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RESUMO

Schenberg, E. E. Caracterizacdo eletrofisioldgica da circuitaria hipocampal
durante o ciclo sono-vigilia do rato. 2010. 153 p. Dissertacdo (Doutorado) —
Instituto de Psicologia — Neurociéncias e Comportamento, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2010.

Estrutura central do hipocampo, o corno de Ammon pode ser subdividido em
pelo menos trés areas: CAl, CA2 e CA3. Enquanto CAL e CA3 foram extensamente
estudados, dado o envolvimento do hipocampo em processos cognitivos como a
mem©éria e patoldgicos como a epilepsia, CA2 tem sido largamente ignorado na
literatura. Entretanto, este campo possui caracteristicas especificas, tanto
neuroanatdmicas como bioquimicas e fisiologicas, sendo resistente a inducdo de
plasticidade e recebendo aferéncia especifica do nucleo supramamilar do hipotalamo,
envolvido na circuitaria geradora/mantenedora do ritmo teta, oscilagfes centrais ao
funcionamento do hipocampo. O objetivo deste estudo foi, portanto, caracterizar no
animal em livre movimentacao os padrfes de atividade eletrofisiol6gica nas trés areas
do corno de Ammon bilateralmente. Os resultados demonstraram que CA2 possui, em
média, intervalos entre disparos mais prolongados que CAl e CA3 durante o sono de
ondas lentas e 0 sono REM. Nestas fases do ciclo a coeréncia entre CA1-CA2 foi mais
elevada que entre CA1-CA3 e CA2-CA3 nos trés ratos avaliados, em trés faixas de
frequéncia: teta (6 a 12 Hz), gama lento (30 a 50 Hz) e gama rapido (90 a 110 Hz)
ipsilateralmente. A coeréncia entre campos contralaterais € predominante no teta,
sendo quase zero nas demais freqiiéncias. Estes resultados corroboram trabalhos
recentes que apontam CA2 como éarea distinta e sugerem que esta pequena regido do
corno de Ammon possa exercer papéis importantes na modulacdo da atividade das
demais estruturas hipocampais e parahipocampais em processos de memoria e em

patologias como a epilepsia.

Palavras-chave: Hipocampo. Sono REM. Sono NREM. Ciclo vigilia—sono. Ratos



ABSTRACT

Schenberg, E. E. Electrophysiological characterization of the hippocampal circuitry
during the sleep-wake cycle of the rat. 2010. 153 p. Thesis (PhD) — Instituto de
Psicologia — Neurociéncias e Comportamento, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo,
2010.

The Ammon’s horn, central structure of the hippocampus, can be subdivided in at least
three regions: CA1, CA2 and CA3. While CAl and CA3 have been extensively studied given
the hippocampus involvement in cognitive processes such as memory and pathological ones
such as epilepsy, CA2 remains largely ignored. However, this sector contains specific
neuroanatomical, biochemical e physiological characteristics, being resistant to induction of
plasticity and receiving a specific afference from the supramammillary nucleus in the
hypothalamus, involved in the generation/maintenance of the theta rhythm, central
oscillations to hippocampal functioning. Therefore, the objective of this study was to
characterize electrophysiological patterns of interaction in the three areas of the Ammon’s
horn bilaterally. Results revealed that CA2 has a mean interspike interval larger than CA1 and
CA3 during slow wave and REM sleep. During these stages of the sleep-wake cycle,
coherence between CA1-CA2 was higher than CA1-CA3 and CA2-CA3 in the three animals
evaluated, in three frequency bands: theta (6 to 12 Hz), slow gamma (30 to 50 Hz) and fast
gamma (90 to 110 Hz) ipsilaterally. Coherence between contralateral fields was predominant
in the theta band and almost zero in other frequencies. These results add to some previous
published data showing that CA2 is distinct from the other subfields and that this small region
of the Ammon’s horn may exert important roles in modulating activity in the other

hippocampal fields and parahippocampal regions during memory and pathologies such as

epilepsy.

Keywords: HIPPOCAMPUS; REM SLEEP; NREM SLEEP; SLEEP-WAKE CYCLE; RATS.
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18
1. Introducao

“Nothing is easier than to formulate high ideals, but few things are more difficult than to
discover the means whereby those ideals may be implemented. One has to dream, but to
dream in a pragmatic way”

Aldous Huxley

1.1. Breve Histérico

O caso do paciente Henry Molaison, falecido em dezembro de 2008, até entdo conhecido
somente como H.M., levou a fama ndo somente o protagonista, mas também uma regido do
cerebro: o hipocampo. O paciente sofria de severas crises epilépticas a época intrataveis por
medicamentos e a solucdo encontrada, apos avaliacdo de alteracdes difusas no eletroencefalograma
(EEG), foi a remogao cirurgica bilateral do lobo temporal medial, que sabia-se estar envolvido em
convulsbes (SCOVILLE; MILNER, 1957). Apds a cirurgia, H.M. apresentou melhoras drasticas em
suas crises epilépticas, mas para espanto e surpresa de todos os envolvidos, H.M. tinha perdido suas
memodrias. Entretanto, conforme os trabalhos originais de Brenda Milner (MILNER; CORKIN;
TEUBER, 1968; PENFIELD; MILNER, 1958; SCOVILLE; MILNER, 1957), psicologa que
acompanhou 0 paciente nos anos iniciais; e de Susan Corkin, que 0 acompanhou posteriormente
(CORKIN, 2002; MILNER; CORKIN; TEUBER, 1968), a amneésia de H.M. ndo era global. Era
principalmente do tipo anterograda, ou seja, 0 paciente se encontrava incapacitado para formar
memorias de eventos ocorridos apods a cirurgia. Um grau moderado de amnésia retrograda, isto €,
incapacidade para recordar fatos ocorridos antes da cirurgia, também foi notado, mas era limitado a
poucos anos antecedentes a intervencao cirdrgica. Em ambos 0s casos, a amnésia era especifica a
fatos e eventos, 0 que hoje se denomina memaria episddica (ou declarativa), enquanto a memoria
implicita, de habilidades ou procedimentos (ndo declarativa), estava preservada. Por exemplo, H.M.
desempenhava igual a sujeitos controles (sem lesdo alguma) em testes de desenho invertido no
espelho®, apesar de ser necessario explicar novamente o teste em todas as sessdes, pois H.M.
declarava nunca ter feito aquilo antes. Ou seja, 0 componente episddico (declarativo), do tipo
“conhego isto, ja fiz antes”, encontrava-se prejudicado, ou totalmente ausente, enquanto o
desempenho, o componente implicito (ou ndo-declarativo), a resposta motora de desenhar,

encontrava-se intacto.

! Teste no qual o sujeito deve desenhar manualmente seguindo um desenho impresso com duas linhas paralelas,
por exemplo uma estrela, olhando apenas para o reflexo de sua méo e do desenho a ser copiado.
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Na mesma época da cirurgia de H.M., o método de EEG, desenvolvido alguns anos antes
(BERGER, 1929; HAAS, 2003), estava sendo utilizado por pesquisadores em uma outra série de
pesquisas com resultados de profundo impacto. Entre as décadas de 1930 e 1950 foram publicados
0s primeiros estudos com analise das oscilaces cerebrais medidas com o EEG durante o sono,
permitindo pela primeira vez discernir de maneira clara suas duas principais fases: o sono de ondas
lentas (SOL) e o sono REM (do inglés “Rapid Eye Movement”), ou sono paradoxal ?
(ASERINSKY; KLEITMAN, 1953; BERGER, 1929; DAVIS et al., 1937). Pesquisas subsequentes
sobre sono e cogni¢do ndo tardaram em demonstrar a relacdo entre 0 sono e a memoria, iniciando o
que hoje é uma vasta area de pesquisa (BLISSITT, 2001; BRENNER; SCHWARTZ; MAQUET,
1998; GIUDITTA et al., 1995; MAQUET, 2001; MAQUET; RUBY, 2004; PEIGNEUX et al.,
2001; SMITH; LAPP, 1991; STICKGOLD, 2006; STICKGOLD et al., 2001; WALKER, 2005).

Os resultados com sono e memdria criaram entdo elo direto entre duas linhas de pesquisa
aparentemente distintas: intervengdes cirargicas para tratamento de epilepsia e estudos de EEG
sobre 0 sono. Estes resultados colocaram o hipocampo no centro de pelo menos trés questoes
neurocientificas importantes: os processos fisioldégicos da memdria e do sono e 0S processos
patol6gicos da epilepsia. Central ao entendimento de todas as trés, como ja demonstravam 0s
estudos pioneiros, esta o entendimento dos padrdes eletrofisiol6gicos no hipocampo e estruturas a
ele conectadas. As distintas oscilacbes que ocorrem durante 0 sono estdo intrinsecamente
relacionadas a memoria e perturbaces e alteracdes nestes mesmos ritmos eletro-oscilograficos sdo

registradas em distUrbios severos como convulsdes e quadros epilépticos.

Nos anos seguintes 0 hipocampo tornou-se, portanto, alvo de indmeras pesquisas, tanto em
seres humanos quanto em animais de experimentacdo de diversas espécies. Pesquisa bibliografica
nas bases de dados ISI Web of Knowledge e PubMed mostram que o hipocampo é provavelmente a

estrutura cerebral mais estudada até hoje (Grafico 1).

Com base em outros estudos de pacientes com lesdes variadas e de lesGes controladas e

intervencOes farmacologicas feitas em animais experimentais, pode-se confirmar que as memorias

% Hé extensas discussdes na literatura sobre a terminologia mais apropriada. No caso do rato, o termo REM é
criticado pelo fato de que o animal ndo apresenta movimentos oculares caracteristicos como 0s humanos.
Entretanto, por ser o mais empregado na literatura atual, neste trabalho optamos pela utilizacdo do termo sono
REM.
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episodicas dependem do hipocampo por um periodo limitado de tempo. Ou seja, 0 hipocampo é
crucial para a formacdo destas memorias e sua consolidacdo inicial, sendo que lentamente outras
estruturas corticais vdo armazenando estes tracos mnemaonicos, deixando o hipocampo livre para
iniciar novamente o processo com novos eventos (GERLAI, 2001; MISHKIN et al., 1997,
SQUIRE, 2004; SQUIRE; BAYLEY, 2007; SQUIRE; CAVE, 1991; SQUIRE; STARK; CLARK,
2004; ZOLA-MORGAN; SQUIRE; AMARAL, 1989).
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Gréfico 1 - Numero total de artigos indexados nas bases de dados ISI Web of Knowledge (circulos) e PubMed
(tridngulos) para as palavras-chave “hippocampus” (em vermelho) e “visual cortex” (em azul) nas décadas entre
1901 e 2010. O cortex visual é a regido mais estudada do neocdrtex e portanto foi escolhido para comparagdo
com o hipocampo. Os valores para o hipocampo na década atual ultrapassam os 40.000 artigos publicados,
segundo o resultado no PubMed, e superam os valores do cortex visual em ambas as bases de dados desde a
década de 1990. A miniatura mostra os dados até a década de 60 em escala ajustada para melhor visualizagéo.
Importante notar que o aumento inicial ocorreu justamente entre os idos de 1950 e 1960, época da publicacéo do
caso H.M. (SCOVILLE; MILNER, 1957), que atraiu muita atengdo para o hipocampo. Curiosamente, para o
cortex visual também houve aumento nesta mesma década, catalisado pelos trabalhos de Hubel e Wiesel com os
campos receptivos (HUBEL; WIESEL, 1959), revelando o crescimento das neurociéncias em geral a partir desta
época. Resultados obtidos em 21 de marco de 2010.

Com o passar dos anos, diversas outras técnicas foram utilizadas para se estudar o papel do
hipocampo tanto na memaria como no sono e em quadros convulsivos. Os resultados deram origem

a descobertas historicas e de grande relevancia na neurociéncia atual, como, por exemplo, a
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existéncia de plasticidade sinéptica no sistema nervoso central (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993;
BLISS; LOMO, 1970; MORRIS et al., 2003) e da existéncia de neurogénese também no cérebro
adulto (GOULD, 2007; KAPLAN; HINDS, 1977; LAPLAGNE et al., 2006; LIE et al., 2005;
SCHINDER; GAGE, 2004). O hipocampo tornou-se ainda alvo de algumas das pesquisas
neurocientificas mais excéntricas que se tém noticia, como no experimento em que foram
registradas células do hipocampo de um rato durante uma viagem espacial da NASA (KNIERIM,;
MCNAUGHTON; POE, 2000), um recente experimento com “realidade virtual” em camundongos,
permitindo pela primeira vez registro intracelular de células hipocampais em animais acordados
(HARVEY et al., 2009), experimentos com registros intracerebrais em humanos, nos quais
registraram a “célula da Jennifer Aniston” e a “célula da Halle Berry”® (QUIAN QUIROGA et al.,
2005) e também o trabalho em andamento em que estdo realizando fatias e analises histologicas do

cerebro de H.M. e transmitindo ao vivo pela internet (UCSD, 2010).

Apesar dos enormes avangos apds pouco mais de cinco décadas do relato do caso H.M. e dos
estudos iniciais com EEG e sono, muitas controversias persistem a respeito das fungdes cognitivas
do hipocampo (JEFFERY, 2007; MIZUMORI, 2006; O'KEEFE, 1999; REDISH, 2001;
SHIRVALKAR, 2009), como, por exemplo, quais as diferencas entre subareas do hipocampo
nestes processos (LEE; HUNSAKER; KESNER, 2005; LEE; JERMAN; KESNER, 2005; LEE;
KESNER, 2004a; LEE; RAO; KNIERIM, 2004; URBAN; HENZE; BARRIONUEVO, 2001),
qual a relagio entre os resultados sobre memoria em ratos, primatas e humanos (BUZSAKI, 2005;
BUZSAKI, 2005a; EICHENBAUM, 1999; 2000; 2004; EICHENBAUM et al., 1999; TANILA,
1999) e qual a influéncia do sono nas funcdes do hipocampo, especialmente na consolidacéo da
memoria e na transferéncia do traco mnemoénico para o neocortex (BORN; RASCH; GAIS, 2006;
BUZSAKI, 1996; 1998; RIBEIRO; NICOLELIS, 2004; STICKGOLD, 2005; TONONI; CIRELLI,
2003; 2006; TONONI; MASSIMINI; RIEDNER, 2006; WALKER; STICKGOLD, 2006). Neste
trabalho nos concentramos, como serd descrito a seguir, em estudar os padrdes de oscilages
eletrofisiologicas e de disparos celulares na parte central do hipocampo, o corno de Ammon. Para

estudar minuciosamente a eletrofisiologia desta circuitaria de grande relevancia, foi necessario a

3 Atrizes norte-americanas famosas por filmes e seriados de TV. Registros em pacientes olhando séries de fotos
encontraram uma célula especifica que disparava potenciais de acdo em alta freqiiéncia ao serem exibidas
quaisquer fotos da atriz Jennifer Aniston. Outra célula disparava em freqiiéncia elevada para fotos ou até mesmo
0 nome de Halle Berry mostrado na tela do computador.
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utilizacdo de modelo animal que permite realizar implantes de eletrodos intracerebrais com posterior

verificacdo histoldgica da localizacdo destes nas diferentes areas do corno de Ammon.

1.2. Neuroanatomia

O ponto de partida mais seguro para se iniciar o estudo do sistema nervoso é sem divida a
neuroanatomia. O estudo detalhado da anatomia hipocampal comegou, como grande parte da
neuroanatomia, com o trabalho meticuloso e genial do espanhol Santiago Ramon y Cajal (RAMON
Y CAJAL, 1909). Cajal demonstrou que o hipocampo recebia suas aferéncias principalmente pela
area entorrinal e pelo giro limbico, através do cingulo. As eferéncias do hipocampo teriam destino
subcortical, navegando pela fimbria®. Cajal estabeleceu que as aferéncias se distribuiam de maneira
razoavelmente uniforme pelo hipocampo e o subdividiu em Giro Denteado (GD), corno de
Ammon e regido subicular. O corno de Ammon, parte central do hipocampo, poderia ser
subdividido em regi&o superior e regido inferior, dada principalmente a diferenca no tamanho das
células piramidais, maiores na camada inferior; e também na posi¢do anatdmica e projecOes para o
complexo subicular e deste ao hipocampo. Entretanto, a terminologia mais utilizada atualmente,
CA3 e CAL, bem como a correta avaliacdo do destino das eferéncias hipocampais, sdo resultados de
um dos mais brilhantes alunos de Cajal, Rafael Lorente de N6 (LORENTE DE NO, 1934)°. Lorente
de N6 aprofundou os estudos de Cajal no hipocampo e notou que, além das diferencas celulares, o
giro denteado e o corno de Ammon recebiam projecdes aferentes muito especificas, que chamou de
“parcialmente sobrepostas”. Baseado em seus detalhados estudos em roedores e primatas, ele
subdividiu 0 corno de Ammon em quatro regides, denominadas “CA”, de Cornu Ammonis e
numeradas de 1 a 4. Segundo Lorente de N§, CA4 € a regido em que o corno de Ammon encontra 0
GD, classificada por Cajal como camada polimérfica do GD. Lorente de NG argumenta que as
camadas polimorficas se fundem nesta regido e que de acordo com os tipos celulares e projeces em
diversas espécies seria mais preciso e coerente classifica-la como parte do corno de Ammon do que
do GD; CA3 é a regido proximal ao GD e que recebe deste as projecdes das fibras musgosas,
correspondente a regido inferior de Cajal; CAL é a regido que Cajal denominou superior, que ndo

recebe as fibras musgosas do GD e emite a grande maioria das eferéncias do corno de Ammon,

* Este equivoco sobre o destino das eferéncias hipocampais é talvez um dos poucos pontos em que Cajal se
equivocou em todos 0s seus estudos sobre o sistema nervoso (BUZSAKI, 2006).

5 O artigo original, de 1934, é muito dificil de ser encontrado na internet, apesar da importancia historica e do
elevado nimero de citagBes. Uma cépia em papel foi gentilmente enviada pelo Prof. Jorge Larriva-Sahd da
UNAM, no México, autor de biografia sobre Lorente de N6 (LARRIVA-SAHD, 2002), pela qual somos
extremamente gratos.
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principalmente ao subiculo; por fim, entre CA3 e CA1 haveria ainda um pequeno campo distinto,
que Lorente de N6 chamou de CA2. Situadas exatamente apds o término dos axdnios mais extensos
das fibras musgosas, estas células ndo fazem sinapses com as fibras musgosas, pois ndo possuem as
caracteristicas “‘excrescéncias espinhosas” observadas nos dendritos de CA3 que fazem sinapses
com estas fibras oriundas do GD. Este resultado foi confirmado seis décadas mais tarde por técnicas
mais avancadas de injecdo de corante intracelular e mapeamento digital trisimensional da estrutura
neuronal (ISHIZUKA; COWAN; AMARAL, 1995). Apesar de atualmente parte da terminologia de
Lorente de N6 ser extensamente empregada, o campo CA2 tem sido largamente ignorado na
literatura e foi considerado por alguns como pequena area de transicdo entre CA3 e CAl
(BERNARD; WHEAL, 1994; GROVE; TOLE, 1999). J4 ciente das dificuldades desde o inicio,

Lorente de N6 destacou em seu trabalho de 1934 que

“/...] poucos problemas podem ser resolvidos sem estudar simultaneamente as outras areas

corticais afluentes ao corno de Ammon.” (tradugdo nossa)

Assim sendo, o0 autor destacou a existéncia de duas vias distintas intrinsecas do corno de
Ammon: um feixe de fibras partindo de CA3, inicialmente descrito por Schaffer (e que portanto
leva 0 nome de colaterais de Schaffer), que faz sinapses em CA2 e CA1 e portanto conecta distintos
campos em um mesmo setor da extensdo septo-temporal do hipocampo; e um segundo feixe, que
corre paralelo ao eixo principal do hipocampo (ou seja, no eixo septo-temporal), situando-se
perpendicularmente aos colaterais de Schaffer e conectando entdo distintos setores da extenséo
septo-temporal. Este feixe se iniciaria em CA2, mas devido a técnicas um tanto quanto imprecisas,

Lorente de N6 argumentou que

“[...] estudos futuros talvez possam provar a existéncia deste campo com talvez algumas conexdes

particulares.” (tradug¢do nossa)

Diversos pesquisadores dedicaram-se, nas décadas seguintes, a mapear em grandes detalhes a
circuitaria que envolve o hipocampo (CENQUIZCA; SWANSON, 2006; 2007; KOGANEZAWA
et al., 2008; LOPES DA SILVA et al., 1990; RISOLD; SWANSON, 1996; SWANSON; WYSS;
COWAN, 1978; VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTER, 2009; WITTER et al., 2000;
WOODHAMS et al., 1993). Foge do escopo do presente trabalho revisar exaustivamente todos os

detalhes neuroanatdmicos, mas alguns pontos que tém sido ignorados ou simplificados em demasia,
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com potencial influéncia na compreensdo do processo fisioldgico de interacdo cortico-hipocampal
serdo destacados.

As conexdes da circuitaria hipocampal mais estudadas sdo as que ocorrem com 0 manto
cortical (CENQUIZCA; SWANSON, 2007; JONES; WITTER, 2007; KAJIWARA et al., 2008;
LOPES DA SILVA et al., 1990; MILLER, 1989; VAN STRIEN; CAPPAERT; WITTER, 2009;
WITTER et al., 2000). Esta via traz impulsos sensoriais de diversas areas corticais primarias,
secundérias e de associagdo; estas vias multisensoriais passam pelo cortex péri-rinal e pos-rinal,
afunilando-se no cértex entorrinal (CE) e subiculo, tanto na entrada quanto na saida das fibras do
hipocampo (AGSTER; BURWELL, 2009; BURWELL, 2000; BURWELL; AMARAL, 1998;
BUZSAKI, 1996; CENQUIZCA; SWANSON, 2007; LOPES DA SILVA et al., 1990; WITTER et
al., 2000). As projecoes glutamatérgicas do CE originam a famosa circuitaria trissinaptica (BARR et
al., 2006; BENES et al., 2008; GOODRICH-HUNSAKER; HUNSAKER; KESNER, 2008;
HERRERAS et al., 1987; NAKAGAMI; SAITO; MATSUKI, 1997; VAN STRIEN; CAPPAERT;
WITTER, 2009; YECKEL; BERGER, 1990), uma via sequencial de sinapses glutamatérgicas
excitatorias. Esta circuitaria se inicia por meio da via perfurante, que parte do CE e faz a primeira
sinapse da via no GD; dali seguem os axénios das células granulares, formando as fibras musgosas,
que fazem sinapse na porcao proximal dos dendritos das células piramidais de CA3 (HENZE;
URBAN; BARRIONUEVO, 2000; URBAN; HENZE; BARRIONUEVO, 2001); por fim, os
colaterais de Schaffer fazem a terceira sinapse da via também na por¢do proximal dos dendritos das
células piramidais de CA1 (HERRERAS et al., 1987; KESNER, 2007; YECKEL; BERGER, 1990)
(Figura 1).

Esta via foi tida como a caracteristica principal do hipocampo por muitos anos, por se tratar
de uma via excitatoria sequiencial e unidirecional, distinta da arquitetura tipica do neocortex. A
importancia dada a via trissinaptica € o fator pelo qual o campo CALl é o mais investigado
(juntamente, talvez, com sua posicao anatdbmica em roedores, mais dorsal, facilitando intervencdes

experimentais).
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CE

1

Figura 1 - Circuitaria trissinaptica. Representacdo esquematica da circuitaria trissinaptica, que
conecta o coértex entorrinal (CE) ao hipocampo (GD, CA3 e CAl). A via de projecdo excitatdria
origina-se no CE e chega a CALl passando por GD e CA3 em série. De CA1 estas proje¢des chegam
novamente ao CE, principalmente através de relé no subiculo (ndo representado). CE — Cdrtex
Entorrinal. GD — Giro Denteado. CA3 — Area CA3 do corno de Ammon. CA2 - Area CA2 do corno
de Ammon. CA1 - Area CA1 do corno de Ammon. SM — Septo Medial. SuM — Ndcleo supramamilar
do hipotalamo.

GD |— |[CA3|— |CAl

Entretanto, analise mais atenciosa mostra que a via trissinaptica é apenas uma dentre varias
alcas paralelas que comunicam o hipocampo ao manto cortical e também a estruturas subcorticais.
As projecdes do CE chegam ndo somente ao GD, mas também de maneira direta a CA3, CA2 e
CA1, formando uma via monossinaptica, também chamada via temporoaménica, ligando o CE
diretamente a porcao distal dos dendritos em CA1; uma via bissinaptica ligando o CE a CA3 e CAl
sem passar pelo GD, novamente fazendo sinapses nas por¢Bes distais das arvores dendriticas; a
cléssica via trissinaptica e também uma via de quatro sinapses que passa pelo GD, CA3, CA2 e
CAl (STEWARD, 1976; TAMAMAKI; ABE; NOJYO, 1988; YECKEL; BERGER, 1990)
(Figura 2).

A origem destas algas no CE € parcialmente segregada, sendo que os axdnios da via
perfurante que partem da camada Il do CE projetam para as células granulares do GD e para as
células piramidais de CA3, enquanto os da camada | projetam diretamente para CA1 pela via
temporo-aménica (RAMON Y CAJAL, 1909; STEWARD, 1976). As projecdes de CAl e do
subiculo para o CE chegam nas camadas profundas, fechando o circuito (CENQUIZCA,;
SWANSON, 2007). Adicionalmente, os axdnios das células de CA3, que enviam projecdes para
CA2 e CAL pelos colaterais de Schaffer, se bifurcam e enviam uma macica projecéo recorrente para

outras células de CA3 e também para todo o hipocampo contralateral.
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SM “— SuM

Figura 2 — Algas paralelas. Representacdo esquematica da circuitaria cértico-hipocampal, composta por
diversas alcas paralelas entre as distintas regifes. As linhas pontilhadas em CAL, 2 e 3 representam a
separacdo entre dentritos basais (abaixo) e apicais (acima), onde chegam as projecGes intrinsecas do
hipocampo e as do cortex entorrinal, respectivamente. As projecdes contralaterais ndo estdo
representadas. CE — Cortex Entorrinal. GD — Giro Denteado. CA3 — Area CA3 do corno de Ammon. CA2
- Area CA2 do corno de Ammon. CA1 - Area CA1 do corno de Ammon. SM — Septo Medial. SuM —
Nucleo supramamilar do hipotalamo.

Além da divisdo do corno de Ammon em distintas regides, esta estrutura esta organizada em
até sete camadas (LOPES DA SILVA et al., 1990): A primeira, adjacente a fissura hipocampal, é o
stratum moleculare, que contém principalmente fibras e terminais dendriticos. A segunda € o
stratum lacunosum, que consiste de feixes de fibras paralelas provenientes de células piramidais do
préprio hipocampo e também de aferéncias externas®. O stratum radiatum é a terceira camada, onde
existem corpos celulares esparsos e as fibras dos colaterais de Schaffer. A quarta camada € o stratum
pyramidale, onde se localizam os corpos celulares das células piramidais, compactados e em alta
densidade. Abaixo do stratum pyramidale esta a quinta camada, o stratum oriens, que contém 0s
dendritos basais das células piramidais, corpos celulares de distintos tipos celulares e as projecoes
recorrentes de CA3. A sexta camada € o alveus, que contém axo6nios das células piramidais e fibras
aferentes. Por fim, a sétima camada é a zona epitelial, que forma a superficie ventricular do

hipocampo.

As algas paralelas se localizam e fazem sinapse em camadas distintas e especificas. Os
axonios originados no CE navegam no stratum lacunosum-moleculare e fazem sinapses sempre na
extremidade distal dos dendritos das células granulares e piramidais, tanto no GD como em CA3 e
CALl (também existe uma projecdo menos intensa pelo stratum oriens, fazendo sinapse na por¢do

distal dos dendritos basais). Ja os axonios de CA3 que fazem sinapse em CA2 e CA1 terminam nas

® O nlimero exato de camadas varia de acordo com autores, sendo que a maioria considera o stratum lacunosum e
o0 stratum moleculare conjuntamente como stratum lacunosum-moleculare.
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porcOes proximais da &rvore dendritica, enquanto as terminacdes recorrentes de CA3 e as projecdes
de CA3 ao hipocampo contralateral fazem sinapses em niveis intermediarios da arvore dendritica,
situando-se entre os terminais originados no CE (localizados distalmente) e os originados na
circuitaria intrinseca do hipocampo ipsilateral (localizados proximalmente) (ANDERSEN;
SOLENG; RAASTAD, 2000; BUZSAKI, 1996; FORSTER; ZHAO; FROTSCHER, 2006;
FORSTER; ZHAO; FROTSCHER, 2006). Portanto, estas algcas formam caminhos circulares nos
quais os impulsos elétricos podem reverberar e atingir as mesmas células hipocampais em diversos
momentos, sugerindo que a precisdo temporal e a recorréncia de atividade sejam algumas das
caracteristicas principais do hipocampo e de sua conseqliente comunicacdo com 0 neocortex
(BUZSAKI, 1996; MILLER, 1989; 1991).

Adicionalmente, o hipocampo possui também conexfes com estruturas subcorticais. Estas
vias provenientes do tronco, incluindo o locus ceruleus, os nucleos da rafe e a formacdo reticular,
chegam ao hipocampo apds relé no septo medial e na parte vertical da banda diagonal de Broca.
Estas estruturas enviam fibras colinérgicas e GABAérgicas para o cortex entorrinal (camadas I, IV
e VI), GD e o corno de Ammon, sendo que as projecdes para CA3 sdo mais densas que para CAle
fazem sinapse exclusivamente em células inibitorias (PETSCHE; STUMPF; GOGOLAK, 1962;
RISOLD; THOMPSON; SWANSON, 1997; STUMPF; PETSCHE; GOGOLAK, 1962). As
principais eferéncias hipocampais para estas regides partem de CA3 e correm pela fimbria-fornix,
que apds relé no septo lateral (LS, lateral septum), inervam diversas areas do tronco, talamo e
hipotdllamo (CENQUIZCA; SWANSON, 2006; RISOLD; SWANSON, 1997; RISOLD;
THOMPSON; SWANSON, 1997), incluindo o nlcleo supramamilar (SuM) (KISS et al., 2000;
LERANTH et al., 1999; PAN; MCNAUGHTON, 2004; VERTES, 1988). O SuM é um centro
integrador da informacdo proveniente de diversos nucleos do tronco, que entdo repassa estas
informac@es para areas como o septo medial e lateral, o cortex entorrinal e o hipocampo (PAN;
MCNAUGHTON, 2004; VERTES, 1988; WYSS; SWANSON; COWAN, 1979). As fibras de
projecéo de partes laterais do SuM partem para o septo e o hipocampo por meio de colaterais dos
mesmos axonios (VERTES; MCKENNA, 2000) e terminam especificamente no GD e em CA2,
enquanto as que partem de areas mediais terminam exclusivamente em CA2 (BORHEGY];
LERANTH, 1997) e fazem sinapse nas células piramidais desta regido (MAGLOCZKY:;
ACSADY; FREUND, 1994). Estas projecdes caracterizam portanto as aferéncias especificas a CA2
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sugeridas, mas ndo encontradas, por Lorente de NO seis décadas antes (LORENTE DE NO, 1934).
Andlise tridimensional da arborizacdo axonal das células piramidais em CA2 completaram a
distingdo deste campo dos demais, a0 mostrar que estes axdnios conectam distintos setores da
extensdo septo-temporal do hipocampo, formam projecdes simétricas no hipocampo contralateral e
chegam inclusive a formar um plano no septo (TAMAMAKI; ABE; NOJYO, 1988).

Além da organizacdo das alcas paralelas que conectam as células piramidais dos distintos
setores em camadas diferentes, o hipocampo possui um vasto e complexo sistema de células
inibitorias cujo alvo é especifico por camadas e regides (FREUND; BUZSAKI, 1996). Estudos
recentes demonstraram a existéncia de pelo menos 21 tipos de células inibitérias no hipocampo
(KLAUSBERGER; SOMOGY!I, 2008; SOMOGYI; KLAUSBERGER, 2005), cuja atividade é
especifica no espago e no tempo, i.e., distintos tipos de interneurdnios inibem porgdes especificas de
celulas piramidais em momentos distintos, criando um sofisticado mecanismo de oscila¢des neurais,
selecOes de sub-redes e a implementacdo de estados globais cerebrais. Também recentemente foram
identificados dois tipos de interneurdnios em cesto (basket cells) em CA2 por injecéo de biocitina’.
A minoria lembra interneurdnios similares aos de CAL, com dendritos orientados verticalmente e
axonios restritos a regido de origem. Em contraste, a maioria das células era de células em cesto ou
bi-estratificadas com dendritos horizontais, longos, com espinhas esparsas que se estendem por
todos os CAs no stratum oriens. As células em cesto com dendritos esparsos inervam todos os CAs
e estdo, portanto, em posicéo privilegiada para inibir tanto CA1 quanto CA3 de maneira anterdgrada
e retrograda, respectivamente. Por outro lado, as células bi-estratificadas inervam o stratum oriens e
radiatum de CAL, mas param abruptamente na borda entre CA2 e CA3, podendo realizar deste
modo apenas inibi¢do anterégrada em CA1 (MERCER; TRIGG; THOMSON, 2007).

Resumindo, a anatomia intrinseca do hipocampo é caracterizada pela existéncia de algas
paralelas e recorrentes entre os distintos CAs, sendo que a organiza¢do em camadas e sub-regides
permite as células do hipocampo desempenhar funcdes de associagdo de estimulos provenientes de
diversas estruturas neocorticais e subcorticais, estando em posi¢cdo Unica para realizar fungdes
multisensoriais, processa-las e envia-las de volta ao manto cortical e a algumas estruturas

subcorticais.

" Corante que pode ser injetado intracelularmente, permitindo mapear toda a estrutura anatémica das células.



EDUARDO EKMAN SCHENBERG 29

1.3. Eletrofisiologia

1.3.1. Oscilagdes e ritmos cerebrais

As oscilagBes dos potenciais elétricos cerebrais em diferentes faixas de frequéncia, desde
cerca de 0,5 até 300 Hz® (ou mais) (BUZSAKI; DRAGUHN, 2004; ENGEL; FRIES; SINGER,
2001; STERIADE, 2006), sao tidas hoje como principal argumento a favor da idéia de que o
cérebro ndo € um o6rgdo passivo que recebe estimulos do ambiente e apenas organiza
comportamentos adequados em resposta a estes estimulos. A coexisténcia e interacdo de diversos
ritmos em complexos padrdes oscilatorios mesmo em estados de “desconexao do mundo externo”
ou inconsciéncia, como 0 sono, coma, anestesia geral e estados epilépticos de auséncia mostram que
a atividade cerebral ¢ incessante e depende apenas parcialmente da entrada sensorial (LAUREYS,
2005; LAUREY'S; OWEN; SCHIFF, 2004).

Estas oscilacbes se devem principalmente a somatéria de potenciais pds-sinapticos
excitatorios e inibitorios em dezenas, talvez centenas de células em dado momento (BUZSAKI;
LEUNG; VANDERWOLF, 1983; FUJITA; SATO, 1964; NUNEZ; GARCIAUSTT; BUNO,
1987) e podem ser medidas com eletrodos inseridos no espaco extracelular (potenciais de campo
local) ou colocados superficialmente no escalpo (EEG). Assim sendo, estes registros se devem a um
padrdo local de atividade celular relacionado de maneira indireta aos disparos neuronais, pois apenas
algumas das centenas de células, cujas variacoes de potencial sdo registradas por um dado eletrodo,
irdo atingir seus limiares de disparo de potencial de acdo em dado momento. Além disso, a alta
frequéncia dos disparos celulares (nha ordem de kHz) permite discerni-los das oscilagdes mais lentas
dos potenciais de campo local (abaixo de 1 kHz) por filtragem adequada do sinal registrado com

eletrodos intracerebrais®.

Uma interpretagdo corrente, mesmo que simplista, é de que os potenciais de campo local

refletem a entrada de estimulos no ponto registrado, dado que sdo somatorias de correntes

® As freqiiéncias que compde cada faixa variam entre espécies, sendo, porém, razoavelmente constante para cada
espécie. A utilizacdo de mesma nomenclatura para freqiiéncias distintas causa por vezes confusdo entre a
literatura de diferentes espécies.

% Os disparos celulares ndo podem ser medidos por eletrodos no escalpo pois se atenuam fortemente pela
distancia e composicao dos tecidos entre os eletrodos e as células.
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dendriticas excitatérias e inibitdrias, enquanto os disparos registrados extracelularmente s&o a saida
de estimulos do ponto em que se esté registrando, uma vez que sdo devidos ao potencial de acdo
emitido pelas células naquela regido. A relacéo entre estas medidas pode entéo fornecer informacées
importantes sobre a comunicacgao neural entre distintos pontos do sistema nervoso central. Portanto,
0 estudo das oscilagdes extracelulares, ou potenciais de campo local, conjuntamente com o registro
de disparos celulares, permite inferir a conectividade efetiva entre dois ou mais pontos distintos

registrados simultaneamente e cujas conexdes neuroanatdmicas sdo conhecidas.

Com excecdo de estados patoldgicos ou induzidos por farmacos (especialmente os
anestésicos), as principais mudancas nas frequiéncias dominantes em determinado momento e local
do cérebro ocorrem durante o ciclo sono-vigilia. Apds os estudos iniciais com EEG e sono, em que
se caracterizou a distingdo do sono em pelo menos dois grandes estdgios, 0 REM e o SOL
(ASERINSKY; KLEITMAN, 1953; BERGER, 1929; DAVIS et al., 1937), as primeiras
interpretacdes foram de que o SOL se tratava de um estado de reducdo dréstica de atividade
cerebral 1° e conseqiiente desconexdo das aferéncias sensoriais, dada principalmente a
predominancia de oscilagbes corticais de baixa frequéncia que deram o0 nome a este estado
(oscilacoes lentas, entre 0,5 e 1 Hz e também o ritmo delta, entre 1 e 4 Hz). Entretanto, ja foi
demonstrado que mesmo no SOL coexistem oscilacbes de freqliéncias mais altas, como por
exemplo o gama (30-100 Hz) (HUGHES, 2008; STERIADE, 2006). Estudos em animais
experimentais tambem desafiaram a idéia de diminuicdo de atividade cerebral no SOL ao
demonstrar aumento de disparos celulares em diversas regides ap0s experiéncias relevantes na
vigilia (RIBEIRO et al., 2004; WILSON; MCNAUGHTON, 1994).

Atualmente sabe-se que as oscilagbes lentas do SOL atuam como sincronizadoras da
atividade dispersa em diversas areas cerebrais, em especial nas alcas tdlamos-corticais e cortico-
talamicas (STERIADE, 2006). Deste modo, a sucessao lenta de estados despolarizados (UP states)
com estados hiperpolarizados (DOWN states) sincronizadamente em diversas regides facilita ou
inibe, respectivamente, interagdes neurais em outros ritmos mais acelerados. Assim sendo, durante o
ciclo sono-vigilia o cérebro alternaria entre estados em que predominam as freqliéncias teta e gama,
diretamente relacionadas a estimulos externos originados no ambiente, e um estado de maior
sincronia global caracterizado pelas subidas e descidas dos ritmos lentos. Entretanto, a

predominancia do teta no sono REM desafia novamente a idéia de que certas freqtiéncias seriam

9 Inclusive, na época pensava-se ndo haver sonhos durante esta fase, 0 que hoje sabe-se ser incorreto
(STERIADE, 2006)
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evocadas por estimulos sensoriais, pois neste estado ndo h& somente desconexao sensorial, mas

também inativacdo comportamental devido a atonia muscular.

Interessantemente, das diversas hipoteses levantadas para explicar as oscilagdes cerebrais
durante o sono, a maioria trata da memoria. Resumidamente, a idéia central (BORN; RASCH,;
GAIS, 2006; DIEKELMANN; BORN, 2010; RIBEIRO; NICOLELIS, 2004; STICKGOLD, 2006;
TONONI; CIRELLI, 2006) é de que as relagbes entre diversas &reas cerebrais ativadas por
estimulos sensoriais e eventos comportamentais subsequentes ap0s periodos de vigilia séo
fortalecidas, armazenadas e consolidadas durante as oscilacbes nos ciclos sucessivos de SOL e
REM, durante os quais ndo ha a interferéncia de novos estimulos sensoriais, permitindo a livre

reverberacdo dos eventos ocorridos na vigilia.

1.3.2. Oscilacdes narede cortico-hipocampal

No hipocampo, durante o ciclo sono-vigilia observa-se a presenca de ritmos oscilatorios
com faixas de freqiiéncia caracteristicas, sendo os principais os ritmos delta (1-4 Hz), teta (4-12 Hz),

gama (40 — 120 Hz) e os ultra-rapidos “sharp-waves” e “ripples™

(em torno de 250 Hz ou mais),
que ocorrem de maneira associada em CA3 e CAL, respectivamente (BATTAGLIA;
SUTHERLAND; MCNAUGHTON, 2004; BRAGIN et al., 1995; BURGESS; O'KEEFE, 2005;
BUZSAKI, 1996; CHROBAK; BUZSAKI, 1998; ISOMURA et al., 2006; TIMO-IARIA et al.,
1970). Durante a vigilia e 0 sono REM predominam o teta e 0 gama (GRASTYAN et al., 1959;
VANDERWOLF, 1969), enquanto durante 0 SOL ocorrem as oscilactes de baixa frequéncia (0,5 a
1 Hz), o delta e os ultra-rapidos sharp-waves e ripples. Durante periodos de imobilidade e
comportamentos consumatorios também podem ser observadas estas oscilagdes rapidas, de maneira

semelhante ao que ocorre no SOL.
1.3.2.1. Oritmo teta

Historicamente, o mais estudado dos ritmos hipocampais é o teta (BUZSAKI; LEUNG;
VANDERWOLF, 1983; KRAMIS; VANDERWOLF; BLAND, 1975; TIMO-IARIA et al., 1970;

11 Os termos “sharp-waves” e “ripples” serdo usados ao longo deste trabalho em seu original em inglés pois até o
momento ndo ha tradugdo corrente para 0 portugueés.
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VANDERWOLF, 1969; VINOGRADOVA, 2001), devido a sua imensa amplitude, presenca em
quase todos os estados comportamentais e estabilidade enquanto perdurar o comportamento em
questdo (BUZSAKI, 2002). A amplitude do teta, especialmente durante estados de vigilia ativa e no
sono REM, é tdo grande que chega a ser registrado até mesmo por eletrodos superficiais no
neocortex. Esta oscilacdo também ocorre numa faixa em que é facilmente detectavel a olho nu em
tracados simples'?, o que facilitou muito nas analises iniciais em épocas que os registros eram
grafados em papel (HUGHES, 2008).

Diversos comportamentos foram correlacionados ao ritmo teta ao longo das décadas, tais
como locomocao, exploracdo, atencéo, resposta de orientagdo, movimentos voluntarios e integracao
sensorio-motora (BASTIAANSEN; HAGOORT, 2003; BLAND; ODDIE, 2001; BUZSAKI, 2002;
2005b; BUZSAKI; LEUNG; VANDERWOLF, 1983; EGO-STENGEL; WILSON, 2007;
HASSELMO, 2005; O'KEEFE; BURGESS, 2005; VANDERWOLF, 1969; VINOGRADOVA,
1995), indicando que uma vasta circuitaria esta envolvida em sua geracdo e manutencao. Oscilacoes
na freqUiéncia do teta foram observadas em diversos pontos das alcas cortico-hipocampais, como
subiculo, cortex péri-rinal e cingulado (BUZSAKI, 2002; 2005b; LISMAN, 2005) e também no
cortex entorrinal (MIZUSEKI et al., 2009). Este padrédo esta de acordo com uma teoria interessante
sobre a funcdo do teta em sincronizar a atividade em diversas estruturas neocorticais com o
hipocampo, que processaria estas informagdes e as devolveria ao neocortex (MILLER, 1989; 1991).
De acordo com o trabalho original de Miller, o periodo do teta, cerca de 100 a 200 ms, é adequado
para que um impulso originado no neocdrtex, digamos em areas pré-frontais, navegue por toda a

circuitaria hipocampal e volte até a origem em uma Unica oscila¢do da rede (Figura 3) .

Importante notar que o teta ndo é exatamente sincrono em todas as reas do hipocampo e do
neocdrtex, mas que ocorrem atrasos e adiantamentos especificos a distintas regides e estados
comportamentais. Estas diferencas temporais podem ser medidas nos registros extracelulares
principalmente como defasagens na fase™ da oscilagdo em diversos pontos. Marcantemente, o teta

hipocampal possui um perfil caracteristico conforme é registrado em diferentes profundidades,

12 Cerca de sete picos por segundo s&o muito mais faceis de identificar do que, por exemplo, os 40 a 100 do
ritmo gama.

13 A fase de uma oscilagdo é a medida de qudo distante se esta, por exemplo, do pico. Ou seja, duas oscilacdes de
mesma freqliéncia podem variar no momento em que atingem o pico de cada ciclo (e por conseqiiéncia também
as demais posicOes do ciclo). Esta diferenca pode ser representada em graus e reflete a relacdo temporal entre as
duas oscilagBes. Diversos mecanismos de codificagdo neural foram atribuidos a defasagem de fase entre
estruturas (BUZSAKI; DRAGUHN, 2004) ou entre os disparos de algumas células e a oscilagdo do potencial de
campo local (MASQUELIER et al., 2009). Relac6es de fase também podem existir entre freqiiéncias distintas
(COLGIN et al, 2009).



EDUARDO EKMAN SCHENBERG 33

correspondendo as diferentes camadas da estrutura laminar do hipocampo (BUZSAKI, 2002;
FORSTER; ZHAO; FROTSCHER, 2006; MONTGOMERY; BETANCUR, 2009;
SHIRVALKAR; BAHAR, 2009).
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Figura 3 — Representa¢cdo esquematica da circuitaria cortico-hipocampal, conforme publicacdo oringinal
(MILLER, 1989; 1991) reproduzida sob permissdo do autor (ver se¢do 9.3, ANEXO C). Os tempos estimados de
transmissdo de impulsos a cada etapa sdo representados em milissegundos. O total levaria cerca de 200 ms, de
acordo com o esquema. O autor enfatizou que as estimativas ndo eram precisas por se tratar de modelo teérico,
mas que poderiam estar em excesso de aproximadamente 80 ms. O intervalo entre 120 e 200 ms corresponde ao
periodo aproximado do ritmo teta hipocampal (4-10 Hz), o que revela de maneira clara a importancia de
oscilagdes neurais sincronizadas nesta frequiéncia, permitindo a propagacéo de impulsos de &reas corticais pela
circuitaria hipocampal e de volta a areas corticais em apenas um Unico ciclo oscilatério da rede.

Em CAL1, regido onde o teta € mais intenso e foi mais investigado, ocorre uma inversdo da
fase do teta medido extracelularmente entre as camadas onde se localizam os dendritos basais e
apicais. Esta inversdo é de até 180 graus, revelando que ha uma diferenca de até meio ciclo da
oscilagdo do ritmo teta entre essas regides das células de CAL. Uma vez que projecBes oriundas do
CE terminam nas camadas apicais e que as aferéncias de CA3 fazem sinapse nas porcoes proximais
da arvore dendritica (ver secdo 1.2), esta defasagem permite a regulacdo fina da interacdo de
estimulos que trafegam por alcas distintas no hipocampo, i.e., as vias temporoamonica e
trissindptica, ambas terminando em CAL. Isto pode facilitar ou inibir disparos das células de CAL,
de acordo com a fase em que se encontra a oscilagdo em CAL1 no momento da chegada de cada
estimulo, pois para o disparo de uma determinada célula pds-sinaptica é necessaria a somatdria de

potenciais pos-sinapticos desencadeados por transmissao de diversas celulas pré-sinapticas.
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Entre CA3 e CAL também ha defasagem na oscilacéo do teta, especialmente durante uma
tarefa de aprendizagem (MONTGOMERY; BETANCUR, 2009), corroborando a hipdtese de que
diferencas temporais sutis nas oscilagbes dos diversos pontos da rede constituem importante
mecanismo de codificacdo neural da atividade proveniente do neocortex e que representam 0s

estimulos sensoriais que compde o contexto comportamental.

Estes intervalos variados sdo importantes ndo somente para sincronizar aferéncias de CA3 e
do CE que chegam em CAL, mas também para sincronizar o hipocampo com estruturas corticais
cujos tempos de transmissdo variam, pois se situam a distancias diversas, com nimero de sinapses e
tempos de conducéo axénica diferentes. Este sofisticado mecanismo oscilatorio permite a formacao
temporaria de diversas sub-redes que transmitem impulsos multisensoriais de todo o manto cortical
para 0 hipocampo e novamente de volta ao neocortex em poucos milissegundos (Figura 4).
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Figura 4 — Sincronizagdo de diversas areas neocorticais com o hipocampo, conforme publicacdo original
(MILLER, 1989; 1991) reproduzida sob permissdo do autor (ver secdo 9.3, ANEXO C). O esquema representa
diversas areas neocorticais, & direita, com respectivos tempos de transmissdo para e do hipocampo, em
milissegundos. A defasagem, relacionada a estes diversos “atrasos”, estd representada pelas sendides a direita,
identificadas por “lag with respect to hippocampus”. As linhas sélidas representam areas corticais que seriam
sincronizadas ao ritmo hipocampal momentaneo, quando ambas regides oscilarem com periodo de 150 ms
(aprox. 6,7 Hz), por exemplo. Assim sendo, os impulsos podem transitar pela rede atingindo cada regido no
momento de maxima despolarizacdo das células locais, aumentando a probabilidade de que as células pés-
sindpticas atinjam o limiar de disparo e transmitam o impulso para o proximo ponto da rede.

Os trabalhos iniciais de Case Vanderwolf na década de 70 mostraram que o ritmo teta
hipocampal podia ser farmacologicamente dividido em dois componentes, um sensivel ao
antagonista muscarinico atropina e outro resistente a esta manipulacdo. A injecdo de atropina

terminava completamente com a oscilacéo do teta em animais anestesiados, porém apenas mudava
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o perfil laminar destas oscilagdes nos animais despertos (BUZSAKI, 2002; BUZSAKI et al., 1986;
KRAMIS; VANDERWOLF; BLAND, 1975; VANDERWOLF, 1988). Outras publicacdes
demonstraram que a remocéo do CE ou a desconexao do hipocampo destas aferéncias abolia o teta
resistente a atropina e tornava a oscilacdo remanescente sensivel ao bloqueio colinérgico
(BUZSAKI, 2002; BUZSAKI; LEUNG; VANDERWOLF, 1983). Assim sendo, propds-se que o
componente resistente a atropina estaria relacionado a atividade glutamatérgica oriunda das alcas
cortico-hipocampais, mais afetadas pelos anestésicos (BUZSAKI, 2002; 2005b; GILLIES et al.,
2002; KIRK; MACKAY, 2003), enquanto o componente sensivel ao blogueio colinérgico deveria
ser gerado por outra circuitaria. Dada a grande quantidade de nucleos colinérgicos em estruturas
subcorticais (JONES, 2005), foi gerada a hipotese de que o teta sensivel a atropina estaria ligado a
atividade neste sistema subcortical aferente ao hipocampo.

De fato, o ritmo teta também € registrado em estruturas subcorticais (BLAND; ODDIE, 2001;
PAN; MCNAUGHTON, 2004), sendo a maioria delas aferentes ao hipocampo. Entre as principais
aferéncias estdo algumas estruturas consideradas geradoras ou marca-passo do teta, como o
complexo formado pelo septo medial-nticleo da banda diagonal de Broca e o nicleo supramamilar
do hipotalamo (KIRK; MACKAY, 2003; KIRK; MCNAUGHTON, 1991; KOCSIS, 2006;
MANSEAU; DANIK; WILLIAMS, 2005; PAN; MCNAUGHTON, 2004; PETSCHE; STUMPF;
GOGOLAK, 1962; STUMPF; PETSCHE; GOGOLAK, 1962). Uma vez que as projecdes do septo
medial-nucleo da banda diagonal de Broca sao gabaérgicas e colinérgicas, fica fortalecida a hipdtese
de que esta é a via responsavel pelo componente do teta sensivel a atropina, o que de fato foi
demonstrado por lesbes seletivas no septo medial (LEE et al., 1994). Este sistema parece ser
modulatério da atividade do ritmo teta resistente a atropina, ja que os terminais colinérgicos no
hipocampo terminam em CA3 e CA1 e a localizacdo dos receptores muscarinicos coincide com 0s
colaterais de Schaffer (LOPES DA SILVA et al., 1990).

Em contraste com esta projecéo colinérgica mais difusa estd a proje¢do do SuM para o septo
medial e CA2, que ocorre por colaterais dos mesmos axonios (VERTES; MCKENNA, 2000),
contém o neuropeptidio substancia P (BORHEGYI; LERANTH, 1997; KOWALL et al., 1993;
VINCENT; MCGEER, 1981) e cujas terminagbes sdo especificas nas células piramidais
(MAGLOCZKY:; ACSADY; FREUND, 1994). Este neuropeptidio, em alguns casos, coexiste nos
mesmos neurdnios que liberam acetilcolina (VINCENT et al., 1983), sugerindo que CA2 seja um
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centro gerador ou mantenedor de um ritmo teta dependente de atividade colinérgica e peptidérgica,

parcialmente segregado do teta glutamatérgico das alcas corticais.

Interessantemente, a substancia P possui influéncias sobre o sono, tendo sido demonstrado
que injecdo i.c.v. deste neuropeptideo diminui a quantidade de SOL e aumenta a quantidade de
REM, a laténcia para dormir e 0 nimero de despertares (ANDERSEN et al., 2006). Estes resultados
indicam que CA2 possua papel importante na regulagéo da circuitaria hipocampal tanto durante o
SOL quanto durante o sono REM. Corrobora esta possibilidade o fato de que CA2 possui expresséo
aumentada de receptores adenosinérgicos Al no adulto, que se localizam pés-sinapticamente nos
dendritos e soma das mesmas células que recebem aferéncias do SuM (OCHIISHI et al., 1999).
Durante a vigilia ocorre acimulo de adenosina no prosencéfalo basal, o que acompanha a
sonoléncia, sendo que infusdes de adenosina nesta regido aumentam o tempo de sono de maneira
dependente dos receptores A1 (BASHEER et al., 2001; STENBERG, 2007), que sdo acoplados a
proteina G inibitoria e podem diminuir a liberagdo de outros transmissores do terminal pré-sindptico
(TAKAHASHI; PAMPLONA; PREDIGER, 2008). Estudos com acetilcolina e sono apontam nesta
mesma direcdo ao demonstrar que o ténus colinérgico é alto durante a vigilia exploratéria e durante
0 sono REM, havendo drastica diminuicdo durante o SOL (JONES, 2005). Foi demonstrado
inclusive que esta diminuicdo do ténus colinérgico durante 0 SOL é importante para a memaria
declarativa, mas nao para meméria implicita, indicando papel fundamental do hipocampo neste
processo (GAIS; BORN, 2004). Assim sendo, CA2 parece ser um elo direto entre os sistemas
subcorticais regulatérios do ciclo sono-vigilia e 0 hipocampo, podendo influenciar os processos
fisiologicos do hipocampo durante este ciclo, como as oscilagdes eletrofisioldgicas e a consolidacdo

de memorias.

Um modelo interessante para se estudar o teta em diferentes regibes e com diversas
manipulacBes farmacoldgicas sdo os experimentos em fatias de hipocampo, que permitem infusfes
controladas e restritas a pequenas regides, bem como registros localizados. Infuséo de metacolina,
agonista colinérgico, induz oscilacoes teta em CA3 e CA2, sendo as oscilagbes mais proeminentes
em CA2, tendo sido sugerido que este campo e a porcéo adjacente de CA3 formem um centro
gerador do teta colinérgico intrinseco ao hipocampo (FISCHER, 2004; FISCHER; DURR, 2003;
FISCHER; GERSHWILER; THOMPSON, 1999). Registros realizados em CAl em fatias
evidenciaram, por outro lado, que a aplicacdo de agonistas glutamatérgicos, em especial dos

receptores metabotrdpicos, eliciam ritmo teta resistente a atropina. Recentemente, foi demonstrado
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que até mesmo no hipocampo inteiro mantido isolado in vitro ocorrem oscilacdes na faixa do teta
em CAl, sendo resistentes a atropina injetada nesta regido (GOUTAGNY; JACKSON;
WILLIAMS, 2009).

Coletivamente estes estudos indicam que hd no minimo dois sistemas parcialmente
segregados que oscilam na faixa de frequéncia do ritmo teta e que sdo mediados por
neurotransmissores distintos. De acordo com este modelo, o sistema cortico-hipocampal (CAL e
CAB3) seria o responsavel pelo ritmo teta mais acelerado mediado principalmente por interacoes
glutamatérgicas, enquanto o sistema septo medial-SuM-hipocampo (CA2 e CA3) seria 0
responsavel pelo teta um pouco mais lento mediado por complexas interacbes colinérgicas e

peptidérgicas (em especial a substancia P).

A interacdo destes dois sistemas foi minuciosamente estudada em fatias de hipocampo.
Estimulacdo das fibras musgosas desencadeia resposta pds-sinaptica em CA1 em dois momentos
distintos, um ap6s 9,0 e outro ap6s 11,5 ms. Imageamento com corante sensivel a voltagem mostrou
que a resposta tardia em CAL envolve ativacdo do campo CA2, enquanto a resposta rapida vai de
CA3 direto a CAL. Assim sendo, um mesmo estimulo pode ativar alcas distintas do corno de
Ammon (SEKINO et al., 1997), potencialmente influenciando no efeito pos-sinaptico em CAL,
dado o intervalo muito curto (2,5 ms) entre as duas respostas. Mais evidéncias da participacdo de
CAZ2 em alcas hipocampais foram encontradas em animais anestesiados. Estimulagéo das aferéncias
originadas no CE resultou em ativacéo concomitante do GD e CA2. A resposta em CA2 mostrou-se
também composta por uma resposta rapida devido a conexédo direta entre 0 CE e CA2 e uma
resposta lenta, mediada por CA3 (BARTESAGHI; GESSI, 2004; BARTESAGHI; MIGLIORE;
GESSI, 2006). Estes padrdes de ativacéo seqiiencial por alcas distintas podem, in vivo, modular a
eficiéncia de transmisséo sinaptica para células de CA1, pois a chegada seqiiencial de estimulos
possibilita a somatoria de potenciais excitatdrios pos-sinapticos, facilitando a ocorréncia de disparos
em CAL. Este mecanismo é dependente entdo das relagdes entre CAl, CA2 e CA3 durante as
oscilagbes do ritmo teta, para que o tempo de disparo seja otimizado, permitindo a integracdo de
impulsos originados no CE e que trafegam paralelamente pelas diversas al¢as do corno de Ammon.
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1.3.2.2. Oritmo gama

Apo6s a énfase inicial no ritmo teta, originada de estudos nas décadas de 1960-1970
(KRAMIS; VANDERWOLF; BLAND, 1975; VANDERWOLF, 1969), novas pesquisas no
hipocampo e também no neocoOrtex comecaram a mudar o foco para oscilagbes mais rapidas,
coletivamente chamadas de ritmo gama. Este ritmo compreende oscila¢des na faixa dos 40 até 110
Hz, com algumas variagcdes, dependendo da espécie e autor dos estudos. O ritmo gama foi
inicialmente estudado no cortex visual e gerou-se a hipdtese de que estaria envolvido no processo de
sensory binding, i.e., em conectar no tempo e espaco experiéncias sensoriais representadas por
dispersas regibes do neocortex (SINGER, 1993). Posteriormente o ritmo gama também foi
relacionado a processos de memoria (LISMAN; IDIART, 1995) e consciéncia (LLINAS et al.,
1998).

No hipocampo, 0 ritmo gama ocorre conjuntamente com o teta e € modulado por este
(LISMAN; BUZSAKI, 2008). O ritmo gama tem amplitude muito menor, sendo muito dificil
identifica-lo visualmente em tracados, uma das provaveis razdes pelas quais foram necessarias
técnicas modernas de registro e andlise para que pudesse ser detectado e estudado. Os possiveis
mecanismos de oscilagdo rapida acima de 40 Hz no hipocampo envolvem redes de células
inibitérias e conexdes axo-axdnicas por jungdes comunicantes (gap-junctions)™® (BENNETT;
PEREDA, 2006; FISCHER, 2004; MANN; PAULSEN, 2005). Os interneurnios possuem padréo
de disparo rapido por longos periodos, tendo sido demonstrado que sdo capazes de disparar
continuamente a cada oscilagcdo do ritmo gama (CSICSVARI et al., 2003), exercendo inibicao
ciclica sobre compartimentos especificos das células piramidais, e criando, portanto, janelas
temporais nas quais pode ocorrer disparo sincronizado de redes localmente organizadas. Foi
sugerido que o ritmo gama hipocampal tenha origem em CAS3, devido a circuitaria recorrente,
posteriormente propagando-se para CALl e atuando como mecanismo de sincronizagdo de disparo
nestas duas areas (CSICSVARI et al., 2003; MANN; PAULSEN, 2005). Entretanto, a possibilidade
de que os interneurbnios de CA2 participem do mecanismo do gama hipocampal ndo foi

considerada. Esta hipotese € fortalecida pelo fato de que estas células projetam-se anterdgrada e

1 As conexdes diretas entre neurdnios, sem a existéncia das sinapses com fendas separando as células,
inicialmente proposta por Golgi e foi tema central do debate com Cajal no prémio Nobel que dividiram em 1906.
Apo6s muita énfase na “doutrina do neurdénio” proposta por Cajal, as jungdes comunicantes e suas importantes
funcdes reivindicam a teoria do sincicio de Golgi, demonstrando que cada um dos pesquisadores tinha razdo em
suas observacdes.
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retrogradamente para CAl e CA3, respectivamente. Neste caso, CA2 seria importante ndo somente

em articular interacGes no ritmo teta, mas também no gama.
1.3.2.3. Interagdes entre os mecanismos de geragdo dos ritmos teta e gama

A relacéo entre os ritmos teta e gama € proeminente nos mesmos estados em que o teta é
prevalente, como na vigilia ativa e no sono REM. Foi recentemente demonstrado que a
comunicacdo nas alcas hipocampais depende da interacdo entre estes dois ritmos e do estagio do
ciclo sono-vigilia. Em especifico, a coeréncia encontrada entre 0 GD e CA3 foi maior no teta e
gama durante 0 REM, enquanto a coeréncia entre CA3 e CA1 no gama diminuiu durante este
mesmo estagio, implicando na ativacdo de alcas hipocampais distintas durante 0 REM é mediada
pelas oscilagdes rapidas do gama (MONTGOMERY; SIROTA; BUZSAKI, 2008).
Adicionalmente, foi demonstrado que o ritmo gama no corno de Ammon durante a vigilia pode ser
dividido em pelo menos duas faixas, uma lenta e uma répida, ao redor de 40 e 90 Hz,
respectivamente. Estas oscilagbes ocorrem em periodos e fases distintas do ritmo teta, sendo a
oscilagdo lenta observada predominantemente na fase descendente, enquanto a rapida ocorre no vale
da oscilacdo do teta (COLGIN et al., 2009). Corroborando a hipdtese de que a interacéo teta-gama
seleciona distintas al¢as cértico-hipocampais, os autores demonstraram alta coeréncia no gama lento
(aprox. 40 Hz) entre CA3 e CA1 e no gama rapido entre o CE e CAL (COLGIN et al., 2009). Isto
sugere que oscilagdes rapidas (90 Hz) permitam comunicacéo direta pela via temporoam®dnica, entre
CE e CAL, e oscilacdes mais lentas trafeguem preferencialmente pela via trissindptica. Isto pode ser
de grande relevéancia por servir de mecanismo para segregacdo de impulsos potencialmente
conflitantes que chegam em CAL, como por exemplo, novas informagdes provenientes do ambiente
ou informacgBes que estejam reverberando na circuitaria intrinseca do hipocampo. Uma vez que
durante 0 sono REM ocorrem oscilagBes na faixa do teta e do gama e de que neste estado ndo ha
informacGes sensoriais provenientes do ambiente, uma hipotese interessante € que neste estagio as
oscilagbes gama estejam diretamente relacionadas a processos mnemoénicos de consolidagdo e
plasticidade. Uma possibilidade interessante é que os interneurdnios de CA2, por projetarem-se
tanto para CA1 quanto para CA3, participem da sincronizacéo celular na faixa do gama de maneira
diferencial durante a vigilia e 0 sono REM, o que até o presente momento ndo foi investigado. Estes

interneurdnios poderiam participar da selecao de algas hipocampais por interacfes do teta e gama e,

Introducéo



40
dessa forma, diferenciar os padrdes de atividade durante a vigilia e 0 sono REM, potencialmente
mudando o estado da rede hipocampal de um modo de aquisicao/evocacdo durante a vigilia para

consolidacdo durante o sono.
1.3.2.4. Disparos celulares e Plasticidade Sinaptica

Os intervalos de tempo entre estimulos provenientes de diversas regides do neocortex,
registrados como alteragdes na fase entre as oscilacoes do teta em diferentes pontos da algas cortico-
hipocampais séo importantes também na modulagdo da plasticidade sinéptica. Isso fica evidente
pelo fato de que a faixa de até meio periodo do teta, i.e., cerca de 100 ms (ou 180 graus), tem
implicacdes na inducdo da LTP e da LTD (Long Term Potentiation e Long Term Depression)™
(MALENKA; BEAR, 2004), e também da plasticidade sinéptica dependente do tempo de estimulos
(Spike-Time Dependent Plasticity, STDP)' (CAPORALE; DAN, 2008). A inducdo de LTP ou
LTD depende ndo somente dos estimulos serem aplicado em alta ou baixa frequéncia,
respectivamente, como inicialmente demonstrado, mas também da fase em que se encontra o ritmo
teta local, sendo que LTP resulta de estimulos aplicados na fase positiva da oscilacéo e LTD pelos
mesmos estimulos aplicados em oposicdo de fase (HOLSCHER; ANWYL; ROWAN, 1997,
PAVLIDES et al., 1988). A relagdo entre estes fendmenos de plasticidade dependentes da fase do
teta, experimentalmente induzidos, e os processos fisioldgicos naturais do hipocampo foi
evidenciada por estudo demonstrando que lentamente, ao longo de sete dias de aprendizagem, a fase
do teta na qual ocorrem os disparos de CA1 muda, especificamente durante o sono REM (POE et
al., 2000). Isto sugere que mecanismos endogenos semelhantes aos da plasticidade sinéptica
experimentalmente induzida estejam relacionados ao fortalecimento de circuitos cortico-
hipocampais ativados de maneira sincrona durante eventos comportamentais relevantes. Outra
evidéncia nesta linha vem do fato de que o intervalo de tempo em que ocorre LTP ou LTD durante a
STDP é de cerca de 50 ms antes ou depois da despolarizacdo pds-sindptica, 0 que novamente

1> Mecanismos de alteracao da eficiéncia de transmisséo sinaptica entre células ativadas conjuntamente. Diversos
protocolos experimentais de inducdo destes fendmenos sdo conhecidos hoje. No caso da LTP, as sinapses entre
células coativadas passam por modificacfes moleculares e morfolégicas que aumentam o impacto da célula pré-
sinaptica sobre a pds-sindptica em ativacdes subsequentes do mesmo par. A LTD trata-se do oposto, de
diminuigdo das forgcas sinapticas com posterior diminuicdo dos potenciais excitatorios pds-sinapticos
(MALENKA; BEAR, 2004).

1 A 'STDP é um mecanismo ainda mais fino de regulacéo da plasticidade sinaptica. Em resumo, estimulos pré-
sindpticos que precedem a despolarizagdo da célula pos-sindptica geram LTP, enquanto que estimulos pré-
sindpticos que chegam apenas alguns milissegundos apds a despolarizagdo pos-sindptica (cerca de 50 ms)
induzem a LTD (CAPORALE; DAN, 2008).
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coincide com o periodo de 100 ms de cerca de meio-ciclo do teta hipocampal (CAPORALE; DAN,
2008).

O ritmo gama, com periodo mais curto, de 10 até 25 ms (100 até 40 Hz, respectivamente),
foi também proposto como possivel mecanismo de regulacdo mais fina das janelas temporais para
inducdo da plasticidade sindptica. Corroboram esta hip6tese estudos demonstrando que células nas
alcas cortico-hipocampais possuem relacdo de fase com o gama (COLGIN et al., 2009;
CSICSVARI et al., 2003).

Estes fenbmenos de alteracbes na forca de transmissdo sinaptica apOs coativagao
temporalmente precisa sdo tidos como 0s mecanismos celulares capazes de explicar a formacéo e
consolidacdo das memodrias (BAUDRY; LYNCH, 2001; CRAVER, 2003; 1ZQUIERDO;
MEDINA, 1995; KIM; LINDEN, 2007; LEVY; STEWARD, 1979; MALENKA; BEAR, 2004;
MORRIS et al., 2003; WHITLOCK et al., 2006), em concordancia com a teoria das redes neurais*’
(cell assemblies) proposta por Hebb (HEBB, 1949; NICOLELIS; FANSELOW; GHAZANFAR,
1997). A idéia central é de que circuitos ativados por determinadas experiéncias sensoriais-
comportamentais sdo armazenados de maneira distribuida em uma rede neural cuja reativacdo
subseqliente é facilitada pelo fortalecimento das sinapses ativadas no momento da experiéncia
comportamental. Assim sendo, durante a ativacdo inicial a informacdo é registrada na rede
(correspondendo a aquisicdo de memorias) pelos mecanismos de potenciacao/despotenciacdo
sinaptica de locais ativados ou ndo pelos estimulos relevantes do evento em questdo. Esta
informacdo é entdo fortalecida (a consolidacdo das memarias) na posterior atividade das redes
previamente potencializadas, e pode entdo ser reativada com maior facilidade (evocacdo das
memorias). A LTP foi inicialmente registrada justamente na circuitaria trissinaptica, entre 0 GD e
CA3 do gato (BLISS; LOMO, 1970), sendo que o elo entre este mecanismo de plasticidade e a
memoria se evidencia principalmente pelas fortes correlagdes farmacolégicas com os processos de
aquisicdo e consolidacdo da memoria (IZQUIERDO; MEDINA, 1995). Aléem disso, as alteragBes
fisiologicas observadas apds a aprendizagem sdo as mesmas observadas apos inducéo experimental
da LTP, ndo sendo possivel induzir LTP em locais previamente potencializados pela aprendizagem

(WHITLOCK et al., 2006). A plasticidade sinaptica ocorre em diversas regides da circuitaria

' N&o confundir com o uso atualmente em voga para modelos artificiais e computacionais.
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cortico-hipocampal, como por exemplo no CE (WOHRL; VON HAEBLER; HEINEMANN,
2007), subiculo (O'MARA et al., 2001), cortex péri-rinal e pos-rinal (COUSENS; OTTO, 1998),
bem como nas sinapses entre GD e CA3 (BORTOLOTTO et al., 2005; KAWAMURA et al., 2004,
TONG; MALENKA; NICOLL, 1996) e entre CA3 e CAl (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993;
KAWAMURA et al., 2004), coincidindo com as estruturas que oscilam na frequéncia do teta. A
inducdo experimental de LTP no hipocampo ativa uma série de processos bioquimicos
intracelulares que se propaga por esta circuitaria cortico-hipocampal ao longo de sucessivos
episadios de sono REM (RIBEIRO et al., 2002), sugerindo que atividade gerada no hipocampo se
espalhe por diversas regides corticais por mecanismos semelhantes a LTP experimentalmente
induzida. Levando em consideracdo a predominadncia do teta na vigilia (ou seja, durante a
aquisicdo/evocacédo) e no REM (i.e., durante a consolidacéo) e a localizacdo de CA2 no meio das
alcas hipocampais, surgiu a importante questdo de qual o papel de CA2 nestes processos de
plasticidade relacionada ao ritmo teta. Surpreendentemente, um estudo recente com indugdo de
plasticidade sindptica (LTP e LTD) em fatias de hipocampo de roedores mostrou que CA2 é muito
resistente & inducdo destes fendmenos, se comparado a CAl e CA3 (ZHAO et al., 2007).
Infelizmente, dentre os varios protocolos disponiveis para estimular plasticidade na circuitaria
hipocampal, neste estudo ndo foi testada a estimulacdo na freqiiéncia do ritmo teta (theta burst
stimulation), que sabidamente causa a LTP em CAl e CA3. Portanto, resta em aberto a importante
questdo se CA2 é resistente a plasticidade sindptica de maneira geral ou se a plasticidade neste
campo se restringe a estimulos aplicados na faixa de freqiiéncia do teta. Ainda assim, este resultado
inovador parece explicar uma série de estudos anteriores com quantificacdo de diversas moléculas
no hipocampo, que de maneira geral mostravam uma especificidade bioquimica em CA2, de funcéo
fisiologica até entdo desconhecida. De acordo com os autores existe em CA2 uma “conspiragdo
molecular contra a plasticidade”. Em 2009, o mesmo grupo demonstrou que a resisténcia a indugéo
de plasticidade em CA2 se deve principalmente a diferencas no metabolismo intracelular de célcio
(SIMONS et al., 2009), corroborando os fatos anteriores sobre especificidade bioquimica e
molecular em CA2 e a idéia de que estas peculiaridades estdo envolvidas na resisténcia desta area a
indugdo de LTP e LTD. Dentre as caracteristicas bioguimicas, morfologicas e moleculares
especificas em CA2, foi demonstrado: aumento de receptores adenosinérgicos A1 (OCHIISHI et al.,
1999), que estdo envolvidos com inibicdo da LTP (ARAI; KESSLER; LYNCH, 1990; DE
MENDONCA; RIBEIRO, 1990) e da transmisséo sindptica em geral (MITCHELL; MILLER;
DUNWIDDIE, 1993); maior concentracdo de proteinas da matriz extracelular (BRUCKNER et al.,
2003; YAMAMOTO et al., 1988), que estédo relacionadas a plasticidade sinaptica (P1IZZORUSSO
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et al., 2002); maior densidade de oligodendrdcitos (BERGER; FROTSCHER, 1994); aumento na
expressdo de striatal enriched tyrosine phosphatase (STEP) (BOULANGER et al., 1995), uma
fosfatase capaz de desfosforilar e inativar a extracellular signal-regulated kinase (ERK) apds
ativacéo de receptores NMDA (PAUL et al., 2003), o que previne a inducdo de LTP (PELKEY et
al., 2002); celulas piramidais contendo calbindina, proteina ligante de célcio geralmente encontrada
apenas em interneurdnios (TOTH; FREUND, 1992) e auséncia da subunidade B5 das integrinas
(PINKSTAFF et al., 1999), moléculas que podem ser criticas na manutencdo da LTP (KRAMAR et
al., 2006).

Portanto, algumas das especificidades bioquimicas em CA2 envolvidas com a resisténcia a
plasticidade sinaptica sdo as mesmas que sugerem elo entre CA2 e a regulacéo do ciclo sono-vigilia,
como a transmisséo via substancia P e receptores Al de adenosina. Estes resultados sugerem entéo
que CA2 seja um importante centro modulador da atividade eletro-oscilogréfica hipocampal, com
potencial influéncia na regulacdo das distintas freqliéncias oscilatorias ao longo do ciclo sono-vigilia
e consequente influéncia sobre os processos de plasticidade nos demais campos do corno de
Ammon, provavelmente via interacdes nas bandas teta e gama, como sugerido por estudo com
caracterizacdo eletrofisiolégica dos padrbes de disparo de interneurbnios em CA2 (MERCER;
TRIGG; THOMSON, 2007). A minoria destes interneurdnios, que esta restrita ao proprio campo
CAZ2, possui perfil de disparos rapidos semelhante aos interneurdnios de CA1, enquanto a segunda
categoria, que se estende por todos os CAs exibe freqiiéncia de disparo adaptativa e uma resposta
lenta a hiperpolarizacdo. Assim sendo, estas classes distintas de células poderiam modular o gama e

0 teta, respectivamente.

Tomados de maneira conjunta, os resultados prévios indicam que CA2 possa modular de
maneira precisa as oscilacdes, disparos celulares e mecanismos de plasticidade sinaptica de maneira
anterograda e retrograda, influenciando assim a transmissdo de impulsos pelo hipocampo e

exercendo papel importante em suas fungoes.
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2. Objetivos

“Your goal is always just a few yards ahead, rather than right up there”

John Lennon

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os padrdes de atividade eletrofisiologica em CAS3,
CA2 e CAl em ambos os hemisférios cerebrais durante o ciclo sono-vigilia do rato Wistar, com

énfase especial nos ritmos teta e gama.
2.2. Objetivos especificos

Para realizacdo do objetivo geral foi necessario realizar diversas etapas de desenvolvimento
técnico-cientifico, como planejar, construir, testar e implantar matrizes de microeletrodos que
permitissem registrar as trés areas do corno de Ammon simultaneamente; desenvolver métodos
histologicos para localizacdo dos eletrodos e testar, adaptar e desenvolver técnicas de analise dos

sinais coletados.
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3. Métodos

“Try, just a little bit harder”
Janis Joplin

“Q cérebro ndo colhe idéias no canteiro do dcio. E sobretudo pela interacdo com o material,
pelo trabalho, pelo esfor¢o e, em Ultima instancia, pelo fracasso, que nos nutrimos nosso
banco de idéias”

Vick Muniz

3.1. Aspectos Eticos

Para a realizacdo deste trabalho foi necessario o uso de animais de experimentagéo. Foram
seriamente consideradas as questdes éticas do uso de animais para experimentos cientificos. Todos
os protocolos empregados foram previamente aprovados e autorizados pela Comissio de Etica para
Anélise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo (Protocolo 1094/06, Anexo A) e pelo Comité de Etica no Uso de
Animais em Pesquisa da Sociedade Beneficente de Senhoras do Hospital Sirio Libanés
(CEUA2006/19, 9.2. Anexo B). Os protocolos adotados também estdo em acordo com a Lei

Arouca, aprovada durante a execucdo deste trabalho (Lei nimero 11.794, de 8 de outubro de 2008).
3.2. Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos, provenientes do CEDEME - Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais da Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP. Os
animais foram adquiridos com cerca de dois meses de idade e 230 g. Foram transferidos ao biotério
do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio Libanés (IEP-HSL) por transporte especializado.
Ao chegarem foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (23+2 °C) e ciclo claro-
escuro de 12/12 horas (periodo claro comegando as 07:00), com livre acesso ao alimento e agua,
permanecendo sem qualquer manipulacéo por trés dias para aclimatacdo ao novo ambiente. Apds
este periodo comecaram a ser manipulados para habituacdo ao experimentador e as condicOes

experimentais.
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3.3. Eletrodos

Para a construcao das matrizes de microeletrodos foram utilizados fios de tungsténio revestidos
com Teflon, 50 um de didmetro (California Fine Wire — CFW). Os fios foram cuidadosamente
afiados com tesoura, um a um, estendendo-os sobre madeira com uma fenda para encaixe de uma
das laminas da tesoura. Segurando firmemente nas duas pontas do fio, para evitar que entorte ao ser
cortado, cortou-se em angulo agudo para formacéo de uma ponta semelhante a um bisel de agulha.
Posteriormente, foi construido um molde em papel perfurado de acordo com planejamento realizado
para a estrutura anatdmica do hipocampo dorsal do rato utilizando o atlas de Paxinos e Watson
(PAXINOS; WATSON, 2007). Para a construgdo do molde foi utilizado equipamento especifico,
constituido por uma base fixa transladavel, com dois eixos com precisdo micrométrica (XY
Translation Stage Model 401, Newport, Irvine, CA, EUA) e uma furadeira de alta precisdo (Servo
Products Company Model 7000) com broca de cobalto de 0,7 mm de didmetro na ponta (Titex Plus,
Alemanha). Os fios foram entdo colocados no molde um a um, passando-os por duas folhas de
papel perfuradas, mantidas paralelas entre si. Apds o ajuste de todos os 32 fios em suas posicoes, 0
feixe foi colado com cola epoxi tornando-se firme e estavel, sem que os fios pudessem mover-se

entre si.

Paralelamente, uma placa plastica com trilhas metélicas condutivas para 32 fios, feitas sob
encomenda (Printed Circuit Boards - PCBoards) foi soldada a um micro-conector (Omnetics®) a ser
fixado na cabeca do animal (NICOLELIS et al., 2003). Cada um dos 32 pontos de solda foi testado
com auxilio de um multimetro, para confirmar a passagem de corrente em todos e a inexisténcia de

curto-circuito entre quaisquer pontos.

O feixe de fios foi entdo cuidadosamente posicionado sobre a placa plastica, onde foi colado na
posicdo desejada com cola de cianoacrilato. Sob visualizacdo ao microscopio, cada um dos fios foi
inserido em seu respectivo local da placa. Os fios foram entéo cortados e desencapados um a um na
ponta a ser conectada a placa com tinta metalica condutiva (High Purity Silver Paint, SP1 Supplies),
criando um circuito condutivo desde as pontas a serem implantadas no cérebro e os 32 pontos
machos do conector a ser fixado na cabeca do animal, que podem entdo ser conectados ao cabo
durante as sessdes de registro, ficando o animal livre nos demais momentos. Apds a conexao do
feixe a ser implantado, a matriz recebe o fio terra, que € soldado no local adequado da placa plastica,

onde situa-se sua trilha metalica.
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Apds montada e conectada a placa com tinta condutiva, a passagem de corrente por cada um
dos 32 fios da matriz € verificada inserindo-se os fios em &gua e passando-se corrente, canal por
canal, a partir do respectivo pino macho do conector. Pode-se observar pequenas bolhas de ar
formando-se ao redor da ponta do fio ligado ao respectivo canal do conector. Este processo permite
conferir se todos os fios estdo conectados aos canais planejados e se ndo ha curto-circuito na matriz.
Apds o teste em &gua a matriz é toda selada e protegida com cola epoxi, restando exposta apenas a
pequena parte a ser inserida no cérebro durante a cirurgia. A impedancia final de cada eletrodo é de
cercade 1,0 MQ a 1,0 kHz.

3.4. Procedimentos Cirurgicos

3.4.1. Anestesia

Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg) i.m. apds
inducdo inalatoria com halotano (5% em O, por 3 min seguido de manutencéo com 2% pelo tempo
que fosse necessario). Atropina (0,1 mg/kg) i.m. foi injetada logo ap6s a anestesia inicial para evitar
arritmia cardiaca e salivacdo excessiva. Para suplementacdo durante o procedimento cirurgico,
doses adicionais de cetamina i.m. foram administradas alternando entre as patas traseiras, sempre
que necessario de acordo com 0s seguintes critérios: a) tensdo na cauda, b) movimentacdo de
vibrissas, ¢) movimentacao de patas. Em poucos casos em que se notou tensdo muscular excessiva
apds 4 a 6 horas da anestesia inicial utilizou-se suplementa¢do com dose muito pequena de xilazina
(0,2 mg/kg).

3.4.2. Cirurgia

Apos verificacdo do estado anestésico inicial por pin¢ada na pata traseira sem que ocorresse
retirada da mesma, e da cauda sem que houvesse qualquer reflexo, os animais foram inteiramente
limpos com &lcool 70%, secos com ar pressurizado e tricotomizados na regido da cabeca, cuidando-
se para preservar as vibrissas. Em seguida foram colocados no aparelho estereotaxico para inicio da
cirurgia, de acordo com o seguinte protocolo: limpeza da pele na regido da cabeca com solucéo

iodada (Povidine) e alcool 70%, seguido de inje¢do subcuténea de anestésico local e vasoconstritor
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(lidocaina com xilestesina). Protecdo ocular com pomada oftalmica (Epitezan®) e gel hidratante
(KY®), com posterior cobertura com gaze. Incisdo na pele, da altura dos olhos até a altura das
orelhas. Retirada do peridsteo e leve raspagem do cranio. Pequenos sangramentos no cranio foram
contidos por leve raspagem adicional. Se necessario, foram estancados por cauterizacdo rapida.
Hidratacdo da musculatura e pele com gel hidratante. Marcacdo das janelas para implante das
matrizes e pontos para parafusos de sustentacdo e aterramento utilizando-se as coordenadas
estereotaxicas definidas na construcdo das matrizes (ver secdo 4.1.2.6). Realizacdo de pequenos
orificios no cranio para fixacdo de parafusos de sustentacdo e aterramento (quatro para implantes
unilaterais, trés para implantes bilaterais). Em seguida, realiza-se lentamente a abertura da janela
para o(s) implante(s). Toma-se cuidado para ndo superaquecer o local, portanto realizando-se o corte
da janela em etapas espacadas por alguns minutos. Para ndo danificar a dura-mater e para que nao
haja entrada de detritos no tecido nervoso, o corte das janelas € feito mais lentamente quanto mais
proximo do fim, conforme pode-se observar pela transparéncia da fina camada restante de 0sso.
Apds craniotomia em ambos os lados e limpeza da &rea com solucdo fisioldgica, o lado direito é
protegido com salina, espuma absorvivel (Gelfoam® Gelatina Absorvivel, Pharmacia) e gel-
hidratante (KY®). A dura-méter é retirada no local do implante com auxilio de uma pinca para
cirurgias oftalmoldgicas e agulhas levemente entortadas para formar pincas descartaveis. Apds a
lenta e cuidadosa retirada da dura-mater, para que ndo haja rompimento de vasos, a matriz € entao
rapidamente posicionada para evitar protrusdo tecidual devido a pressdo interna na caixa craniana.
Em seguida a matriz é lentamente inserida, com velocidade variando entre 1,25 e 2,5 um/s, com
auxilio de um micro manipulador hidraulico (David Kopf Instruments® Modelo 650). Quando a
matriz atinge a posicao final, os arredores dos eletrodos sdo protegidos com espuma absorvivel. A
fixagdo do conector ao cranio é realizada com cola cianoacrilato preta. Aterra-se a matriz nos
parafusos de suporte com tinta condutiva. O mesmo protocolo é entdo utilizado para o implante no
hemisfério contralateral. Ao término da cirurgia, solucao fisioldgica (NaCl 0,9%, 3 mL) foi injetada
i.p. para reidratacdo, massageando-se o ventre do animal para melhor absorcdo. Logo apos
despertarem, os animais foram tratados com 3 mL de analgésico via oral (Paracetamol - Tylenol
Crianca®, Janssen-Cilag) e mantidos em observagio por 24 horas. No dia seguinte cada animal foi
alojado individualmente no biotério, onde permaneceu em repouso por dez dias e durante o restante

do periodo entre experimentos.
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3.5. Registro comportamental e eletrofisiolégico

Os experimentos foram conduzidos em uma caixa de madeira de dimensdes internas 36 x 36 X
33 cm (comprimento x largura x altura) revestida com MDF preto. Esta caixa foi colocada dentro de

uma gaiola de Faraday, para isolamento elétrico e acustico.

Os animais foram filmados por cAmera de video (Panasonic wv-BP334) conectada a sistema
digital de aquisicdo de imagens (Ethovision XT®, Noldus Information Technology) durante as duas
horas de duracdo dos experimentos de registro. Um LED (Light-Emitting Diode) vermelho
posicionado no canto da caixa comportamental era acionado manualmente, cinco vezes a cada 30
minutos, enviando simultaneamente pulsos TTL (Transistor-Transistor Logic) para o sistema de

registro eletrofisiologico, permitindo sincronizar os sinais registrados ao video comportamental.

Devido ao pequeno tamanho dos conectores utilizados, para a conexdo destes ao cabo de
registro os animais foram anestesiados com halotano (5% em O, por 3 min seguido de 2% para
manutencdo, pelo periodo necesséario em cada caso). Apds o animal recuperar sua movimentagao
normal, cerca de 5 minutos apds os primeiros movimentos, esperou-se uma hora para evitar efeitos
do halotano no sinal eletrofisiologico (NISHIKAWA; MACIVER, 2000). Para o registro foi
utilizado um Multi-Channel Acquisition Processor (MAP®) da Plexon Inc. (Dallas, Texas, EUA)
com os programas Plexon Server® (v. 2.5.2, de 23 de janeiro de 2008, versio HLK2/MXI),
SortClient® (v. 2.5.2, de 23 de Janeiro de 2008) e OffLineSorter® (v. 2.8.3, 6 de Junho de 2006), da
mesma empresa'®. Entre o cabo de registro e o capacete do animal foi utilizado um pré-amplificador
(Plexon Headstage 0.8 Hz VVLSI AC Coupled, impedéancia de entrada 22 MQ a 1 kHz). Os sinais de
potencial de campo local foram digitalizados a 1 kHz e filtrados analogicamente com um filtro
passa-alto de dois polos a 0,7 Hz e um passa-baixo de quatro pdlos a 170 Hz. Os sinais de disparos
multi-unitarios foram digitalizados a 40 kHz, filtrados analogicamente com filtro passa-alto de 0,22

uF, 47kQ2 a 154 Hz, passa-baixo de 1uF 1802 a 8,8kHz e digitalmente com um passa alto de dois

'8 \Verses mais atuais utilizadas. No inicio do projeto foram utilizadas versdes anteriores.
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pdlos a 250 Hz. Apds o final de cada sessdo os animais foram novamente anestesiados com

halotano para desconectar o cabo de registro do capacete.

Os animais utilizados na Gltima etapa (n=3), i.e., registro do hipocampo durante o ciclo sono-
vigilia, foram registrados durante duas horas, por cinco dias consecutivos. Para evitar variagdes
devido ao ritmo circadiano, todos os registros foram realizados durante a fase clara do ciclo do
animal, entre as 13:00 e 16:00 h.

3.5.1. Analise de sinais

Os dados de potenciais de campo local foram diretamente importados em Matlab® (v. 7.6.0
R2008a). Os dados de disparos multi-unitarios foram reanalizados utilizando-se o programa Offline
Sorter® (Plexon Inc.) para ajuste da classificagdo de disparos (Spike Sorting, ver secdo 4.5.2.1) e
posteriormente importados em Matlab®, utilizando funcdes em Matlab® fornecidas pela Plexon Inc.
Os disparos multiunitarios foram classificados em unidades estatisticas que potencialmente
correspondem a neurdnios distintos. Para isso realizou-se inspec¢do visual do formato dos disparos
(Template Matching) conjuntamente com a técnica de Analise de Componentes Principais (ACP).
Dado que cada célula dispara potenciais com amplitude, duracdo e formato especificos, é possivel
agrupar os disparos registrados em um mesmo eletrodo como sendo de potenciais células distintas.
A ACP reduz a dimensionalidade ao calcular os componentes estatisticos responsaveis pela maior
parte da variabilidade. Em geral, os trés primeiros componentes, ortogonais entre si, explicam 95%
da variabilidade. Assim sendo, ao grafar no espaco bidimensional dos primeiros dois componentes,
ou tridimensional dos primeiros trés, pode-se observar cada disparo como um ponto no espaco
definido pelo(s) plano(s) dos componentes utilizados. Disparos semelhantes formam nuvens de
pontos que se separam de disparos distintos, e cada nuvem corresponde entdo a uma unidade. Soma-
se a estas duas avaliagdes, para melhor classificar os disparos como sendo de potenciais células
distintas, o intervalo entre disparos. Sabe-se que neurdnios apresentam um periodo refratario, ou
seja, um pequeno intervalo de tempo ap6s um disparo de potencial de agdo, no qual ndo podem
disparar novamente, devido principalmente a mecanismos de inativacdo temporaria de canais
ionicos apos a grande despolarizacdo do potencial de acdo. O intervalo entre disparos diversos
registrados com um determinado eletrodo é entédo utilizado conjuntamente & observacéo do formato
da onda e dos resultados da ACP para identificar disparos que ndo podem ser atribuidos a uma

mesma celula pois os intervalos s&o menores que o periodo refratario (1 ms). Para cada unidade
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registrada foi calculada: a taxa de disparo; a quantidade de salvas (bursts); o nimero de disparos por
salva; a razdo salvas/disparos simples e o intervalo médio entre disparos.

Os dados foram analisados em Matlab® utilizando-se uma combinacdo de funces padrdo de
Matlab®, rotinas escritas no laboratério e rotinas disponiveis na internet. Em especial, utilizou-se o
programa EEGLab (DELORME; MAKEIG, 2004; SCCN, 2008) para a Anélise de Componentes
Independentes (ACI, algoritmo runlCA) e para remocao de trechos dos registros de potencial de
campo local por inspecéo visual (ver se¢do 4.5.1) e do pacote Chronux (MITRA; BOKIL, 2008)

para parte das analises espectrais.

Para remogéao do ruido de movimento, foi aplicada ACI nos dados de potenciais de campo
local a cada 30 minutos de registro. A ACI decompde o sinal de um conjunto de canais em
componentes estatisticamente independentes. Como o ruido € independente dos padrGes
fisioldgicos, esta andlise tem sido utilizada para esta finalidade, com sucesso, por diversos
pesquisadores. Os resultados da ACI foram inspecionados observando-se o tracado de cada um dos

componentes e também o respectivo espectrograma.

Componentes contendo ruido, visualmente identificavel como tracados irregulares de enorme
amplitude quando comparado aos valores fisioldgicos nos tracados e também no espectrograma,
como faixas verticais de alta poténcia em diversas freqtiéncias, foram removidos. Os dados foram

entdo novamente inspecionados para deteccao de trechos remanescentes com problemas.

Como a ACI foi aplicada a cada 30 min de registro separadamente (pois 0 processamento
requer muita memoria RAM do computador), algumas diferencas foram observadas entre os
trechos. Para evitar influéncias deste efeito no resultado final, analisamos apenas um trecho de 30
minutos por animal (VVer Apéndice C), selecionando o que continha maior tempo de registro tanto

no SOL quanto no sono REM.

Calculos de espectro de poténcia e coeréncia foram realizados em janelas de 10 s usando
modelo Autorregressivo Vetorial (LUTKEPOHL, 1993) de ordem 25 com programa desenvolvido
em Python XY (Carlos Stein - Mestrado USP, em andamento).
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3.6. Classificacao do ciclo sono-vigilia

O estagiamento do ciclo sono-vigilia foi realizado visualmente, comparando-se os tragados
dos potenciais de campo local, os espectrogramas e o video do comportamento do animal. Os
estagios de vigilia ativa, quieta e autolimpeza (“grooming”) podem ser bem discriminados pelo
video. Adotou-se critério bem rigoroso para distinguir vigilia ativa de quieta, sendo a ativa aquela
com qualquer movimentagdo do animal, com excegao de breves e lentos movimentos de cabeca. A
vigilia ativa engloba portanto todos os comportamentos exploratorios, como caminhar, levantar,
apoiar na parede, farejar etc. A vigilia quieta corresponde a periodos de imobilidade ou de pouco
movimento, com alguns movimentos breves e lentos da cabeca. O comportamento de autolimpeza,
no rato, é bem caracteristico no video, sendo que o animal esfrega patas dianteiras na face e cabeca,
lambe o corpo e coca com as patas traseiras repetidamente. Pelo video também € possivel
discriminar bem os estagios de sono dos de vigilia, pois nos estagios de sono o animal encontra-se
deitado, de olhos fechados e geralmente imdvel. Entretanto, o video ndo permite discriminar os
estagios de sono de ondas lentas, sono REM e sonoléncia. Estes trés estagios sdo mais bem
discriminados pela inspecdo visual do tracado de potenciais de campo local e espectrogramas
simultaneamente com a observacdo do video. Utilizando-se estas trés informacgdes, pode-se
discriminar o sono de ondas lentas de todos 0s outros estagios pela presenca marcante de ondas de
alta amplitude e frequéncias variadas, facilmente identificaveis tanto no tracado quanto no
espectrograma. O estagio de sono REM pode ser identificado utilizando-se em conjunto as trés
medidas, pois caracteriza-se por periodos de imobilidade com presenca marcante de ondas teta no
tracado e no espectrograma. Especificamente, entre 0 REM e a vigilia ativa, difere o comportamento
do animal, imovel e deitado num caso e com muita movimentagéo no outro, e também porque no
REM observa-se quase que exclusividade do ritmo teta, sendo que na vigilia ativa observam-se
também oscilagdes de baixa freqiiéncia. Por fim, o estagio de sonoléncia foi classificado como um
periodo breve de transicdo entre a vigilia quieta e 0 sono de ondas lentas. Neste estagio, o animal
encontra-se totalmente imdvel, mas com tracado dos potenciais de campo local de amplitude
intermedidria, isto é, ainda ndo é observada a caracteristica marcante do sono de ondas lentas, 0s

potenciais de alta amplitude, mas tampouco se assemelha ao perfil da vigilia quieta.



EDUARDO EKMAN SCHENBERG 53

3.7. Eutanéasia e Perfusao

Para verificar se as matrizes foram implantadas corretamente, um dia ap6s o Ultimo registro, 0s
animais foram profundamente anestesiados com halotano (5% em O,) seguido de dose letal de
cetamina i.p. (300 mg/kg) para perfusdo transcardiaca. Apenas apds observacdo de anestesia
profunda por fortes pingadas na cauda, patas e externo, sem que se observe qualquer reagdo do
animal, a perfuséo foi iniciada com inje¢éo i.p. de 0,1 mL de heparina (100 Ul/mL) para evirar
coagulacdo sanguinea durante o processo. Em casos em que o animal demonstrou qualquer
sensibilidade, foram aguardados 5 minutos e caso a resposta tenha persistido, dose adicional de
anestésico foi aplicada e o procedimento repetido. O torax foi entdo aberto com tesoura de pontas
arredondadas e uma agulha foi inserida no ventriculo esquerdo. Com uma tesoura pontiaguda
realizou-se leve corte no atrio direito e o animal foi entdo perfundido com 300 mL de tampéo
fosfato-salina a 36 °C em pH 7,4, seguido de 300 mL de solucdo de sulfeto de enxofre (Na,S) a
0,1% tamponado a pH 7,4 a 4 °C e por fim 300 mL de solucéo de paraformaldeido 4% tamponado
em pH 7,4, a 4%. A perfusdo com solucdo fisiol6gica tamponada a temperatura ambiente destina-se
a remover o sangue preservando a0 maximo a estrutura dos vasos sanguineos. A solucéo contendo
sulfeto de enxofre é necessaria para a coloracdo de Neo-Timm e o paraformaldeido para
preservacdo do tecido (ver secdo 3.8 Histologia). Apds finalizacdo da perfusdo o animal foi
decapitado e o encéfalo cuidadosamente extraido pelo palato, para evitar danos na regido do
implante. O encéfalo e o cranio com as matrizes foram entdo cuidadosamente fotografados. O
encéfalo foi lavado em tampéo fosfato-salina a 4 °C por 24 horas, desidratado em solucdo de
sacarose 20% a 4 °C até que afundasse (aproximadamente 48 h) e entdo finalmente congelado a -80
°C para posterior corte em criostato. O cranio foi armazenado em recipiente plastico e mantido a 4
°C em geladeira.
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3.8. Histologia

3.8.1. Cortes em criostato

Os encéfalos congelados em gelo-seco foram transportados até o departamento de
Psicobiologia da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), que gentilmente cedeu o criostato
para a realizacdo destes experimentos. O encéfalo foi cuidadosamente retirado do gelo-seco (- 80
°C) e imediatamente inserido no criostato (- 20 °C). Em seguida esperou-se 10 minutos para
aclimatacdo. Apos este intervalo, a base da medula e do cerebelo foram cortados com bisturi para
aplainar a superficie a ser colada ao suporte do criostato. O encéfalo foi fixado a base do suporte
com cola especial para tecidos (Tissue-Tek®™) e entéo cortado seqiiencialmente em fatias de 50um
de espessura. As partes frontais ao hipocampo foram utilizadas para alinhamento do encéfalo nos
eixos DV, ML e AP. A partir do ponto em que os ventriculos laterais se unem, todos os cortes foram
coletados até o final da regido de implante, totalizando 72 cortes dispostos em 12 laminas para cada
animal. Os cortes foram montados em laminas previamente gelatinizadas e mantidas a temperatura

ambiente até 0 momento da coloracéo, realizada no Laboratorio Cesar Timo-laria.
3.8.2. Coloracgao

Para localizacdo precisa dos fios nas subareas do hipocampo foram testadas duas coloraces e
combinacdes entre elas: Coloragdo de Nissl (Cresil Violeta) e de Neo-Timm. De acordo com os
resultados iniciais em animais sem implante (ver secdo 4.4) foi escolhida a combinacdo da
coloracdo de Neo-Timm (SLOVITER, 1982) com Nissl. A técnica de Neo-Timm é de grande
utilidade na colorag&o de cortes de hipocampo, pois marca fibras contendo zinco pela reacdo com a
prata. Uma vez que as fibras musgosas do giro denteado s&o ricas em zinco e que inervam
exclusivamente CA3, esta coloragdo permite discernir com clareza os campos CA3, CA2 e CAL.
Para maior detalhamento, as laminas foram contra-coradas com cresil-violeta (coloracao de Nissl),
que marca os corpos celulares em violeta, dando maior destaque a camada piramidal (ver segdo 4.4).
Apos a coloracdo as laminas foram desidratadas e montadas com balsamo do Canada e cobertas
com laminulas de vidro. Apds 48 horas de secagem, as laminas foram limpas com xilol para

remocao de excesso de balsamo do Canada e entdo fotografadas digitalmente.
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3.8.3. Localizac&o dos canais

Foi realizada uma foto de cada hemisfério de cada corte utilizando um microscépio Axioskop
40® (Carl Zeiss Inc.) com lente A-Plan® 2,5x/0,06 (Carl Zeiss Inc.) acoplado a uma camera
fotogréafica (Canon PowerShot® A620), controlada remotamente pelo programa Axiovision 4.5°
(Carl Zeiss Inc.), totalizando 144 fotos por animal. Para a correta localiza¢do dos fios e identificacéo
dos canais que registraram cada subarea do hipocampo, foi necessaria analise precisa das laminas
histologicas. Uma vez que os cortes sdo colocados manualmente nas laminas, ha grande diferenca
em suas orientacdes e posicionamentos. Para corrigir este desalinhamento entre uma foto e outra, as
imagens digitais foram alinhadas usando programa desenvolvido em Matlab®, utilizando-se dois
pontos da linha média de cada foto como referéncia: um na juncédo entre os hemisférios cerebrais e
outro onde a linha média encontra o corpo caloso. Apés o alinhamento, a localizagdo dos rastros de
cada fio foi feita visualmente utilizando-se a seqiiéncia completa de fotografias digitalmente
alinhadas, uma vez que os cortes ndo ficam perfeitamente paralelos & matriz, havendo diversos
rastros de fios que aparecem em varias ldminas. Para auxiliar na identificacdo dos canais, devido a
possiveis angulacbes ou fios que entortaram durante o implante, também foi inspecionado,

juntamente com a histologia, o cranio contendo os fios apds a retirada do encéfalo.
3.9. Estatistica

As analises estatisticas foram todas realizadas utilizando-se apenas o Ultimo dia de registro de

cada animal, com o programa SPSS® (v. 16.0).

Para inclusdo dos disparos multiunitarios na analise estatistica foram adotados os critérios, por
unidade, de no minimo 50 disparos registrados e taxa de disparo média menor ou igual a 2,5 Hz. O
ndmero minimo de disparos é necessario para que se tenha uma amostra razoavel para a analise
estatistica. A freqliéncia média é utilizada para distinguir possiveis células piramidais de
interneurénios, que disparam a freqiiéncias maiores. Os dados foram analisados considerando-se
unidades isoladas dos trés ratos conjuntamente. Foi utilizada ANOVA de duas vias com medidas
repetidas: area (CA1, CA2, CA3) como fator categorico e estagios do ciclo sono-vigilia (VA, VQ,

AL, Son, SOL e REM) como fator de medidas repetidas. Em casos de interagdo significativa,
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avaliada pelo teste de Wilk’s Lambda, foi entdo realizada uma ANOVA de uma via para cada
estagio do ciclo, com corre¢do de Bonferroni para compara¢fes multiplas, i.e., multiplicou-se o p
valor de cada ANOVA por 6 mantendo-se o nivel de significancia em 5% (0,05). Apds as
ANOVAS de uma via que resultaram significativas foi realizado teste a posteriori de Bonferroni
para comparar as trés areas em pares. Em casos em que a ANOVA de duas vias ndo resultou em
interacdo significativa entre area e estdgio, foram apenas avaliados os fatores area e estagio, com

teste a posteriori de Bonferroni quando apropriado.

Os resultados da analise de coeréncia foram analisados separadamente por rato e por hemisfério
(direito e esquerdo). Para que os resultados ndo fossem afetados por diferentes localizacdes de fios
em cada regido, procurou-se selecionar os melhores canais de cada regido de maneira que a posic¢éo
dos mesmos fosse semelhante entre os trés ratos. Apos a selecao de apenas um canal por regido, foi
utilizada ANOVA de duas vias com medidas repetidas: area (CAl1-2, CA1-3, CA2-3) como fator
categdrico e estagio do ciclo sono vigilia como fator de medidas repetidas (SOL e REM). Em casos
de interacdo significativa, avaliada pelo teste de Wilk’s Lambda, foi entdo realizada uma ANOVA
de uma via para cada estégio do ciclo, com correcao de Bonferroni para comparagdes multiplas, i.e.,
multiplicou-se o p valor de cada ANOVA por 2 mantendo-se o nivel de significancia em 5% (0,05).
Apb6s as ANOVAS de uma via que resultaram significativas foi realizado teste a posteriori de
Bonferroni para comparar as trés areas em pares. Em casos em que a ANOVA de duas vias ndo
resultou em interacdo significativa entre area e estagio, foram apenas avaliados os fatores area e

estagio, com teste a posteriori de Bonferroni quando apropriado.

Para cada par de regifes (CA1-2, CA1-3, CA2-3) em cada hemisfério foi realizada comparacédo
estatistica entre trés bandas de frequéncia (Teta (6 a 12 Hz), Gama Lento (30 a 50 Hz) e Gama
Répido (90 a 110 Hz)) e dois estagios (SOL e sono REM) novamente com ANOVA de duas vias
com medidas repetidas: estagio como fator categdrico e banda como fator de medidas repetidas.
Casos de interagdo significativa foram sucedidos de ANOVA com corre¢do de Bonferroni (p valor
multiplicado por dois) e teste a posteriori de Bonferroni para as trés bandas. Em casos em que a
ANOVA de duas vias ndo resultou em interacdo significativa entre area e estagio, foram apenas

avaliados os fatores estagio e banda, com teste a posteriori de Bonferroni quando apropriado.
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4. Resultados

“Cada etapa alcangada torna-se preparacao para uma seguinte”
Biscoito da sorte chinés

4.1. Eletrodos

4.1.1. Matrizes importadas

Inicialmente foram utilizadas matrizes de eletrodos construidas na Duke University (Figura
5), para aprendizagem das técnicas cirurgicas e de registro.

Figura 5 - Matrizes de eletrodos construidas na Duke University por Gary Lehew,
utilizadas no inicio do trabalho, para treinamento cirlrgico e de registro. Os fios foram
dispostos em arranjo 2 x 16 com espacamento de 300 um em ambas as direcBes. As
matrizes foram colocadas sobre uma moeda brasileira de 5 centavos que serve como
referéncia de tamanho na foto.

Métodos
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4.1.2. Construcéo de eletrodos

4.1.2.1. Perfuracdo dos moldes em papel

O primeiro passo na construcdo das matrizes é fazer o molde. Este é feito de folhas de papel,
que sdo perfuradas nas posicoes e distancias desejadas com auxilio de equipamento especifico e de

alta preciséo (Figura 6 e secéo 3.3).

Figura 6 - Equipamento utilizado para realizacdo de furos em folhas de papel, que servem de
molde para construgdo das matrizes. O equipamento possui dois eixos com precisdo
micrométrica, permitindo movimentar a base que apdia as folhas de papel em dois sentidos. A
cada posicdo desejada utiliza-se a broca para perfurar diversas folhas do bloco, criando entéo
moldes idénticos.

4.1.2.2. Corte dos fios em bisel

Os fios foram cortados um a um em &ngulo para realizagdo do bisel (ver se¢do 3.3), 0 que

facilita a penetracéo do tecido (Figura 7).
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Figura 7 - Foto de fio antes de cortar em bisel (esquerda) e apds o corte (direita). A formagdo da ponta facilita a
penetracdo no encéfalo.

4.1.2.3. Montagem do feixe de fios

Cada fio é colocado em sua posi¢do, passando nos furos equivalentes nas duas folhas

paralelas do molde (Figura 8).

Figura 8 - Fios posicionados em um molde de arranjo 4 x 8 com
espagamento de 300 um em ambas as direcoes.

Resultados
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O feixe € entdo ajustado na profundidade desejada e os fios colados entre si (Figura 9) (ver

se¢do 3.3).

Figura 9 - Fixacdo dos fios em um feixe fixo, utilizando-se cola epoxi.

4.1.2.4. Montagem do conector e da placa

O micro-conector (Omnetics®) é encaixado na placa e os pinos soldados um a um (ver secéo
3.3) (Figuras 10, 11 e 12).

Figura 10 - Placa de pléstico perfurado com trilhas metélicas condutivas (esquerda) e micro conector Omnetics®
ja encaixado na placa (direita) para montagem de matrizes de eletrodos.
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Figura 11 - Detalhe do encaixe entre o conector e a placa antes de solda-los

Figura 12 - Detalhe de soldas entre o conector e a placa.

Resultados
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4.1.2.5. Insercdo e conexdo dos fios na placa

O feixe de fios foi colado na placa, e cada fio passado em seu respectivo furo (Figura 13).
Em seguida, todos os fios foram cortados (na extremidade oposta aquela a ser implantada),
desencapados e conectados a placa com tinta condutiva.

Figura 13 - Fios colados na placa, com os primeiros j& passados em
seus respectivos furos.

4.1.2.6. Modelos de Matrizes utilizados ao longo do trabalho

As primeiras matrizes foram construidas em arranjo 4 x 8 com espagamento de 300 um, ou
seja, 4 fileiras e 8 colunas formando um retangulo. Posteriormente foram planejadas matrizes
especificas para o hipocampo, com desenho mais complexo, posicionamento 4 x 5, espacamentos

variados e posi¢des com pares de fios, de acordo com os esquemas das Figuras 14 e 15 e Tabela 1.

Tabela 1 — Modelos e quantidades de matrizes construidas ao longo do projeto.

Modelo | Arranjo Distancia entre fios Comprimento Fios em pares | Quantidade
(um) (mm)
1 4x8 300 5 Nao 18
2 4x5 300 3,4 Sim 2
3 4x5 300, 400, 500* 3,4 Sim 7

*Ver Figuras 14 e 15 para maiores detalhes.
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Figura 14 - Plano arquitetdnico de matriz para o hipocampo, vista superior. Os fios sdo dispostos em 20
posicdes, organizadas em 4 fileiras no sentido AP e 5 colunas no sentido ML. As trés colunas intermediarias de
cada fileira sdo ocupadas por dois fios (marcadas com nimero 2 no esquema). As coordenadas representadas a
direita referem-se ao fio mais medial de cada fila do hemisfério direito, sendo os demais posicionados de acordo
com as distancias representadas, tanto no eixo AP quanto no ML. A — Anterior. P — Posterior. M — Medial. L —
Lateral. AP — Antero-posterior. ML — Médio-lateral.

Figure 54

Figure 57

rnep——

Figura 15 - Plano arquiteténico de matriz para o hipocampo, vista coronal. Esquema representado sobre imagens
do atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 2007). Em azul os fios destinados a CA1 e CA2, em
vermelho os destinados a CA3. Cada imagem representa uma das fileiras AP da matriz.

4.2. Animais

Durante a execucdo deste trabalho foram utilizados, ao todo, 60 animais. O trabalho foi
conduzido em diversas etapas, e muitos testes foram realizados, tanto cirtrgicos quanto histoldgicos

e também comportamentais. A Tabela 2 mostra a quantidade de animais utilizada em cada etapa.

Resultados
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Tabela 2 — Quantidade de animais utilizados por etapa do trabalho. Com excecdo dos 4 animais da etapa de
registro do ciclo sono-vigilia, todos os demais implantes foram realizados unilateralmente.

M1 HPC M1 HPC .
. . Registro
com com sem sem Histologia | Comportamento . Total
sono-vigilia
dura dura dura dura
6 5 2 8 5 30 4 60

4.3. Cirurgia, perfusao e remocao do encéfalo

O resultado de cirurgias sem retirada da meninge é ilustrado a seguir e mostra encéfalo com

aprofundamento no local do implante (Figura 16) (ver também secéo 4.4.2).

2,0 mm 1,0 mm

Figura 16 - Fotografias de encéfalo apds implante com a dura-méter. Ocorreu pronunciado aprofundamento do
tecido cortical, com apenas algumas marcas de fios que penetraram o tecido, visiveis mais claramente na

ampliagdo a direita.
A adocédo de matrizes com fios sobrepostos € com maior espacamento (ver se¢do 4.1.2.6),
realizacdo cuidadosa de bisel e cirurgia com retirada da dura-méter solucionaram o problema do

aprofundamento tecidual, como pode-se observar na Figura 17.
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Figura 17 - Encéfalo com implantes bilaterais e minimizacéo da
pressdo tecidual causada pelas matrizes. Este resultado foi obtido
em cirurgia retirando a dura-mater, com matrizes com

espacamento maior que 300 um e sobreposicdo entre os fios, que
foram previamente afiados.

Apos a retirada do encéfalo, a calota craniana foi inspecionada (Figura 18), bem como as

matrizes, para observacéo do posicionamento dos fios (Figura 19).

Figura 18 - Vista inferior da calota craniana apds remocao do encéfalo. Pode-se observar
as duas matrizes de eletrodos razoavelmente bem preservadas, mesmo ap6s todo o
processo de implante, sobrevida do animal, sacrificio e remocdo do encéfalo. Visivel
também, em ambos os hemisférios, um pouco de tecido nervoso aderido a base do cranio.
Esta perda foi muito dificil de evitar, pois esta parte fica aderida a dura-maéter, ao cranio e
aos fios, causando um dano visivel também na histologia.

Resultados
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Figura 19 - Detalhe de duas matrizes ap6s remocéo do encéfalo, vistas lateralmente. Nota-se o paralelismo das
quatro fileiras ainda bem preservado em ambas, bem como os diferentes comprimentos dos fios. Este resultado
facilita a localizacdo dos fios na histologia. Eventuais fios entortados também podem ser rastreados com maior
clareza ao se observar conjuntamente a matriz na calota craniana e as fotografias histolégicas alinhadas.

4.4. Histologia
4.4.1. Testes iniciais

Para visualizagdo do hipocampo, inicialmente foram feitos testes com a técnica de Nissl

(Cresil Violeta), Neo-Timm e combinacdes entre elas.
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4.4.1.1. Nissl (Cresil Violeta)

Figura 20 - Fotografia de corte coronal de hipocampo (aumento 2,5 x) corado com a
técnica de Nissl (Cresil Violeta). Esta técnica é muito utilizada pelo fato de marcar bem
0s corpos celulares, pela sua simplicidade e baixo custo. Entretanto, como pode-se
observar na fotografia, fica dificil determinar as bordas entre CAl, CA2 e CA3. Em
especial, fica muito dificil definir onde é CA2.

Resultados



68
4.4,1.2. Neo-Timm

Figura 21 - Fotografia de corte coronal de hipocampo (aumento 2,5 x) corado com a
técnica de Neo-Timm. Esta técnica é Gtil em coloracdes do hipocampo pois marca em
marrom/preto as fibras musgosas do GD. Esta marcacao auxilia muito na definicdo do
campo CAZ2, localizado exatamente onde estas fibras se afunilam. Porém, a coloracédo
ndo marca os corpos celulares, e a camada piramidal aparece como uma faixa estreita
pouco corada.

4.4.1.3. Combinacdo de Neo-Timm com Cresil-Violeta

Figura 22 - Fotografia de corte coronal de hipocampo (aumento 2,5 x) corado com as técnicas de Neo-Timm e
Cresil Violeta, a direita. Na esquerda esquema do Atlas de Paxinos e Watson (1997) para referéncia. A
combinacdo de ambas as técnicas de coloracéo facilita identificar CA2, a area onde as fibras musgosas afinam e
a camada piramidal é mais espessa.
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4.4.2. Aprofundamento tecidual

Figura 23 - Fotografias de cortes de hipocampo (aumento 2,5 x) com coloragdo de cresil violeta. O implante foi
realizado no hemisfério direito (fotografia a esquerda), sem retirada da dura-mater. Ocorreu pronunciado
aprofundamento tecidual, com achatamento de toda a estrutura neocortical e também do hipocampo, sem que
sejam visiveis rastros de fios que tenham penetrado o tecido. A foto da direita é do hemisfério contralateral ao
implante e serve como referéncia do resultado cirdrgico no hemisfério direito (foto a esquerda).

4.4.3. Alinhamento de fotografias

Figura 24 - Fotografias (aumento 2,5 x) seqlienciais de oito cortes do HPC direito. As imagens A-H de indice 1
sdo antes do alinhamento. Com indice 2 sdo as mesmas ap0s alinhamento e corte da imagem, centrando no HPC.
Todas na mesma escala (ver H2). As linhas vermelhas marcam a linha média do encéfalo, e servem de referéncia
para os problemas de translagdo e rotacéo entre as fotos.
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4.4.4. Localizacao de canais

Figura 25 - Fotografias de cortes de hipocampo (aumento 2,5 x) mostrando panorama de implante com retirada
da dura-mater, utilizacdo de matrizes customizadas e colora¢do combinada de Neo-Timm com Cresil-Violeta.
Pode-se observar boa preservagdo da estrutura cortical, com alguma perda tecidual no neocoértex, devido
principalmente ao procedimento de remocéo do encéfalo, e ndo do implante per se.



EDUARDO EKMAN SCHENBERG 71

Figura 26 - Fotografias de cortes de hipocampo (aumento 2,5 x) ilustrando fios em CA1l (A, B), CA2 (C, D),
CA3 (E, F) e fios que ficaram fora do hipocampo (G, H) em ambos os hemisférios. As setas indicam a posicéo
das pontas dos fios, determinadas inspecionando-se todos os cortes e localizando a posi¢cdo mais profunda

encontrada para cada fio.
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4.5. Andlise de sinais

4.5.1. Potenciais de campo local

45.1.1. Inspecéo visual

Identificamos a presenca de ruidos e aparentes falhas em alguns dos 64 canais de cada animal
(Apéndice A) possivelmente de causa técnica, que foram desconsiderados para qualquer analise

posterior (ver exemplo em vermelho nas Figuras 27 e 28).

Outros canais apresentavam bastante ruido de movimento, especialmente em épocas em que 0
animal se movimentava bastante na caixa de registro, ruido este que aparecia simultaneamente em

diversos canais (ver exemplos em preto nas Figuras 27 e 28).

4.5.1.2. Remocdao de ruidos e artefatos

As figuras 29 e 30 mostram espectrogramas de um canal com pouco ruido e com muito
ruido, respectivamente. O ruido da rede elétrica é bem identificavel como uma linha horizontal de
freqiiéncia fixa ao longo de todo o tempo de registro, enquanto o ruido de movimento é

caracterizado por linhas verticais, espalhadas na freqliéncia, porém restritas no tempo.
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Figura 29 - Espectrograma de um canal com pouco ruido, tanto de
movimento quanto de rede elétrica.
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Figura 30 - Espectrograma de um canal com ruido, tanto de movimento quanto
de rede elétrica.

Na figura 31 pode-se observar um tracado de registro e os respectivos componentes da ACI
no mesmo periodo.
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Figura 31 - Tracados de trecho de 25 minutos de um canal com ruido (esquerda superior, dentro da moldura
com eixos) e dos 15 componentes da ACI resultante realizada em combinagdo com mais 14 canais. O
componente 1 (esquerda superior) contém quase todo o ruido, preservando de maneira consideravel o sinal nos
demais momentos. Os componentes seguintes (da esquerda para a direita, trés por linha) contém a maioria da
informagdo fisioldgica, com alguns remanescentes de ruido em todos os componentes.

Nas Figuras 32 e 33 pode-se observar os espectrogramas dos componentes da ACI, em uma

mesma escala e em escalas individuais, respectivamente.
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Figura 32 - Espectrogramas de 15 componentes da ACI na mesma escala de cor. Os componentes 1 a 5 possuem
espectro de poténcia muito mais forte que os demais. A maior parte do ruido de movimento encontra-se no
primeiro componente, observivel como faixas verticais, de freqiiéncias variadas, porém especifico no tempo.
Faixa horizontais visiveis no componente 5, por exemplo, sdo tipicas de ruido de linha de transmissdo de
energia, pois tém frequiéncia bem restrita (60 Hz e harmonicos) e constancia ao longo do tempo.
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Figura 33 - Espectrogramas de 15 componentes da ACI em escalas de cor individuais, para melhor visualizacéo
de padrdes intrinsecos de cada componente, em especial dos Gltimos (fileira inferior).
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Na Figura 34 pode-se observar os tragados e espectrogramas de um canal e dois

componentes que continham o ruido.
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Figura 34 - Tracados e espectrogramas de um canal e dois componentes que continham ruido em um trecho de
400 s. Nesta figura fica clara a simultaneidade entre os ruidos nos tracados e as faixas verticais nos
espectrogramas. Notar que a amplitude do componente 14 estd em escala distinta, enquanto o0s trés
espectrogramas estdo em mesma escala. O componente 1 novamente contém a maior parte do ruido, também
visivel no componente 14,
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A Figura 35 mostra o tragado e 0 espectrograma de um trecho com ruido antes da ACI, e a

Figura 36 apds a remocdo dos componentes com problemas.

Amplitude (mV)
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50 100 150 200 250 300 350 400 450
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Figura 35 - Tragado e espectrograma de trecho de 500 s com ruido de movimento e de linha (60 e 180 Hz) antes
da ACI.
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Figura 36 - Tracado e espectrograma de trecho de 500 s com ruido de movimento e de linha (60 e 180 Hz) apos
a ACI. O gréfico inferior representa a area em destaque do grafico superior, em maiores detalhes na escala de

tempo.
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As Figuras 37 e 38 mostram o resultado de analise de correlacdo entre canais sem ruido e

com ruido antes e depois da ACI, respectivamente.
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Figura 37 - Correlacéo entre quatro canais antes da ACI. Os canais 1 e 2 ndo continham ruido, os canais 3 e 4
sim. Em azul os resultados em trechos considerados sem ruido pela inspegdo visual. Em vermelhos para trechos
com ruido. Os correspondentes coeficientes de correlacéo estéo dispostos em cada grafico.
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Figura 38 - Correlagéo entre quatro canais ap6s a ACI. Os canais 1 e 2 ndo continham ruido, os canais 3 e 4 sim.
Em azul os resultados em trechos considerados sem ruido pela inspecdo visual. Em vermelhos para trechos com

Trechos sem ruido

0.5
1 s
0
’ r=0,8966
0.5
Canal 2
0.5
%
01 eSS
. --_"?
= r=0,9456
0.5
Canal 4
0.5
g 3 AR
Of . commumiiBIINGR>
il r=0,7727
0.5
Canal 3
0.5
. -5"‘\.’”
o .-u-.,eM -
w RERT r=0,8250
05 :
02 0.1 0.2

0
Canal 4

82
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ruido. Os correspondentes coeficientes de correlagdo estdo dispostos em cada grafico.

4.5.2. Disparos Multiunitarios

4.5.2.1. Classificagdo em unidades (Spike Sorting)

Tabela 3 — Quantidade de unidades isoladas dos registros de disparos em cada regido, por animal.
No animal ES57, CA2 no hemisfério esquerdo néo foi atingido por nenhum eletrodo (representado

por “-).

Animal CAle CA2e CA3e CAld CA2d CA3d Total
ES57 12 - 22 4 5 15 58
ES59 17 7 1 0 2 7 34
ES60 7 0 17 2 1 15 42
Total 36 7 40 6 8 37 134




EDUARDO EKMAN SCHENBERG 83

Com os critérios adotados (ver se¢do 3.5.1) foram excluidas 11 unidades das anélises
posteriores, realizadas com o total de unidades de cada regido, considerando-se os dois hemisférios
de maneira conjunta, para os trés animais, conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4 - Quantidade de unidades analisadas estatisticamente,
considerando-se os dois hemisférios dos trés ratos avaliados.

CAl CA2 CA3 Total
39 10 74 123

4.6. Ciclo sono vigilia

4.6.1. Classificacdo dos estagios

Fotografias do aparato experimental podem ser vistas na Figura 39.

Figura 39 - Fotografias do aparato comportamental utilizado durante as sessdes de registro. O animal ficava em
livre movimentagdo dentro de uma caixa inserida em uma gaiola de Faraday maior com isolamento acustico e
eletro-magnético. A foto da esquerda mostra a gaiola aberta apenas para ilustragdo. A direita foto do sistema
como foi utilizado durante todas as sessdes de registro, fechado.

Resultados
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Exemplos de cada estagio comportamental e imagens dos respectivos registros de potenciais
de campo local conforme utilizados para estagiamento do ciclo sono-vigilia podem ser vistos nas
Figuras 40 e 41. Um espectrograma com indicacao dos respectivos estagios pode ser visto na Figura

42.

Figura 40 - Fotos representativas de cada estado comportamental. A partir da esquerda, fila superior: Vigilia
Ativa (VA), Vigilia Quieta (VQ) e Auto Limpeza (AL). Fila inferior: Sonolento (Son), Sono de ondas lentas
(SOL) e Sono REM (REM). A distincdo entre SOL e REM ndo é clara observando-se apenas o estado
comportamental, ainda mais por fotografias. Na observacdo do video nota-se a atonia muscular no REM
conforme o animal vai ficando mais relaxado, por vezes caindo para o lado. Para classificacdo precisa destes
estagios, foi utilizada a combinacdo com a observacéo dos tracados (Figura 44) e também dos espectrogramas
(Figura 45).
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Figura 42 — Pelos padrdes dos espectrogramas, quatro estagios podem ser identificaveis.

4.6.2. Duragéo dos estagios

A duragdo dos estagios foi razoavelmente constante ao longo dos dias para os trés animais. A
Unica excecdo foi 0 animal ES57, que apresentou consideravel aumento no tempo de vigilia ativa no
altimo dia. O SOL ocupou acima de 45% do periodo de registro em todos os animais e dias de
registro, o que é esperado devido ao fatos de os registros terem sido realizados na fase clara do ciclo
luminoso de 12/12 h, sendo durante esta fase que os ratos passam a maior parte do tempo dormindo.
A duracdo do REM foi de cerca de 15% do tempo total, enquanto a vigilia ocupou ao redor de 40%,
somando-se a ativa, quieta e a autolimpeza. A duracdo de cada estagio, a cada dia de registro de

cada um dos trés animais esta sumariada nas Tabelas do Apéndice B.
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4.6.3. Descartes por ruido de artefato

O estado que mais perdeu tempo de registro foi o de vigilia ativa. Estas perdas foram
significativas, chegando a até cerca de 80% do periodo de vigilia ativa (ES59, dia 5, Tabela 2 do
Apéndice A), mas em geral ficou em torno de 10% para o animal ES57, 50% para o animal ES59 e
40% para o animal ES60. Também foram perdidos trechos consideraveis de registros em vigilia
quieta e autolimpeza. No entanto, durante os periodos de sonoléncia, SOL e sono REM foram
perdidos poucos trechos, devido principalmente a auséncia de movimentos nestes estados. Durante
0 SOL e o sono REM, observou-se que a grande maioria dos momentos em que houve ruido
ocorreu nas transigdes entre estados, quando o animal se movimenta e faz ajuste de postura. Os

valores exatos e porcentagens por dia e animal podem ser consultados nas Tabelas do Apéndice A.

4.6.4. Padrbes de disparo ao longo do ciclo

4.6.4.1. Taxa de disparo

A anélise estatistica com ANOVA de duas vias (area x estagio, sendo estagios considerados
como medidas repetidas) para a taxa de disparo indicou efeito significativo da interacdo entre area e
estagio (Fio232 = 4,465; p <0,01).

Foi entdo realizada ANOVA para cada estagio com correcao de Bonferroni, cujos dados estdo
sumariados na Tabela 5. A analise resultou significativa para os estagios de AL e de sono REM,
para os quais foi entdo utilizado teste a posteriori de Bonferroni entre as trés areas, revelando
diferenca significativa entre CA3 e CAL (Tabela 6). Os resultados podem ser visualizados no
Grafico 2 e também na Tabela 1 do Apéndice D.

Tabela 5 - Resultados da analise de variancia realizada para a taxa de disparo durante cada estagio do ciclo
sono-vigilia, entre as trés areas do corno de Ammon.

ANOVA VA vQ AL Son SOL REM
Taxa de F(Z,lZO):21714 F(2,120)24,633 F(2,120)=6,166 F(2,120)=2,100 F(2,120)20,286 F(2’120)26,423
disparo p=0,070 p=0,012* p=0,003* p=0,127 p=0,752 p=0,002*
P . 0,072 0,018* - i 0,012*
bonferroni

Resultados
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Tabela 6 - Resultados do teste a posteriori de
Bonferroni para a taxa de disparo durante os
estagios AL e REM.

Bonferroni | pvalor AL | pvalor REM
CA1 x CA2 1,000 1,000
CA1x CA3 0,003* 0,002*
CA2 x CA3 0,348 0,422

w6l Ll

p(int) < 0,001

. A

va
- AL
. son *
e Fl_l

- EREM

l

Taxa de disparo (média t e.p.)

CA2 CA3
Area

CAl

Graéfico 2 - Taxas de disparo por area e estagio do ciclo sono-vigilia (média +- e.p.). * indicam p < 0,05 entre
estagios de uma mesma area. Chaves abertas indicam as diversas barras abaixo, chaves com pontas redondas
indicam apenas uma Unica barra. # indica p < 0,05 entre areas para um mesmo estagio. VA = Vigilia Ativa, VQ
= Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de ondas lentas, REM = Sono REM.

4.6.4.2. Intervalo entre disparos

A analise estatistica com ANOVA de duas vias (area x estagio, sendo estagios considerados
como medidas repetidas) para o intervalo entre disparos indicou efeito significativo da interacdo
entre area e estagio (Fio218 = 12,114; p < 0,01). Foi entdo realizada ANOVA para cada estagio com
correcdo de Bonferroni, cujos dados constam da Tabela 7. A analise resultou significativa para os
estagios de SOL e REM, para os quais foi entdo utilizado teste a posteriori de Bonferroni entre as

trés areas, revelando diferencas significativas entre CAl e CA2, CA2 e CA3, mas ndo entre CAl e
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CAS3 (Tabela 8). Os resultados podem ser visualizados no Gréafico 3 e também na Tabela 2 do

Apéndice D.

Tabela 7 - Resultados da analise de variancia realizada para o intervalo entre disparos durante cada estagio do
ciclo sono vigilia, entre as trés areas do corno de Ammon.

Intervalo
entre VA vQ AL Son SOL REM
disparos
ANOVA F(2,118)=2,58 F(2,119)=4,508 F(2,120)=3,668 F(2,120)=1,313 F(2,120)=11,649 F(2,114)=26,75
1 p=0,080 p=0,013* p=0,028* p=0,273 P<0,001* P<0,001*
p bonf. - 0,078 0,168 - <0,01* <0,01*
Tabela 8 - Resultados do teste a posteriori de
Bonferroni para o intervalo entre disparos
durante os estagios SOL e REM.
Bonferroni | pvalor SOL | p valor REM
CA1 x CA2 0,014* <0,001*
CA1 x CA3 0,036* 0,322
CA2 x CA3 <0,001* <0,001*
p(int) < 0,001
: --\/A ......
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Gréfico 3 - Intervalos entre disparos por area e estagio do ciclo sono vigilia (média +- e.p.). * indicam p < 0,05
entre estigios de uma mesma éarea. Chaves abertas indicam as diversas barras abaixo, chaves com pontas
redondas indicam apenas uma Unica barra. #, $ e & indicam p < 0,05 entre areas para um mesmo estagio. VA =
Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de ondas lentas, REM =

Sono REM.
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4.6.4.3. Disparos em salvas

Houve variabilidade no nimero de unidades que dispararam por salvas em cada regido,

sendo as quantidades maiores durante a AL e 0 SOL (Tabela 9).

Tabela 9 — Quantidade de unidades de cada regido que dispararam em salvas (nimero
de unidades (%)), por estagio do ciclo sono-vigilia.

Area VA vQ AL Son soL REM
CA1 | 29(72,5) | 30(75,0) | 35(87,5) | 32(80) | 36(90) | 29 (72,5)
CA2 | 6(60) 6 (60) 10(100) | 7(70) | 7(70) 7 (70)
CA3 | 39(78) | 39(78) | 43(86) | 37(74) | 40(80) | 28(56)

A analise estatistica com ANOVA de duas vias (area x estagio, sendo estagios considerado
como medidas repetidas) para a proporcao de salvas e disparos simples indicou efeito significativo

da interacdo entre area e estagio (F1o234 = 2,934; p < 0,05).

Foi entdo realizada ANOVA para cada estagio com correcdo de Bonferroni. A analise
resultou significativa apenas para o estagio de SOL (Tabelal0), para o qual foi entdo utilizado teste
a posteriori de Bonferroni entre as trés areas, revelando diferenca significativa apenas entre CA3 e
CALl (Tabela 11). Os resultados podem ser visualizados no Gréfico 4 e também na Tabela 3 do
Apéndice D.

Tabela 10 - Resultados da analise de variancia realizada para a razdo entre salvas e disparos simples
durante cada estagio do ciclo sono vigilia, entre as trés areas do corno de Ammon.

SEICEMREETIE VA va AL Son soL REM
s simples
F(21120)=1,61 F(21120)=0,11 F(2,120)=1,80 F(2,120)=1,11 F(2'120)=8,17 F(2,120)=4,60
ANOVA 1 6 0 6 5 5
p=0,204 p=0,891 p=0,170 p=0,331 P<0,001* | p=0,012*
p bonferroni - - - - <0,01* 0,072

Tabela 11 - Resultados do teste a
posteriori de Bonferroni para a razdo
entre salvas e disparos simples durante
0 estagio de SOL.

Bonferroni p valor SOL
CA1 x CA2 1,000
CA1 x CA3 0,001*
CA2 x CA3 0,177
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Gréfico 4 - Razéo entre salvas e disparos simples por area e estagio do ciclo sono vigilia (média +- e.p.). *
indicam p < 0,05 entre estagios de uma mesma area. Chaves abertas indicam as diversas barras abaixo, chaves
com pontas redondas indicam apenas uma Gnica barra. # indica p < 0,05 entre areas para um mesmo estagio. VA
= Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de ondas lentas, REM
= Sono REM.

A anélise estatistica com ANOVA de duas vias (&rea x estagio, sendo estagios considerado
como medidas repetidas) para o nimero de disparos por salva ndo indicou efeito significativo da
interacdo entre area e estagio (Fip110 = 1,035; p = 0,420). O efeito de area também néo foi
significativo (F2s0 = 3,046 p = 0,055). Entretanto, o efeito de estagio do ciclo sono-vigilia foi
significativo (Fso14 = 3,646, p = 0,007). Analise a posteriori com teste de Bonferroni revelou
diferenca significativa apenas entre os estdgios de SOL e REM (p = 0,001, Tabela 12). Os
resultados podem ser visualizados no Grafico 5 e também na Tabela 4 do Apéndice D.

Tabela 12 — Resultados do teste a posteriori de Bonferroni (p valor) para a quantidade de
disparos por salva a cada estdgio do ciclo sono-vigilia, considerando as trés &reas

conjuntamente.
Bonferroni VA vQ AL Son SOL REM

VA - 1,000 1,000 0,826 0,513 1,000
vQ 1,000 - 1,000 0,948 0,603 1,000
AL 1,000 1,000 - 0,519 0,282 1,000
Son 0,826 0,948 0,519 - 1,000 0,121
SOL 0,513 0,603 0,282 1,000 - 0,001*

REM 1,000 1,000 1,000 0,121 0,001* -

Resultados
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Grafico 5 - Namero de disparos por salva, para cada area e estagio do ciclo sono vigilia (média +- e.p.). *
indicam p < 0,05 entre estagios de uma mesma area. # indica p < 0,05 entre areas para um mesmo estagio. VA =
Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de ondas lentas, REM =
sono REM.

4.6.5. Interacdes hipocampais ao longo do ciclo sono vigilia

4.6.5.1. Perdas devido aruido

As Tabelas do Apéndice C mostram, por animal, a quantidade de janelas de 10 s de duracéo
para cada estagio ap6s a remocdo de ruidos. A perda foi muito grande durante os periodos de vigilia,
e os periodos de AL e Son, que ja eram curtos, também ficaram com nimero muito pequeno de
janelas, pois a duragdo dos episodios é, geralmente, inferior & 10 s. Por este motivo a anélise de

coeréncia foi realizada apenas para os estagios de sono REM e SOL.
4.6.5.2. Analise de coeréncia

A analise de coeréncia entre os diversos campos do corno de Ammon em ambos 0S
hemisférios confirma os dados da literatura de que o ritmo teta é predominante na funcéo

hipocampal. Este fato evidencia-se tanto pelo valor elevado existente no espectro de poténcia na
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faixa do teta (6-12 Hz) quanto pelo pico existente na coeréncia nesta mesma faixa entre todos 0s
campos analisados, tanto no sono REM quanto no SOL (Gréficos 6, 7 e 8).
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“T609 40 160 9 40 160
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Gréfico 6 - Coeréncia entre os pares de regibes ipsi e contralaterais no SOL (vermelho) e no sono REM (verde)
para o animal ES57, entre 0 e 160 Hz. Acima e a esquerda, coeréncias do hemisfério esquerdo. Abaixo e a
direita, coeréncias do hemisfério direito. Abaixo a esquerda os pares contralaterais. Na diagonal os espectros de
poténcia de cada regido para os dois estagios analisados, em escala logaritmica.

O pico é geralmente maior e mais evidente durante o sono REM. Nas conexdes
contralaterais, 0 teta domina a coeréncia entre todas as estruturas, que € muito baixa nas demais
frequéncias. Nas conexdes ipsilaterais, além do pico evidente no teta, encontramos coeréncia
elevada entre CAL e CA2, nos trés animais, em diversas faixas de frequéncia. Este efeito foi mais
pronunciado no animal ES60, no qual a coeréncia entre CAl1 e CA2 é bem elevada em todas as

frequéncias analisadas (Graficos 6, 7 e 8).

Resultados
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Gréfico 7 - Coeréncia entre os pares de regifes ipsi e contralaterais no SOL (vermelho) e no sono REM (verde)
para o animal ES59, entre 0 e 160 Hz. Acima e a esquerda, coeréncias do hemisfério esquerdo. Abaixo e a
direita, coeréncias do hemisfério direito. Abaixo a esquerda os pares contralaterais. Na diagonal os espectros de
poténcia de cada regido para os dois estagios analisados, em escala logaritmica.

Os resultados da andlise estatistica realizada em trés faixas de frequéncia, teta (6 a 12 Hz),
gama lento (30 a 50 Hz) e gama réapido (90 a 110 Hz), que foi realizada apenas entre as estruturas
ipsilaterais, separadamente para cada animal, dado o pequeno nimero de animais registrados nas
condicdes finais (n = 3) podem ser observados nos Graficos 9 e 10 (ES57), 11 e 12 (ES59), 13 e 14
(ES60) e em detalhes nas Tabelas do Apéndice E.
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Gréfico 8 - Coeréncia entre os pares de regibes ipsi e contralaterais no SOL (vermelho) e no sono REM (verde)
para o animal ES60, entre 0 e 160 Hz. Acima e a esquerda, coeréncias do hemisfério esquerdo. Abaixo e a
direita, coeréncias do hemisfério direito. Abaixo a esquerda os pares contralaterais. Na diagonal os espectros de
poténcia de cada regido para os dois estagios analisados, em escala logaritmica.

Os resultados encontrados no Teta revelaram que a amplitude da coeréncia entre CA1-CA2
é significativamente maior que a coeréncia entre CA1-CA3 e entre CA2-CA3 nos dois estagios
avaliados (SOL e REM). Apenas no hemisfério direito do animal ES59 no sono REM a comparagéo
entre CA1-CA2 contra CA1-CAS3 ficou no limiar da significancia (p=0,051). A comparacao entre
CA1-CA3 e CA2-CA3 no teta mostrou alguns resultados discrepantes, ndo sendo significativa no
hemisferio direito do animal ES60 (Grafico 14) e no hemisfério esquerdo do animal ES59 durante o
sono REM (Gréfico 12), mas sendo significativa em todos 0s demais casos.

No Gama Lento, quase todas as comparagdes foram estatisticamente significativas, sendo
CA1-CA2 novamente maior que os demais em todos os animais. No animal ES57 ndo houve

interacdo entre areas e estagios nesta frequéncia, mas o efeito area foi significativo em todo 0s casos
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(Gréficos 9 e 10). Apenas no hemisfério esquerdo do animal ES59 no SOL que a diferenga entre
CA1-CA3 e CA2-CA3 ndo foi significativa nesta banda (Gréfico 11).
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Gréfico 9 - Resultados estatisticos e comparacdes das estimativas de coeréncia para o animal ES57 em trés
bandas de freqiiéncia durante o SOL. As comparacBes foram realizadas somente entre registros de pares de
regides ipsilaterais. # diferenca significativa entre areas ipsilaterais para uma mesma banda. O asterisco (*)
indica diferenca significativa entre bandas para uma mesma area, ambos com teste a posteriori de Bonferroni
com p < 0,05. Os valores exatos podem ser consultados no Apéndice E.
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Grafico 10 - Resultados estatisticos e comparagdes das estimativas de coeréncia para o animal ES57 em trés
bandas de freqliéncia durante o sono REM. As comparagdes foram realizadas somente entre registros de pares de
regides ipsilaterais. # e $ demonstram diferenca significativa entre areas ipsilaterais para uma mesma banda. O
asterisco (*) indica diferenca significativa entre bandas para uma mesma area, ambos com teste a posteriori de
Bonferroni com p < 0,05. Os valores exatos podem ser consultados no Apéndice E.
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Grafico 11 - Resultados estatisticos e comparacdes das estimativas de coeréncia para o animal ES59 em trés
bandas de freqliéncia durante o SOL. As comparagdes foram realizadas somente entre registros de pares de
regides ipsilaterais. # e $ demonstram diferenga significativa entre reas ipsilaterais para uma mesma banda. O
asterisco (*) indica diferenca significativa entre bandas para uma mesma area, ambos com teste a posteriori de
Bonferroni com p < 0,05. Os valores exatos podem ser consultados no Apéndice E.
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Gréfico 12 - Resultados estatisticos e comparacdes das estimativas de coeréncia para o animal ES59 em trés
bandas de freqliéncia durante o sono REM. As comparagfes foram realizadas somente entre registros de pares de
regides ipsilaterais. # e $ demonstram diferenga significativa entre areas ipsilaterais para uma mesma banda. O
asterisco (*) indica diferenca significativa entre bandas para uma mesma area, ambos com teste a posteriori de
Bonferroni com p < 0,05. Os valores exatos podem ser consultados no Apéndice E.

Resultados



98

1
ES60 - SOL:
B Tt
0.8 - [ Gama Lento
: [_]Gama Répido
g | gt
06 2 %=
5 #
@
£ o5
o * *
@
E §
O 0. ;
S° d —
*
0.2 i, ﬁ .
il
0.1
i 7 £ [#] 3
CAlx2e CAlx3e CA2x3e . CAlx2d CA1x3d CA2x3d
Area

Gréfico 13 - Resultados estatisticos e compara¢des das estimativas de coeréncia para o animal ES60 em trés
bandas de freqiiéncia durante o SOL. As comparacBes foram realizadas somente entre registros de pares de
regifes ipsilaterais. # demonstra diferenga significativa entre areas ipsilaterais para uma mesma banda. O
asterisco (*) indica diferenca significativa entre bandas para uma mesma &rea, ambos com teste a posteriori de
Bonferroni com p < 0,05. Os valores exatos podem ser consultados no Apéndice E.
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Grafico 14 - Resultados estatisticos e comparagdes das estimativas de coeréncia para o animal ES60 em trés
bandas de freqliéncia durante o sono REM. As comparagdes foram realizadas somente entre registros de pares de
regides ipsilaterais. # e $ demonstram diferenca significativa entre areas ipsilaterais para uma mesma banda. O
asterisco (*) indica diferenca significativa entre bandas para uma mesma area, ambos com teste a posteriori de
Bonferroni com p < 0,05. Os valores exatos podem ser consultados no Apéndice E.
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No gama répido todas as comparacGes foram significativas, sendo a coeréncia entre CA1-
CA2 maior que CA2-CA3 que por sua vez foi maior que em CA1-CA3 em ambos 0s estagios para

todos os animais e estagios (Graficos 9 a 14).

As comparagOes entre as trés bandas para cada par de regibes mostrou alguns resultados
conflitantes entre os animais. No animal ES57 o teta foi significativamente superior ao gama lento
que foi por sua vez superior a0 gama rapido, em todos os casos nos dois estagios (apenas entre
CA1-CA2 direito a interacdo ndo foi significativa, mas ambos os efeitos foram significativos,
Gréficos 9 e 10).

No animal ES59 ndo houve diferencas entre teta e gama lento e gama lento e gama rapido
entre CA2-CA3 esquerdo durante o SOL. No hemisfério direito ndo houve diferenca significativa
entre teta e gama rapido entre CA1-CA2 no SOL. No sono REM todas as diferencas foram

significativas (Gréaficos 11 e 12)

J& no animal ES60 a coeréncia no teta ndo foi superior ao gama lento em CA1-CA2 no
hemisfério esquerdo durante 0 sono REM e ao gama rapido no hemisfério direito durante o SOL.
N&o houve diferencas entre gama lento e gama rapido entre CA1-CA3 em ambos os hemisférios do
animal ES60 no SOL (Gréficos 13 e 14).
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5. Discussao

“O jogo da ciéncia é, em principio, interminavel. Quem decida, um dia, que os enunciados
cientificos ndo mais exigem prova e podem ser vistos como definitivamente verificados,
retira-se do jogo.”

Karl Raimund Popper - A l6gica da pesquisa cientifica

As técnicas utilizadas neste trabalho, em especial a construcdo e implante de matrizes de
multieletrodos em animais vivos, com registro simultaneo de potenciais de campo local em dezenas
de pontos e com registro de padrdes de disparo de duzias de células sdo relativamente novas na
neurociéncia. Os primeiros relatos de experimentos com matrizes de multieletrodos datam de cerca
de 20 anos atras (KRALIK et al., 2001; LEBEDEV; NICOLELIS, 2006; MILLER; WILSON,
2008; NICOLELIS; RIBEIRO, 2002). No Brasil, este trabalho €, sendo o primeiro a ser concluido,
um dos primeiros realizados com estas técnicas. No momento de inicio desta pesquisa ndo havia no
Brasil, nem mesmo na Ameérica Latina, sequer um Unico equipamento de registro como o que foi
utilizado, capaz de registrar simultaneamente disparos celulares e potenciais de campo local em
dezenas de canais. Também era desconhecida por aqui a técnica de construcdo de matrizes de
multieletrodos, sendo o laboratdrio de Neurociéncias Cesar Timo-laria, parceria entre a Associacéo
Alberto Santos Dumont para Apoio a Pesquisa (AASDAP) e o Instituto de Ensino e Pesquisa do
Hospital Sirio Libanés (IEP-HSL) o pioneiro a estabelecer esta técnica na América do Sul.

Com o intuito de minimizar o nimero de animais sacrificados, sempre que possivel, todos os
animais utilizados apenas para testes comportamentais foram reutilizados por outros estudantes do
laboratorio para aprendizagem das técnicas de perfusdo e histologia de seus respectivos projetos.
Devido a uma série de problemas técnicos e de tempo de execugdo, 0S experimentos

comportamentais realizados n&o foram incluidos na presente tese.

As primeiras cirurgias foram realizadas sem retirada da dura-mater. Esta abordagem foi
escolhida por causar menor exposi¢do do encéfalo ao ambiente externo, preservando o tecido, a
circulacdo sanguinea local e suas fungdes. Entretanto, devido a resisténcia criada pela meninge, a
flexibilidade dos fios e a pressdo que exercem como um feixe de espacamento relativamente
pequeno (300 um nestes testes iniciais), durante o implante observou-se grande pressdo sobre a

meninge e o encéfalo, sendo que o tecido ia lentamente cedendo e afundando, sem que houvesse a
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perfuracdo da meninge com penetracdo da matriz no tecido nervoso (Figuras 16 e 23). Nas cirurgias
subseqUientes este problema foi resolvido utilizando-se matrizes com espagcamentos maiores, fios
sobrepostos (ver Tabela 1) e retirando-se a meninge (Figuras 17, 25 e 26). Este processo pode
eventualmente expor em demasia o tecido nervoso, bem como mudar a pressdo e a circulacéo
localmente. Entretanto, como a estrutura em questdo localiza-se profundamente no cérebro, abaixo
do corpo caloso, estes possiveis fatores de interferéncia ficam minimizados neste estudo. Ademais,
foram tomadas precaucgdes durante a cirurgia, como a penetracdo da matriz esquerda imediatamente
apds a retirada da meninge e a protecdo do hemisfério direito com gelatina absorvivel e gel

hidratante, até 0 momento de inser¢do da segunda matriz.

Os resultados obtidos nas etapas iniciais, de construcdo de eletrodos, implantes cirlrgicos,
eutanasia, perfusdo, histologia e localiza¢do de canais foram satisfatérios. Foram obtidos implantes
que atingiram simultaneamente CA3, CA2 e CA1 biltaralmente, conforme necessario para

concluséo dos objetivos principais do estudo.

Os resultados da andlise de sinais eletrofisioldgicos revelaram uma série de dificuldades, em
grande parte devido a inexperiéncia do grupo com as técnicas utilizadas. Que tenhamos
conhecimento, este trabalho é o primeiro a ser concluido no Brasil com construcdo de matrizes de
multieletrodos e registro simultaneo de potenciais de campo local e disparos celulares em diversos
pontos do cérebro no animal em livre movimentacdo. O problema mais grave encontrado foi a
ocorréncia de ruido, em especial em épocas de movimentacdo do animal. Diversas precaugdes
foram tomadas na tentativa de se evitar este problema, razoavelmente comum na area da
eletrofisiologia e de solucdo ndo trivial. Cada matriz foi cuidadosamente testada para certificacéo de
que ndo havia curto-circuito e de que estava bem aterrada. A caixa de registro possuia blindagem
metalica, formando um gaiola de Faraday, bem como os pré-amplificadores foram aterrados a
gaiola. Ainda assim, ndo foi possivel eliminar o ruido, que chegou a contaminar grande parte das

épocas de vigilia, prejudicando os resultados consideravelmente.

A técnica de ACI, utilizada na tentativa de se eliminar o ruido, mostrou-se parcialmente
eficaz. Em épocas em que o ruido ndo é muito intenso, a ACI forneceu bons resultados, como pode-
se observar nas Figuras 37 e 38. A correlagdo entre sinais de potenciais de campo local em pontos

proximos (centenas de micrdmetros, com € o caso nestes experimentos) é alta, conforme esperado
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dada a natureza abrangente do sinal. Na Figura 37, a esquerda, em azul, pode-se confirmar esta
afirmacdo, no quadro superior, em que a correlagdo entre dois canais sem ruido (canal 1 e 2 na
figura) é proxima de r = 0,9. No segundo quadro, a correlacdo entre canais com ruido, porém em
trecho limpo, a correlacdo é semelhante. A direita, em vermelho, pode-se observar a correlagdo
entre os dois canais limpos em trecho que havia ruido em demais canais, também ao redor de 0,9.
No caso de dois canais afetados a correlacdo subiu para quase 1,0, dado que o ruido domina a
variabilidade do sinal e é simultaneo e idéntico nos canais afetados. Na coluna da direita, os dois
painéis inferiores revelam a baixa correlacdo entre canais limpos (1 e 2) e sujos (3 e 4) em trechos
com ruido, em torno de 0,1. Apds a ACI (Figura 38), pode-se observar que a correlagdo entre 0s
canais limpos em trechos limpos e sujos (fileira superior) se manteve, indicando que a ACI ndo
afetou outras caracteristicas do sinal. Na coluna da direita, em vermelho, a segunda linha mostra que
a correlacéo excessiva devido ao ruido simultaneo em dois canais diminuiu do quase 1,0 para 0,87,
proximo dos valores encontrados entre canais sem problemas de ruido. Por fim, a correlacéo entre
canais que antes estavam contaminados com ruido e canais que estavam limpos, que antes da ACI
era de cerca de 0,1 subiu para cerca de 0,7. Estes resultados indicam que a ACI foi eficiente em
remover o ruido dos canais contaminados tornando-os mais semelhantes aos canais limpos e sem

deturpar estes Ultimos, dado que a correlacdo entre eles se manteve.

Entretanto, em épocas que continham ruido de grande amplitude e longa duracdo, a ACI
remove praticamente todo o sinal registrado, deixando um trecho praticamente plano no sinal
(Figura 36, painel inferior). Com o descarte destes trechos a quantidade de sinal de periodos de
vigilia registrados diminuiu drasticamente. Esta diminui¢do impossibilitou a realizacdo das analises
de coeréncia durante estes estados, que portanto foi realizada apenas para os estados de SOL e sono
REM. Anélises mais finas que podem ser conduzidas futuramente, como a relacdo temporal entre
disparos unitarios e os potenciais de campo local também ficaram dificultadas durante os periodos

de vigilia.

Assim sendo, concluimos que € imperativo investigar em maiores detalhes a causa da
presenca deste ruido, possibilitando a resolucdo desta questdo antes da conducdo de novos
experimentos com 0 mesmo equipamento. Alguns testes neste sentido foram realizados durante a
execucao desta tese e apesar de ainda ndo serem totalmente conclusivos, apontam para a diferenca
de impedéancia de entrada do pré-amplificador (headstage) e dos eletrodos como possivel causa. O

ideal é que a impedancia de entrada do equipamento seja varias ordens de magnitude superior a
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impedancia dos eletrodos. No nosso caso, os eletrodos possuem impedancia ao redor de 1,0 MQ e 0
pré-amplificador ao redor de 22,0 MQ, ambos a 1,0 kHz. Esta diferenca estd muito abaixo do
recomendado, ao redor de 100x ou mais (NELSON et al., 2008). Esta hipdtese pode ser testada
utilizando-se pre-amplificadores mais modernos, com impedancia de entrada maior que 1,0 GQ,
que fornece melhores resultados (NELSON et al., 2008).

Os resultados de padrfes de disparo devem ser interpretados com cautela, levando em
consideracdo questdes especificas da classificacdo dos disparos em unidades. Grande parte da
literatura hipocampal em animais utiliza tetrodos, que fornecem separacdo mais precisa entre 0s
diversos disparos registrados por um mesmo conjunto de quatro fios por meio da diferenca no
formato da onda registrada entre eles. Isto ocorre pois as quatro pontas necessariamente se localizam
a distancias distintas da célula em questdo, afetando levemente o formato da onda registrada
(GRAY et al., 1995). Durante a conducdo desta tese foram aprendidas as técnicas para construgéo e
implante de tetrodos no laboratério do Prof. Dr. Pedro Maldonado, na Universidade do Chile.
Entretanto, os mesmos ndo foram utilizados neste trabalho por questdes técnicas, dado que ndo estdo
disponiveis no laboratério todos os equipamentos necessarios. Ainda assim, as técnicas aqui
utilizadas, i.e., registro com eletrodos individuais (single wires) e classificacdo de disparos (spike
sorting) por “template matching” e ACP foi utilizada com sucesso em diversos estudos anteriores,
incluindo registros hipocampais (PEREIRA et al., 2007; RIBEIRO et al., 2004; RIBEIRO;
NICOLELIS, 2004). A questdo da classificacdo de disparos em unidades é tema atual de longos
debates e controvérsias, havendo diversas técnicas atualmente disponiveis (FEE; MITRA;
KLEINFELD, 1996; HARRIS et al., 2000; LEWICKI, 1998; QUIAN QUIROGA; NADASDY;
BEN-SHAUL, 2004), mas ainda faltam estudos que de fato tenham comparado se a utilizacéo de

uma ou outra técnica de classificacdo influencia nos resultados estatisticos posteriormente obtidos.

A quantidade de unidades isoladas em cada area e animal variou muito (Tabela 3), em parte
ao posicionamento da matriz no estereotaxico, que é feito de maneira manual, e também em parte a
possiveis problemas técnicos. No animal ES59, por motivos de causa técnica ainda ndo muito bem
esclarecidos (ver Tabela 1 do Apéndice A, que mostra os canais excluidos por problemas nos
potenciais de campo local). Neste animal, todos os canais com problemas estavam no hemisfério

direito, e foram registradas muito poucas unidades neste mesmo hemisfério, apesar de os resultados
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histolégicos evidenciarem diversos eletrodos bem proximos da camada piramidal (exemplos na
Figura 26).

A andlise da taxa de disparos unitarios (Grafico 2) durante o ciclo sono-vigilia revelou perfil
semelhante entre as trés areas, sendo o perfil das células de CA1 e CA2 muito proximo durante
todos os estagios, enquanto taxas um tanto quanto reduzidas foram observadas em CA3 de maneira
geral. Nas trés areas as taxas foram superiores na vigilia, especialmente na vigilia ativa, quando
comparada ao estados de sonoléncia e sono (tanto SOL quanto sono REM). Este perfil que, nem
sempre é significativo, € um indicio que de fato a atividade neural diminui no hipocampo durante o
sono, a0 menos em situacGes de repouoso e sem ocorréncia de eventos comportalmentalmente
salientes. Estatisticamente, apenas durante os estagios de AL e REM foram encontradas diferencas
significativas entre areas (ver Gréfico 2, diferencas indicadas por #), sendo a taxa em CA3 inferior a
CAl e ndo havendo diferencas significativas com relacdo a CA2. Este resultado se deve
provavelmente ao pequeno ndmero de unidades registradas em CA2 (10) quando comparado a CAl
(39) e CA3 (74), uma vez que o perfil em CA2 e CAL € muito parecido. A analise do padrao de
cada area ao longo do ciclo revelou que a taxa de disparo em CAL € significativamente maior na
vigilia ativa quando comparada a todos os demais estagios, com excessdo da AL. A taxa de disparo
¢ maior na AL se comparada a todos os demais estagios, com excessdo da VA. Ndo foram
encontradas diferencas significativas em CAZ2, apesar do perfil muito semelhante a CA1l,
provavelmente devido ao nimero de unidades registradas em cada regido, bem menor em CA2 (10
unidades). Em CA3 a taxa na vigilia ativa é significativamente maior que em todos os demais
estagios e no REM significativamente menor. Estes resultados sdo um primeiro indicio de diferenca
funcional entre estas regides ao longo do ciclo, uma vez que a taxa de disparo € um dos mecanismos
de codificagdo neural historicamente mais estudado (FEDER; RANCK, 1973; RANCK, 1973).
Entretanto, a interpretacdo deste resultado deve ser feita com cautela, pois a taxa de disparo
sabidamente aumenta com a apresentacéo de estimulos sensoriais salientes, 0 que nao foi realizado
nestes experimentos. Ademais, a média calculada em um largo periodo de tempo néo revela os

padrdes temporais mais finos existentes durante o periodo de analise.

Para se avaliar estas questdes, foi entdo calculado a média dos intervalos entre disparos
(Gréfico 3). Este calculo permite avaliar ndo somente a quantidade de disparos em relacéo a duragéo
de cada estagio, mas também a relacéo temporal entre eles. De maneira geral (com excessdo de

CAZ2 durante 0 SOL e 0 REM), os intervalos estéo entre a faixa dos 100 a 250 ms, revelando que as
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células do hipocampo disparam em intervalos aproximados ao periodo do ritmo teta.
Interessantemente, foi encontrado perfil distinto para cada area examinada. CA3 possui intervalos
menores (abaixo dos 100 ms) que CAL (até 300-350 ms) e CA2 (até cerca de 700-800 ms) para
todos os estagios. Entretanto, esta diferenca € significativa apenas para o SOL e 0 sono REM.
Nestes estagios os intervalos em CA2 séo significativamente maiores que em CA3 e CAl,
chegando em torno dos 650 ms no SOL e 750 ms no sono REM. Em resumo, durante os estagios de
sono observou-se intervalos mais prolongados entre os disparos de CA2 e mais curtos em CA3. Isto
pode indicar uma diferenca funcional entre as alcas mais ativas durante a vigilia e o sono, sendo
talvez a participacdo de CA2 diferenciada entre vigilia e sono pelos intervalos entre disparos. Os
disparos curtos em CA3 durante o sono estdo relacionados as oscilagbes das sharp-waves
(BUZSAKI, 1986), e resta saber qual a influéncia destas oscilacdes de altissima frequéncia em CA2.
Neste trabalho ndo foi possivel investigar estas questdes, pois o filtro analdgico do sistema de
registro atenua frequéncias a partir dos 170 Hz, estando as sharp-waves acima desta faixa. Uma
possibilidade para o aumento dos intervalos em CA2 durante 0 SOL poderia ser a diminui¢do do
tonus colinérgico durante este estado. Entretanto, intervalos aumentados também foram observados
em CA2 durante o sono REM, quando o ténus colinérgico é alto, semelhante ao da vigilia, na qual
os intervalos foram menores. Assim sendo, o tbnus colinérgico ndo parece ser a causa das variacdes
nos intervalos de disparo em CA2. Futuros experimentos tendo como alvo a neurotransmisséo por
substancia P e adenosina podem ser (teis para se aprofundar estas questdes, assim como analises
mais finas avaliando-se cada unidade registrada ao longo do tempo, o que pode ser realizado com os

dados ja coletados.

Uma caracteristica tipica das células hipocampais é a ocorréncia de disparos em salvas
(RANCK, 1973), i.e., disparos consecutivos com intervalos muito curtos. Diversas defini¢cdes de
quanto seria o intervalo entre disparos hipocampais que poderiam ser considerados salvas estdo
presentes na literatura, variando entre 5 e 25 ms (BEAN, 2007; HARRIS et al., 2001; LISMAN,
1997; RANCK, 1973). Adotamos aqui um critério intermediario de 10 ms como intervalo méaximo
entre disparos consecutivos para que fossem considerados como uma salva. Este intervalo esta

dentro da faixa descrita na literatura como coincidente com a constante de tempo da membrana®®, o

19 A constante de tempo é importante para que potenciais pds-sinapticos, tanto excitatérios quanto inibitorios,
possam exercer efeitos somatérios na célula pos-sindptica, influenciando as oscilagbes do potencial de
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periodo do ritmo gama e a janela de tempo da plasticidade sindptica (HARRIS et al., 2003). Isto é
importante pois foi sugerido que disparos consecutivos em salvas com intervalos nesta faixa de
tempo influenciem o disparo da célula pds-sinaptica por facilitar a somatdria dos potenciais
excitatorios/inibitdrios pds-sindpticos consecutivos (HARRIS et al., 2003; LISMAN, 1997). A
proporcao encontrada de salvas para disparos simples foi em geral abaixo de 1%, especialmente em
CAL. Esta proporgdo aumenta, em especial durante o sono de ondas lentas, efeito mais forte em
CA3, chegando ao redor de 6,5-7,5% (Grafico 4). O valor em CA3 durante o SOL ¢
significativamente maior que em CAL apenas. Este resultado revela que células em CA3 sdo mais
propensas a disparar em salvas durante o SOL, o que pode ter reflexos em processos de
consolidacdo de memérias (RIBEIRO et al., 2004; WILSON; MCNAUGHTON, 1994). As fortes
oscilagbes de alta frequéncia (sharp-waves) que sdo encontradas nos potenciais de campo local
durante este estagio (BUZSAKI, 1986) estdo associadas a disparos sincronizados de grande
quantidade de células (CSICSVARI et al., 2000; YLINEN et al., 1995). Estes disparos em salvas
podem aumentar a eficiéncia de transmissdo sinéptica ao induzirem a liberagdo de maior quantidade
de neurotransmissores na fenda sinaptica e também possibilitando a somatéria de potenciais
excitatorios pos-sinapticos, facilitando assim que as células pos-sindpticas atinjam seu limiar de
disparo. Os disparos em salvas em CA3 também podem ter papel importante em sincronizar o
hipocampo como um todo, dadas as suas conexdes com CA2 e CAl bilateralmente. As salvas
também podem ter papel diferenciado nesta regido ao permitir a sincronizacédo de diversas células
por meio das projecBes recorrentes existentes em CA3, fazendo com que a ativacao de um pequeno
grupo de células possa rapidamente propagar-se para células proximas conectadas por estas
projecBes CA3-CA3. Este mecanismo de ativacdo de um pequeno grupo de células levando a
ativacdo macica de uma rede mais abrangente foi proposto como modelo computacional para a
consolidacdo e evocacdo de memorias (ROLLS, 2007). De maneira resumida, um pequeno grupo
de células, ativado apenas por parte dos estimulos contextuais relacionados a certo evento poderiam
ativar toda a rede envolvida na codificacéo do evento original, portanto fortalecendo a consolidacéo
ou permitindo a evocacdo do evento original com base em apenas algumas pistas sensoriais
(KESNER, 2007; NAKAZAWA et al., 2002). A quantidade de salvas em CA2, apesar de nédo ser
significativamente diferente de CA1 e CA3, é superior a CA1 e inferior a CA3, especialmente no
SOL. A ndo significancia estatistica pode novamente ser devida a pequena gquantidade de unidades

registradas nesta regido. Levando isto em consideracdo, podemos hipotetizar que os resultados

membrana e portanto a probabilidade de disparo, conforme a voltagem na membrana se aproxima ou se afasta do
limiar de disparo.
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encontrados sejam indicio de que CA2 possua papel importante na transmisséo entre CA3 e CAl

durante o SOL por meio de um nimero elevado de disparos em salvas.

Avaliando a quantidade de disparos presentes em cada salva observou-se que a grande
maioria das salvas, em todos os estagios e regides, é composta por pares de disparos. A analise
estatistica revelou que a quantidade de disparos é superior no SOL quando comparado ao REM,
para todas as areas avaliadas (Gréfico 5, diferenca indicada por #).

Estudo com padrdo de disparo em CA3 e CAL durante periodos de atividade em um
labirinto e periodos de imobilidade demonstrou que a maioria das salvas possui dois disparos, tanto
em CA3 como em CA1, (TROPP SNEIDER et al., 2006), 0 que estd de acordo com nossos
resultados. Entretanto, neste estudo foi encontrado grande proporgdo de salvas para disparos
simples, até cerca de 20%, contra 1% em nossos resultados; os autores relataram também que a
quantidade de salvas em CALl é modulada pelo estado comportamental, sendo maior durante a
imobilidade do que a atividade exploratdria no labirinto. Estes achados séo diferentes dos nossos
para o ciclo sono vigilia, nos quais a proporacéo de salvas para disparos simples em CA3 varia
fortemente entre estagios e em CA1 ndo. Entretanto, estes resultados ndo sdo necessariamente
contraditorios, pois o contexto comportamental é bem diferente, tendo os nossos animais sido
registrados durante periodos de pouca novidade ambiental e durante o sono e a vigilia, enquanto no
estudo de 2006 os animais estavam treinados para correr em busca de recompensa e ndo foram
registrados durante o sono. De maneira conjunta, os resultados demonstram que a quantidade de
salvas muda diferencialmente entre CA3 e CAl ao longo de estados comportamentais diversos

como a busca de recompensa e 0 SOL.

Resumindo, as analises de disparos multiunitarios revelaram padrfes distintos entre CA1,
CA2 e CA3 ao longo do ciclo sono-vigilia, sendo as caracteristicas mais marcantes os longos
intervalos em CA2 durante o SOL e o0 sono REM e alta taxa de salvas em CA3 durante o SOL.
Experimentos futuros podem ser realizados para verificar como sdo os perfis de disparos nas trés
regibes em resposta a eventos comportamentalmente salientes e ao processo de aprendizagem
relacionados a estes eventos, adicionando importantes informacfes sobre o funcionamento do
hipocampo durante a meméria. Poderiam também ser realizadas analises posteriores nos dados ja

coletados para avaliar como os disparos em cada regido afetam os potenciais de campo local nas
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demais (spike triggered average), e se ha diferencas nos resultados entre disparos simples e em

salvas.

As andlises de coeréncia demontraram que entre os distintos hemisférios domina quase
exclusivamente o ritmo teta (Gréaficos 6, 7 e 8). Em um mesmo hemisfério, a coeréncia entre CAl e
CA2 é elevada tanto no teta quanto no gama lento e no gama rapido, apesar de algumas
discrepéncias entre ratos e hemisférios (Graficos 9 a 14 e tabelas do Apéndice E). Estes resultados
inconsistentes podem ser devidos a distancias variadas entre os eletrodos, efeitos residuais da ACI, a
concatenacdo das janelas temporais apds a delecdo de trechos com ruido ou ao fato de que a
amplitude e fase do ritmo teta e do gama variam no eixo septotemporal do hipocampo ao longo do
tempo (LUBENOV; SIAPAS, 2009; SABOLEK et al., 2009). Anélises mais finas sdo necessarias
para se avaliar estas questdes, calculando-se a coeréncia entre diversos pares de fios levando em
consideracdo ndo somente a distancia entre diversos eletrodos mas também o sentido em que se

afastam uns dos outros, isto &, no eixo AP ou ML.

De maneira geral a magnitude da coeréncia no teta foi superior a coeréncia nas duas faixas
do gama em todas as areas analisadas. Excessdo € a coeréncia entre CA1-CA3 no hemisfério direito
do animal ES57, em que a coeréncia no teta foi menor que nas duas faixas do gama durante o0 SOL
(Gréfico 9). No animal ES59 o teta ndo foi estatisticamente superior ao gama rapido entre CA1-
CAZ2 direito durante o SOL (Gréfico 11) e no animal ES60 no hemisfério esquerdo, também durante
0 SOL (Grafico 13). Nestes dois Gltimos casos, 0 que ocorreu foi um aumento consideravel da

coeréncia no gama rapido, e ndo uma diminuicéo no teta.

Importante destacar que entre CALl e CA2 as coeréncias, além de elevadas no teta, conforme
esperado dadas as aferéncias de CA2 e a grande amplitude do teta em CAL, foram elevadas também
nas duas faixas do gama (Gréficos 9 a 14). Em alguns casos, a coeréncia no gama rapido foi
estatisticamente indiferente da coeréncia no teta (Graficos 11, 13 e 14) e em um caso até mesmo
superior (Grafico 14). Estes resultados demonstram que independentemente da amplitude, a
coeréncia no gama pode ser muito alta entre CA1 e CA2 nos dois hemisférios. Entre CA2 e CA3,
além da coeréncia no teta, predominou a coeréncia no gama lento, que s6 néo foi estatisticamente
maior que no gama rapido no animal ES60 durante o SOL (Gréfico 13). Estes resultados revelam
que as oscilacbes em CA2 sdo consistentes com CA1 e CA3 durante o teta e diferencialmente
segregadas pelas faixas do gama. Ou seja, CA2 oscila coerentemente com CAL no gama rapido e
com CA3 no gama lento. Esta diferenca pode ter impacto profundo na transmisséo de impulsos
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entre CA1l e CA3, bem como na comunicagdo cortico hipocampal. De fato, foi recentemente
demonstrado que a coeréncia entre o CE e CAL1 é elevada no gama rapido e entre o CE e CA3 no
gama lento (COLGIN et al., 2009). Assim sendo, CA2 pode atuar de maneira anterégrada em CAL
por oscilacbes na faixa dos 90 Hz e de maneira retrdgrada em CA3 na faixa do 40 Hz. Esta
possibilidade j& havia sido levantada por estudo com caracterizagdo morfoldgica e eletrofisiologica
dos interneurdnios de CA2, que projetam tanto para CA1 quanto para CA3 e possuem padrdes
eletrofisiologicos distintos (MERCER; TRIGG; THOMSON, 2007). Esta possibilidade pode ser
investigada com os dados coletados neste trabalho pela técnica de spike triggered average, que
consiste em avaliar o impacto médio de disparos em uma regido sob os potenciais de campo local

em outra regido. Isto €, o que ocorre nas oscilacoes em CA1 e CA3 ap6s disparos em CA2.

Apesar de nao terem sido realizadas comparag@es estatisticas entre os estagios do sono, 0
perfil demonstrado nos graficos 9 a 14 evidencia a prevaléncia da coeréncia no teta no sono REM,
sem diferencas aparentes no gama. Resta investigar qual o impacto de eventos
comportamentalmente salientes na comunicacéo das regides do corno de Ammon, dado que existem
diversos estudos demonstrando diferencas nestes dois estagios para a consolidagdo de memérias (JI;
WILSON, 2007; RIBEIRO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2002; WILSON; MCNAUGHTON,
1994).
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6. Conclusao

Os resultados obtidos na presente tese sdo parte importante de um avango técnico e
cientifico em andamento no pais, de relevancia consideravel para o futuro das pesquisas nacionais
na area de concentracdo em neurociéncias, em especifico no campo da eletrofisiologia em animais
de experimentacdo. Estes resultados permitem que as mesmas técnicas sejam estabelecidas em
estudos futuros sobre o hipocampo e também sobre outras areas do sistema nervoso central, uma

vez que as matrizes podem ser desenhadas e construidas de diferentes maneiras.

Os resultados de construcdo e implante de matrizes de eletrodos, remocéo do encéfalo,
histologia com alinhamento digital de fotografias e localizacdo de canais demonstraram que € viavel
registrar bilateral e simultaneamente CAl, CA2 e CA3 no rato em livre movimentagéo. Dada a
peguena extensdo de CA2, cerca de 150 um no sentido médio lateral, € um resultado consideravel e
talvez um dos motivos por este campo ter sido ignorado por tanto tempo. Este é o primeiro trabalho
que temos conhecimento que realizou este feito, permitindo, portanto a aplicacéo destes métodos em
uma gama de experimentos futuros sobre a funcao hipocampal em processos fisiologicos como a
memodria e patoldgicos como, por exemplo, a epilepsia. Estas matrizes podem ser implantadas e
utilizadas em animais durante tarefas comportamentais diversas (GERLAI, 2001; LEE;
HUNSAKER; KESNER, 2005; LEE; JERMAN; KESNER, 2005; LEE; KESNER, 20043; b), em
combinacdo com métodos farmacoldgicos (SCHENBERG; OLIVEIRA, 2008; SCHENBERG;
SOARES; OLIVEIRA, 2005) e em modelos farmacoldgicos de inducéo de estados convulsivos em

animais, como o que utiliza o agonista muscarinico pilocarpina (SCORZA et al., 2009).

Os resultados obtidos na etapa de analise de padrdes eletrofisiologicos no hipocampo
revelaram que CA2 possui padrdo de disparo estatisticamente diferente de CA3 e CAl. Os
intervalos entre disparos em CA2 sdo especialmente longos durante o sono, tanto de ondas lentas
quanto REM, reforcando a ideéia de que CA2 € um campo distinto dos demais e que deve receber
mais atengdo das pesquisas sobre a fun¢do do hipocampo. Corrobora esta interpretacéo o resultado
obtido com andlise de coeréncia, mostrando que CA2 possui coeréncia elevada com CAL e CA3 nas
faixas de freqiiéncia do ritmo teta e também no gama. Em especial a coeréncia entre CA2 e CAL é

elevada nas trés freqliéncias, sendo que o gama répido, elevado neste caso, é quase zero nas
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coeréncias entre CA2-CA3 e CA1-CA3. Dado que recentemente foi demonstrado que as duas
faixas do gama permitem a comunicagdo diferencial do CE com CA3 e CALl (COLGIN et al.,
2009), estes resultados indicam que CA2 possa modular de forma independente a comunicagdo do
cortex entorrinal com os demais campos do corno de Ammon por meio das distintas freqtiéncias da
banda gama. Assim sendo, CA2 pode atuar de maneira retrograda em CAS3 via interacdes no teta e
no gama lento, enquanto de maneira anterograda em CAL via oscilagdes na faixa do teta e do gama

rapido, comprovando que CA2 é um importante modulador da funcéo hipocampal.
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8. Apéndices

8.1. Apéndice A — Perdas devido a ruido e problemas em canais

Animal Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
ES57 - 3 3,25 3,25 3,17, 25
ES59 53,57,58 | 53,57,58,62 | 53,57,58,62 | 53,57,58,62 | 53,57,58, 62
ES60 - - - 52 49, 52

Tabela 1 — Numero dos canais com problemas, para cada rato e cada dia de registro. Canais com
problemas em qualquer dia foram excluidos de todas as analises posteriores.

ES57 VA vQ AL Son | soL REM
Dial | 4,80(1,02) | 3,71(0,51) | 3,79 (2,14) 0 0 | 0,41(0,03)
Dia2 | 39,80(6,44) | 4,19(1,23) | 37,82(4,42) | O 0 0
Dia3 | 8,74(4,39) | 2,22(0,24) | 6,84(2,72) 0 0 0
Dia4 | 69,89 (12,80) 0 8,66 (2,71) 0 0 0
Dia5 | 99,08(7,17) | 7,27(1,05) | 30,95(3,23) | © 0 0

Tabela 2 — Tempo de registro de cada estagio que foi perdido devido a ruidos (segundos (%
do estagio)), no animal ES57.

ES59 VA vQ AL Son soL REM
Diag | 24852 78,90 180,55 2,28 0 3,41
(62,28) | (13,00) | (33,56) (0,56) (0,22)
Diaz | 17569 211,56 228,80 18,95 14,10 28,95
(45,63) | (17,88) | (46,13) (4,15) (0,42) (2,41)
Dia3 | 21344 | 39840 339,04 27,10 23,57 2,25
(62,78) | (31,49) | (51,60) (6,74) (0,65) (0,26)
Diag | 25005 105,32 | 409,40 18,32 19,68 22,31
(70,04) | (21,58) | (46,11) (4,34) (0,52) (2,16)
bias | 11170 130,73 | 414,82 40,52 140,87 70,79
(82,13) | (24,48) | (59,51) (13,20) (3,49) (4,77)

Tabela 3 — Tempo de registro de cada estagio que foi perdido devido a ruidos (segundos (%
do estagio)), no animal ES59.
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ES60 VA vQ AL Son SOL REM
Dia 1 - - - - - -
Dia 2 138,04 173,03 152,07 67,23 212,68 28,32
(25,56) (35,53) (33,50) (8,84) (5,94) (2,07)
Dia 3 111,95 130,95 137,10 44,86 32,25 36,54
(46,07) (32,66) (25,21) (8,11) (0,80) (2,68)
Dia 4 67,65 92,17 147,90 30,97 37,54 39,48
(24,87) (18,28) (29,64) (5,70) (0,94) (2,86)
Dia § 197,35 311,07 217,64 95,12 182,75 39,12
(56,23) (39,23) (36,21) (20,15) (4,93) (3,13)

Tabela 4 — Tempo de registro de cada estagio que foi perdido devido a ruidos (segundos (%

do estagio)), no animal ES60.
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8.2. Apéndice B — Duracao dos Estagios

ES57 VA vQ AL Son soL REM
Dia 1 472 (6,6) | 718 (10,0) | 177 (2,5) | 829 (11,5) | 3723 (51,7) | 1281(17,8)
Dia 2 618 (8,6) | 342(4,8) | 856(11,9) | 465 (6,5) | 3749 (52,1) | 1170 (16,3)
Dia 3 199 (2,8) | 931(12,9) | 251(3,5) | 312(4,3) | 4757 (66,1) | 750 (10,4)
Dia 4 546 (7,6) | 454 (6,3) | 320(4,4) | 426(5,9) | 4692 (65,2) | 762 (10,6)
Dia5 | 1382(19,2) | 695(9,7) | 957 (13,3) | 524(7,3) | 3240 (45,0) | 402 (5,6)

Tabela 1 — Duracdo dos estagios do ciclo sono-vigilia (segundos (%)) para os cinco dias de registro do
animal ES57. VA = Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL =
Sono de ondas lentas, REM = sono REM.

ES59 VA vQ AL Son soL REM

Dial | 399(55) | 607(8,4) | 538(7,5) | 410(5,7) | 3703 (51,4) | 1534 (21,3)
Dia2 | 385(53) | 1183 (16,4) | 496 (6,9) | 456 (6,3) | 3341 (46,4) | 1202 (16,7)
Dia3 | 340(4,7) | 1266 (17,6) | 657 (9,1) | 402 (5,6) | 3647(50,7) | 858 (11,9)
Diad | 357(5,0) | 488(6,8) | 888(12,3) | 422(5,9) | 3783(52,5) | 1034 (14,4)
Dia5 | 136(1,9) | 534(7,4) | 697(9,7) | 307 (4,3) | 4038(56,1) | 1484 (20,6)

Tabela 2 - Duragéo dos estagios do ciclo sono-vigilia (segundos (%)) para os cinco dias de registro do
animal ES59. VA = Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL =
Sono de ondas lentas, REM = sono REM.

ES60 VA vQ AL Son SOL REM
Dia1l - - - - - -

Dia 2 540 (7,5) 487 (6,8) | 454(6,3) | 761(10,6) | 3578(49,7) | 1371 (19,0)
Dia 3 243 (3,4) 401 (5,6) | 544 (7,6) | 553(7,7) | 4066 (56,5) | 1363 (18,9)
Dia 4 272 (3,8) 504 (7,0) | 499(6,9) | 543 (7,5) | 3985 (55,3) | 1379 (19,2)
Dia 5 351(4,9) |793(11,0) | 601(8,3) | 472(6,6) | 3707 (51,5) | 1248(17,3)

Tabela 3 - Duracédo dos estagios do ciclo sono-vigilia (segundos (%)) para os cinco dias de registro do
animal ES60. Devido a problema na memoéria RAM do computador de registro, um trecho do dia 1
deste animal foi perdido, impossibilitando a sincronizagdo entre o video e o sinal e portanto
impedindo o estagiamento do ciclo. VA = Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son
= Sonoléncia, SOL = Sono de ondas lentas, REM = sono REM.
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8.3. Apéndice C — Numero de janelas de 10 s por estagio

ES57 VA vQ AL Son SOL REM
T1 67 6 42 0 9 0
T2 2 3 0 5 127 11
T3 12 2 11 12 65 10
T4 10 11 18 3 85 14

Tabela 1 — Namero de janelas de 10 s de cada estadgio em cada trecho de 30
min (T1 a T4) do Gltimo dia de registro do animal ES57. VA = Vigilia Ativa,
VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de
ondas lentas, REM = sono REM.

ES59 VA vQ AL Son SOL REM
T1 0 13 21 2 56 0
T2 0 3 0 1 100 38
T3 0 1 0 1 94 52
T4 0 0 0 2 101 39

Tabela 2 — Namero de janelas de 10 s de cada estadgio em cada trecho de 30
min (T1 a T4) do ultimo dia de registro do animal ES59. VA = Vigilia Ativa,
VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de
ondas lentas, REM = sono REM.

ES60 VA vQ AL Son SOL REM
T1 7 10 29 1 46 0
T2 0 9 0 2 101 18
T3 0 0 0 1 73 41
T4 0 0 0 4 87 45

Tabela 3 — NUmero de janelas de 10 s de cada estadgio em cada trecho de 30
min (T1 a T4) do ultimo dia de registro do animal ES60. VA = Vigilia Ativa,
VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de
ondas lentas, REM = sono REM.
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8.4. Apéndice D — Valores de disparos multiunitarios
Taxa de VA vQ AL Son soL REM
disparo
CAl 1,32+0,19 | 0,85+0,11 | 1,23+0,16 | 0,76+0,11 | 0,50+0,09 | 0,59+0,08
CA2 1,16 +£0,38 | 0,85+0,22 | 1,10+0,31 | 0,56*+0,21 | 0,38+0,17 | 0,49+0,15
CA3 0,78+0,14 | 0,47+0,08 | 0,57+0,11 | 0,50+£0,08 | 0,43+0,06 | 0,25+0,06

Tabela 1 - Taxa de disparo (média +- e.p., em Hz) de cada regido ao longo do ciclo sono-vigilia (média +- e.p.).
VA = Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono de ondas lentas,
REM = sono REM.

Intervalo
entre VA vQ AL Son SOL REM
disparos
CAl 0,18 = 0,05 0,30 0,06 0,22 +£ 0,05 0,19+ 0,04 0,29+ 0,06 0,20+ 0,04
CA2 0,09+0,10 0,22+0,13 0,16 £ 0,11 0,20+£0,08 0,66 £0,12 0,04 £0,04
CA3 0,04 +0,04 0,08 = 0,05 0,05+0,04 0,09+0,03 0,10+ 0,05 0,13+0,03

Tabela 2 — Intervalo entre disparos (média +- e.p., em segundos) de cada regido ao longo do ciclo sono-
vigilia (média +- e.p.). VA = Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL
= Sono de ondas lentas, REM = sono REM.

el VA va AL son soL REM
Disparos simples

A1 0,004+ | 0,005+ | 0,008+ | 0,005+ | 0,008+ | 0,001+

0,002 0,001 0,002 0,002 0,012 0,001
s 0,007+ | 0004+ | 0012+ | 0,004+ | 0017+ | 0,002+

0,003 0,003 0,003 0,003 0,024 0,002
A3 0,008+ | 0,005+ | 0,006+ | 0,007+ | 0,066+ | 0,005+

0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Tabela 3 — Salvas/disparos simples (média +- e.p.) de cada regido ao longo do ciclo sono-vigilia (média
+- e.p.). VA = Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL = Sono
de ondas lentas, REM = sono REM.

Disparos por |, va AL Son soL REM
salva
AL 2,10+ | 2,06+ | 2,08+ | 2,11+ 2,09+ | 2,02+
0,03 0,03 0,03 0,04 0,03 0,27
> 207+ | 2,13+ | 2,08+ | 2,16+ 2,15+ | 2,05+
0,06 0,05 0,05 0,07 0,05 0,05
A3 211+ | 2,13+ | 2,13+ | 2,19+ 2,20+ | 213+
0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02

Tabela 4 — NUmero de disparos por salva em cada regido durante o ciclo sono-vigilia (média
+- e.p.). VA = Vigilia Ativa, VQ = Vigilia Quieta, AL = Autolimpeza, Son = Sonoléncia, SOL

Sono

de

ondas

lentas,

REM =

Sono

REM.
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8.5. Apéndice E — Resultados da estatistica da coeréncia

Teta Gamas Gama
ES57 (direito) Lento Rapido
(direito) (direito)
_ @7 F.) > Frr
Interagao (WL n=74) ) p<0,001 2,461 p=0,093 16,974 p<0,001
- - Efeito Fi262)
ANOVA SOL (n=64) ‘ p<0,01# e p<0,001 23890 p<0,01#
CA1-2 x CA1-3 p<0,001 p<0,001 p<0,001

CA1-2 x CA2-3 p<0,001 p<0,001 p<0,001

CA1-3 x CA2-3 p<0,001 p<0,001 p<0,001

_ 28 Efeito >
ANOVA REM (n=10) ‘ p<0,01# Estagio p=0,478 p<0,01#

CA1-2 x CA1-3 p<0,001 p<0,001

CA1-2 x CA2-3 p<0,001 p<0,001

CA1-3 x CA2-3 p<0,001 p=0,004

Tabela 1 - Valores de F e p da analise estatistica com ANOVA de duas vias com medidas repetidas para a
coeréncia em dois estagios (SOL e sono REM) em trés dreas (medidas repetidas). Para cada banda de
frequéncia foram realizadas andlises separadamente. O nivel de significincia adotado foi sempre de p <
0,05, mas os valores mostrados sdo sempre o mais preciso possivel, conforme fornecido pelo programa
SPSS. As anilises estatisticas foram realizadas somente ipsilateralmente. Em letras pretas, a esquerda,
os resultados do hemisfério esquerdo. Em branco, a direita, os resultados do hemisfério direito. A banda
teta aparece em cinza escuro, o gama lento em cinza intermediirio e o gama rapido em cinza claro.
$Apenas para a banda gama lento o resultado da interagdo ndo foi significativo, portanto foram
utilizados apenas os efeitos principais (estagio e areas) da andlise inicial. # representa p valores
corrigidos pela técnica de Bonferroni, i.e., multiplicados por dois, dado que apés a interagéo significativa
(avaliada pelo valor de Lambda de Wilk, WL) foram realizadas duas ANOVAs, uma para cada estigio. As
comparagdes aos pares (CA1-2 x CA1-3, CA1-2 x CA2-3, CA1-3 x CA2-3) foram realizadas com teste a
posteriori de bonferroni. SOL = Sono de ondas lentas, REM = sono REM.
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CA1-2° CA1-3 CA2-3
ES57 (direito) (direito) (direito)
Interagéo (WL n=74) OF 2 p=0,614 7%29751’8 p<0,001 eﬁ(zé;?'})'r p<0,001
ANOVA SOL (n=64) E; ff;‘; p<0,001 3F1‘256§’1 p<0,01# 'z:g;? p<0,01#
Teta x Gama Lento p<0,001 p<0,001 p=0,013
Teta x Gama Rapido p<0,001 p<0,001 p<0,001
ggg?go"e”w x Gama p<0,001 p<0,001 p<0,001
ANOVA REM (n=10) Efeito 5 001 p=0,002# p<0,01#

Estdgio

Teta x Gama Lento p=0,002 p<0,001

Teta x Gama Rapido p=0,001 p<0,001

Gama Lento x Gama
Rapido

Tabela 2 - Valores de F e p da andlise estatistica com ANOVA de duas vias com medidas repetidas
para a coeréncia em dois estagios (SOL e sono REM) em trés bandas (medidas repetidas). Para cada
par de dreas foram realizadas andalises separadamente. O nivel de significincia adotado foi sempre de
p < 0,05, mas os valores mostrados sdo sempre o mais preciso possivel, conforme fornecido pelo
programa SPSS. As andlises estatisticas foram realizadas somente ipsilateralmente. Em letras pretas,
a esquerda, os resultados do hemisfério esquerdo. Em branco, a direita, os resultados do hemisfério
direito. A coeréncia entre CA1-CA2 aparece em cinza escuro, entre CA1-CA3 em cinza intermediario e
entre CA2-CA3 em cinza claro. $ Apenas para o par CA1-CA2 direito que o resultado da interagdo nio
foi significativo, portanto foram utilizados apenas os efeitos principais (estagio e bandas) da anilise
inicial. # representa p valores corrigidos pela técnica de Bonferroni, i.e,, multiplicados por dois, dado
que apos a interacgdo significativa (avaliada pelo valor de Lambda de Wilk, WL) foram realizadas duas
ANOVAs, uma para cada estagio. As comparagdes aos pares (CA1-2 x CA1-3, CA1-2 x CA2-3, CA1-3 x
CA2-3) foram realizadas com teste a posteriori de bonferroni. SOL = Sono de ondas lentas, REM =
sono REM.

p=0,007 p<0,001
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9. Anexos

9.1. Anexo A

Copia da Aprovacio do projeto pela Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) do Hospital das Clinicas da faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(Protocolo 1094/06)

|
|
[

¢ i'?§f!39$.".9§5’.‘l’£!§’3§
kb DA UNIVERSIOADE DE A0 PAULO

AP),?OVACAO

| .
A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da D}etoric Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina dal Universidade de S&o Paulo, em sessao de

23.11.06, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 1094/06, intitulado:

“Caracterizagdo da interagdo eletrofisiolégica na circuitaria
hipocampal durante c% aprendizagem" apresentado  pelo

Departamento de Radiologia.
I

Ccde ao pesquisador elaborar e apresentar &
CAPPesq, os relatérios pcrﬁl,icis e final sobre a pesquisa (Resolugdo do
Conselho Nacional de ScL’dee n°® 196, de 10.10.1994, inciso IX. 2, letra "'c")

Pesquisador Responsdvel :’Koichl Sameshima

Pesquisador Executante : dduardo Ekman Schenberg

|

CAPPesq, 23 de novembro de 2006.

AR
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
residente da Comissdo de Efica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

| PROTOCC
Local:

mebido por:
|Data:

1
|

Comissaio de Efica Anﬂboda?roh!otda?mdwdoucmu'fe da FMUSP
Clinicas do de da de 580 Paulo

Rua Ovidio Pires d& Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 ~ S80 Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax: 011 - 3069|6492 - e-mail : coppesq@hcnet.usp.br /

sol
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9.2. Anexo B

Copia da aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Beneficente
de Senhoras do Hospital Sirio Libanés (CEUA2006/19).

INSTITUTOOENSINO(PESQUISA

HospitalSfrioLibanés
SAoPAUtORRAST

S0 Paulo, 09 de outubra de 2006,

Iimo. Sr. Eduardo Ekman Schenberg
Pesquisador Responsavel

Registro CEUA2006/19
Pesquisa: “Caracterizagdo da interagao eletrofisiologica na circuitaria hipocampal durante a

aprendizagem”.
Prezado Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Beneficente de Senhoras do Hospital Sirio
Libanés analisou e APROVOU o Protocolo de Pesquisa Animal n% CEUA2006/18 na reuniao
realizada em 09 de outubro de 2006.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Franiisca/u%ﬁ Maffei
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA

Sociedade Beneficente Hospital Sirio-Libanés

R Cel. Wicolau dos Smtos, 66 Bela Vista S3o Paulo SP CEP 01306060 Tel 1) 3165- 1145 / 1155- 11
- “IME Fax 1 3155-044 icodhslorade wawiephsd,
ot
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9.3. Anexo C

Permisséo de Robert Miller para reproducéo das Figuras 3 e 4 desta tese, de sua autoria. O
livro em que foi publicada (MILLER, 1991) ficou muitos anos fora de circulacdo por desinteresse
da editora. O autor recuperou os direitos autorais em 2007 e o livro estd novamente disponivel no

endereco www.lulu.com.

From: Robert Miller <robert.miller@stonebow.otago.ac.nz>
Date: 27 de fevereiro de 2010 13h26min35s GMT-03:00
To: Eduardo Schenberg <eduardoschenberg@gmail.com>
Subject: Re: Hippocampus book

Thanks, Eduardo, | am glad you like the book and that it is still up-to-date. A lot has happened in this
field since the book was originally written, and | have a plan to write a book presenting the same basic
ideas, but with all the new material. Feel free to copy this figure (or others) from the thesis.

Yours sincerely,

Robert Miller

On 28/02/2010, at 3:54 AM, Eduardo Schenberg wrote:
Hi Robert,

Quite a long time since we last spoke... | read your book and | think it's great! | am finally writing my
PhD thesis on the hippocampus, theta and gamma during waking and sleep, and | would like to know
if I could have your permission to reproduce some figures of your book "Cortico Hippocampal
Interplay"”, especially figure 39 from page 161

thank you very much
eduardo schenberg

On Thu, Mar 8, 2007 at 7:37 PM, Robert Miller <robert.miller@stonebow.otago.ac.nz> wrote:

Dear Eduardo,

Thank you for your message. The hippocampus book is now properly formatted and almost ready to
go on my website. However, | have had to obtain copyright clearance for all figures (etc) used from
other published sources, and | am still waiting for a couple of these. | will be traveling for about a
month, getting back to New Zealand on April 6th. By then, | should be ready to open the website. Its
address will be: www.robertmiller-octspan.co.nz. (This address does not yet access anything, | should
say). | will arrange the website so there is a small charge for downloading my book, to cover my own
expenses in setting it up.

Thank you for your interest.

Robert Miller


http://www.lulu.com/
mailto:robert.miller@stonebow.otago.ac.nz
http://www.robertmiller-octspan.co.nz/
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9.4. Anexo D

Capia de certificado do prémio EBBS Rhodes Award recebido na 41° Reunido da European
Brain and Behavior Society (EBBS), em Rhodes, Grécia, 2009; e do respectivo resumo do painel

cientifico, publicado na Frontiers In Behavioral Neurosciences (proxima pagina).

[

o [T e T o

EBBS Rhodes Award

This is to certify that
Eduardo Ekman Schenberg
received an award to attend the 415t Annual General
Meeting of the European Brain and Behaviour Society, which
took place on September 14-18, 2009
at Rodos Palace, Rhodes, Greece

;\A "’: The Secretary of EBBS
g a9
Verity Brown, 1=
Professor =
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Anexo D - continuacao

POSTER PRESENTATION

Electrophysiological characterization
of hippocampal ensembles during the
sleep-wake cycle

Eduardo E Schenberg'*, Rafael P Proenca’, Carlos S. N
Brito', Birajara S Machado?, Edgard Morya’, Miguel A
Nicolelis®* and Koichi Sameshima'?

1 University of Sao Paulo , S3o Paulo, Brazil
2 Radiology Department, University of Sao Paulo , Sao Paulo, Brazil

3 Alberto Santos Dumont Association for Reserch Support, Educational and Research
Intitute of the Sirio-Libanes Hospital, Sdo Paulo, Brazil

4 Center of Neurobiology, Duke University. International Institute of Neuroscience of
Natal - Edmond e Lily Safra, Natal, Brazil

Given the hippocampus involvement in learning and memory processes, we are
seeking to electrophysiologically characterize hippocampal activities during the
sleep-wake cycle to further assess how it processes distinct aspects of memory
formation. Custom high-density microwire arrays were implanted in male Wistar
rats. Local-field potentials (LFP) and multi-unit spiking activity were recorded in
freely behaving rats while habituating to a novel environment. Video recordings and
LFPs were used to classify different stages of the sleep-wake cycle.

LFP complexity was estimated through the sample entropy measure of 1 sec epoch.
Its mean and std. dev. were calculated for each stage: active waking, 1.98 +0.23;
quiet waking, 1.91+0.25; drowsy, 1.69+0.22; slow wave sleep, 1.52+0.22; REM
sleep, 1.90+0.22. ANOVA revealed significant difference between stages
(F4,21649=4197, p<0.01). All values were significantly different (post-hoc Scheffé
test, p<0.05), except REM sleep and quiet waking stages pair.

Preliminary spike analysis revealed a large variance in amplitude (143.7+75.3iV)
and width (359.2+188.2is), possibly due to electrode tip distance to cell layer,
subregion and cell type variabilities. The amplitude/width measure of 11 cells
(20.8%) were typical of pyramidal cells (314.8+51.4/381.0+76.6), 23 (43,4%) of
interneurons (125.4+44.4/197.8+99.1), and 19 (35.9%) of intermediate value
(147.2+33.7/388.2+98.1).

Each stage showed distinct entropy values, reflecting particular neural dynamics at
each stage; the spike characteristics such as amplitude and width can be used to
classify cell into putative pyramidal or inhibitory type, but additional measures such
as firing frequencies and burst properties might allow for a better cell classification.
Then we envisage analyzing interaction between spiking dynamics and entropy
measures at each stage.

Financial Support: AASDAP, CAPES, CNPq, FAPESP, IBRO, IEP-HSL.

Conference: 41st European Brain and Behaviour Society Meeting. Rhodes Island, Greece,
September 13 - 18, 2009.

Citation: Schenberg EE, Proenca RP, Brito CS, Machado BS, Morya E, Nicolelis MA and
Sameshima K (2009). Electrophysiological characterization of hippocampal ensembles
during the sleep-wake cycle. Frontiers in Behavioral Neuroscience. Conference Abstract:
41st European Brain and Behaviour Society Meeting. doi:
10.3389/conf.neuro.08.2009.09.293

Copyright: © 2009 Schenberg, Proenca, Brito, Machado, Morya, Nicolelis and
Sameshima. This is an open-access publication subject to an exclusive license
agreement between the authors and the Frontiers Research Foundation, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original
authors and source are credited.

*Correspondence: Eduardo E Schenberg, University of Sao Paulo - USP, Sao Paulo,
Brazil. eduardoschenberg@gmail.com
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“The answer is never the answer.
What's really interesting is the mystery.
If you seek the mystery instead of the answer,
you'll always be seeking.
I've never seen anybody really find the answer.
- They think they have, so they stop thinking.

But the job is to seek mystery, evoke mystery, plant a garden in which strange plants grow
and mysteries bloom.

The need for mystery is greater than the need for an answer.”

Ken Wilber




