored 
through recordíng of thalamic and cortical local field potentials. Our results show that HFS did not affect mPFC responses in 
vehicle-injected rats, but induced a delayed-onset L TP with distinct effects when applied following PILO or NIC. Conversely, 
LFS induced a stable LTD in contrai subjects, but was unable to induce L TD when applied after PILO or NIC. Taken together, 
our findlngs show distinct modulatory effects of each cholinergic brain activation on MD-mPFC plasticity followíng HFS and 
LFS. The LTP-inducing action and long-lasting suppression of cortical LTD induced by PILO and NIC might implicate 
differential modulation of thalamo-prefrontal functions under low and high input drive. 
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lntroduction 

ln the prefrontal cortex (PFC), 1lw rescaling ofsynaptic weights 
mediated by long-term potentiation (L TP) anel long-term depres­
sion (LTD) is thought to play an important role in working 
memory, decision-making, behavioral inhibition anel attention 
shifting [I 3]. Much ofthe LTP/LTD dynamics in the PFC: takes 
place at afferent terminais from subcortical structures, inclueling 
tbe basolateral amygdala, ventral tegmental area, CAI of tbe 
bippocampus. anel medial thalamic nuclei [4]. ln particular, the 
meelioelorsal thalamic nucleus (:V1D) is one of the most prominmt 
sources of excit:itory projections to the !'FC, both in primates anel 
rodents [5 1 O]. 

Severa] studies, ranging from functional imaging of the human 
brain to behavioral tests in animal models, have demonstrated tbe 
involvement of .MD-PFC: reciprocal projections in cognitive 
functions [11 16] anel in pathological conditions, especially 
schizophrenia [I 7 20]. Electrophysiological studies in rodents 
have also sbown tb,it changes in PFC: responses meeliated by :VID 
stimulation are involved in the modulation of hippocampus­
evoked activity in the PFC: [211, fear extinction [2'.2,23], anel 
propagation of limbic seizures [2+ 27). 

PLOS ONE I www.plosone.org 

Tbe MD-PFC: circuit can be iníluenced by ascending cholin­
ergic projectíons from tbe brainstem and basal forebrain [28 30], 
which represent important modulators of c-ogniti,·e processes [31 
34] anel oscillatory activity throughout the sleep-wake cycle (35 
37]. Unbalanced cholinergic neurotransmission i� associated with 
cognitive decline, schizophrenia, Alzheimer's clisease, anel tempo­
ral lobe i-pilepsy [38 -13]. ln acldition, severa] studies have shown 
that cholinergic activation regulates synaptic plasticity in adult 
thalamocortical loops comprising sensorial areas ofthe cortex [++ 
.+8]. However, the cholinergic modulation of thalamus-induced 
plasticity in ,issociative cortical areas is still poorly unelerstood. ln 
one of the few studies in vivo [ .J.9], it was shown that nicotinic 
agonists into the medial prefrontal cortex ofrats (mPFC, pn·limbic 
area) facilitated MD-evokeel spikes and increased glutamate levds 
in the mPFC. However, the authors did not evaluate long-term 
synaptic plasticity in the :VID-mPFC pathway. Synaptic plasticity 
in this pathway was also shown to occur associ;ir<'d with frar 
learning in mice in the absence oi" any pharmacological treatment
rn,23J. 

Recently, we have shown tliat muscarinic activation of the 
brain, by an MI preferential agonist, enhances tbe hippocampal­
mPFC plasticity in two different ways. Ir specifically potentiates the 
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late-phase L TP induced by high frequency stimulation [50], and 
promotes a long-lasting LTD in the mPFC induced by trains of 
low frequency stimulation [5 !] . Therefore, considering ( 1) that 
CAI and NID project and influence a common set of neurons in 
the mPFC [52,53], suggesting a possible substrate for the local 
interaction between hippocampal inputs and thalamocortical 
activity; and (2) that these projections can be modulated during 
general states of cholinergic activation achieved by the adminis­
tration of muscarinic and nicotinic agonists, we decided to further 
investigate the muscarinic and nicotinic effects on LTP and LTD 
in the :\ID-mPfC circuit in vivo.

Materiais and Methods 

2.1. Subjects 
A total of 71 adult male Wistar rats (250 450 g) were housed in 

standard roclent cages in a colony room maintained at 24"C uncler 
a 12 h light/ 12 h clark cycle with free acccss to food anel water. Ali 
proceelures were performed accoreling to the Brazilian Council for 
Animal Experimentation (CONCEA) guidelines anel approwd by 
the Ethics Committee of the Ribeirão Preto School of :Vleelicine 
(protocol number 125/2008). These guielelines abiele by the 
National Institutes of Health rules for the care .mel use of 
laboratory animais (NIH l'nhlications No. 8023, reviseel 1978). 
Experiments were designed to minimize th,· number of animais 
used anel their suffering. 

2.2. Surgery and electrophysiology 
Rats were anesthetized with urethane (1.2 1.5 mg/kg, i.1J., in 

NaCI 0.15 M; Sigma-Aldrich, l;SA) anel placed in a stereotaxic 
frame (David Kopf Instruments, USA), and their boely tempera­
ture was maintained at 37±0.5ºC by using a heating pad (Insight 
Ltda, Brazil). \Vhen necessary, the levei of anesthesia was 
maintained with supplementary injections of the anesthetic (10% 
of the initial dose) after checking the tail pinch reflex. For electrock 
anel cannula implantation, the skull was exposed and small holes 
were drilled to allow access to the left hemisphere prelimbic area 
(PrL) of the mPFC (antero-posterior, AP: +3.0 mm; lateral to 
midline, L: -O.+ mm; ventral to dura mater, V: -3.2 mm). left 
hemisphere MD (AP: -1.9 mm, L: -0.4 mm, V: -+.8 mm) anel 
right hemisphere lateral ventricle (LV; AP: -0.5 mm, L: 
+1.3 mm, V: -2.5 mm) according to the rat brain atlas [5+].
An additional hole was drilled over the parietal cortex in the right 
hemisphere to implant a micro-screw used as recording reference. 
Thereafter, a 23-gauge stainless-steel cannula was inserted into the 
brain anel positioned I mm above the LV. The cannula was fo,ed 
to the skull with dental acrylic resin. 

Teflon-insulated tungsten wires (60 µm diameter) were used to 
prepare stimulating and recording electrocles. A twisted bipolar 
electrocle (vertic:il tip separation: 500 µm) was usecl for constant 
current stimulation of the MD and a monopolar electrode was 
used to recorei fielcl post-synaptic potentials (fPSPs) in the mPFC. 
Both electrocles were lowered into the brain through the boles 
drilled on the skull, after removing the dura mater. Monophasic 
test pulses (200 µs duration, 150 200 µA; S88 Stimulator, Grass 
Technologies, USA) were clelivered through the bipolar electrode 
every 20 s, anel the final position of the electrocles was adjusted to 
obtain the highest n�g;,lj\'c-going fPSP in the mPFC (amplitude 
2150 µV). fl'SPs were amplified anel filtered (x 100, O.OI I KHz; 
P55-AC Pre-amplifier, Grass Technologies, USA) before digitiza­
tion at 10 Kllz (PowerLab/ 16S; ADinstruments, Australia). For 
somr animais, it was necessary to invert the polarity of the 
stimulation prior to the beginning of the experiments in ordcr to 
increase the regularit:y of the fPSP. Although polarity influenced 
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direction of stimulus artifact, it did not affect the latencies of fPSP 
negative peaks. Once the elertrocles were positioned anel the 
stimulation polarity was defined, electrical pulses were clelivered 
every 20 s at increasing intensities (60 500 µA) anel the !PSP 
amplitudes wne useel to calculak input-output curves for each 
animal. Baseei on the input-output .:urves, we obtained the 
intensity necessary to procluce maximum fPSP amplitudes anel 
usecl 60- 70% of such intensity to stimulate the ;\lD during 
baseline, LTl' or LTD induction and post-LTP or LTD 
recorclings. 

Baseline ll'SPs were recordecl for 30 min with single electrical 
p11l,,-s (200 µs duration; f'\'t-ry 20 s). Then, the drugs were 
microinjected through a 30-gauge needle inserted into the cannula 
anel conrn·, ted to a I O µL microsyringe (Hamilton Company, 
CSA) via a polyethylene tube. After microinjection, LTP or LTD 
was incluced by delivery ofhigh-frequency (1-IFS) or low-frequency 
(LFS) trains of stimuli into the ;\lD, respectively. l'ost-HFS/LFS 
recordings of fPSPs resumed for an additional 2+0 min to monitor 
the clynamics of mPFC responses. The HFS protocol consistPd of 
two series ( 1 O min apart) of I O trains of 50 pulses (250 Hz). These 
trains were delivered every 10 s [23,50,55]. LFS consisted of a 
singl,- train of !'.ZOO pulses (2 [ lz) [23]. 

2.3. Cholinergic drugs 
\Ve used the li,llowing clrugs: (!) pilocaqJine hydrod1loride 

(PILO, . 'igma-Alclrich, CSA), a non-selective muscarinic agonist 
with high affinity for M l-like receptors [56,57]; anel (2) (-)-nicotine 
hydrogen tartrate (NIC, Sigma-Aldrich, L·S,\), an agonist with 
high affinity for neural nicotinic rcceptors, especially r:1.7 anel r:1.4-P2 
subtypes [58,59]. Artificial cerebrospinal fluid (aCSF; in m:\I: 2. 7 
KCI. 1.2 CaCI:!, 1.0 :\lgCI.,, anel 135.0 NaCI. with pH 7 .3 at room 
temperature) was usecl to dissolve both PILO (+O nmol/µL) anel 
NIC (320 nmol/µL) salts. The concentrations of PILO anel NIC 
were chose11 baseei on a pilot .-xpe,·iment that nwasured the 
iluration of the oscillatory changes incluceel in the mPFC anel :\ID, 
anel did not produce alteration of the physiological parameters of 
the animais, such as heart rate anel salivation. aCSF withou1 PILO 
or NIC was useel as the contrai vehide. The injections of PILO, 
NIC, or aCSF were clelivered by intracerebroventricular route 
(i.r.v) in a volume of I elL over a two-minute perioel. 

2.4. Experimental design 
To investigate the cholinergic modulation of MD-evoked 

synaptic plastirity in the mPFC, three expcriments were carried 
out. Expr·riment I tested the effects of d10linergic modulation on 
the induction anel maintenance of LTP. For that, animais received 
PILO, NIC, or aCSF immediately bdore HFS and were divided 
into three groups: PILO-HFS, NIC:-HFS, anel aCSF-HFS, 
respe.-1ively. Experiment II tested the effects of cholin,•ruic 
modulation on the induction anel maintenance of LTD. Animais 
received PILO, NIC, or aCSF just before LFS anel were also 
divided into three groups: PILO-LFS. NIC-LFS, anel aC:SF-LFS, 
respcctively. Experiment III assrssed the effects of PILO, NIC:, or 
aCSF on basal mPFC responses induced by :\ID stimulation. 
Animais reet·ived PILO, NIC, or aCSF, but clid not receive train 
stimulation anel were grouped as PILO-Ctrl, NIC-( :trl, anel aCSF­
Ctrl. Synaptic plasticity was analyzecl by quantifying the average 
ll'SP amplitude normalizecl to the baseline at elifferent time points 
after synaptic plasticity induction. For that, fl'SP amplitudes were 
av<"ragecl every l O min anel normalized as percentage of the 
baseline mean amplitude. 
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2.5. Local field potential analysis 
To monitor thr state of brain activity associated to the 

muscarinic (PILO) anel nicotinic (NIC) modulation, we recordeei 
local field potentials (LFP) simultanwusly in the :\ID anel mPFC 
through the sarne electrodes used to induce anel recorei L TP or 
LTD. Thalamic anel neocortical LFPs were recordeei cluring a 
6 min period divided into 2 min blocks: before, during anel after 
i.c.v microinjection. Aftrr down sampling to 200 Hz anel low-pass 
filtering (0.5 100 Hz), Welch's power spectral densities (Hanning 
window) were ,·,11,·nlated every 10 s epochs. Spectral d,·nsi1ies were 
estimated for e:,ch epoch after averaging periodograms calculated 
from eight sections with 50% overlap. Delta (0.5 4 Hz), theta (4 
12 Hz), beta (12 30 l-lz) anel gamma (30 80 Hz, r1emoving 58 
62 Hz nois1e) normalized powern were calculated using custom­
made :\IATLAB scripts (The MathWorks, Natick, MA). Normal­
ÍZL'd band powers weré' mm pareci to 1 ·valuate the effects of PILO
anel NIC on the oscillatory acti\'ity recordeei in the :VID anel
rnPFC.

2.6. Histology 
After ea,·h recording session, a current pulse (1 rnA, 1 s) was 

delivered through the stimulation anel recording electrodes to 
produce a small electrolytir lesion for electrode localization. The 
animais receiv1ecl an aclclitional injection of the anesthetic anel hacl 
their brains removed after decapitation. The brains were post­
fixecl in IO'lu forrnaldehyde-saline solution for M h at 4'C anel 
cryoprott'cted for 48 h in 20% sucrose solution (in 0.1 :\1 sodiurn 
phosphate buffer, p l -1 7 A-). After rapid freezing in dry ice-chilled 
isopentane, 30 µrn-thick slices vrre cut in a cryostat, rnounted on 
gelatinized slides anel staim·d with cresyl violet. Electrocle tip 
positions anel cannula tracts were clderrninecl after analysis of 
brain sections under the optic mic:roscope (AxioPhot, Carl Zeiss 
lnc.). 

2.7. Statistical analysis 
,\nalysis of group clifferences following HFS or LFS was carried 

out by tvm-way ANOVA with repeated rneasures (group: foced 
factor vs. time: repeated measures). The sarne ANOVA was usecl 
to te,L power spertrum clifferences in the mPFC anel :V1D along th<" 
6 min recording of LFPs. The Newman-Keuls post lwc test was 
applied following AKOVAs when necessary. Ali results are 
expressed as the mean ± SElVI anel signifüanct' levei was �•·1 to 
0.05. 

Results 

3.1. Accuracy of implants 
i\11 animais inclucled in our analysis hacl the stimulation 

electrode tips positioned within the ;V[D, most often in its anterior 
anel medial aspects, which contain the highest density of mPFC­
projecting cells according to rc•trogracle tracing [60]. Reco,·ding 
electrode tips were most frequently observed in the medial wall oi' 
the ipsilateral mPFC, at the levei of l'rL. Cannulae placement was 
observeel approximately I mm above the LV, so that only the 
microinjenion neeelle reac:hed the LV (Figure 1). 

3.2. Characteristics of mPFC responses evoked by MD 

stimulation 
ln ali experin1ents, we first positioned the recording electrode at 

the PrL area of the rnPFC baseei on stereotaxic coordinates [541 
anel then, lowereel the stirnulation electrode in 200 µm steps while 
applying pulses each 20 s (electrical parameters described in the 
rnethods section). No fPSP was found until the stirnulation 
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electrode reached 3.0 mm below the dura mater (presurnably at 
the corpus callosum levei), frorn where we consistently elicited 
fPSl's with a negative peak at latency of -9 rns (Figure !). As the 
stirnulation electrocle crossecl the hippocarnpus on its way towarels 
the ::\ID, the sarne profile of fl>Sp was repeatedly elicited until 
approxirnately 4.2 ·1.4 mm below the dura mater, when we 
observed a shift of the negative peak from a latency of -9 to 
-13 rns. From that point on, we continued to lower the electrode 
until 4.8 5.2 mm below dura mater (at the MD levei), when we 
obtained the strongest anel most ,-diable negative-going fl>SP anel 
concluded the implantation. The prefrontal fl>SPs obtained by 
stirnulation throughout the hippocampus rnay occur due to the 
activation of passing (ibers, since retrograde tracing data from the 
literature do not show hippocampal cells projecting to the rnPFC 
at the anLcroposterior levei where our stirnulation electrodes were 
implanted [59]. Nevertheless, fPSPs elicit,·d during the trajectory 
of the stirnulating electrocle were useful as refen·n es for the 
refinernent of the clorso-,·,·ntral irnplant position. 

ln approxirnately half of the subjects, tht' MD-evokecl fl>SPs 
showed two distinct negative peaks, which we tnmt'cl :'-11 anel N2 
(Figure !). When clearly detectecl, N l  was a low-arnplitucle 
(108.20±9.32 µV) short-latem-y (6.85±0.15 ms) negative peak, 
but in some cases it was too subtle to be clefint"el. Differently, N2 
was a negative peak characterizecl by high amplitude 
(270.00±17.10 µV) anel long latency (13.43±0.17 rns), anel was 
consistently detected in ali subjects. fl>SPs recordeei in the present 
stucly had latency anel amplitude profiles resernbling those 
previously clescribed in awake mice [22,231. J\s reporteei by these 
authors, it was clifficult to dissociate the short-latency component 
of the WSP dept'nding on the case. Thus, we aclopted a similar 
definition anel usecl rneasurements of the consistent N2 peak 
amplitude as an inelex of field synaptic response in the rnPFC. 
Table I shows baseline N2 pararneters for all groups in the present 
study. J\s experted. no significant differences were eletected 
bet:ween groups when latency anel arnplituclt' were analyzecl 
(one-way .\NO\A; j,>0.05). 

Pirot et ai. [5,61] showed that '.\1D stirnulation evoked two 
categories of unitary responses in th<" mPFC, which were 
distinguished by their latencies: short (3..1-6±0.05 ms) anel long 
(13.67±0.22 rns). Short-latency responses corresponcl to the actual 
recruitment of lVID-rnPFC thalarnocortical fibers, whereas long­
laLen<.: • responses corresponcl to the activation of intracortical axon 
collaterals. originating from mPFC-MD corticothalamic fibers. 
Indeed, electrical pulses applied within the MD inevitably 
stirnulate mPFC-clerivecl axon terminais, eliciting anticlrornic 
action potentials towards the rnPFC, anel thereby recruiting the 
axon collaterals of corticothalarnic fibers [61. Differently frorn 
Pirot et ai. [5,611, Herry et ai. [22] were the first to examine :\ID­
evokecl fPSPs in the mPFC to stucly long-terrn synaptic plasticity in 
the thalarnocortical circuit, interpreting the short-latency compo­
ncnt of their fJ>SPs as a response to :VIl )-mPFC activation. 
However, gi,·,·11 that the they were not always able to identify the 
short-latern·y component depending on the subject, the authors (as 
well as Herry anel Garcia [23]) rneasurecl the amplitude of the 
long-latency cornponent (N2) of the fl>SPs. Similarly, we ckcidecl 
to use N2 as an índex of mPFC plasticity. Despite the low 
selectivity of MD electrical stirnulation, we consicler that ;\1D­
evoked plasticity rnay contrai the excitatory reverberation in the 
:VID-rnl'r(: circuit as a whole. ln acldition, Hf>rry et ai. [221 anel 
Herry anel Garcia [23] showecl that L TD of :\ID-evoked fl' • ps 
correlate to lc-arning behaviors (i.e ., resistance to extinction of 
conditionecl fear), reinforcing the functional implications of MD­
rnPFC long-terrn plasticity. 
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Figure 1. Histological validation of implants and typlcal prefrontal fPSPs. (A) Positioning of electrodes and cannulae from a coronal point of 
view. For mPFC and MD, coronal plates represent the anteroposterior variation of the electrode tip positioning (red dots), preferentially at the Prl of 
mPFC (layer-inespecific) and the anterior half of MD (subdivision-inespecific), both in the left hemisphere. For LV, the coronal plates show the 
variation of the cannula positioning (red bars) just above the right lateral ventricle, where the experimental drugs were injected. ln the representative 
Nissl-stained coronal sections, the arrows point to typical electrolytic lesions (applied after the end of the experiments) and cannula tract. (B) Once 
the recording electrode was positioned at the mPFC, a typical dorsoventral profile of fPSPs was consistently evoked across subjects, while the 
stimulation electrode was lowered towards the MD (see details in the text). (C) Diversity of MD-evoked fPSPs recorded in the mPFC. The first fPSP 
shows a clear differentiation between two distinct negative peaks, which we termed Nl (amplitude 108.20±9.32 µV; latency 6.85±0.15 ms) and N2 
(amplitude 270.00:!: 17.1 O µV; latency 13.43:!:0.17 ms). Such an aspect offPSP was obtained in approximately half the subjects. ln some cases, like the 
second fPSP, the N1 peak was subtle. Finally, in some other cases, like the third fPSP, the Nl peak was indistinguishable. 
doi:10.1371/journal.pone.0047484.gOOl 

3.3. Concentration-dependent effects of PILO and NIC on 

MD and mPFC oscillations 
We have recently determined the latency and duration of the 

muscarinic effect of PILO on LFP oscillations in the hippocampus 
and mPFC following i.c.v. injections of different concentrations of 
the drug. PILO 40 nmol/µL (injected volume of 1 µL) shifts the 
pattern of urethane-driven slow waves to a transient state of 
increased high-frequency oscillations for -15 min with a latency 
-1 min. ln the present stuely, we show that LFPs recorded in the

Table 1. Amplitude and latency of MD-evoked fPSPs 
recorded in the mPFC during baseline. 

Groups Amplitude (µV) Latency (ms) 

PILO-HFS 231.25:!:31.19 13.22:!:0.31 

NIC-HFS 250.00±56.78 14.57±0.39 

aCSF-HFS 335.00±83.00 13.41 ±0.42 

PILO-LFS 277.50±31.83 13.22±0.51 

NIC-LFS 262.50:!:64.96 13.65:!:0.68 

aCSF-LFS 341.25±63.82 13.16±0.36 

PILO-Ctrl 255.00±31.40 11.99±0.44 

NIC-Ctrl 285.00±50.92 14.01 ±0.60 

aCSF-Ctrl 190.00±14.52 13.72:!:0.57 

lntergroup one-way ANOVA showed no significant differences. Data are shown 
as the mean :!: SEM. 
doi:10.1371/joumal.pone.0047484.t00l 
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MD and mPFC are also shifted towards faster oscíllations in a 
concentration-elependent manner in response to NIC (Figure 2 ). ln 
particular, the effect of NIC 320 nmol/µL (! µL, i.c.v.) on 
thalamic anel cortical LFPs lasted for -12 min, matching the 
duration of HFS and LFS protocols used in this study. Therefore, 
PILO and NIC were used at these concentrations (respectively, 
40 nmol/µL and 320 nmol/µL) in ali experiments. 

3.4. Cholinergic modulation of the oscillatory activity in 

the hippocampus and mPFC 
We quantified the spectral content of cortical and thalamic 

LFPs before, during, and after PILO and NIC microinjections. 
Figure 3 shows the integrated rclative power spectra changes in 
MD and mPFC LFPs along the 6 min period of LFP continuous 
recording. We can see that PILO and NIC significantly decreased 
delta anel proportionally potentiated theta, beta, and gamma 
oscillations. Particularly, the NIC effects on the four frequency 
bands had shorter latencíes than the PILO effects, since the latter 
were already eviclcnl during the microinjection window. ln 
addition, NIC induced a stronger potentiating effect on beta and 
gamma. Microinjection of aCSF by itself did not alter the 
urcthanc-induced slow-wave context. The ANOV A F values for 
interaction effects are as follows. mPFC delta: Frss,16s:1) = 5.181; 
mPFC theta }(58,1653) = 4 .039; mPFC beta: 1\58,1653) = 8.930; 
mPFC gamma: Frss,16s:1) = 13.880; MD delta: Frss,1653) = 6.040; 
MD theta: i'tss, 1653) = 5 .538; MD beta: fiiss, 16s:1) = l 3Ji43: MD 
gamma: fi58,1653) = 16.578. Thep values for ali the ANOVAs were 
less than 0 .001. 
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Figure 2. Concentration-dependent effect of NIC on forebrain oscillatory actlvlty. Different concentrations of NIC (160, 320, and 640 nmol/ 
µL; 1 µL icv) were injected while LFPs were continuously recorded during 120 min for analysis of the power spectrum at delta (0.5-4 Hz), theta (4-
12 Hz), beta (12-30 Hz), and gamma (30-80 Hz) frequency bands. (A) Continuous thalamic and cortical LFP recording from a representative subject. 
(B) Analysis of latency and duration of LFP changes induced by the injection of the different NIC concentrations in a sample of eight rats. The 
sequence of injections at the different concentrations was randomized (data shown as the mean :!: SEM). (C) Representative EEG tracings from mPFC
and MD before and after NIC injection. Based on these experiments, we decided to use NIC 320 nmol/µL to induce a transient effect matching the
duration of HFS and LFS protocols.
doi:10.1371/journal.pone.0047484.g002

3.5. Cholinergic activation triggers a delayed form of L TP 
in the mPFC 

Application of HFS in the MD did not induce LTP in the 
mPFC by itself The amplitude ofmPFC fPSPs recorded following 
aCSF injection (aCSF-HFS group) did not change for 4 h 
(Figure 4). ln contrast, we observed that both PILO and NIC 
induced a delayed-onset fonn of L TP, with similar kinetics (PILO­

HFS and NIC-HFS groups; interaction effect: }i46.460J = 1. 714; 
p=0.003). As depicted in figure 4, LTP induced by PILO and by 
NIC began to emerge approximately 2 h after HFS, with values 
reaching approximately 120 130% of baseline levei. 

3.6. Cholinergic activation suppresses a long-lasting form 

of L TD in the mPFC 
ln the groups in which LFS was applied after aCSF 

microinjc tion, we observed stable LTD with duration of 4 h, at 
80 90% of baseline levei (Figure 5). ln contras!, PILO-LFS and 
NIC-LFS subjects showed a complete suppression of LTD 
throughout the 4 h monitoring period. The effects had similar 
kinetics for both groups and apparently converted the L TD into a 
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subtle, but stable LTP (Figure 6: group effect: fi2.211 = 6.719; 
p=0.006). 

3.7. Basal mPFC fPSPs are not affected by NIC or PILO in 
the long term 

While PILO and NIC modulated HFS and LFS effects on MD­
evoked prefrontal responses, these agonists alone did not affect 
mPFC responses in the long tenn. Although we observed a brief 
potentiation induced by NIC in the first 20 min (interaction effect: 
}i46,480) = 2.148; p<0.001 ), mPFC responses quickly recovered and 
did not show the sustained effect observed after HFS and LFS 
(Figure 6). These results support the fact that the cholinergic 
modulation observed after HFS and LFS is due to the interaction 
between the stimulation protocols and the cholinomimetic states 
promoted by PILO and NIC. 

By separately comparing aCSF-LFS with aCSF-Ctrl or aCSF­
HFS curves, we showed that L TD was significantly induced after 
LFS, but our HFS protocol was not sufficient to induce L TP 
(aCSF-LFS vs. aCSF-Ctrl: group effect, fi1,1+i = 7.638, p= 0.015. 
and time effect, J-,(23.3151 = 1.587, p=0.045; aCSF-LFS vs. aCSF­
HFS: group effect, r;1,141= 19.074, p<0.001, and interaction 
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Figure 3. LFP power spectrum comparing mPFC and MD oscillatory activity before, during, and after microinjection. (A) Charts 
detailing PILO and NIC effects on LFPs, showing a decrease in delta (0.5-4 Hz), as well as an increase in theta (4-12 Hz), beta (12-30 Hz), and gamma 
(30-80 Hz) relative power. The LFP changes induced by NIC occurred earlier than those induced by PILO, with a shorter duration of theta 
potentiation, and a stronger potentiation of beta and gamma waves. The data were obtained from ali aCSF, PILO and NIC rats of the synaptic 
plasticity experiments. Significant differences are indicated by two-way repeated measures ANOVA followed by the Newman-Keuls post-hoc test 
(black bar: aCSF vs. PILO; red bar: aCSF vs. NIC). (8) Representative EEG tracings from mPFC and MD before and after icv microinjections. Data are 
shown as the mean ::!: SEM. 
doi:10.1371/journal.pone.0047484.9003 

effect, Fi,23,315)= 1.734, p<0.021; two-way repealed measures 
ANOVA; Figure SI). Given the subtle and stable LTP (-110%) 
observed in PILO-LFS and NIC-LFS groups, four additional 
comparisons were made: PILO-LFS vs. PILO-Ctrl, PILO-LFS vs. 
PILO-HFS, NIC-LFS vs. NIC-Ctrl, and NIC-LFS vs. NIC-HFS. 
Ali comparisons showed no intergroup differences. Thus, PILO 
and NIC were able to induce LTP (up to -130%, Figure 4) when 
applied before an ineffective HFS protocol, whereas they 
promoted a stable but of lower magnitude LTP following the 
L TD-inducing LFS protocol. 

3.8. Thalamic and cortical oscillatory activity correlates 

with the peak of prefrontal L TP 
To test whether the magnitude of prefrontal fPSPs correlated to 

the levei of oscillatory changes induced by PILO and NIC in the 
MD and mPFC, we pooled data from ali rats used in the synaptic 
plasticity experiments and divided them into three major groups 
(HFS, LFS, and Ctrl), regardless the injection they received. We 
then calculated the Pearson's linear correlation between the 
relative power at four frequency bands (delta, theta, beta, and 
gamma) and the mean !PSP amplitude every I O min blocks 
following HFS, LFS, or Ctrl. 
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ln HFS rats, the most evident results show a negative 
correlation between the amplitude of cortical fPSPs and the 
relative power of delta recorded in the mPFC and MD throughout 
the experiments. ln addition, we observed a positive correlation of 
the amplitude of cortical fPSPs with the relative power of theta and 
beta recorded specifically in the mPFC, Therefore, the lower the 
relative delta power after microinjection, the higher the prefrontal 
responses to MD stimulation during the 4 h monitoring. Similarly, 
the higher the relative theta and beta powers after microinjection, 
the higher the prefrontal responses. The significant correlations 
were particularly co11centrated 120 min after HFS, nearly 
matching the peak of prefrontal LTP in our HFS experiments 
(Figure 7). 

Significant correlations were also found in LFS rats although 
they were less frequent and occurred only during the first 150 min 
of monitoring. Significant results were restricted to delta (negative 
correlations) and theta oscillations (positive correlations) recorded 
both in the mPFC and MD (e.g., at 20 min after LFS, MD delta: 
r= -0.497, p=0.026; MD theta: r = 0.489, p=0.028; at 30 min 
after LFS, mPFC delta: r = -0.521, p = 0.038; mPFC theta: 
r=0.537, p=0.032). Therefore, delta and theta powers after 
microinjection were negatively and positively correlated with the 
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superimposed on baseline fPSPs (black). Such fPSPs are roughly aligned with the time course of the chart. (B) Timeline summarizing the procedures 
for HFS experiments. {C) Data from chart A clustered in blocks of 2 h after HFS, highlighting PILO and NIC significant effects restricted to the second 
half of the monitoring. Data are shown as the mean :!: SEM. 
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prefrontal responses to MD stimulation during the first half of the
monitoring respectively, which is consistent with the L TD­
suppressing effects of PILO and NIC in our experiments.

Discussion 

The present study describes the effects of the muscarinic and
nicotinic brain activation on the long-term synaptic plasticity in
the mPFC induced by electrical stimulation of the MD in vivo. We
can divide our results into five main findings: (1) the muscarinic
and nicotinic activation, induced by PILO and NIC, promoted a
delayed-onset LTP in the mPFC when applied prior to HFS; (2) in 
contrast, both PILO and NIC suppressed LTD in the mPFC
triggered by LFS; (3) PILO and NIC did not affect basal synaptic
transmission in the long term, but NIC showed a transient
potentiating effect both in the contrai and HFS condition with a 
mean duration of 20 min; (4) the network effects of PILO and NIC 
were detected by a transient decrease in the prevalence of delta 
waves (0.5 4 Hz) and a proportional increase of fast oscillations
(4-80 Hz) in the cortex and thalamus; and (5) although PILO and
NIC induced brief oscillatory changes in the MD and mPFC, such 
changes showed significant correlation to the increase in !PSP 
amplitudes recorded more than two hours after HFS ar LFS. 

ln two recent reports, we used a similar design in anesthetized
rats to assess the muscarinic modulation of L TP and L TD in the
hippocampus-mPFC pathway [50,51]. We showed that musca­
rinic activation, produced by systemic administration of PILO
prior to HFS in CA 1, prevented the decay of LTP 2 h after its
induction [50]. ln contrast, the intracerebroventricular adminis­
tration of PILO converted a subthreshold transient synaptic
depression into a robust and stable L TD lasting up to 4 h [51].
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These results indicate that the brain muscarinic artivation
enhances both forms of synaptic plasticity in the mPFC suggesting
an important cholinergic role in the bidirectional contrai of
hippocampo-prefrontal plasticity. Our present findings, on the
other hand, support a distinct function for the cholinergic
modulation of MD-evoked mPFC plasticity, in which both 
muscarinic and nicotinic agonists either enhance LTP or suppress 
LTD. ln fact, PILO and NIC converted a subthreshold HFS into a
late-onset L TP and completely blocked L TD induced by LFS,
with a net potentiating effect after HFS and a net suppressive effect
after LFS. Besides, in the absence of stimulation, the application of
NIC induced a transient enhancement of MD-mPFC responses
that decayed to basal leveis in 20 min. However, it is still unknown
ifNIC produces similar effects on the CAl -mPFC responses in vivo. 

Neurochemically, the reciprocai communication between MD
and mPFC is mediated by AMPA and NMDA receptors, and
regulated by severa! neuromodulators (5,49,61 65]. It is well
described that NMDA-dependent LTP and L TD relies on the
intracellular signaling mediated by cytosolic Ca2+, which contrais
AM:P A receptor trafficking to and from the postsynaptic density
[67]. These mechanisms can be triggered by HFS or LFS, and
enhanced by simultaneous activation of MI-like muscarinic
receptors that are widely distributed in the frontal cortex, resulting
in sustained or reduced membrane depolarization (31,68 71].
Moreover, some reports have shown that presynaptic nicotinic
receptors, mainly the low-affinity rt.7 and high-affinity cr4P2 
subtypes, can exert a calcium-dependent potentiation of the 
thalamocortical transmission [34,47,59,72,73], which could ex­
plain the net potentiating effects of PILO and NIC. Consistently, 
Gioanni et ai. [49] have shown that nicotinic agonists facilitate 
MD-evoked firing and promote glutamate release in the mPFC.
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Figure 7. There wera correlations between the level of LFP changes and fPSP amplitudes throughout tha monitoring. The four plots 
represent the highest concentration of significant correlations, specifically between the delta, theta, and beta bands recorded prior to HFS and the 
120-150 min time point after HFS. The lower the delta in mPFC and MD, the higher the fPSP amplitudes (top). The higher the theta-beta in mPFC, the 
higher the fPSP amplitudes (bottom). 
doi:10.1371 /journal.pone.0047484.g007 

The authors also observed that unilateral MD lesions reduced in 
-40% the binding of 3H-nicotine in the mPFC, indicating that
thalamic presynaptic terminais in the mPFC are rich in nicotinic 
receptors. However, our data do not allow us to make a clear 
dissection of the individual etfects of PILO and NIC on specific 
receptor subtypes, as we did not use cholinergic antagonists to 
block their actions.

Although previous studies have shown that excitability and 
neurotransmission in thalamocortical loops are susceptible to 
cholinergic modulation (46,48,66], there is still a lack of 
understanding on how synaptic plasticity in the MD-mPFC is 
affected by cholinergic-driven brain states. Here, our strategy of 
injecting PILO or NIC into the ventricle of anesthetized rats 
allowed us to achieve a global cholinergic activation that tried to 
mimic a physiological state of arousal or rapid-eye-movement 
(REM) sleep, which are endogenously regulated by ascending 
projections from the brainstem, basal forebrain, and septum 
[29,30]. Despite the limitation of recording during anesthesia, it 
was recently shown that urethane anesthesia mimics the state 
alternations of sleep, suggesting its possible use as a model to study 
sleep oscillations [95]. Interestingly, the cholinergic contrai of 
oscillatory states of sleep is relatively preserved by urethane [90 
95]. lndeed, the transient effects of PILO and NIC on LFPs under 
urethane resembled the oscillatory pattern observed in REM sleep 
episodes [84], which are primarily induced by cholinergic 
projections depolarizing thalamocortical cells and inducing their 
tonic firing [36,85,88 89]. 

A plausible implication of our findings is that acetylcholine 
through muscarinic and nicotinic receptors might favor MD inputs 
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to the mPFC during cholinergic-driven states such as in sleep or 
during cognitive demands during waking, leading to a long lasting 
strengthening of thalamo-prefrontal communication. More specif­
ically, high-frequency inputs to mPFC during REM sleep might 
induce L TP in thalamocortical synapses, as shown from the effects 
of PILO and NIC following HFS. ln agreement to that, cortical 
synaptic plasticity seems to occur in sleep and is thought to be a 
mechanism of consolidation of memories traces [37,86,87]. ln

contrast, low-frequency trains ofMD spikes would more efliciently 
cause synaptic depression in the mPFC in a low cholinergic 
activity condition. Such L TD-favoring effect would be congruent 
with the hypothesis of sleep-dependent synaptic homeostasis, 
according to which slow-wave activity downscales prefrontal 
synapses, preparing them for ensuing wakefulness [96]. It is know 
that cholinergic cells of the basal forebrain and septum are also 
particularly active during wakefulness and are involved in the 
phasic and tonic cholinergic discharges during cue-detection tasks 
[81 J. Such neuromodulation is thought to raise the sensitivit of 
cortical networks to afferent inputs, supporting arousal [33,46 
48,74 76] and enhancing the thalamocortical signal-to-noise ratio 
during cognitive and attention-demanding tasks [77 81]. It is 
possible that cognitive processes requiring mPFC activity, such as 
working memory and action planning, could undergo a state­
dependent bimodal cholinergic modulation [2,82 83]. 

ln conclusion, the present study shows that the brain cholinergic 
activation by PILO and NIC differentially modulate L TP and 
L TD in the mPFC driven by the thalamus. Considering that a 
cholinergic unbalance in limbic circuits connected to the 
prefrontal cortex may contribute to major disorders, such as 
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J\lzheimer's disease and schizophrenia, ne-w studies on network 
plasticity in freely behav ing animais under low anel high­
cholinergic tone may help to elucidate some of the prefrontal 
roles in such clysfunctions. 

Supporting lnformation 

Figure SI Pairwise comparisons between drug-treated 
groups (aCSF, PILO and NIC) in all experimental 
conditions (Control, LFS and HFS) . Norrnalizecl amplitude 
of fl'Sl's recorded during baseline (30 min) and post-tetanization 
(240 min) are plottecl in 10-min blocks. (J\) aCSF; (B) PILO; (C) 
NIC. Signili ·ant clifferences were evaluated by two-way J\NO\'J\ 
with rt>peated mt"asures, followed by N .. w111� 1 1 -Keuls post-hoc test. 
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