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Resumo

A cocaina, uma droga com grande potencial de abuso, gera alteragdes persistentes em redes
responsaveis pelo processamento de recompensa € memoria, tais como cortex pré-frontal medial
(mPFC), area tegmentar ventral, hipocampo, nucleus accumbens, entre outras, podendo levar a
dependéncia. Os efeitos induzidos por cocaina durante o sono podem ser pecas fundamentais para
compreender como tragos de memoria relacionados ao uso dessa substancia se estabelecem de
forma duradoura em redes corticais associativas. Nosso estudo testou se uma exposi¢do unica a
cocaina ¢ capaz de afetar persistentemente padroes oscilatorios e a coordenagao entre CA1 e mPFC
durante o sono. Além disso, testamos se tais alteragdes eletrofisiologicas sdo: (1) dependentes da
dose utilizada e (2) associadas a prejuizos de consolidacdo de memoria. Ratos Wistar adultos foram
implantados cronicamente com eletrodos no mPFC e regido de CA1 do hipocampo para registros
de potenciais de campo locais. Uma semana depois, os animais foram submetidos a habituacao a
caixa de registro e, no dia seguinte, a sessdo de registro (dia 1). No dia 2, os animais foram
treinados em tarefa de memoria de localizagao de objetos (MLO) e, em seguida, receberam injegao
sistémica de salina 0,9% (SAL), cocaina 2,5 mg/kg (COCA-2,5) ou cocaina 15 mg/kg (COCA-
15), sendo registrados em seguida. No terceiro dia, os animais foram submetidos ao teste de MLO
e a registros eletrofisiologicos. Nossos resultados indicam que tanto o grupo COCA-2,5 quanto o
COCA-15 apresentaram um aumento da laténcia para inicio do sono. Durante o estado acordado,
observamos um aumento da coeréncia entre CA1 e mPFC na banda de frequéncia teta (7-9 Hz) na
comparacao entre os grupos COCA-15 e SAL. Surpreendentemente, o acoplamento entre fase de
teta e amplitude de gamma rapida (100-140 Hz) em CA1 diminuiu durante as primeiras trés horas
p6s-COCA-15. Apos este efeito inicial, observamos um aumento da poténcia em delta (1-4 Hz)
tanto em CA1 quanto no mPFC durante sono de ondas lentas em ambos os grupos tratados com
COCA (2,5 e 15) em comparagao ao grupo SAL. Tal efeito rebote foi associado a aumento na
incidéncia de eventos de ripples hipocampais (140-220 Hz) apenas no grupo COCA-15. O
tratamento com COCA-2,5 foi capaz de induzir aumento da poténcia em delta apenas no mPFC,
mas ndo em CAl, sugerindo que estas regides sdo moduladas de forma diferencial durante um
estado de hiperdopaminergia. Apesar da diversidade dos efeitos reportados, todos os parametros
avaliados voltaram ao estado de linha de base 24 h ap6s o tratamento. Por fim, ndo observamos
efeitos significativos induzidos por COCA sobre a consolidagao de memoria em tarefa MLO. Em
conclusdo, nosso estudo demonstrou que a cocaina ¢ capaz de afetar padrdes oscilatérios e a
coordenacgdo entre CA1 e mPFC de forma dose-dependente e transitdria sem afetar a formagao de

memorias relacionadas a localizagdo de objetos.
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Abstract

Cocaine, a drug with high potential for abuse, can produce persistent changes in networks
responsible for reward and memory processing, such as medial prefrontal cortex (mPFC), ventral
tegmental area, hippocampus, nucleus accumbens, among others, which can lead to addiction. The
effects induced by cocaine during sleep can be fundamental to understand how memory traces
related to the use of this substance are established in a lasting way in associative cortical networks.
Our study tested whether a single exposure to cocaine is able to persistently affect oscillatory
patterns and coordination between CA1 and mPFC during sleep. In addition, we tested whether
such electrophysiological changes are: (1) dose-dependent and (2) associated with impaired
memory consolidation. Adult Wistar male rats were chronically implanted with electrodes in the
mPFC and CA1 subfield of the hippocampus for extracellular records of local field potentials. One
week later, the animals were habituated to the recording chamber and, on the following day, to the
first recording session (day 1). On day 2, immediately after the training session in the task of
object-location memory task (OLM), animals received a systemic injection of 0.9% saline (SAL),
cocaine 2.5 mg/kg (COCA-2.5) or cocaine 15 mg/kg (COCA-15), and underwent to a recording
session. On the third day, the animals were submitted to the OLM test and electrophysiological
records. Both the COCA-2.5 and COCA-15 groups showed increased latency for sleep onset.
During the awake state, we observed an increase in coherence between CA1 and mPFC in the theta
frequency band (7-9 Hz) when comparing the COCA-15 and SAL groups. Surprisingly, the theta-
phase - fast gamma amplitude (100-140 Hz) coupling in CA 1 decreased during the first three hours
after COCA-15. After this initial effect, we observed an increase in delta power (1-4 Hz) in both
CA1 and mPFC during slow-wave sleep in both groups treated with COCA (2,5 and 15) compared
to the SAL group. This rebound effect was associated with an increase in the incidence of
hippocampal ripple events (140-220 Hz) only in the COCA-15 group. Treatment with COCA-2.5
was able to induce an increase in delta power only in mPFC, but not in CA1, suggesting that these
regions are differentially modulated by hyperdopaminergic state. Despite the diversity of reported
effects, all parameters evaluated in this study returned to baseline conditions 24 h after treatment.
Finally, we did not see any significant effects induced by COCA on memory consolidation in OLM
task. In conclusion, our study demonstrated that cocaine is able to affect oscillatory patterns and
the coordination of hippocampal-cortical networks in a dose-dependent and transitory manner

without affecting the formation of object location memories.
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1.INTRODUCAO

1.1 ARELACAO DOS SERES HUMANOS COM AS DROGAS

Desde a antiguidade as plantas sao utilizadas para a extragdo de compostos. Elas ja faziam
parte da vida dos ancestrais humanos, que viviam como cagadores-coletores, ja que esses grupos,
em suas viagens, coletavam informagdes consideraveis sobre as plantas para sua utilizagdo em sua
rotina, usando as plantas para diversos fins (CROCQ, 2007). Otzi, o homem que teve o corpo
econtrado nos Alpes em 1991, e que viveu ha cerca de 3.300 anos AC, carregava consigo algumas
plantas que utilizava para fins farmacolédgicos diversos (CROCQ, 2007), e s6 entdo o contato
humano com os psicoativos, foi surgir provavelmente, logo apds a ado¢ao de um estilo de vida de
pastoreio, quando os seres humanos comegaram a ampliar e sistematizar o uso das plantas, e a
modificar sua relagdo com a natureza(CROCQ, 2007). Isso atesta que o uso e a relacdo dos seres
humanos com essas substancias, € tdo antigo quanto os indicios sobre a propria humanidade.

Porém ao longo do tempo, a histéria mostrou que o contato com essas substancias foi sendo
moldado por varios fatores, incluindo alguns fatores como a cultura e a sociedade, a religido e as
crencas, a personalidade aditiva do individuo, a cogni¢do, neurobiologia e a genética (CROCQ,
2007). Essa relacdo persiste nos dias atuais, j& que o contato com essas substancias ¢ muito
importante e presente no dia a dia dos seres humanos.

Alguns destes aspectos categorizaram uma certa quantidade de substancias encontradas em
plantas ou substancias sintéticas em um grupo especifico, e essas caracteristicas, deram origem ao
termo “droga”, termo usado popularmente, e que a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) (1993,
69-82), define como sendo "toda substancia natural ou sintética que introduzida no organismo
vivo, pode modificar uma ou mais de suas fungdes”, e a legislacao brasileira por sua vez, define o
termo como sendo “as substancias ou produtos capazes de causar dependéncia” (PROJETO DE
LEI 7.663/10).

Por esse motivo as drogas na sociedade comecgaram a ser reguladas, devido ao seu poder
de abuso, e devido as suas consequéncias na satde do individuo. Essas consequéncias, que sao
geradas pelo uso das drogas, se expandem para o campo social e econdmico, e os impactos do uso
de tais substancias, permanecem presentes na sociedade, mesmo apds essas regulagdes, ja que
mesmo ilegalmente, as drogas continuaram a tecer impactos na sociedade ao longo da historia.

Apesar disso, hoje se discute se as drogas ilicitas, ndo liberadas para comercializagao,
deveriam ser vistas mais como um problema de satde publica, do que um problema criminal. A
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OMS em seus relatorios sobre drogas e criminalizagdo, afirma que aspectos de saude publica
merecem ser privilegiados nessa problematica (UNODC, 2019).

Portanto, ¢ possivel afirmar que o uso das drogas afeta a sociedade e a economia, de tal
maneira, que o seu consumo deva ser analisado primeiramente em impactos individuais, e a partir
dai, orgdos responsaveis poderiam desenhar analises referentes aos impactos coletivos, isso
porque, os danos a satide do usuario, ainda estdo sendo elucidados, mostrando que a pesquisa e
refinamento dos dados sdo necessarios para as politicas publicas eficientes (UNODC, 2019).

Mesmo assim as consequéncias adversas do uso das drogas, ja& sugerem que os impactos
para a satde publica, sdo mais severos e generalizados do que se se havia estimado previamente,
como afirma o ultimo relatorio das Nagdes Unidas (UNODC, 2019).

Ao todo, esses dados mostram que cerca de 35 milhdes de pessoas apresentam uma
condi¢do de abuso de drogas em todo o mundo, e esses nimeros crescem a cada ano (UNODC,
2019). Além disso, apesar dos dados serem alarmantes, ha ainda uma ineficiéncia na recuperacao
de usuarios, ja que por ano, apenas 1 em cada 7 usudrios passam por tratamento devido aos danos
causados pelo uso de drogas como afirma o relatério mundial de drogas de 2019 (UNODC, 2019).

O investimento em pesquisa portanto, tende a ser uma ferramenta valiosa para o melhor
entendimento de como as drogas atuam nos processos fisiologicos, esclarecendo o funcionamento
dessas substancias no organismo do usudrio, para que governantes e organizagdes possam propor
solucdes baseadas em evidéncias cientificas. Essas propostas devem ser baseadas em prevencao e
controle de impactos, ja que os nimeros expressivos mostram um crescimento anual do consumo,

reflexo dos danos causados primeiramente ao individuo.

1.2 COCAINA

Uma das drogas que recebe destaque nos dados da Organiza¢ao mundial da Saade (OMS),
¢ a cocaina, que sempre foi categorizada como uma das drogas mais utilizadas no mundo, e no
estudo realizado em 2018, mostrou que seu uso atingiu niveis recordes globais em toda a historia
de consumo (UNODC, 2019).

A cocaina, ¢ um alcaldide derivado da folha da Erythroxylon Coca, e esta presente em
cerca de 1% da folha de coca. Hé relatos de que pessoas que vivem nos Andes mastigam as folhas
dessa planta ha pelos menos 1.200 anos (DACKIS et al, 2001); (NATHANSON et al., 1993), o

que mostra que a curiosidade pelos efeitos da planta pelos seres humanos, ¢ antigo.
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Dentre os paises citados no estudo da OMS, que abrange todos os continentes, o Brasil ¢
o segundo colocado entre os que mais consomem a cocaina. Esses nimeros s3o maiores caso sejam
incluidos a utilizac¢ao de seus derivados, como o uso do Crack, Oxi ou merla (UNODC, 2015). Os
dados preocupam as autoridades, mas ha pouca efetividade nas politicas brasileiras atuais contra o
consumo.

Os efeitos deletérios da planta foram registrados pela primeira vez por conquistadores
espanhdis, que descobriram que usudrios habituais da planta se tornavam letargicos quando
privados do seu uso, além disso a igreja no periodo da colonizagao das américas, distribuia folhas
de coca com o proposito de melhorar a produtividade de indios escravizados (EARLEY, 1991).
A cocaina, entdo séculos mais tarde, foi isolada e identificada, mais precisamente em 1850, logo
apos, foi utilizada para diversos fins, e prescrita inclusive como anestésico para dor de dente
infantil, e usada para tratamentos de depressao e alcoolismo.

A historia da droga e do seu consumo, mostra que o seu uso foi popularizado ao longo dos
anos, ¢ inicialmente, ela até foi categorizada como uma op¢ao segura para usos recreativos, €
inclusive sendo usada massivamente, depois passando por um periodo em que foi banida, como
nos Estados Unidos em 1914. Porém, ainda em 1970 a cocaina voltou a ser vista como pratica de
estatus social, presente em festas e eventos, logo apds o declinio do uso das anfetaminas (DACKIS

etal., 2001).

1.3 MECANISMOS DE ACAO DA COCAINA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O uso da cocaina amplifica a neurotransmissao dopaminérgica através do bloqueio da
recaptacao neuronal pré-sinaptica de monoaminas, especialmente a dopamina. De fato, estudos
anteriores demonstraram que lesdes na inervagdo dopaminérgica da area tegmental ventral (ATV)
foram suficientes para interromper comportamentos relacionados a dependéncia (BRADBERRY,
2002). A maior parte da dopamina do cérebro ¢ sintetizada na ATV e na substancia negra, que
primariamente projeta para o corpo estriado- estriado ventral e estriado dorsal (IKEMOTO, 2010).
As projecdes da ATV sdo um dos componentes do feixe do prosencéfalo medial, que sdo
responsaveis pelo circuito de recompensa (YOU, CHEN, WISE., 2001; IKEMOTO, 2010).

A cocaina atua nas conexdes no circuito encefalico envolvidas no processo de recompensa
e aprendizado, com intensidade maior do que os reforcadores naturais, tais como o consumo de

comida e agua, habitos de socializacdo e sexo (SCHULTZ et al., 1997). Esses processos de
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aprendizagem normalmente modulam os comportamentos, ¢ o bloqueio ou interrup¢ao desses
processos, baseados no bloqueio de recompensas, ou na disponibilidade de recompensa, tendem a
enfraquecer ou a fortalecer esses comportamentos (SCHULTZ et al., 1997).

SCHULTZ et al.,, 1997 mostrou que o sistema dopaminérgico pode influenciar
precisamente nesses comportamentos, estando presente em diversas fungdes cognitivas, e funcdes
ligadas a sobrevivéncia, que também dependem dessas fun¢des do sistema dopaminérgico.

Por exemplo, a super estimulagao de circuitos, que também sdo relacionados a habitos de
sobrevivéncia, pela cocaina, pode levar a mudangas comportamentais duradouras, e essas
mudangas podem alterar a plasticidade sindptica do ATV, culminando posteriormente na
dependéncia da droga (MILLS et al., 2017; NESTLER, 2005).

Essas alteracdes modulam as respostas ligadas a estimulos que geram a sensacao de prazer
nos seres humanos ¢ animais em condi¢des naturais. Essas alteragdes ocorrem, de maneira
particular no ntiicleo accumbens (NAcc), nessa regiao essas c¢lulas normalmente sao responsaveis
pela sensacdo de bem estar em condigdes naturais, essas alteragdes foram descritas, por exemplo,
em organismos mais simples, como moscas, mostrando qudo importante ¢ o circuito
dopaminérgico para a sobrevivéncia dos seres ao longo da evolucdo (NESTLER., 2001;
NESTLER, 2005).

A figura 1 ilustra o circuito de recompensa em roedores. A cocaina atua nas terminagdes
axonais das projecdes dopaminérgicas provindas da ATV, que sdo enviadas ao cortex pré-frontal

(CPF), NAcc, amigdala e hipocampo (NESTLER, 2005) (figura 1: linhas verdes).
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Figura 1. Esquema simplificado do circuito de recompensa em roedores. A natureza das aferéncias e eferéncias de
ATV e NAc estdo ilustradas com cores distintas. Em verde, estdo representadas as proje¢des dopaminérgicas. Em
azul, estdo representadas as projegdes GABAérgicas. Em vermelho, estdo representadas as projegdes glutamatérgicas.
(RUSSO & NESTLER, 2013).

Como visto na figura anterior, o sistema dopaminérgico também esta conectado a sistemas
de memoria como amigdala e hipocampo. Essas conexdes responsaveis pela memoria, atuam em
conjunto com a sensagdo de prazer vinda do NAcc, que por fim fortalece as memorias, que sao
associadas a sensagdo de prazer experienciada por usudrios, que apOs o uso constante tornam-se
dependentes da substancia, repetindo os estimulos motivados pelo prazer encontrado no uso
(NESTLER, 2005).

Porém a dinamica temporal dos efeitos da cocaina, varia de acordo com a dose. Alguns dos
trabalhos mostraram alteragdes diversas baseadas em um modelo dose-dependente. Como pode
ser visto, a figura 2 mostra as diferengas de duas dosagens de cocaina, as doses de 15 mg/kg e 1
mg/kg em relacdo a concentracdo de cocaina no plasma (Figura 2.A), no cérebro (Figura 2.B) e
especificamente no NAcc (Figura 2.C). A injecdo sistémica de cocaina 15 mg/kg produziu um
aumento mais sustentado, e essa altera¢do de maior intensidade e duragdo, provavelmente facilitara
a consolidacdo do habito de compulsdo pela droga, que acontece apds o uso continuo, de doses
como as de 15mg/kg (BRADBERRY ., 2002).

Ainda de acordo com a figura também podemos observar que a concentragdo extracelular
no cérebro pela dosagem de 15mg/kg é maior e permanece por mais tempo na regido extracelular
(BRADBERRY, 2002).
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Figura 2. (BRADBERRY, 2002). (a) Niveis de cocaina no plasma sanguineo com administra¢des intraperitoneais de
15 mg/kg e de 1 mg/kg via intravenosa; (b) medicao por micro didlise da concentragdo cerebral extracelular estimada
de cocaina; (c) impacto da cocaina por duas vias diferentes na dopamina extracelular no nicleo Accumbens.

A dopamina, como j4 estabelecido na literatura, tem um papel importante em processos de
aprendizagem e memoria (BERKE, 2018). As alteragdes de aprendizagem e memoria induzidas
por cocaina podem ser observadas mesmo em experimentos utilizando doses Uinicas. Em macacos,
por exemplo, a administracdo aguda alterou o aprendizado reverso. Esse tipo de paradigma
experimental, propde a inibi¢do do estimulo de recompensa aprendido pelo animal, que uma vez

condicionado em fun¢do de uma resposta de recompensa, passa pelo treinamento com o objetivo
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de inibir o processo adquirido. Apesar do estudo ter apresentado essa alteracdo, ele mostra que
seria necessario um tratamento cronico, para déficits de longa duragao (JENTSCH, et al., 2002).

Apesar de apenas o tratamento cronico, apresentar déficits de longa duracdo, outros
trabalhos demonstraram a importancia das alteragdes em uma dosagem aguda, ja& que nesses
termos, essa dose seria o suficiente para alterar o aprendizado, além de induzir a sensibilizacao do
comportamento contexto-dependente, uma vez que a cocaina, mesmo em dose Unica induziria as
transformagdes, € o processo de recompensa, favorecendo a consolidagdo memorias ligadas ao
contexto do uso da cocaina nesse estagio (EVANS, WENGER., 1992; SARTI et al., 2007).

Entdo, os processos mnemonicos parecem ser importantes no estabelecimento da
dependéncia da cocaina. Por exemplo, no chamado comportamento de retomada do uso apds a
abstinéncia, ha alteragdes importantes nos mecanismos de memoria. Esses mecanismos atuam
tanto no processo de consolidagdo quando no possivel enfraquecimento da memoria, envolvendo
a via ATV- NAcc e a via ATV-hipocampo, mostrando que a ATV participa desses processos e
pode ser um alvo no tratamento de usuarios (CASTILLO DIAZ et al., 2019).

Outros aspectos importantes sdo os efeitos no cortex frontal. Pacientes em recuperagdo de
dependéncia quimica, apresentam persistentes redugdes na atividade metabolica do cortex pré-
frontal, do cortex orbitofrontal e do giro cingulado anterior (VOLKOW & FOWLER, 2000), e
também reducdo da densidade neural dos lobos frontais (FRANKLIN, CHILDRESS, O’BRIEN,
MCELGIN, & RAGLAND, 2001). Essas alteragoes podem estar envolvidas no processo de
negacdo da droga, comportamento comum em usudrios de drogas, e pode se relacionar com o fato
do cortex frontal est4 ligado na supressdo de impulsos, o que caracteriza também a rapidez com a
qual, a dependéncia ¢ estabelecida (DACKIS et al., 2001).

H4 uma hipdtese, porém, que diz que enquanto a dose aguda da cocaina causa o aumento
da atividade locomotora, o uso cronico aumenta progressivamente ¢ de maneira duradoura o efeito
de locomogdo causado pela droga, sendo frequentemente chamado de sensibilizagdo
comportamental, esse feito ¢ determinado através da sele¢do de neurdnios do NAcc, determinando

quais serao subsequentemente ativados através da cocaina (MATTSON ET AL., 2008).

A cocaina também afeta as aferéncias glutamatérgicas, que carregam informagdes
especificas sobre o meio ambiente do cortex para o estriado, e ativa especificas populagdes de
neurdnios estriatais que sdo esparsamente distribuidas, isso pode contribuir para o processamento

da memoria. (MATTSO.,et al., 2008; PENNARTZ et al., 1994, O’ DONNELL, 2003).
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Portanto, a cocaina parece afetar memoria e fungdes frontais por meio de alteracdes
persistentes modificando de maneira seletiva alteragdes em redes responsaveis pelo processamento
de recompensa e de memoria, tais como mPFC, ATV hipocampo e NAcc. Tais alteragdes

representam aspectos essenciais dos mecanismos responsaveis pelo abuso da cocaina.

Entretanto, a forma como a cocaina altera a conectividade entre as regides citadas ainda ¢
pouco compreendida, apesar disso alguns estudos mostraram como a conectividade ¢ alterada em
doses cronicas da droga, um estudo em especial, apresentou dados sobre os impactos nos arranjos
de intera¢des nodais, principalmente em regioes da amigdala, NAcc, subnucleo talamico, e cortices

limbico e sensoriomotor ( ORSINI, et al., 2018).

1.3.1 A CONEXAO ANATOMICA ENTRE mPFC e CAl

O hipocampo ¢ dividido em subcamadas (CA1, CA2 e CA3) além do complexo subicular,
incluindo o subiculum, que fica situado proximo a camada de CA1 (JAY & WITTER, 1991).

As projegoes hipocampais que foram vistas através de um marcador retréogado especifico,
mostraram uma conexao direta entre a regido de CAl, o subiculum, e o cortex pré-frontal. Essas
projecdes sao restritas a porgoes do cortex pre-frontal e originam-se de restritas partes do CAl,
além de toda a extensdo dorsoventral da regido proximal do subiculum (JAY & WITTER, 1991)

A maior parte dos neurdnios de CA1 que projetam o mPFC, exceto a parte dorsoventral do

hipocampo que ndo estd presente nessa projecdao (JAY & WITTER, 1991).

1.4 COCAINA E SONO

As perturbagdes de sono sdo comumente associadas aos usudrios de cocaina (KNAPP., et
al, 2007). Além disso € possivel notar também que similares perturbagcdes ocorrem em algumas
patologias. As pesquisas que exemplificam esses achados se baseiam na alteracdo da transmissao
central dopaminérgica, como dito, esses trabalhos, tém demonstrado alteragcdes na arquitetura do
sono, e essas observagdes entdo, sugerem que a DA pode estar ligada a regulacdo do ciclo sono-
vigilia (ADLER, 2005; GAGNON et al., 2002; ABBOTT, 2005; MAGGINI et al., 1986; O’BRIEN
et al., 2003).

Essas alteragcdes que modificam a arquitetura do sono, ou constitui¢do das fases do sono, e

que regulam esse processo, sdo coordenadas por uma série de complexas interagdes que
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sistematicamente modulam o disparo de neurdnios dos sistemas colinérgicos (HOBSON ET AL.,
1993), orexinérgico (LIN et al., 1999), noradrenérgico (ASTON-JONES AND BLOOM, 1981),
histaminérgico (JOHN et al., 2004), e serotoninérgico (ESPANA AND SCAMMELL, 2004). Os
neuronios desses sistemas enviam projecoes eferentes para as estruturas corticais € subcorticais
que geram padroes de atividade caracteristicas do estado sono e vigilia (DZIRASA et al., 2006).

Durante o estado acordado, o cortex apresenta oscilagdes rapidas de baixa amplitude em
gama (33-55 Hz) e alta atividade muscular (STERIADE et al., 1993). Em seguida, ap6s um periodo
de sonoléncia, caracterizado por um estado de repouso, com alerta reduzido, ocorre a transi¢ao
para sono de ondas lentas ou NREM (do inglés non-rapid eye movement). Neste estado, existe
predominancia de oscilagdes de alta amplitude e baixa frequéncia, e a atividade muscular diminui
(STERIADE et al., 1993; HOBSON AND PACE-SCHOTT, 2002). Durante o estagio de rapid-
eye movement (REM) ou sono paradoxal, o cortex e as estruturas subcorticais apresentam rapidas
oscilacdes em gama, similares as do estado acordado e o hipocampo apresenta oscilagdes na
frequéncia de (4 — 9 Hz), denominadas de ritmo teta (VANDERWOLF, 1969; TIMO-IARIA et
al., 1970; CANTERO et al., 2003) (apud DZIRASA et al., 2006).

A cocaina ¢ capaz de induzir um estado de alerta persistente e modular esse padrdo do
sono, alguns estudos mostraram que essa substincia também afeta a estrutura das fases do ciclo-
sono vigilia de roedores (DUGOVIC et al., 1992; KNAPP et al., 2007), causando rebote de sono
ap6s administracao aguda (DUGOVIC et al., 1992; KNAPP et al., 2007). Esse rebote de sono, ¢
uma espécie de compensag¢ao, funcionando como um processo de equilibrio para reestabelecer um
estado basal importante do sistema bioldgico. Foi mostrado também que a cocaina aumenta de
maneira dose-dependente a laténcia do sono REM e NREM e a duragdo de todo o sono, além de
aumentar o tempo de vigilia através do aumento da duragdo dos episodios de vigilia. Além disso
alguns trabalhos mostraram que a cocaina alterou a densidade espectral do EEG, e que essas
alteracdes sdo representadas pela mudanga nesses padrdes dos estados de sono (BJORNESS,

GREENE, 2018).

Ha também outros trabalhos, por exemplo, que explicam que o uso de cocaina pode estar
ligado a mudancas da expressao de genes do relégio moduladores do ciclo Circadiano, e que estes
genes também estariam ligados a alteracdes do circuito de recompensa (WANG et al., 2019). Mas
apesar dessas alteracdes descritas nesse trabalho sobre o efeito da cocaina no ciclo circadiano, as
caracteristicas de alteracdes no padrdo do sono de usuarios, e suas conexdes ainda ndo estdo claras

(WANG et al., 2019).
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Entretanto, alguns autores sustentam que mudangas no ciclo circadiano, induzidas por
cocaina, poderiam aumentar a vulnerabilidade para o desenvolvimento de dependéncia, essa
correlacdo ¢ sugerida pelos pesquisadores, que observaram uma forte relacdo entre o
comportamento aditivo com alteragdes no ciclo circadiano, e¢ essas alteracdes também sao
sustentadas por hipoteses sobre especificos genes que regulam o ciclo, e os padrdes de sono do
individuo, apresentando uma forte correlacdo entre esses fatores(LOGAN, WILLIAMS,
MCCLUNG, 2014).

1.5 PADROES OSCILATORIOS E COCAINA

Uma das maneiras de estudar a sincronicidade de circuitos locais e distantes no cérebro ¢
registrando os potenciais locais de campo (ou local field potentials) (LFP) nas areas de interesse.
Os LFP sdo o somatorio dos potenciais dendriticos excitatdrios e inibitdrios numa pequena regiao
(aproximadamente 200-400 um) ao redor da ponta do eletrodo. Ao contrario dos eletrodos de
registros de spikes intra e extracelular que representam saidas neurais, os LFPs representam a
somatodria das entradas e o processamento local em um conjunto de neurdnios

Ao analisar os LFPs de uma rede local, ¢ possivel observar os padrdes oscilatorios, como
por exemplo, as oscilagdes teta (6 - 12 Hz) e gama (25 - 100 Hz), essa faixa ou assinatura das
oscilagdes varia um pouco de autor para autor, hd por exemplo termos que diferenciam subtipos
de oscilagdes como o que foi feito em trabalho de revisdo, onde (BUZSAKI & WANG,2012)
discutem os mecanismos e possiveis fungdes de trés tipos de oscilagdes gama: a) gama lenta (30-
50 Hz), b) gama intermediaria (50-90 Hz) e, c) gama rapida (90 -140 Hz). Neste estudo os autores
discutem o que podem ser consideradas os ritmos gama e essas caracterizagoes.

As oscilagdes sdo observadas sob escalas temporais e espaciais, algumas teorias sugerem
que elas sdo responsaveis pela comunicacdo de células neurais. Para a caracterizagdo desses
fendmenos usamos a analise do espectral, que representam graficamente essas oscilagdes atraveés
de ferramentas matematicas (COLE & VOYTEK, 2017).

Essa  comparagdo ¢ muito importante para compreender certos fenomenos e
comportamentos, observados na comparagdo da assinatura dessas areas, por exemplo,
BENCHENANE et al. 2010 mostraram que as amplitudes de teta entre CA1 ¢ mPFC em ratos,
aumentavam de forma sincrona (chamada de coeréncia de amplitude em teta) durante tarefas de

tomada de decisdo e também por meio de infusdo intra-cerebral de dopamina.
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Alguns estudos demonstraram como a cocaina em dose Unica alterou a relagdo dessas
assinaturas entre areas, por exemplo, DILGEN, et al. 2013 demonstraram que a exposi¢do aguda
a cocaina em camundongos parece aumentar a sincronicidade de oscilagdes gama.

Como outro bom exemplo de utilidade do LFP neste campo de conhecimento, podemos
citar o trabalho de HARRIS BOZER et al., 2016, que observaram um aumento concomitante de
delta e teta na ATV ap6s dose tnica de cocaina.

A alteracdo dos diferentes padrdes oscilatorios, também frequentemente ocorre junto de
mesmo padrao de uma das etapas do ciclo circadiano, e interagem entre si de forma local ou através
de estruturas diferentes. A natureza da intera¢do ¢ geralmente hierdrquica e universal, de modo
que a fase da oscilagio mais lenta modula a amplitude das mais rapidas (BUZSAKI.,
LOGOTHETIS., SINGER, 2013). Isso ocorre com a magnitude das ondas gama que apresentam
uma co-modula¢do com oscilacoes mais lentas, como o ritmo teta (BUZSAKI., XIAO-JING,
2012).

Praticamente todas as redes oscilatorias sdo baseadas em um processo inibitorio, e € desse
processo inibitério que surgem esses diferentes padrdes oscilatorios. (BUZSAKI; WATSON,
2012). Enquanto as oscilagdes rapidas sdo associadas com mudangas pequenas em pequenas
quantidades de células neurais locais, as oscilagdes lentas sdo associadas a grandes mudangas em
muitos neuronios das redes cerebrais, o que € modificado quando o cérebro engaja em diferentes
comportamentos e frequéncias especificas se tornam dominantes (BUZSAKI., XIAO-JING,
2012).

O acoplamento de frequéncias cruzadas entre os ritmos lentos e as oscilagdes gama pode
dar suporte a troca de informagdes entre regides distantes do cérebro. E o que acontece, por
exemplo, com o ritmo teta no hipocampo, que parece ser capaz de sincronizar oscilagdes gama
locais em multiplas areas corticais (BUZSAKI; XIAO-JING, 2012).

ZHU et al., 2019 demonstraram recentemente que o acoplamento entre teta e gama
apresenta-se aumentado durante tarefa de PCL (preferéncia condicionada de lugar) induzida por
heroina em ratos. Os autores argumentam que tais alteragdes poderiam estar subjacentes ao
desenvolvimento de dependéncia em heroina. Entretanto, os efeitos da cocaina sobre acoplamento

teta-gama no hipocampo e mPFC ainda ndo esta descrito na literatura.

1.6 HIPOTESE DO AJUSTE HOMEOSTATICO SINAPTICO
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A hipotese da homeostase sinaptica (HHS) propde que o sono € um processo essencial e
necessario para manter a renormalizacdo das sinapses, ou em outras palavras, o sono ¢ um
mecanismo de ajuste, que adequa os processos, normalizando os pesos sinapticos, uma vez que
essas conexodes precisam se reajustar para manter sua eficiéncia (ZENKE, GERSTNER, 2017;
TONONI., CIRELLI, 2018).

A HSS preconiza que a reducdo dos pesos sindpticos ocorreria simultaneamente em regioes
em que o processo de aprendizado ndo ocorre (TONONI., CIRELLI, 2018; TONONI, GIULIO
AND CIRELLI, 2014). Essa redugao dos pesos sinapticos, que tendem a preparar o cérebro para
0s processos seguintes, acontece durante o sono, como foi dito anteriormente, e ja durante o estado
de vigilia, os neur6nios possuem uma atividade restrita, devido ao alto gasto realizado em disparos
e através da dispendiosa atividade sinaptica (TONONI, CIRELLI, 2018). Além disso, os neurénios
também enfrentam restritivas manobras de transferéncia de informacdes, ja que estes recebem
milhares de diferentes entradas, mas enviam praticamente um sinal binario. Por esses motivos os
neurdnios tendem a manter um baixo disparo em condigdes naturais, € a responderem a estimulos
seletivos e importantes com um aumento, em vez de uma queda na atividade dos disparos
(TONONI, CIRELLLI., 2019).

A HSS sugere que novos e importantes eventos sdo provavelmente aprendidos através do
fortalecimento das sinapses, mais do que pelo seu enfraquecimento (TONONI, CIRELLI, 2019).
Esse fortalecimento sinaptico devido ao aprendizado continuo, cria a necessidade deste processo
de renormalizacdo sindptica, ou processo de homeostase. E, de fato, os cientistas ja consideram
essas hipoteses para entender como os circuitos neurais, lidam com o dilema da plasticidade e da
estabilidade, para evitar a potenciacao descontrolada e a saturacao da capacidade do aprendizado,
Ja que esses manobras tendem a um alto gasto energético, que podem ocasionar a degeneracao
celular, o que necessariamente torna o processo de HHS importante (TONONI, CIRELLI, 2019).

Identificar esses mecanismos de renormalizacdo sinaptica no sono ¢ uma das questdes
mais importantes para o futuro, e ao longo dos anos dois pontos foram desenhados de acordo com
todo o arcabouco teodrico produzido até os dias atuais sao eles: a) a atividade neural ¢ importante
para a diminui¢do especifica, e b) a renormalizagdo durante o sono parece poupar 0s neuronios
e/ou sinapses mais ativas (TONONI, CIRELLI, 2019).

Sabe se que os neurdnios coativos durante o aprendizado estdo mais propensos a disparar
conjuntamente durante um sono NREM subsequente, e estes sdo protegidos dessa diminui¢ao

seletiva descrita pelos estudos, esses mesmos neurénios apds o sono, mantém ou aumentam a
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atividade geral que tiveram apos o aprendizado, apesar de nao se saber o que acontece com as
sinapses destes mesmos neuronios(TONONI, CIRELLI, 2019).

A natureza desse processo € abrangente e parece ser responsavel por diversos efeitos a
nivel cognitivo, que vao desde a consolidagdo da memoria até o seu proprio enfraquecimento
(TONONI; CIRELLI, 2019).

Outros achados ainda mostram a importancia do ciclo sono e vigilia para o processo
homeostatico, sugerindo que as atividades que afetam as alteragdes homeostaticas nos circuitos
neuronais sao desencadeadas durante o sono NREM, mas sdao implementadas durante o sono REM,
mostrando a necessidade da organizagdo das etapas do ciclo sono vigilia nessa normalizacao

sinaptica (MIYAWAKI, DIBA, 2016).

2. OBJETIVOS GERAIS

Nosso estudo testou se uma exposi¢ao unica a cocaina ¢ capaz de afetar persistentemente
padrdes oscilatérios e a coordenagdo entre CA1 e mPFC durante o sono. Além disso, testamos se
tais alteragdes eletrofisiologicas sao: (1) dependentes da dose utilizada e (2) associadas a prejuizos

de consolidacdo de memoria.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Testar os efeitos de COCA-2,5 (cocaina na dose 2,5 mg/kg) e COCA-15 (cocaina 15 mg/kg)
sobre:

1- O tempo de vigilia e estagios do sono;
2- A coeréncia de amplitude em teta entre CA1 e mPFC;
3- Padrdes oscilatérios durante o sono, tais como oscilagdes delta, teta e gama,;
4- A incidéncia de ripples hipocampais;

5- O acoplamento entre fase de teta e amplitude de gama na regido CA1 do hipocampo durante
estado acordado e de sono REM;

6- A consolida¢ao de memoria de localizagdo de objetos;

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 SUJEITOS

Foram utilizados 26 ratos Wistar adultos entre 250 e 380 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade de Minas Gerais — UFMG/Belo Horizonte, sendo que 18 animais foram
aproveitados como sujeitos experimentais, € posteriormente 2 animais foram excluidos apos as
andlises. Os outros 8 animais foram eutanasiados ou morreram durante os procedimentos
cirargicos.

Os ratos foram mantidos em caixas de polipropileno (41 x 34 x 18 cm; 3 animais por caixa)
no Biotério de Experimentacdo Exclusivo para Ratos do Departamento de Fisiologia e Biofisica
da UFMQG, e todas essas caixas continham madeira raspada (serragem ou maravalha) sobre o
assoalho. Os animais também receberam ragdo balanceada padrao e dgua “ad libitum”. Durante
todo o periodo em que os experimentos ocorreram, esses animais ficaram alojados no biotério com
temperatura controlada (22 °C) e submetidos a ciclo de 12h claro/escuro.

Todos os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA)

da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA: 41/2017)

4.2 DROGAS

Foram usadas xilazina (Cloridrato de xilazina a 2%, diluida em veiculo q.s.p) e cetamina
(Cloridrato cetamina a 10%, diluida veiculo estéril g.s.p) para procedimentos de anestesia
utilizados nos procedimentos cirargicos. As injegdes foram aplicadas diretamente via
intramuscular ou intraperitoneal. Além disso foi usada Lidocaina aplicada localmente, para
anestesia.

A cocaina (Merck) foi diluida diretamente em salina (solu¢do de NaCl a,15M), para

dosagens de 15 mg/kg e 2.5 mg/kg (KNAPP., et al, 2007) injecdes via i.p.

4.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA DE IMPLANTE DE ELETRODOS

Inicialmente ¢ calculado a dosagem de acordo com o peso do animal, sendo que 1 mL para
cada kg do peso do animal que configura os 100%, em seguida ¢ injetado a mistura de 0,7mL/kg
de cetamina e 0,35mL/kg de xilazina (70% e 35% respectivamente) via intraperitoneal, ambas as

28



drogas vendidas diluidas. Apos essa inje¢do ¢ administrado uma dosagem de 0,5 de cetamina e
0,25 de xilazina (50% e 25% respectivamente) injetada por via intramuscular, esse foi o protocolo
utilizado inicialmente, e por manter uma taxa alta de sucesso, na recupera¢cdo dos animais, esse
protocolo foi mantido. Apos a segunda dosagem ¢ checado o efeito dos anestésicos através de
pincamento de cauda do animal, para que se note se hd respostas. Em seguida, foi realizada
tricotomia do escalpo com uma tesoura e a fixacdo do animal em estereotaxico (KOPF; KOPF
instruments; EUA). Apds esse procedimento ¢ realizada a assepsia do escalpo com iodo, e apds
essa assepsia, ¢ realizada uma inje¢do subcutanea de lidocaina (lidocaina a 2% em solucdo de
NaCL 0,15M) na regido em que sera feita a incisdo. Apds a incisdo do escalpo, a por¢ao dorsal do
cranio foi exposto e o tecido conjuntivo foi removido utilizando hastes de algoddo embebidas com
solucdo salina estéril 0,15 M. Os animais tiveram sua temperatura mantida por meio de um sistema
de aquecimento que utiliza 4gua quente, desenvolvido pela equipe, esse equipamento mantinha os
animais em temperaturas em torno de 37 °C.

O bregma foi a regido referéncia, situado na regido antero-posterior e médio -lateral, e
foram feitas duas craniotomias, que se situavam-se no hemisfério esquerdo segundo as
coordenadas: [antero-posterior (AP): -5,4mm; médio-lateral (ML) -4,6mm; dorso-ventral(DV) -
2,5mm para o CAl e antero-posterior (AP) +3,0 mm; médio-lateral (ML) 0,5mm; dorso-ventral
(DV) -3,5mm para o mPFC (PAXINOS; WATSON, 1998) (PAXINOS; WATSON, 2017). Além
desses orificios para os dois parafusos na regido occipital, foram colocados mais trés parafusos
(um na regido frontal e dois no parietal, um em cada um dos lados) para manter o implante firme.

Primeiramente foram implantados dois eletrodos monopolares formados cada um por 1 fio
de tungsténio encapado com teflon (60 um de didmetro interno; A-M Systems, Inc., EUA), o
primeiro foi implantado na regido do mPFC e o outro no hipocampo dorsal em CAl, e além disso
junto aos parafusos colocados nos orificios do occipital, para o aterramento e referenciamento,
foram soldados um conector com dois fios de prata.

Apos a inser¢do nos substratos os eletrodos foram cimentados com acrilico dental auto-
polimerizavel. Em seguida o eletrodo inserido em CA1l € cimentado com o mesmo acrilico. A
descida dos eletrodos de registro era acompanhada do registro do LFP garantindo assim o correto
posicionamento na coordenada dorso-ventral (DV), através de inspecdo visual ¢ identificado a
presenca de teta em CA1 e de delta no mPFC.

Apds os implantes e cimentacdo dos eletrodos em mPFC e CA1, um terceiro eletrodo era

colocado, um pouco maior e com a ponta dobrada, que era colocado na musculatura do animal.
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Esse eletrodo foi usado para o registro do EMG, que serd importante para a classificacao dos
estagios de sono posteriores.

Apoés a cirurgia, os animais foram tratados profilaticamente, com uma solucdo anti-
inflamatéria (Intervet) (Fluxinina, 5 mg/kg) e solucao pentabiotica (Zoetis) (19 mg/kg) todas por

via intramusculares, aguardando um periodo de recuperagao de 7 dias.

4.4 APARATO EXPERIMENTAL

Os registros foram realizados em uma caixa (30x30x30cm) dentro de uma gaiola de
Faraday. Os sinais foram filtrados e amplificados (0,1 Hz — 1 KHz, 1000x) (Am systems
Amplifier), e digitalizado a 4 KHz (Power Lab, AD Instruments) e entdo adquiridos pelo LabChart,
um software de registro.

Os sinais adquiridos no LabChart durante o registro sao: mPFC, CA1, EMG, e um quarto
canal que recebe um sinal gerado por um Arduino com um pulso a cada 10 segundos e com um
sinal luminoso de um Led em paralelo, que estd na area da filmagem do animal, para a
sincronizagdo do registro na fase da analise dos dados.

Os experimentos comportamentais foram realizados na mesma caixa (30x30x30cm) em

que os registros foram feitos.

4.5 LESAO ELETROLITICA, PERFUSAO E FIXACAO DO TECIDO NERVOSO

Apds o ultimo dia de registro os animais foram anestesiados novamente com uma
superdose de cetamina e complemento de xilazina, e passaram por um protocolo de estimulagcao
elétrica, esse protocolo era realizado por um unico pulso elétrico de 1,5 UA através dos eletrodos,
para uma gerar uma lesdo eletrolitica. Em seguida os animais passavam pelo procedimento de
perfusao pela aorta, com uma solugdo tampao fosfato-salina (PBS — 250 MI) e paraformaldeido a
4% (PFA — 200 Ml) para fixagao.

Os encéfalos foram extraidos apos a perfusdo e imersos em uma solucao de PFA a 4% por
24h e em seguida crioprotegidos em solucgdes alternadas de sacarose 10, 20 e 30% a cada dia por
trés dias. Logo apds esse procedimento que iria desidratar os cérebros, eles foram em seguida

congelados por submersao em isopentano (~40s) e guardados em freezer -80 °C.
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4.6 HISTOLOGIA

Ap6s o processo de congelamento por submersdo em isopentano, os cérebros passaram por
cortes transversais de 30 um realizados no criostato da marca Leica modelo CM 1850, em busca
das regides de interesse mPFC e CAl, por toda a faixa anteroposterior em que as lesdes foram
realizadas.

Esses cortes foram colocados em solugdo tampao PBS e, com o auxilio de pincéis foram
colocados em laminas gelatinizadas. As laminas foram coradas com a técnica padrao de Cresil-
Violeta e montadas com laminulas para visualizagdo em microscéopio. Depois de montadas foi feita
uma verificagdo da posi¢do do eletrodo, e com a ajuda de um microscépio.

Todas as imagens que possibilitaram a visualizagdo da lesdo dos eletrodos, foram

fotografadas e usadas para validagdo histologica.

4.7 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental (figura 3-C) mostra o dia 0 como sendo o dia em que os animais
passaram por um periodo de habituag¢do, nesse momento os animais ficaram 8§ horas na caixa onde
esses mesmos animais foram registrados, para se habituarem ao espago de experimentagao.

No dia 1 (figura 3-C) os animais foram submetidos aos registros de LFP’s (mPFC e CA1
e EMG) por 8 horas, além da filmagem dos registros.

No inicio do dia 2 (figura 3-C), os animais, agora separados nos grupos salina 0,9% (n=6),
COCA-2.5 (n=6) e COCA-15 (n=4), passaram pelo treinamento (aquisi¢do) da tarefa de memoria
de localizacao de objetos (MLO), como ja descrito (MAINGRET, et al, 2016). Nessa tarefa os
animais foram apenas filmados, devido ao ruido proveniente da grande movimentacdo. Depois da
tarefa comportamental, os animais eram desconectados para receberem um inje¢do sistémica de
cocaina ou salina (dependente do grupo experimental e dose) ( 15 mg/kg ou 2.5 mg/kg (KNAPP.,
et al, 2007), ap0s a injecao, os animais foram submetidos ao registro eletrofisiologico e a filmagem
durante o sono subsequente, com duragdo de 8 horas.

A dose de 2,5 mg/kg escolhida no presente estudo mostrou um aumento tardio do sono
REM, sendo que a dose de 10 mg/kg apresentou uma laténcia maior para o sono, além de modificar

os padroes dos estados de sono e vigilia (KNAPP et al, 2007). Um trabalho feito com camundongos
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mostrou o aumento da laténcia com efeito dose-dependente entre dosagens de 3.6mg/kg e 18mg/kg
(BJORNESS & GREENE,2018), sendo determinado aqui as doses de 2,5mg/kg e 15mg/kg.
No terceiro dia, os animais foram submetidos a segunda parte do teste de localizagdo de

objetos (invocagao) e a registros eletrofisiologicos por novamente 8 horas.
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REGISTRO B

Local field potential (LFPs): 0.7 - 250 Hz
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Figura 3. Cirurgia estereotaxica, registros eletrofisiologicos e paradigma experimental. A. Esquemas em visdo
lateral e cortes coronais do encéfalo de ratos. No encéfalo em viséo lateral (acima), é possivel visualizar os locais de
inser¢do dos eletrodos de registro (Registro). Nos esquemas em cortes coronais, as regides marcadas em vermelho
representam os locais de insergdo dos eletrodos (mPFC, a esquerda e CAl, a direita). B. Representagdo dos registros
eletrofisiologicos. Painel superior: tragados em preto sdo exemplos representativos de tragados de registros de LFP
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(mFPC e CA1l), com os sinais filtrados na faixa 0.7-250 Hz e eletromiograma (EMG), com o sinal filtrado na faixa
80-300 Hz. Painel inferior: ilustracdo dos procedimentos executados com um animal mantido na caixa, conectado ao
sistema de aquisicdo de dados. C. Paradigma experimental.

4.8 TESTE DE RECONHECIMENTO DE OBJETO

O teste de localizagdo de objetos tem sido utilizado como uma ferramenta para a avaliagao
da relevancia funcional da coordena¢do hipocampo-cortical durante o sono (WARBURTON.,
BROWN, 2015; NORMAN, 2010).

(MAINGRET, et al., 2016) mostrou que a coordenacdo entre ripples hipocampais e delta-
spindles registradas no cortex durante o sono subsequente ao aprendizado foi maior quando os
animais puderam explorar a caixa com os objetos por 20 minutos, comparado com a situagdo na
qual os animais puderam explorar os objetos por 3 minutos.

Os autores também observaram que o indice de discriminag@o de objetos no dia do teste
também foi maior nos animais que exploraram livremente os objetos por 20 minutos durante o
treino do dia anterior. A figura 3 mostra o desenho experimental do presente estudo.

O teste consistia em posicionar dois objetos no dia 2, em uma caixa de acrilico, com uma
das paredes da caixa, (parede oposta aos objetos), com um fundo em duas cores (branco e preto).
O assoalho da caixa foi dividido em quatro quadrados, e os dois objetos idénticos eram
posicionados no lado oposto ao da parede com o fundo em duas cores, os objetos eram trocados
por uma tabela em que permite alternar o posicionamento em cada um dos animais, essa tabela
seguida um esquema de rotatividade, para sempre oferecer um local diferente dos objetos para
cada um dos animais seguintes.

Os animais foram colocados na caixa, e era permitido que eles explorassem toda a arena
com os dois objetos, por 3 ou 20 minutos, essa quantidade de tempo seguiu as especificagdes do
teste usado em MAINGRET, et al., 2016, que conseguiu testar o processo de consolidagcdo de
memoria, através do teste de localizacdo de objeto, esse tempo foi equiparado aqui no nosso
trabalho, ao desempenho previsto, de acordo com a concentracio da cocaina injetada
posteriormente, sendo que de acordo com nossa hipdtese o grupo com uma dose menor (2,5mg/kg)
apresentaria um melhor desempenho. Foi convencionado que os animais que iriam receber a
solucdo de 2.5mg/kg explorariam a caixa por 3 minutos, € 0s animais que iriam receber a solucao

de 15mg/kg ou apenas salina iriam explorar a caixa por 20 minutos.
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Apo6s o tempo de exploragao definido pelos dois grupos, os animais passavam por um pré-
registro de LFP’s por 10 minutos além de serem filmados.

Ap6s o tempo de pré-registro os animais recebiam injegdes intraperitoneais (I.p) de cocaina
(MERCK) diluida em solugdo de salina (solu¢ao de NaCl a 15M), e em seguida permaneciam na
caixa para o registro e filmagem por 8 horas do sono subsequente.

No dia 3 (figura 3) os animais eram colocados na mesma arena, mas com um dos objetos
em um quadrante diferente do que estava posicionado no dia 2, e foi permitido a exploracao por 5
minutos em ambos os grupos (2.5mg/kg e 15 mg/kg).

Apbs a exploracdo os animais foram conectados ao sistema para o registro e a filmagem

do sono subsequente, por 8 horas.

5. PRE-PROCESSAMENTO DOS REGISTROS ELETROFISIOLOGICOS

Os registros de LFP e EMG foram processados e analisados utilizando a ferramenta
MATLAB® R2018b (MathWorks®). Os blocos de dados referentes aos registros de um mesmo
animal foram temporalmente ordenados. Inicialmente, foram removidas quaisquer tendéncias
constantes existentes nos registros utilizando-se a func¢ao detrend. Posteriormente, os dados foram
reamostrados de 4 Khz para 800 Hz, utilizando a funcdo decimate e filtrados por um filtro passa-
banda (LFPs = 0.7-250 Hz; EMG = 80-300 Hz), utilizando a fun¢do eegfilt. Ainda, cada bloco de
dados foi dividido em janelas de 10 segundos, que foram posteriormente concatenados
temporalmente, gerando matrizes bidimensionais cujas linhas definem as épocas de 10 segundos
e as colunas definem cada uma das amostras presentes na janela. Por fim, os indices de inicio e

fim dos registros de cada um dos trés dias foi armazenado.

5.1 CALCULO DA DENSIDADE ESPECTRAL DE POTENCIA, RMS DO EMG E
INTEGRACAO DE POTENCIA DE BANDAS

Os valores quadraticos médios (RMS) de cada uma das épocas de 10 segundos dos registros
das regides CAl e mPFC, e EMG foram calculados. Tais valores foram utilizados para definir as

épocas com a presenga de artefatos através do padrio de distribui¢do em um grafico de dispersao.
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A selegao das épocas com artefatos foi realizada manualmente, através de uma inspecao visual dos
dados, com posterior selecao das épocas com o valor quadratico médio suficientemente altos para
estarem isolados do conjunto principal de €pocas. Tal processo foi repetido utilizando-se o valor
quadratico médio e o nimero de cruzamentos em zero (zero-crossing) das épocas de 10 segundos
do registro do mPFC. Por fim, essas épocas foram excluidas das analises, sendo, porém, mantidos

nas matrizes de dados a fim de preservar a fidelidade temporal dos registros.

O célculo da estimativa da densidade espectral de poténcia de cada época dos LFPs foi
realizado utilizando a fungao pwelch (comprimento da janela: 2048; amostras sobrepostas: padrao;
nimero de pontos discretos da transformada de Fourier: 10240; taxa de amostragem: 800 Hz). Em
seguida, os valores de densidade espectral de poténcia foram integrados em bandas especificas
(Delta: 1-4 Hz; Teta: 5-12 Hz; Gama-baixa: 30-55Hz; Gama alta: 65-100 Hz) que foram
normalizadas pela densidade espectral de poténcia total do sinal (calculada desconsiderando a

poténcia da faixa 55-65Hz).

5.2 CLASSIFICACAO DOS ESTAGIOS DO CICLO SONO-VIGILIA

A razdo das poténcias normalizadas das bandas Teta e Delta (poténcia de Teta / poténcia
de Delta) foram calculadas a partir do LFP registrado em CAl. Posteriormente, foi gerado um
modelo de distribui¢do de mistura gaussiana (GMModel) ajustado aos valores de RMS do EMG e
a razdo Teta/Delta (LFP de CAl) de cada uma das épocas de 10 segundos. O modelo possui 3
componentes e foi gerado utilizando a fungao fitgmdist. Os clusters foram definidos utilizando um
limite minimo de 95% para a probabilidade posterior de cada época (observagdo) estar em um
dado componente. As épocas que ndo atendiam ao limite minimo para nenhum dos componentes
foram rotuladas como nao classificadas, sendo eliminadas de analises posteriores. Cada um dos
trés componentes (clusters) foi classificado como um dos estagios do ciclo sono-vigilia. O
componente cujas €pocas possuiam alta razdo Teta/Delta e baixo valor de RMS do EMG foi
classificado como sono REM. J& o componente cujas épocas possuiam moderada a baixa razao
Teta/Delta e alto valor de RMS do EMG foi classificado como estado de vigilia (aWK). Por fim,
o0 terceiro componente, cujas épocas possuiam baixa razdo Teta/Delta e baixo valor de RMS do

EMG foi classificado como sono ndo REM (NREM).
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5.3 ARQUITETURA DO SONO

A porcentagem do numero de épocas de cada estagio foi calculada através da razdo do
numero absoluto de épocas em cada um dos estagios pelo numero total de épocas classificadas (as
épocas nao classificadas foram desconsideradas). Cada conjunto de €pocas consecutivas (minimo
de duas €épocas consecutivas) de estagios iguais, entre vigilia, NREM e REM, foram chamados de
“bouts”. Portanto, o tempo minimo para um bout foi de 20 segundos e a incidéncia de bouts de
cada estagio foi expressa pela razdo do nimero de bouts pelo tempo total (em minutos) de épocas

classificadas.

A duragdo dos bouts leva em consideracdo o mesmo critério de definicao de bouts e €

definida pelo comprimento absoluto (em segundos) de cada bout de dado estagio.

5.4 LATENCIA PARA SONO

As épocas de 10 segundos foram divididas entre seus respectivos dias e laténcia para o
sono de cada um dos animais foi determinada para cada um dos 3 dias de registro. O marco de
inicio do sono foi definido como 0 momento em que em uma janela de 5 minutos, 80% das €pocas
foram classificadas como sono NREM ou REM. A laténcia para o sono, foi definida, portanto,
como o periodo de tempo entre o inicio do registro do dia e o marco de inicio do sono. J4 a laténcia
para sono REM foi definida como o periodo de tempo entre o marco de inicio do sono e o primeiro

episodio (época de 10 segundos) de sono REM.

5.5 DENSIDADE ESPECTRAL DE POTENCIA

Cada um dos dias foi dividido em periodos da manha e tarde, como descrito anteriormente.
Os periodos da manha e tarde foram divididos em 3 partes, cada um deles, totalizando 6 partes por

dia.

Os valores de densidade espectral de poténcia dos LFPs de CA1 e mPFC (normalizada pela
poténcia total), para cada época, foram integrados para as bandas Delta (1-4 Hz), teta (5-12 Hz) e
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gama (30-55 e 65-80 Hz). Foi feita a média da poténcia das épocas de sono REM e, posteriormente,
das épocas de sono nREM, para cada um dos 6 periodos de cada dia. Os primeiros periodos de
cada dia foram eliminados da analise devido ao baixo nimero de épocas de sono nREM ou REM.
Além disso, para os grupos Coca 15mg/Kg e Coca 2.5mg/Kg, apenas os 3 periodos da tarde do

segundo dia foram incluidos j& que o numero de épocas de sono ¢ insuficiente.

Cada uma das épocas teve seu valor de poténcia normalizado pela média dos 6 periodos do

primeiro dia.

5.6 ESPECTROGRAMAS

Os espectrogramas para cada um dos dois distintos registros de LFP (mPFC e CA1) foram
gerados através da fungdo spectrogram. Para tal, os dados lineares de LFP (ndo separados em
blocos) foram utilizados. No caso de partes do registro que ndo possuiam continuidade, os valores
de poténcia foram calculados separadamente e posteriormente concatenados. Os parametros
utilizados foram: taxa de amostragem: 800 Hz; comprimento da janela: 2400 amostras (3
segundos), sobreposicao: 400 amostras; frequéncias discretas: 0-10 Hz, com saltos de 0.0196 Hz

(nfft = 512);

5.7 COERENCIA ESPECTRAL VIA MULTI-TAPER

O calculo da coeréncia espectral levou em consideracdio o conjunto de dados
eletrofisiologicos de CA1 e mPFC. Foi realizado o célculo da coeréncia para cada época de 10
segundos de forma individual. Para tal, foi utilizada a fun¢do coherencyc do pacote Chronux
Matlab 2.12 v03. Os parametros utilizados foram: taxa de amostragem: 800 Hz; banda de
frequéncia: 0-200 Hz; Tapers: [3 5]; calculo do erro: [2 0.05]; média entre ensaios (trials): 1

(verdadeiro); fator de preenchimento do fft: 0; janela deslizante: [3 1];

As épocas foram separadas em seus respectivos dias. Além disso, foram definidos critérios
de separacdo de épocas entre cada um dos estagios do ciclo sono-vigilia. Ficou convencionado que
dentre as épocas de vigilia (aWK), foram selecionadas apenas aquelas existentes nas trés primeiras

horas ap6s o inicio do registro de cada dia. Dentre as épocas de sono REM, foram selecionadas
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apenas aquelas existentes no periodo da tarde. A escolha das épocas de sono REM no periodo da
tarde, se baseia no fato de que os animais apresentaram épocas de sono de maior duragdo nesse
periodo. Ainda, a média dos valores de coeréncia para os componentes de frequéncia da banda
Teta (nesse caso, 5-9 Hz) foi calculada para cada uma das épocas. Por fim, foi feita a média dos
valores de coeréncia da banda Teta das épocas de sono REM e posteriormente das épocas de

vigilia.

A frequéncia de pico de coeréncia em Teta de cada época, para cada dia, foi definida como
o componente de frequéncia entre 5-9 Hz que possui o maior valor de coeréncia. J4 o valor de

coeréncia no pico ¢ o proprio valor maximo de coeréncia encontrado.

Para a cria¢do da fun¢do de distribuicdo cumulativa empirica (CDF) os valores de coeréncia
das épocas dos estagios de sono REM e vigilia foram separados em seus respectivos dias. Por fim,

foram utilizados como valores de entrada para a fun¢do cdfplot.

5.8 ACOPLAMENTO DE FREQUENCIA CRUZADA

O acoplamento de frequéncia cruzada entre componentes de frequéncia do registro de CA1
foi definido utilizando-se a rotina para o calculo do indice de modulagao (MI), como descrito por
Tort et al., 2008. Inicialmente foram gerados comodulogramas, obtidos como resultado da
aplicacdo de varias medidas de MI a pares de faixas de frequéncias filtradas para a fase e amplitude.
As frequéncias de fase foram divididas em 18 “bins” (intervalos de 20°). As frequéncias
selecionadas para a fase iniciam-se em 1 Hz até 20 Hz, com saltos de 1 Hz e largura de banda de
4 Hz. J4 as frequéncias selecionadas para a amplitude iniciam-se em 10 Hz até 200 Hz, com saltos

de 4 Hz e largura de banda de 15Hz.

Cada uma das épocas de 10 segundos teve o MI calculado para cada um dos pares de
frequéncias de fase e amplitude. Posteriormente, as épocas foram divididas em seus respectivos
dias e em seus respectivos estagios do ciclo sono-vigilia. Ainda, foi feita a média dos valores de
MI para cada um desses subgrupos de épocas, permitindo a selecao de faixas de frequéncia de fase

e amplitude para posteriores analises.

Para analises comparativas entre grupos, definiu-se pares de faixas de frequéncia de fase e

amplitude especificos. Para a fase, a faixa de frequéncia selecionada foi 4-7 Hz (teta). Para a
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amplitude, foram selecionadas duas faixas de frequéncia: 70-90 Hz (gama alta) e 100-140 Hz
(Oscilagdes de alta frequéncia ou HFO). Inicialmente, o registro do LFP de CA1 passou por um
filtro “notch” (120 Hz) com largura 0,007. O calculo do MI para cada um dos dois pares (teta/gama
alta e teta/HFO) utilizou o mesmo método ja descrito, porém limitado a apenas tais faixas de

frequéncia.

Por fim, os valores de MI de cada uma das combinagdes teta/gama alta e teta/HFO foram
selecionados. Foi realizada a média dos valores de MI das épocas de sono REM (apenas nos
periodos da tarde) e vigilia (apenas épocas das 3 primeiras horas de registro) para cada um dos

animais. Os valores de MI foram normalizados pela média dos valores de MI do primeiro dia.

Para a criagdo da funcdo de distribuicdo cumulativa empirica (CDF) os valores de MI das
épocas dos estadgios de sono REM e vigilia foram separados em seus respectivos dias. Por fim,

foram utilizados como valores de entrada para a fungdo “cdfplot ™.

Para o calculo da correlagao de Pearson, os dados de entrada foram as combinagdes entre
o MI e a densidade espectral de poténcia das faixas de frequéncia da fase e amplitude usadas para
o calculo do MI. Para tal, foram utilizadas as fungdes “corr” e “polyfit” (grau: 1) a fim de calcular
o coeficiente de correlacdo linear e obter os coeficientes para o ajuste linear do dado,

respectivamente.

5.9 DETECCAO DE RIPPLES

Para a detecgdo de ripples, os registros de LFP de CA1 divididos em blocos de 10 segundo
foram filtrados na faixa de 140-220 Hz. A deteccao ocorreu individualmente em cada uma das
épocas de sono NREM. As amostras de cada uma dessas épocas, foram elevadas pela poténcia de
2, a fim de manter todos os valores positivos. Posteriormente o sinal foi normalizado utilizando o

Z-SCore.

Foram definidos dois limiares a partir da média e do desvio padrao (SD) do sinal. Foram
selecionados como eventos putativos os indices que atingiam o limiar de 3 SD e o inicio do evento
foi definido como o indice (anterior ao pico) cujo valor cruzasse o limiar de 1 SD e o fim do evento

foi definido como o indice (posterior ao pico) cujo valor cruzasse o limiar de 1 SD.
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Ainda, foram aplicados limiares de duragao para os eventos. Foram apenas aceitos eventos
com uma duragdo minima de 50 ms e duracdo méaxima de 450 ms. Eventos consecutivos com uma

distancia menor que 50 ms foram considerados um tnico evento.
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Figura 4. Fluxograma das analises executadas. A. Painel a esquerda: pré-processamento dos registros de potencial
de campo local (LFP) do cortex pré-frontal medial (mPFC), de LFP de CALl e do eletromiograma (EMG). Painel
central: classificacdo dos estagios do ciclo sono-vigilia, incluindo a eliminagido de periodos com artefatos, utilizando
os valores quadraticos médios (RMS) dos registros de LFP. Painel a direita: analises da arquitetura do sono, incluindo
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incidéncia dos estagios do ciclo sono-vigilia, frequéncia de “bouts ”, duragdo dos “bouts ”, 1aténcia para sono e laténcia
para sono REM. B. Analises de padrdes oscilatorios realizadas apds a classificag@o dos estagios do ciclo sono-vigilia.

6. RESULTADOS

6.1 CONFIRMACAO HISTOLOGICA DO POSICIONAMENTO DOS ELETRODOS

Como descrito anteriormente, a cirurgia estereotdxica foi realizada com o objetivo de
implantar eletrodos de tungsténio especificamente na regido pré-limbica do mPFC e em CA1l do
hipocampo. A figura 3 sintetiza informagdes sobre a confirmacao histologica do posicionamento
destes eletrodos. A figura 3-A mostra o mapa do posicionamento dos eletrodos no mPFC e CA1l
em 5 dos 16 animais registrados. As analises histoldgicas dos demais animais ainda estd em
andamento, por isso algumas das figuras estdo em branco. A figura 3-B traz exemplos tipicos onde
a lesdo da propria entrada do eletrodo foi visivel o suficiente para a confirmagdo do
posicionamento dos eletrodos no mPFC e CAIl. Para obter informacdes adicionais sobre o
posicionamento dos eletrodos na regido de CAl, calculamos as médias dos registros de potencial
de campo local em torno das ripples detectadas de cada um dos animais (figura 3-C). Cada um
dos tracados representa a média dos sinais de LFP bruto em torno de cada ripple detectada (300
ms antes e 300 ms apos pico de amplitude do evento detectado). As médias de cada um dos animais
estdo organizadas de acordo com a profundidade inferida do campo de contato do eletrodo de
registro em CAl. Tal profundidade foi inferida avaliando-se as diferentes assinaturas
eletrograficas presentes nos tracados médios, como demonstrado por YLINEN et al., 1995. A
presenca de oscilagdes de alta frequéncia no centro de todas as médias confirmam o
posicionamento correto dos eletrodos na camada piramidal de CA1. Note que a presenga de sharp-
waves em alguns dos animais (R1, R11 e R23) sugere que os eletrodos foram posicionados de
forma um pouco mais ventral do que os demais. Porém, a coexisténcia de sharp-waves e ripples

nestes animais sugere que os eletrodos foram posicionados no stratum radiatum, ou seja, ainda em

CAL.
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Figura 5. Histologia e validacio do posicionamento dos eletrodos. A - Representacdo esquematica de cortes
histologicos do encéfalo de ratos apresentado o posicionamento dos eletrodos como pontos pretos. As representagoes
de cortes histologicos a esquerda mostram o posicionamento dos eletrodos de registro no cortex pré-frontal medial
(mPFC). J4 as representagdes de cortes histologicos a direita mostram o posicionamento dos eletrodos de registro em
CA1. Ha uma concentracdo dos eletrodos nas regides proximas ou exatamente na camada de células piramidais. B -
Exemplos representativos de cortes histologicos demonstrando o posicionamento dos eletrodos no mPFC (figura da
esquerda) e em CA1 (figura da direita). C - Tragados das médias dos registros de potencial de campo em torno das
ripples detectadas de cada um dos animais. Cada um dos tragados representa a média dos sinais de LFP bruto em torno
de cada ripple detectada (300 ms antes e 300 ms apds pico de amplitude do evento detectado).
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6.2 VALIDACAO DA CLASSIFICACAO DE ESTADOS COMPORTAMENTAIS
DURANTE SONO-VIGILIA

Apo6s confirmar o posicionamento dos eletrodos e realizar o pré-processamento dos sinais
registrados (figura 4-A) e separagdo das épocas em diferentes fases do ciclo sono-vigilia utilizando
GMM (figuras 4-A e 6-B), validamos a classificagdo dos estados comportamentais por meio de
avaliagdo das densidades de poténcias espectrais médias para cada estado (ACORDADO, NREM
e REM) registrados no Dia 1 (condi¢do prévia ao tratamento). Na figura 6-A, os tracados amarelos
representam épocas tipicas de vigilia (ACORDADO), nos quais hd uma elevacido da amplitude do
EMG, com aumento da frequéncia das oscilagdes em CAl e mPFC. Os tracados verdes
representam €pocas tipicas da fase ndao-REM (NREM), nos quais ha uma sincronizacao da
atividade oscilatéria, havendo um aumento na amplitude e uma reducdo da frequéncia das
oscilagdes no mPFC e em CAl. Ainda, podemos observar uma reducdo da amplitude do EMG,
indicando uma reducdo da atividade muscular. Por fim, os tragados azuis representam épocas da
fase REM, nos quais hé reducdo da atividade muscular evidenciada pela redu¢ao da amplitude do
EMG e dessincronizagdo da atividade oscilatoria dos registros de LFP. H4 um aumento na
frequéncia das oscilagdes dos registros de LFP, assemelhando-se a atividade oscilatoria encontrada
no decorrer de épocas de comportamento exploratorio durante a vigilia. Na figura 6-C, as linhas
amarelas representam a densidade espectral de poténcia média das épocas de vigilia
(WAKE)(ACORDADO), as linhas verdes representam as épocas de sono NREM e as linhas azuis
representam as épocas de sono REM. Particularmente, no mPFC hd uma predominancia de
componentes de baixa frequéncia (< 4 Hz) durante NREM. Além disso, ha um pico na faixa
correspondente a teta (aproximadamente, 5-9 Hz) na média das épocas de sono REM e um aumento
de poténcia na mesma faixa de frequéncia na média das épocas ACORDADO. Jad em CAl, hd uma
predominancia de componentes de baixa frequéncia (< 4 Hz) na média das épocas NREM. Como
esperado, também observamos um pico bastante proeminente na faixa correspondente a teta na
média das épocas de sono REM. Durante ACORDADO, um pico em teta ainda encontra-se
proeminente, porém com poténcia reduzida em relagdo ao REM. Em seguida, também avaliamos
a coeréncia de amplitude média entre os registros de LFP do mPFC e CA1 (figura 7-B). Na média
das épocas NREM, ha um predominio da coeréncia de amplitude entre CA1 ¢ mPFC nos
componentes de frequéncia mais baixos (<4 Hz). Na média das épocas ACORDADO, h4 um alto

valor de coeréncia relacionados as baixas frequéncias (< 4 Hz), porém ha um pico de coeréncia na
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faixa 5-9 Hz. Por fim, na média das épocas REM, ha um predominio da coeréncia na faixa 5-9 Hz,
atingindo um valor préximo a 0.75.

A comunicagao entre as areas do mPFC e CA1 ¢ demonstrada aqui, através da comunicacao
de gama no mPFC e da faixa de teta em CA1, encontrada nos resultados descritos, que mostraram
predominancia dessas faixas nessas regides. Assim como a literatura descreve, o hipocampo
recruta o mPFC durante alguns comportamentos nesse recrutamento o teta hipocampal coordena,
ou modula a atividade da faixa de gama no mPFC, esses eventos também geram janelas de
oportunidade de transferéncia de memoria, e alguma interrup¢do ou erro nesse processo de
acoplamento ¢ encontrado em patologias como o caso da esquizofrenia (COLGIN., 2013)

Concluimos, portanto, que os padrdes oscilatorios observados durante ciclo de sono-vigilia
dos animais registrados neste estudo em condi¢do basal (Dia 1) estdo de acordo com a literatura
(WATSON & BUZSAKI, 2013; BUZSAKI, 2006; RASCH AND BORN, 2006; PACE-SCHOTT
& HOBSON, 2002; SULLIVAN et al, 2014; SIAPAS et al, 1998; SIROTA et al, 2003).
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Figura 6. Classificaciio dos estagios do ciclo sono-vigilia. A. Exemplos de tracados representativos de LFP (mPFC
e CAl) e EMG para cada um dos estagios do ciclo sono-vigilia. B. Exemplo de clusterizacdo realizada utilizando o
modelo de distribui¢do de mistura gaussiana “GM Model”. As varidveis utilizadas para utilizadas para gerar o modelo
sdo expressas nos eixos (razdo Teta/Delta de CA1 e o RMS do EMG). C. Exemplos representativos de densidade
espectral de poténcia média dos registros de LFP do mPFC e CAl. D - Exemplo representativo de hipnograma e
relagdo com a razdo Teta/Delta obtida a partir da analise do LFP do hipocampo ¢ RMS do EMG ao longo do tempo.
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Figura 7. Dindmica oscilatoria e coeréncia de amplitude entre CA1 e mPFC durante o sono normal. A. Exemplo
representativo de tracados de LFP registrados no mPFC (parte superior) e CA1 (parte inferior) obtidos de um animal
tratado com salina. B. Exemplos representativos de densidade espectral de poténcia média dos registros de LFP do
mPFC e CAl C. Exemplos representativos de espectrogramas e dinamica da coeréncia mPFC-CAL1 ao longo de um
periodo de 60 minutos. As linhas vermelhas indicam um periodo com alta poténcia na faixa 1-4 Hz no mPFC e CAl,
e baixo valor de coeréncia na faixa 5-9 Hz.

6.3 DINAMICA OSCILATORIA E COERENCIA DE AMPLITUDE ENTRE CA1 E MPFC
DURANTE O SONO NORMAL

Durante o sono normal podemos encontrar um exemplo do tracado descrito na figura 7-a
que mostra os LFP’s registrados no mPFC (parte superior) e em CA1 (parte inferior), os dados
mostrados no tragado em verde sdo representativos de épocas NREM, nas quais o LFP bruto
apresentando oscilacdes lentas, sincronizadas e de alta amplitude, tanto no mPFC quanto em CAL.
Ja o LFP filtrado na faixa 5-9 Hz apresenta variacdes de amplitude com baixa sincronia entre as
regides do mPFC e CAl, evidenciando uma baixa coeréncia de amplitude da faixa 5-9 Hz durante
as épocas NREM.

Os tragados azuis de registros de LFP bruto representam épocas REM, onde a coeréncia
em teta (5-9 Hz) aumenta. Logo abaixo, ha um sinal filtrado na faixa 5-9 Hz que ilustra a maior
sincronia de amplitude em teta entre as regidoes do mPFC e CAl. No ter¢o final da época
representativa de REM, h4 um exemplo de micro-acordar, em que h4 uma ligeira diminui¢ao da
frequéncia do sinal, bem como uma ligeira redugdo da coeréncia de amplitude entre as regides
CA1l e mPFC.

O exemplos representativos de densidade espectral de poténcia média dos registros de LFP
do mPFC e CALl na figura 7-b apresentam painéis a esquerda e ao centro, nesses painéis, as linhas
amarelas representam a densidade espectral de poténcia média das épocas de vigilia (WAKE),
enquanto as linhas verdes representam as épocas de sono NREM e as linhas azuis representam as
épocas de sono REM. No painel a direita o exemplo representativo da coeréncia de amplitude
média entre os registros de LFP do mPFC e CA1. A codificagdo de cores para os estagios distintos
do ciclo sono-vigilia ¢ mantida. Na média das épocas NREM, ha um predominio da coeréncia de
amplitude entre CA1 e mPFC nos componentes de frequéncia mais baixos (<4 Hz). Na média das
épocas WAKE, ha um alto valor de coeréncia relacionados as baixas frequéncias (< 4 Hz), porém
ha um pico de coeréncia na faixa 5-9 Hz. Por fim, na média das épocas REM, ha um predominio

da coeréncia na faixa 5-9 Hz, havendo um pico na faixa 5-9 Hz préximo de 0.75.
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Na figura 7-C ¢ possivel observar os exemplos representativos de espectrogramas e
dinamica da coeréncia de mPFC-CA1 ao longo de um periodo de 60 minutos. No painel superior
dessa figura o espectrograma do mPFC estd indicando a variacdo da poténcia dos distintos
componentes de frequéncia (0.7 - 10 Hz; indicados no eixo Y) ao longo de um periodo de sono. A
escala de cor indica que quanto mais proximo do amarelo, maior a poténcia de tal componente de
frequéncia. H4 uma variagdo ciclica na poténcia da faixa 1-4 Hz, evidenciando a entrada (alta
poténcia) e saida (baixa poténcia) das épocas NREM.

No painel central nota-se o espectrograma do CA1 indicando a variacao da poténcia dos
distintos componentes de frequéncia. H4 uma variagdo ciclica na poténcia da faixa 6-8 Hz,
evidenciando a entrada (alta poténcia) e saida (baixa poténcia) das épocas REM. O padrao ciclico
da faixa 1-4 Hz é semelhante ao espectrograma do mPFC, indicando o mesmo padrao de entrada
e saida do sono NREM. No painel inferior nota-se a dindmica da coeréncia de amplitude mPFC-
CAL1l. O padrao de cor da escala foi mantido, indicando uma variagao ciclica da coeréncia na faixa
6-8 Hz. O aumento da coeréncia nessa faixa indica épocas de sono REM, sendo acompanhado pelo
aumento da poténcia da faixa 6-8 Hz em CA1l, nas mesmas épocas (como visto no painel do
centro). O tracado em branco ¢ o RMS do EMG ao longo do periodo de 60 minutos. Existem
pequenos picos no tracado do RMS logo apos épocas de alta poténcia e coeréncia na faixa 6-8 Hz
(REM), indicando micro-acordares. As linhas vermelhas indicam um periodo com alta poténcia
na faixa 1-4 Hz no mPFC e CAl, e baixo valor de coeréncia na faixa 5-9 Hz (como expresso na
figura 7-a, no exemplo do sono NREM) e um outro periodo com baixa poténcia na faixa 1-4 Hz
no mPFC e CAl, alta poténcia na faixa 5-9 Hz em CA1, e alto valor de coeréncia na faixa 5-9 Hz

(como expresso na figura 7-b, no exemplo do sono REM).

6.4 EFEITOS DE DIFERENTES DOSES DE COCAINA SOBRE O CICLO SONO-
VIGILIA

Uma vez confirmados o posicionamento dos eletrodos e a classificagdo dos estados
comportamentais, examinamos como diferentes doses de cocaina (2,5 mg/kg e 15 mg/kg, i.p)
afetam o ciclo sono-vigilia. Estudos anteriores demonstraram que o tratamento com cocaina em
doses acima de 10 mg/Kg ¢ capaz de aumentar significativamente a laténcia para inicio do sono.
Por outro lado, a dose de 2,5 mg/kg mostrou-se ser capaz de produzir um aumento tardio do tempo

despendido em sono REM (KNAPP et al, 2007). No presente estudo, tentamos reproduzir este

51



achado para, em seguida, tentar compreender melhor como o acoplamento oscilatorio entre
hipocampo e cortex pré-frontal medial ¢ alterado em diferentes momentos pds-tratamento.

A figura 8-B sintetiza os principais resultados obtidos em relagdo aos efeitos da cocaina
sobre a laténcia para NREM e REM. Nossos resultados mostram que ambas as doses testadas
produziram um aumento significativo da laténcia para inicio do sono no dia 2 [SAL(D2) vs COCA-
2.5(D2): +143%; SAL(D2) vs COCA-15(D2): +451%; ANOVA de duas vias de medidas
repetidas; Interagdo tratamento x tempo: F (4, 26) = 20,56, p < 0,0001, teste post hoc de Tukey,
SAL(D2) vs COCA-2.5(D2); p=0,0044, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p < 0,0001]. Contudo, nao
observamos diferencas significativas entre os grupos nos dias 1 (D1: linha de base) e 3 (D3: 24h
depois do tratamento). Em relagdo ao sono REM, nenhuma das doses testadas produziu uma
alteracdo significativa da laténcia para sono REM em comparacdo com o grupo SAL (p > 0,05).
Além disso ndo observamos variagdo dos grupos ao longo do tempo (p > 0,05).

A figura 8-C mostra o tempo despendido médio em cada um dos estagios do ciclo sono-
vigilia. Os trés graficos superiores representam a porcentagem média do tempo despendido em
cada um dos estagios durante o periodo da manha. Ambas as doses de cocaina provocaram um
aumento do tempo despendido no estagio WAKE no D2 [SAL(D2) vs COCA-2.5(D2): +72%;
SAL(D2) vs COCA-15(D2): +144%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interacdo
tratamento x tempo: F (4, 26) = 5,822, p = 0,0017, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs COCA-
2.5(D2); p=0,0121, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p < 0,0001]. Além disso, ambas as doses de
cocaina provocaram uma diminui¢do do tempo despendido no sono NREM no D2 [SAL(D2) vs
COCA-2.5(D2): -73%; SAL(D2) vs COCA-15(D2): -975%; ANOVA de duas vias de medidas
repetidas; Interacao tratamento x tempo: F (4, 26) = 6,599, p = 0,0008, teste post hoc de Tukey,
SAL(D2) vs COCA-2.5(D2); p=0,0201, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p < 0,0001]. Entretanto, ndo
foi observado nenhuma diferenca significativa no tempo despendido no sono REM entre os grupos
ao longo do tempo (p > 0,05). Ja os trés graficos inferiores representam a porcentagem média do
tempo despendido em cada estdgio durante o periodo da tarde. Nenhuma das doses produziu uma
alteracdo significativa no tempo despendido no estigio WAKE ou no sono NREM ao longo dos
dias, em relacdo ao grupo SAL (p > 0,05). Ainda, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos em relacdo ao tempo despendido no sono REM, porém ha uma diferenca
estatisticamente significativa em relag¢@o ao fator tempo no grupo COCA-15, havendo um aumento
no tempo despendido em REM no D3 em relagdo ao D2 [COCA-15(D2) vs COCA-15(D3):
+126%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Tempo: F (2, 26) = 4,099, p = 0,0284, teste
post hoc de Tukey, COCA-15(D2) vs COCA-15(D3); p=0,0201].
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A figura 8-E sintetiza os resultados obtidos a respeito dos efeitos da cocaina na duragao
dos “bouts” em cada um dos estagios do ciclo sono-vigilia. Os trés graficos superiores apresentam
a duracao média dos “bouts” (em segundos) durante o periodo da manha. Apenas a dose de cocaina
15 mg/Kg foi capaz de produzir um aumento significativo na duracao dos “bouts” do estagio
WAKE no D2 em relagdo ao grupo SAL [ SAL(D2) vs COCA-15(D2): +285%; ANOVA de duas
vias de medidas repetidas; Interagdo tratamento x tempo : F (4, 26) = 6,249, p = 0,0012, teste post
hoc de Tukey, SAL(D2) vs SAL(D2); p < 0,0001]. Contudo, em relacdo a duragdo média dos
“bouts” das fases de sono NREM e REM, nenhuma das doses de cocaina provocou diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle, ao longo do tempo. Ja os trés graficos inferiores
apresentam a duracdo média dos “bouts” (em segundos) durante o periodo da tarde. De forma
semelhante ao periodo da manha, apenas a dose de cocaina 15 mg/Kg foi capaz de produzir um
aumento significativo na duracgdo dos “bouts” do estdgio WAKE no D2 em relac¢do ao grupo SAL
[SAL(D2) vs COCA-15(D2): +140%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interagdo
tratamento x tempo : F (4, 26) = 5,607, p = 0,0022, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs SAL(D2);
p=0,0008]. Entretanto, em relagdo a duracdo média dos “bouts ” das fases de sono NREM e REM,
nenhuma das doses de cocaina provocou diferengas significativas em relagdo ao grupo controle,
ao longo do tempo (p > 0,05). Estes resultados em conjunto, confirmam os achados publicados
anteriormente a respeito da acdo da cocaina e anfetamina sobre o sono (HILL et al. 1977;
PONOMARENKO et al., 2003; KNAPP., et al., 2007). Entretanto, nossos achados sobre os efeitos
da cocaina 2,5 mg/kg no ciclo sono-vigilia corroboram, parcialmente, os resultados obtidos por
KNAPP et al, 2007, que reportou um aumento da laténcia para sono nesta dose. Por outro lado,

nao observamos efeitos sobre o tempo despendido em sono REM.
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Figura 8. Alteracées na arquitetura do sono induzidas por cocaina. A. Exemplos representativos de hipnogramas
obtidos de animais pertencentes ao grupo controle (SAL) e aos dois grupos experimentais (COCA-2.5 e COCA-15).
A diferenca de nivel e de coloragéo das colunas verticais dos hipnogramas representam os distintos estagios do ciclo
sono-vigilia: o nivel mais baixo (amarelo) representa as épocas ACORDADO, o nivel intermediario (verde) representa
as épocas NREM e o nivel superior (azul) representa as épocas REM. B. Laténcia para o sono ¢ para o primeiro
episodio de REM: na figura superior, esta expresso a laténcia média (em minutos) para o inicio do sono nos trés dias.
Na figura inferior, esta expressa a laténcia média (em minutos) para o inicio do sono REM nos trés dias. C. Tempo
despendido em cada um dos estagios do ciclo sono-vigilia( ACORDADO(WK); NREM e REM. D. Tempo despendido
em cada um dos estagios do ciclo sono-vigilia.



6.5 EFEITOS DA COCAINA SOBRE A COERENCIA DE AMPLITUDE ENTRE CA1l E
MPFC

A comunicagdo entre hipocampo e mPFC parece ser essencial para processos de
aprendizagem e consolidacdo de memodria (TORT et al.,, 2009; SKELIN, KILIANSKI,
MCNAUGHTON.,2019; ESCHENKO et al., 2008). Por exemplo, BENCHENANE et al. 2010
avaliaram a coeréncia em teta entre CA1 e mPFC em ratos durante aprendizagem de novas regras
em labirinto em Y. Dentre outros achados, os autores observaram que a coeréncia em teta entre as
duas regides avaliadas atingia um valor maximo no ponto de decisdo do labirinto (imediatamente
antes da bifurcacdo dos bracos). Tal aumento de coeréncia foi reproduzido em animais
anestesiados por meio de infusdo intracerebral de dopamina (BENCHENANE et al., 2010). Em
um estudo mais recente, foi demonstrado que a preferéncia condicionada por lugar (PCL) induzida
por cocaina, um modelo amplamente utilizado para avaliar comportamentos relacionados a
dependéncia, estd associada a aumento do acoplamento oscilatorio entre hipocampo e nucleus
accumbens durante o sono (SJULSON et al., 2018). Entretanto, até¢ onde vai nosso conhecimento,
os efeitos da cocaina sobre o acoplamento entre CA1 e mPFC ainda nao foi descrito.

Para investigar essa questdo, avaliamos a coeréncia em teta em diferentes momentos do
ciclo sono vigilia subsequente ao tratamento com cocaina 15 mg/kg e 2,5 mg/kg. A figura 9
sintetiza os achados principais em relagdo a coeréncia média em teta entre CA1 e mPFC durante
épocas de sono REM e WAKE apds tratamento com cocaina. Em D2, apenas cocaina 15 mg/kg
foi capaz de aumentar significativamente a coeréncia média em teta nas épocas WAKE levando
em conta as primeiras 3 horas apos inje¢ao em relacao ao grupo SAL [SAL(D2) vs COCA-15(D2):
+18%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interacdo tratamento x tempo : F (4, 26) =
12,45, p < 0,0001, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p < 0,0024]. Nao
observamos alteragdes significativas induzidas pelos tratamentos sobre a coeréncia média das
épocas de sono REM ao longo do tempo (p > 0,05). Além disso, ndo observamos diferengas entre
os grupos quando comparados em D1 e D3 (p > 0,05). Portanto, a cocaina ¢ capaz de afetar de
forma transiente a coeréncia em teta entre CA1-mPFC durante o estado acordado, sem afetar o

sono REM subsequente.

55



/ Salina 0.9% ;

— REM
N 0.70 # Salina
E "o o
g o) 5
& i | |‘ | | L, T oss
I | OG0 0O 0 A 0 O "8 . i
2 ‘ ‘ I Ul T ] "
uh- | 0.6 ;rg 060
i b bt ) b s Ll bbb L s b bl et L b sl ik L ulidd 0.5 &
. 0.7: " " ' 70’
§ §:§—MM\JIWI‘WWLWMM»’M‘JWWM WMWW“WWW\}W uuWh\'JWWUUWW’m”'J Teta 5-9Hz Y oss
: <
REM - g
ACORADO i |\ | | \|‘ ‘ l | | J os0 YR a——

—_ 0.70
i lo.g *
S © )
g ‘ 08 é g 0.65
E I ' | 07 = !
o . [T Y " R O A MR z .
C ‘ ‘ ‘ 06 8 os0
- g ‘-‘- n Lol L oLl |y L L | | U 05 Lii
o Z:: ™N | 'J\] MWWMV ) '§ 055
S 0 MMt I A b, Teta 5-9Hz £
REM 8
52 s A R
ACORDADO | . | | ‘ l ‘ 2

Coca 15 mg/Kg

’§ 09

c —_

<g I “‘ ‘ \i | ‘ | \|l\ | i|' | H' I‘ H‘ 0-78

g PN IMMmu AT AL T W! | Y
A T N T bl X Lk i) 05

0.8
0 ;twwwvfw\'wﬂmwﬁm A TV L'M"J'tru‘d‘k'ﬁw.w il 'm'M“‘u'UULﬂvﬂl Teta 5-9Hz
0.2

e i

T
0 15 20

D1 D2 D3

Coe.

Tempo (h)

Figura 9. Alteracio da coeréncia de amplitude CA1-mPFC induzida por cocaina. A. Painel superior: Exemplo

da dindmica de variacdo de coeréncia CA1-mPFC ao longo dos trés dias de registro de um animal do grupo SAL.

Painel central: Coeréncia média dos componentes de frequéncia da faixa 5-9 Hz ao longo dos trés dias de registro

(tragado roxo). B. Mesma organizagdo do painel anterior, porém provindo de um animal representativo do grupo

COCA-2,5, sendo a seringa rosa o marcador temporal da inje¢do sist€émica de cocaina na dose de 2,5 mg/Kg. C.

Animal representativo do grupo COCA-15. Seringa vermelha representa o marcador temporal da injecao sistémica de
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cocaina na dose de 15 mg/Kg. D. Coeréncia média das épocas de sono REM e WAKE na faixa 5-9 Hz. Painel superior:
Comparacao das coeréncias médias das épocas de sono REM no periodo da tarde em cada um dos dias. Painel inferior:
coeréncia média das épocas WAKE do periodo de até 3 horas ap6s inicio do registro (D1 e D3) e apds injecdo (D2).
Todos os dados foram representados como a média + erro padrdo da média.

6.6 ALTERACOES INDUZIDAS POR COCAINA NO ACOPLAMENTO TETA-GAMA E
TETA-HFO DO HIPOCAMPO

A interagdo entre diferentes ritmos dentro um padrdo oscilatorio ¢ denominado
acoplamento entre frequéncias ou, em inglés, cross-frequency coupling (CFC). Diversos estudos
tém proposto que o CFC pode ser importante na comunicagao entre areas, processamento sensorial,
processamento de memoria de trabalho e memoria espacial (JENSEN AND COLGIN, 2007;
AXMACHER et al., 2010; CANOLTY AND KNIGHT, 2010; JIRSA AND MULLER, 2013;
HYAFIL et al., 2015). Uma das formas de se avaliar este acoplamento ¢ pelo célculo do
modulation index (MI), desenvolvido pelo Prof. Adriano Tort do Instituto do Cérebro, UFRN-
Natal (TORT et al., 2010).

Foi demonstrado recentemente que o acoplamento entre teta e gama apresenta-se
aumentado durante tarefa de PCL induzida por heroina em ratos. Os autores argumentam que tais
alteracdes poderiam estar subjacentes ao desenvolvimento de dependéncia em heroina (ZHU et al.
2019). O mesmo poderia acontecer com animais com cocaina, uma vez que o estudo mostra que
as alteracdes de LPF acontecerem na area pré-limbica do mPFC, essa area esta presente no feixe
do CA1 e mPFC, apesar disso os dados aqui encontrados mostraram uma redugao no acoplamento
fase-amplitude, o que poderia ser explicado pelos eletrodos implantados estarem em dareas
diferentes, necessitando um estudo especifico da regido pré-limbica do mPFC (ZHU et al. 2019;
JAY & WITTER, 1991)

A figura 10-C sintetiza os resultados obtidos neste trabalho em relacdo aos efeitos da
cocaina sobre o MI entre teta-gama (70 - 90 Hz) das épocas ACORDADO até 3 horas ap6s inicio
de registro (D1 e D3) ou tratamento (D2). Nenhuma das doses de cocaina produziu alteragdes no
MI médio dos grupos experimentais, ao longo do tempo, comparando com o grupo SAL. A figura
10-D sintetiza os resultados obtidos em relagdo aos efeitos da cocaina sobre o MI entre teta-HFO
(100 - 140 Hz) das épocas ACORDADO até¢ 3 horas apos inicio de registro (D1 e D3) ou
tratamento (D2). Observamos que o tratamento com cocaina 15 mg/Kg foi capaz de promover uma
redug¢do do MI médio do grupo experimental em relagdo grupo SAL, no dia D2 [SAL(D2) vs
COCA-15(D2): -29%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interacao tratamento x tempo:
F (4, 26) = 3,248, p = 0,0275, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p = 0,0028].
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A figura 10-E sintetiza os resultados obtidos em relacao aos efeitos da cocaina sobre o MI teta-
gama (70 - 90 Hz) das épocas de REM do periodo da tarde em cada um dos dias (D1 - D3).
Nenhuma das doses de cocaina produziu alteragdes no MI médio dos grupos experimentais, ao
longo do tempo, em relagdao grupo SAL (p > 0,05). A figura 10-F sintetiza os resultados obtidos
em relagdo aos efeitos da cocaina sobre o MI teta-HFO (100 - 140 Hz) das épocas de REM do
periodo da tarde em cada um dos dias (D1 - D3). Nenhuma das doses de cocaina produziu
alteracdes no MI médio dos grupos experimentais, ao longo do tempo, em relacdo grupo SAL (p
> 0,05). Em conclusdo, o tratamento com cocaina 15 mg/kg foi capaz de diminuir o MI entre teta

e HFO durante o estado acordado, sem produzir nenhum efeito subsequente durante sono REM.
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Figura 10. Alteracdes induzidas por cocaina no acoplamento da fase de Teta (4-7 Hz) e amplitude de Gama (70-
90 Hz) e oscilacdes de alta frequéncia (100 - 140 Hz) em CAl. A. Comodulograma representativo da média dos
indices de modulagdo (MI) das épocas REM do grupo SAL no dia D1. B - Exemplos representativos de tragados do
registro de LFP de CA1, evidenciando o padrio de acoplamento da fase das oscilagdes na faixa 4-7 Hz com a amplitude
das oscilagdes nas faixas 70-90 Hz e 100-140 Hz. D. indice de modulagio (MI) médio da fase de teta e amplitude de
HFO (100-140 Hz) das épocas ACORDADO até 3 horas ap6s inicio de registro (D1 e D3) ou tratamento (D2). E.
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Indice de modulagio (MI) médio da fase de teta e amplitude de Gama (70-90 Hz) das épocas REM do periodo da
tarde. F. Indice de modulagdo (MI) médio da fase de Teta e amplitude de HFO (100-140 Hz) das épocas REM do
periodo da tarde. Todos os dados foram representados como a média + erro padrao da média.

6.7 EFEITO REBOTE DE ONDAS DELTA E INCIDENCIA DE RIPPLES DURANTE
SONO NREM SUBSEQUENTE AO TRATAMENTO COM COCAINA

PONOMARENKO et al., 2003 demonstraram que o tratamento agudo com anfetamina foi
capaz de produzir um aumento do tempo despendido em estado de alerta, seguido de um sono
NREM com maior poténcia em delta associado a um aumento do nimero de ripples por minuto
na regido de CAl do hipocampo. Considerando que tal efeito rebote pode ser relevante para o
processo de formacao de memorias de associacdo entre droga e contexto, nosso estudo investigou
se a cocaina também seria capaz de produzir tal fendmeno adaptativo. O termo rebote é aqui
utilizado, devido ao carater dose-dependente da cocaina, que apresentou o mesmo padrao descrito
por PONOMARENKO et al., 2003. A figura 12-B sintetiza os resultados referentes a avaliagdo
da poténcia média da banda de delta do mPFC. Nenhuma das doses de cocaina foi capaz de causar
alteragOes significativas sobre a magnitude da poténcia de delta em nos dias 1 ¢ 3 (p > 0,05).
Entretanto, ambas as doses de cocaina produziram um aumento significativo da poténcia média da
banda delta no periodo D2-P4 (dia 2, quarta hora de registro), em relacdo ao grupo SAL [SAL(D2-
P4) vs COCA-2,5(D2-P4): +16%; SAL(D2-P4) vs COCA-15(D2-4): +20%; ANOVA de duas vias
de medidas repetidas; Interacdo tratamento x tempo: F (24, 156) = 4,03, p <0,0001, teste post hoc
de Tukey, SAL(D2-P4) vs COCA-2,5(D2-P4); p < 0,0001, SAL(D2-P4) vs COCA-15(D2-P4); p
< 0,0001]. Além disso, ambas as doses de cocaina produziram um aumento significativo da
poténcia média da banda delta no periodo D2-P6, em relacdo ao grupo SAL [SAL(D2-P6) vs
COCA-2,5(D2-P6): +10%; SAL(D2-P6) vs COCA-15(D2-P6): +22%; ANOVA de duas vias de
medidas repetidas; Interacdo tratamento x tempo: F (24, 156) = 4,03, p <0,0001, teste post hoc de
Tukey, SAL(D2-P6) vs COCA-2,5(D2-P6); p = 0,0394, SAL(D2-6) vs COCA-15(D2-P6); p <
0,0001]. Por fim, apenas a dose de cocaina 15 mg/kg produziu um aumento significativo da
poténcia média da banda delta no periodo D2-P5, em relacdo ao grupo SAL [SAL(D2-P5) vs
COCA-15(D2-P5): +21,7%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interagcdo tratamento x
tempo: F (24, 156) = 4,03, p < 0,0001, teste post hoc de Tukey, SAL(D2-P5) vs COCA-15(D2-
P5); p <0,0001]. Nenhuma das doses de cocaina foi capaz de produzir alteragdes significativas na
poténcia de Delta em relagdo ao grupo SAL durante os outros periodos do dia D2.

A poténcia média de delta em CAl também foi avaliada no sono NREM subsequente ao
tratamento. Nenhuma das doses de cocaina foi capaz de causar alteragdes significativas poténcia
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de Delta em nenhum dos 5 periodos de cada um dos dias D1 e D3. Entretanto, a dose de cocaina
15 mg/Kg produziu um aumento significativo da poténcia média da banda Delta nos periodos D2-
4 e D2-5, em relagdo ao grupo SAL [ SAL(D2-4) vs COCA-15(D2-4): +15,4%; SAL(D2-5) vs
COCA-15(D2-5): +15,3%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interacdo tratamento x
tempo: F (24, 156) = 3,504, p <0,0001, teste post hoc de Tukey, SAL(D2-4) vs COCA-15(D2-4);
p=0,0027, SAL(D2-5) vs COCA-15(D2-5); p=0,0039]. Nenhuma das doses de cocaina foi capaz
de produzir alteragdes significativas na poténcia de Delta em relagdo ao grupo SAL durante os
outros periodos do dia D2.

A figura 13-C mostra a incidéncia média de ripples ao longo dos dias D1-D3. Observamos
que a dose de cocaina 15 mg/kg produziu um aumento significativo na incidéncia de ripples no
periodo D2-P4, em relacao ao grupo SAL [SAL(D2-P4): -0,3341 (zscore) vs COCA-15(D2-P4):
1,426 (zscore); ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interagdo tratamento x tempo: F (24,
156) = 1,595, p = 0,0484, teste post hoc de Tukey, SAL(D2-4) vs COCA-15(D2-P4); p = 0,0068].
Entretanto, nenhuma das doses de cocaina foi capaz de causar alteragdes significativas na

incidéncia de ripples em nenhum dos 5 periodos do dia D3 ou nos outros periodos do dia D2.
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Figura 11. Ajuste homeostatico induzido por oscilagdes Delta (1-4 Hz) no sono subsequente ao tratamento no
dia 2 (D2). A. Exemplos representativos de espectrogramas dos registros de LFP do mPFC (painel superior) e CAl
(painel inferior) no D2 do grupo SAL. B. Exemplos representativos de espectrogramas dos registros de LFP do mPFC
(painel superior) e CA1 (painel inferior) no D2 do grupo COCA-2,5. Painel superior: Espectrograma calculado a
partir do mPFC. Painel inferior: Espectrograma calculado a partir de CAl. C. Exemplos representativos de
espectrogramas dos registros de LFP do mPFC (painel superior) e CA1 (painel inferior) no D2 do grupo COCA-15.
Os mesmos padrdes da dindmica de variagdo da poténcia de Delta sdo observados nesse caso. Porém, o rebote delta

pode ser observado mais tardiamente (em torno da época 2000).
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Figura 12. Alteracdes das poténcias de banda de frequéncia induzidas por cocaina no mPFC e CAl nas épocas
de sono NREM. A. Exemplos representativos de tragados de registros de LFP do mPFC e CAl do D2 em nos
primeiros periodos de sono NREM apos tratamento. B. Poténcia média da banda de delta durante as épocas NREM
ao longo dos dias de registro.
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Figura 13. Alteracdes induzidas por cocaina na incidéncia de ripples hipocampais. A.

Exemplo representativo de tragcados de registros de LFP do mPFC e CA1 de uma época NREM com alta incidéncia
de ripples. Painel superior: registro de LFP do mPFC (sinal bruto, em preto). Painel inferior: registro bruto de LFP
de CALl (acima) e registro de LFP de CA1 filtrado na faixa 140-220 Hz (abaixo). Em ambos os tragados, os eventos
de ripples sdo marcados em roxo. O tragado superior apresenta oscilagdes lentas, sincronizadas e de alta amplitude.
Ja o tracado inferior apresenta elevagdes de amplitude transientes, que marcam os eventos de ripples. B. Tragados das
médias dos registros de potencial de campo em torno das ripples detectadas (150 ms antes e 150 ms apds pico de
amplitude do evento detectado). C - Incidéncia média de ripples ao longo dos dias D1-D3.

6.8 EFEITOS DA COCAINA SOBRE OSCILACOES GAMA E HFO NO MPFC E CAl
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DILGEN et al. 2013 demonstraram que a administracao sistémica aguda de cocaina eleva
a poténcia de oscilagdes gama evocadas por estimulacio optogenética de interneurdnios de disparo
rapido (FS) parvalbumina positivos do mPFC. A figura 14 sintetiza os resultados referentes a
avaliacdo da poténcia média das oscilagcdes gama (70-90 Hz) e HFO (100-140 Hz) no mPFC e
CAl. Ao contrario do que esperavamos, nenhuma das doses de cocaina foi capaz de causar

alteragdes significativas sobre a magnitude da poténcia de gama em nos dias 1,2 e 3 (p > 0,05).
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Figura 14. Poténcia média das bandas Gama (70-90 Hz) e HFO (100-140 Hz) ao longo dos dias D1-D3. As épocas
de sono REM consideradas foram apenas aquelas do periodo da tarde de cada um dos dias. E as épocas WAKE
consideradas foram apenas aquelas até 3 horas apds inicio do registro (D1 e D3) e apds tratamento (D2). A - Poténcia
média da banda gama (70-90 Hz) durante as épocas de sono REM no mPFC ao longo dos dias. B - Poténcia média da
banda HFO (100-140 Hz) durante as épocas de sono REM no mPFC ao longo dos dias. C - Poténcia média da banda
gama (70-90 Hz) durante as épocas ACORDADO no mPFC ao longo dos dias. D - Poténcia média da banda HFO
(100-140 Hz) durante as épocas ACORDADO no mPFC ao longo dos dias. E - Poténcia média da banda gama (70-
90 Hz) durante as épocas de sono REM em CA1 ao longo dos dias. F - Poténcia média da banda HFO (100-140 Hz)
durante as épocas de sono REM em CA1 ao longo dos dias. G - Poténcia média da banda gama (70-90 Hz) durante as
épocas ACORDADO em CA1 ao longo dos dias. H - Poténcia média da banda HFO (100-140 Hz) durante as épocas
ACORDADO em CAl ao longo dos dias. Nenhuma das doses de cocaina foi capaz de causar alteragdes significativas
na poténcia de Gama ou HFO durante os dias D2 ou D3. Todos os valores de poténcia foram normalizados pelos
valores do dia D1. Todos os dados foram representados como a média =+ erro padrdo da média.
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6.9 EFEITOS DA COCAINA SOBRE A MEMORIA DE LOCALIZACAO DE OBJETOS

A figura 15-B sintetiza os resultados referentes a avaliagdo da memoria de localizagdo de
objetos. Nenhuma das doses de cocaina foi capaz de causar alteragdes significativas no indice de
discriminacdo médio dos grupos experimentais em relacdo ao grupo SAL. A figura 15-C
demonstra que que as variaveis coeréncia média de Teta nas épocas ACORDADO e de sono REM
do dia 2 ndo apresentam uma correlagdo significativa. Entretanto, a figura 15-D demonstra que as
variaveis coeréncia média de Teta nas épocas ACORDADO do dia 3 e o indice de discriminagao
apresentam uma correlagdo significativa [r(16) = 0.5, p = 0.04], apesar desse resultado ndo se

repetir para a correlagdo entre as variaveis coeréncia média de Teta nas épocas REM do dia 3.
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Figura 15. Tarefa de memoria de localizacido de objeto. A - Planejamento da tarefa de memoria de localizacao de
objeto (MLO). No dia D2, os animais foram treinados na tarefa MLO. Apos 24 horas, no dia D3, os animais foram
submetidos ao teste de MLO. B - Indice de discriminagio médio dos grupos. Nenhuma das doses de cocaina foi capaz
de causar alteragdes significativas no indice de discriminagdo médio dos grupos experimentais em relagdo ao grupo
SAL. Os dados foram representados como a média + erro padrdo da média. C - Correlag@o de Pearson para a coeréncia
média de Teta (5-9 Hz) e o indice de discriminagio de cada um dos animais no dia D2. Painel a esquerda: coeréncia
média de Teta nas épocas ACORDADO. Painel a direita: coeréncia média de Teta nas épocas de sono REM. Nao
foram observadas correlagdes significativas entre as variaveis em nenhum dos casos. D - Correlagdo de Pearson para
a coeréncia média de Teta (5-9 Hz) e o indice de discrimina¢do de cada um dos animais no dia D3. Painel a esquerda:
coeréncia média de Teta nas épocas ACORDADO. Nesse caso, foi observado que as varidveis coeréncia média de
Teta e o indice de discriminacdo apresentam uma correlacdo significativa [r(16) = 0.5, p = 0.04]. Painel a direita:

coeréncia média de Teta nas épocas de sono REM. Nesse caso, ndo foi observada uma correlagdo significativa entre
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as variaveis. As épocas de sono REM foram apenas aquelas do periodo da tarde e as épocas ACORDADO foram
apenas aquelas de até 3 horas apds o inicio do registro (D1 e D3) e ap6s tratamento (D2).

7. DISCUSSAO

A cocaina ¢ uma droga com grande potencial de abuso. Os mecanismos subjacentes a esta
condi¢do ainda sdo pouco compreendidos. Um acumulo crescente de evidéncias tem indicado que
a conectividade em regides do circuito de recompensa, tais como mPFC, ATV, NAcc ¢ alterada
pela cocaina (CASTILLO DIAZ et al., 2019; JENTSCH., et al, 2002). Além disso, a associacao
entre droga e contexto, um componente central do comportamento, relacionado a dependéncia,
parece envolver o aumento do acoplamento entre NAcc e hipocampo (SJULSON., et al., 2018).
Entretanto, ainda ndo se sabe como a cocaina afeta a conectividade na via CA1-mPFC e qudo
persistentes seriam estes efeitos apds uma primeira exposi¢do a droga, além de existir poucos
trabalhos que utilizaram modelos agudos de cocaina. Tais informagdes parecem ser importantes

para um melhor entendimento dos aspectos fisioldgicos da dependéncia.

O objetivo deste trabalho foi investigar como a cocaina afeta os padrdes oscilatorios e o
acoplamento em redes hipocampo-fronto-corticais, a arquitetura do sono, € a memoria em ratos.
Além disso, examinamos como esses efeitos variam dependendo da dose, como por exemplo a
variagdo do padrao dos estagios de sono observado por KNAPP., et al., 2007, ou nos efeitos de

impulsividades em ratos demonstrado por DANDY & GATCH., 2013.

Demonstramos que (1) a cocaina ¢ capaz de produzir um estado persistente de alerta,
caracterizado por aumento na laténcia para inicio do sono e, consequentemente, diminui¢ao do
tempo despendido em sono NREM e REM e aumento na duragdao dos bouts do estado de vigilia
durante os periodos da manha e tarde. Ainda, durante o estado acordado, (2) observamos um
aumento sustentado da coeréncia entre CA1 e mPFC na banda de frequéncia teta (5-9 Hz) no grupo
COCA-15e um aumento transitorio no grupo COCA-2,5 em relagdo ao grupo controle, indicando
um efeito dose-dependente. Durante as trés primeiras horas apos administracao de cocaina na dose
15 mg/Kg, (3) verificamos uma redu¢@o do acoplamento entre a fase de teta e amplitude de gama
rapida (100-140 Hz) em CA1. Além disso, (4) observamos um aumento da poténcia em delta (1-4
Hz) em CA1 e no mPFC durante o sono NREM posterior ao efeito de alerta inicial induzido pela
cocaina no grupo COCA-15, em comparagdao ao grupo SAL. Curiosamente, o tratamento com
COCA-2,5 induziu um aumento da poténcia em delta apenas no mPFC, mas ndo em CAl.
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Ademais, associado ao efeito rebote da poténcia em delta, (5) verificamos um aumento na
incidéncia de eventos de ripples hipocampais (140-220 Hz) no grupo COCA-15 mas ndo no grupo
COCA-2,5. Apesar disso, ndo observamos efeitos significativos induzidos por COCA sobre a
poténcia média das faixas de gama (70-90 Hz) ou HFO (100-140 Hz) ou sobre a consolidacao de
memoria em tarefa MLO. Por fim, apesar dos diversos efeitos reportados, os parametros avaliados

voltaram ao estado de linha de base 24 h apos o tratamento.

Em relacdo ao aumento significativo da laténcia para inicio do sono induzido por cocaina,
nossos achados estdo consistentes com a literatura. BIORNESS & GREENE., 2018 também
mostraram haver diferencas dose-dependentes sobre a laténcia para o inicio do sono. Ainda de
acordo com estudos anteriores (HILL., MENDELSON., BERNSTEIN, 1977; BJORNESS &
GREENE., 2018), ndo observamos diferengas significativas sobre a arquitetura do sono 24h depois
do tratamento com cocaina. Em relag@o especificamente aos efeitos da cocaina sobre o sono REM,
encontramos uma literatura mais controversa. Por exemplo, KNAPP., et al (2007) mostraram que
ambos os tratamentos sistémicos com cocaina nas doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg induziram
diminui¢do da laténcia para o primeiro episddio de REM em ratos. J4 a dose de 2,5 mg/kg mostrou
ser suficiente para induzir um aumento do tempo despendido em sono REM 2 horas apos
tratamento. Por outro lado, BIORNESS & GREENE., 2018 mostraram que a laténcia para entrada
em sono REM em camundongos aumentou apds tratamento com cocaina nas doses de 9,6 mg/kg
e 18 mg/kg. Ja o tratamento com cocaina na dose de 3,6 mg/kg ndo produziu alteragdes na laténcia
e tempo despendido em sono REM. Diferengas em fatores como tipo de sujeito experimental,
horéario tratamento, dose e método de classificacdo do sono podem explicar, pelo menos em parte,

a divergéncia observada na literatura em relag@o aos efeitos da cocaina sobre o sono REM.

7.1 ACOPLAMENTO DE OSCILACOES THETA ENTRE O HIPOCAMPO E MPFC

A comunicagdo entre hipocampo e mPFC parece ser essencial para processos de
aprendizagem e consolidagdo de memoria (SKELIN, KILIANSKI, MCNAUGHTON., 2019).
BENCHENANE et al. 2010 demonstraram que a coeréncia em teta entre as regides de CAl e
mPFC apresenta um aumento no ponto de decisdo do labirinto em Y (antes da bifurcag¢do dos
bragos), durante a aprendizagem de novas regras e principalmente quando os os animais aprendem

a prever a localizacdo de uma recompensa. Além disso, demonstraram o mesmo aumento da
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coeréncia em teta através de infusdo intra-cerebral de dopamina em animais anestesiados. Como
foi visto anteriormente, a dopamina atua no circuito de recompensa, e participa do processo de
adi¢do da cocaina, além disso a dopamina tem efeitos na plasticidade sinaptica (BENCHENANE
etal. 2010; DRAKE & SCOTT, 2018). Apos a aplicagdo da dopamina foi os autores observaram
também um aumento da coeréncia em theta, semelhante ao observado na tarefa do labirintoem Y.
A infusdo intracerebral de dopamina apresenta acao semelhante a0 aumento na disponibilidade de
dopamina induzido por cocaina, apresentando, portanto, efeitos semelhantes na dinamica de redes
do sistema nervoso (DRAKE & SCOTT, 2018). Ademais, SJTULSON., et al. 2018 demonstraram
um aumento do acoplamento de oscilagdes entre hipocampo e nucleus accumbens durante o sono
de animais. que passaram por teste de preferéncia condicionada por lugar (PCL) induzida por
cocaina. Tais trabalhos apontam para a ideia de que a sinalizagdo dopaminérgica ¢ um fator
importante para o aumento do acoplamento de oscilagdes entre o hipocampo e regides corticais.
Contudo, nao se sabe quais sao os efeitos da administragao de cocaina e aumento da atividade
dopaminérgica subsequente no acoplamento entre CA1 e mPFC. Neste estudo, demonstramos que
a cocaina na dose 15 mg/kg é capaz de aumentar significativamente a coeréncia média em theta
entre CA1 e mPFC durante o estado acordado das primeiras trés horas ap6s o tratamento. Estudos
futuros sdo necessarios para determinar a importancia de tal aumento de coeréncia entre CAl e

mPFC em processos de associagdo entre contexto e cocaina.

7.2 ACOPLAMENTO FASE-AMPLITUDE ENTRE TETA E GAMA HIPOCAMPAL

Foi demonstrado recentemente que o acoplamento entre teta e gama apresenta-se
aumentado durante tarefa de PCL induzida por heroina em ratos (ZHU et al. 2019). Os autores
argumentam que tais alteragdes poderiam estar subjacentes ao desenvolvimento de dependéncia
em heroina (ZHU et al. 2019). Neste estudo, observamos que o tratamento com cocaina 15 mg/kg
foi capaz de diminuir o acoplamento entre teta e oscilagdes de alta frequéncia durante o estado
acordado, sem produzir nenhum efeito subsequente durante sono REM. Até onde vai nosso
conhecimento, os efeitos da cocaina sobre o acoplamento entre fase de teta e amplitude de gama
ou de oscilagdes de alta frequéncia no hipocampo ainda nao esta descrito na literatura. ANDINO-
PAVLOVSKY., et al. 2017 demonstraram que a inducdo da liberagdo de dopamina no mPFC
produz aumento da comodulagdo entre delta e gama cortical em ratos. Nos proximos passos deste

trabalho, testaremos a hipotese de que a diminui¢do do MI induzida por cocaina 15 mg/kg durante
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estado acordado foi gerada por um deslocamento da frequéncia de fase moduladora de teta para
delta.

Em termos funcionais, TORT, et al 2013 afirma que o papel fundamental da associacao
das oscilagdes de alta frequéncia (HFO- teta) ainda ¢ pouco compreendido. TORT et al. 2008
mostrou que o acoplamento HFO-teta hipocampal aumentou durante o periodo de tomada de
decisdo em tarefa do labirinto em T. Segundo os autores, o contexto das mudangas na estabilizacao
da CFC (cross-frequency coupling) no labirinto em T ndo puderam ser completamente explicadas
por variagdes da amplitude de teta e pela velocidade da corrida no labirinto. Portanto, o aumento
observado no acoplamento teta-HFO parece desempenhar um papel em certas fun¢des cognitivas
(TORT et al., 2008). Uma hipotese que emerge da combinagdo dos nossos achados com os de
TORT et al 2008 seria de que a reducdo do acoplamento teta-HFO hipocampal poderia estar
subjacente aos prejuizos de tomada de decisdo observados em casos de dependéncia a cocaina

(VANDAELE; VOUILLAC-MENDOZA; AHMED, 2019; HOBKIRK, ANDREA L.,2019)

7.3 EFEITO REBOTE DE ONDAS DELTA E INCIDENCIA RIPPLES HIPOCAMPAIS

De acordo com a hipdtese do ajuste homeostatico (TONONI, G. CIRELLI, 2014) o
fortalecimento de conexdes sindpticas induzido pelos periodos de vigilia € seletivamente revertido
durante o sono, restaurando a homeostase sinaptica. Tal processo ¢ marcado por oscilagdes Delta
de alta amplitude, que decaem ao longo do periodo de sono. Ainda, de acordo com TONONI E
CIRELLI 2014, tal mecanismo explica os beneficios do sono na aquisi¢do e consolidacido de
memorias. Ademais acredita-se que as ripples estdo envolvidas em alteragdes sinapticas e
promovem a consolidagdo de tragos de memoria (BUZSAKI et al., 1987). Além disso, acredita-se
que tal consolidacao de tracos de memoria mediada pelas ripples ocorre durante o sono NREM,
quando memorias hipocampais transientes sao transferidas e consolidadas em regides neocorticais
(BUZSAKI et al., 1989).

Como descrito por PONOMARENKO et al. 2003, o aumento do tempo despendido em
alerta induzido por tratamento agudo com anfetamina € responsavel por um aumento na poténcia
delta em CA1 e uma maior incidéncia de ripples hipocampais durante o sono NREM apos o estado
de alerta. Considerando que tal efeito rebote pode ser relevante para o processo de formagao de
memorias de associacao entre droga e contexto, nosso estudo investigou se a cocaina também seria

capaz de produzir tal fendmeno adaptativo.
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De forma semelhante, o presente trabalho demonstrou que apds o periodo de alerta
induzida por administracdo aguda de cocaina, hd um aumento na poténcia de Delta no mPFC e
CA1 associado ao aumento na incidéncia de ripples hipocampais. De acordo com os resultados de
SJULSON et al. 2018, a potenciagao sinaptica no nucleus accumbens causada pela administragao
repetida de cocaina afeta preferencialmente regides eferentes ativas durante a exposicao a droga,
como as proprias place cells hipocampais, durante a tarefa de CPP. Portanto, o rebote de ripples
durante o sono subsequente a administracdo de cocaina poderia ser uma janela temporal para a
consolidagdo da memoria associativa da droga com o contexto, envolvendo a coordenagao entre

CAl e PFC.

7.4 OSCILACOES GAMA

DILGEN et al. 2013 demonstraram que a administracdo sistémica aguda de cocaina eleva
a poténcia de oscilagdes gama evocadas por estimulacio optogenética de interneurdnios de disparo
rapido (FS) parvalbumina positivos do mPFC. Ademais, sabe-se que interneuronios GABAérgicos
sdo essenciais para o surgimento de redes de oscilagdo em gama, nas quais eles sincronizam o
padrdo de disparos de células piramidais (MANN., RADCLIFFE., PAULSEN. 2005). Por fim,
Tierney et al. 2008, mostrou que a dopamina possui um efeito redutor na taxa de disparo
espontanea de neurdnios do mPFC. Portanto, espera-se que a administragdo aguda de cocaina
altere a poténcia média da banda gama. Contudo, apesar das evidéncias existentes, no presente
estudo, nenhuma das doses de cocaina foi capaz de induzir altera¢cdes na poténcia média de gama
no mPFC ou CAl. Tal discrepancia com a literatura pode ser explicada pelo fato de que nosso
estudo avaliou apenas a atividade oscilatoria espontanea de gama e nao a atividade de gama
induzida por estimulacdo optogenética como feito por DILGEN et al. 2013. Além disso, € possivel
que administra¢do sistémica de cocaina possa ndo ser suficiente para sustentar alteragcdes na taxa
de disparos de interneuronios, como proposto por TIERNEY et al. 2008. Também devemos
considerar que o numero baixo de sujeitos no grupo cocaina 15 mg/kg pode ter mascarado alguma

possivel diferenca. Nos proximos passos, ampliaremos nosso numero amostral.

7.5 RECONHECIMENTO DA LOCALIZACAO DE OBJETOS E SUA RELACAO

COM O ACOPLAMENTO EM TETA
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Por fim, avaliamos a possivel relevancia funcional dos nossos achados eletrofisiologicos
utilizando a tarefa de localizacdao de objetos. Considerando os efeitos descritos anteriormente de
diferentes doses de cocaina sobre o sono REM, nds formulamos a hipotese de que COCA 2,5 seria
capaz melhorar a consolidacio de memoria, enquanto COCA-15 prejudicaria. Para isso,
submetemos os animais do grupo COCA-2,5 a apenas 3 minutos de treino e os grupos SALINA e
COCA-15 a 20 min. Se COCA-2,5, de fato, fosse capaz de melhorar algum processo de
consolida¢do de memodria, a média dos indices de discrimina¢do de objetos deste grupo deveria
atingir niveis semelhantes aos do grupo controle. Ja o grupo COCA-15, deveria apresentar uma
média significativamente menor que o grupo SAL. Nossos resultados mostraram que nenhuma das
doses de cocaina foi capaz de causar alteragdes significativas no indice de discriminagdo médio
dos grupos experimentais em relagdo ao grupo Salina. A auséncia de efeitos da COCA-15 parece
estar de acordo com o trabalho de JENTSCH, J. DAVID et al., 2002, que demonstrou em uma
tarefa com primatas, que a dose aguda de cocaina (1 mg/kg; 20 minutos antes do teste) prejudicou
o treino reverso de um objeto treinado previamente, mas ndo apresentou nenhum efeito sob um
novo objeto apresentado. Ja em relagdo ao grupo COCA-2,5, estdo em andamento experimentos
adicionais para incluirmos o grupo SALINA (3min) no trabalho. Isso nos permitird extrair
conclusdes mais seguras sobre o possivel papel facilitador de memoria da cocaina na dose de 2,5

mg/kg.

7.6 OSCILACOES DELTA

Como foi observado aqui, houve um aumento de delta, em ambas as areas CA1-mPFC.
Um dos marcadores da necessidade do sono ¢ a quantidade de ondas lentas (0.5-4.5 Hz) presentes
no sono NREM (TONONI, CIRELLI, 2019). Essa atividade de ondas lentas ¢ mais alta no inicio
do sono, e aumenta quanto mais tempo o animal passar acordado, ou realizar uma tarefa, ou ainda
apds o contato com um ambiente com estimulos novos, e esse periodo de sono NREM diminui
com o aumento do tempo gasto dormindo. Isso ¢ caracterizado por um estado alternado de disparo
e siléncio neuronal e isso acontece quando um numero especifico de células neuronais tem

atividade sincrona (TONONI, CIRELLI, 2019).
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O aumento de delta (1-4 Hz) visto na figura 11, mostra como essas faixas de oscilagdes
ficam alteradas de maneira dose-dependente. No animal salina ha uma intercalacdo de estados do
sono de maneira que, essa diminuicdo de delta, ¢ marcada pela diminui¢do de NREM, que ¢
substituido por épocas de vigilia e sono REM. Com o tratamento com a cocaina e de acordo com
tempo em que o animal passa acordado, o aumento ocorrido posteriormente de delta € se apresenta
de maneira mais tardia no grupo COCA-15, do que na COCA-2,5, e esse aumento ¢ descrito por

(TONONI & CIRELI2014), e representa um processo de homeostase sinaptica.

Além disso, FUNK, C. M., et al, 2016 mostrou dados sobre as ondas lentas em todos os
estados do ciclo sono vigilia, incluindo o REM, nesse trabalho eles apresentaram dados sobre a
funcdo dessa faixa no desacoplamento sensorial, os dados do estudo mostraram que ondas lentas
locais podem aparecer em diversas regides corticais de roedores, € no sono REM as ondas lentas
ocorrem apenas areas motoras e sensorial primarias, mostrando que elas sao responsaveis pela

desconexdo com o ambiente externo.

Por fim vale ressaltar mais uma vez, o estudo de MAINGRET, et al., 2016, que mostrou
através de estimulagdo, induzindo ondas deltas e spindles, um aumento da resposta da area pré-
frontal a tarefa, e do alto desempenho na realizagdo da segunda parte da tarefa, realizada no dia
seguinte, 0 que corrobora com a hipotese da faixa de delta ser atribuida também aos processo de

consolida¢do de memoria.

O aumento de delta (1-4 Hz), como demonstrado aqui neste estudo, na dose menor, mostrou
apenas aumento de delta na regido de mPFC, o que poderia representar uma alteragdo como a

descrita por MAINGRET, et al., 2016, que estimulou areas corticais para a propagacdo de delta.

7.6 CONCLUSOES E DIRECOES FUTURAS

Neste estudo, demonstramos que a cocaina ¢ capaz de afetar padrdes oscilatorios além de
afetar a coordenagao entre CA1 e mPFC de forma dose-dependente e transitéria, serd necessario a
realizacdo de um novo teste de localizacdo de objetos para que possamos melhorar a compreensao
acerca da formacdo de memorias relacionadas a localizacdo de objeto, e melhorar nossos

resultados. Os proximos passos envolverdo, a avaliagdo dos efeitos da cocaina sobre: (1) a
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coeréncia de fase hipocampo-mPFC; (2) comodulagdo Delta-gamma; (3) alteragdes

comportamentais mais sutis, como manifestacdo de estereotipias.
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Figura 6. Classificaciio dos estagios do ciclo sono-vigilia. A. Exemplos de tracados representativos de LFP (mPFC
e CAl) e EMG para cada um dos estagios do ciclo sono-vigilia. B. Exemplo de clusterizacdo realizada utilizando o
modelo de distribui¢do de mistura gaussiana (GM Model). As variaveis utilizadas para utilizadas para gerar o modelo
sdo expressas nos eixos (razdo Teta/Delta de CA1 e o RMS do EMG). C. Exemplos representativos de densidade
espectral de poténcia média dos registros de LFP do mPFC e CAl. As linhas amarelas representam a densidade
espectral de poténcia média das épocas de vigilia (ACORDADO), as linhas verdes representam as épocas de sono
NREM e as linhas azuis representam as épocas de sono REM. A faixa de 55-65 Hz foi suprimida devido a possivel
contaminagao do registro por ruido de 60 Hz proveniente de fontes externas. Painel a esquerda: no mPFC, ha uma
predominéncia de componentes de baixa frequéncia (< 4 Hz) na média das épocas dos trés estagios. Porém, ha um
pico na faixa correspondente a Teta (aproximadamente, 5-9 Hz) na média das épocas de sono REM e um reduzido
aumento de poténcia na mesma faixa de frequéncia na média das épocas ACORDADO. Painel a direita: em CAl, ha
uma predominéncia de componentes de baixa frequéncia (< 4 Hz) na média das épocas NREM. H4, entretanto, um
pico na faixa correspondente a Teta (aproximadamente, 5-9 Hz) na média das épocas de sono REM e um reduzido
aumento de poténcia na mesma faixa de frequéncia na média das épocas ACORDADO, ambos proporcionalmente
mais elevados se comparados ao mPFC. D - Exemplo representativo de hipnograma e relagdo com a razdo Teta/Delta
obtida a partir da analise do LFP do hipocampo ¢ RMS do EMG ao longo do tempo. Os tragos verticais no hipnograma
representam a classificagdo de cada uma das épocas de 10 segundos consecutivas dos registros eletrofisiologicos.
Quanto mais espesso o traco vertical de uma inica cor, maior o numero de épocas consecutivas de um mesmo estagio
do ciclo sono-vigilia. Os tragos amarelos representam épocas ACORDADO, os tragos verdes, épocas NREM e os
tracos azuis, épocas REM. Os espagos em branco representam épocas excluidas devido a presenga de artefatos ou
épocas nao classificados. O tracado roxo representa a variacdo da razdo Teta/Delta hipocampal ao longo do tempo,
apresentando um valor para cada época de 10 segundos. As épocas REM apresentam altos valores de razdo Teta/Delta,
em contraste com as épocas NREM ¢ ACORDADO, com baixos valores de razao Teta/Delta. Por fim, o tragado
laranja representa a variagdo do EMG do RMS ao longo do tempo. As épocas ACORDADO apresentam altos valores
de RMS, em contraste com as épocas NREM e REM, que apresentam baixos valores de RMS.

Figura-8
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Figura-8 Alteracées na arquitetura do sono induzidas por cocaina. B. Exemplos representativos de hipnogramas
obtidos de animais pertencentes ao grupo controle (SAL) e aos dois grupos experimentais (COCA-2.5 e COCA-15).
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A diferenca de nivel e de coloracdo das colunas verticais dos hipnogramas representam os distintos estagios do ciclo
sono-vigilia: o nivel mais baixo (amarelo) representa as épocas ACORDADO, o nivel intermediario (verde) representa
as épocas NREM e o nivel superior (azul) representa as épocas REM. A seringa azul representa a injecdo de salina
0.9%, a seringa rosa representa a inje¢do de cocaina na dose 2.5 mg/Kg e a seringa vinho representa a injegdo de
cocaina na dose 15 mg/Kg. No primeiro dia (D1), o padrao ciclico de sono e vigilia dos animais dos trés distintos
grupos ¢ semelhante, com sequéncias de épocas ACORDADO de menor duragdo e épocas de sono NREM e REM
alternadas. No segundo dia (D2), apos tratamento, os animais dos trés grupos apresentam um periodo continuo de
épocas WAKE, porém, esse efeito é exacerbado de forma proporcional a dose de cocaina recebida. Note que a injegéo
de salina, por si so, parece estar associada a indu¢do de um periodo de vigilia de cerca de 60 min. O tratamento com
COCA-2.5 aumenta ainda mais esse periodo subsequente de vigilia. Ja o tratamento com COCA-15 aumenta o tempo
despendido em vigilia para cerca de 3 a 4 horas. No terceiro dia (D3) o padréo ciclico de sono e vigilia retorna ao
padrao normal nos trés grupos distintos. C. Laténcia para o sono e para o primeiro episdédio de REM: na figura superior,
estd expresso a laténcia média (em minutos) para o inicio do sono nos trés dias. Na figura inferior, estd expressa a
laténcia média (em minutos) para o inicio do sono REM nos trés dias. D. Tempo despendido em cada um dos estagios
do ciclo sono-vigilia. Os trés graficos superiores representam a porcentagem média do tempo despendido em cada um
dos estagios durante o periodo da manha. Todos os dados foram representados como a média + erro padrdo da média.

Figura -9
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Figura 9. Alteracao da coeréncia de amplitude CA1-mPFC induzida por cocaina. A. Painel superior: Exemplo
da dindmica de variagdo de coeréncia CA1-mPFC ao longo dos trés dias de registro de um animal do grupo SAL. O
eixo Y indica os componentes distintos de frequéncia com os limites de 0.7-20 Hz. A escala de cores indica que quanto
mais proximo do vermelho, maior a coeréncia de determinado componente de frequéncia, em determinada época. As
linhas verticais brancas indicam os limites entre os dias e as linhas verticais pretas indicam as épocas que foram
excluidas devido a existéncia de artefatos no sinal. Painel central: Coeréncia média dos componentes de frequéncia
da faixa 5-9 Hz ao longo dos trés dias de registro (tragado roxo). As linhas verticais pretas indicam os limites entre os
dias. Painel inferior: exemplo representativo de hipnograma relativo aos dados apresentados acima. A seringa azul
indica o marco temporal da inje¢do de salina, havendo um breve periodo de épocas ACORDADO consecutivas, nas
quais ha um aumento da coeréncia na faixa 5-9 Hz. Contudo, tal aumento na coeréncia ¢ equiparavel as épocas
ACORDADO de outros dias. B. Mesma organizag¢ao do painel anterior, porém provindo de um animal representativo
do grupo COCA-2,5, sendo a seringa rosa o marcador temporal da injecdo sistémica de cocaina na dose de 2,5 mg/Kg.
Nesse caso, o periodo de épocas ACORDADO consecutivas ¢ maior em relagdo ao grupo SAL. Por consequéncia o
aumento da coeréncia da faixa 5-9 Hz ¢ sustentado por um periodo maior de tempo. Além disso, ha um aumento da
coeréncia (5-9 Hz) das épocas ACORDADO logo apds a injeg@o sistémica de cocaina na dose de 2.5 mg/Kg se
comparadas com épocas ACORDADO de outros dias. C. Animal representativo do grupo COCA-15. Seringa
vermelha representa o marcador temporal da injecdo sistémica de cocaina na dose de 15 mg/Kg. O periodo de épocas
ACORDADO consecutivas ¢ ainda maior que o periodo de épocas ACORDADO consecutivas do grupo COCA-2,5.
Portanto, o aumento da coeréncia na faixa 5-9 Hz ¢é sustentado por um periodo superior ao que foi visto nos outros
dois grupos. Por fim, o aumento da coeréncia (5-9 Hz) das épocas ACORDADO logo apés a injecdo sistémica de
cocaina na dose de 15 mg/Kg ¢ ainda mais expressivo do que os outros grupos quando comparado ao aumento de
coeréncia épocas ACORDADO de outras dias. D. Coeréncia média das épocas de sono REM e ACORDADO na faixa
5-9 Hz. Painel superior: Comparagao das coeréncias médias das épocas de sono REM no periodo da tarde em cada
um dos dias. Painel inferior: coeréncia média das épocas ACORDADO do periodo de até 3 horas ap6s inicio do
registro (D1 e D3) e ap6s inje¢ao (D2). Todos os dados foram representados como a média + erro padrao da média.

Figura—10

93



A . B
10

< 1.5 REM
I 180

e 145 o

] wQ o
o 160 14 O c
= i =
E o 135 3 n
o 3

£ 120 13 =

=]

T 100 125 @

o © -
5« g 7
(W] P m
(=R 115 O 3
@ £ Yok
3 11

8_ 40 B

= 105

L 20

| —

1
2 4 6 81012141618

Coca 15

Frequéncia de fase (Hz)

Fase / Amplitude
4-7Hz/70-90Hz

/\14'
9 + Salina
o
8-1-2' Coca 2.5
E T e Coca 15
= 1.04 ]
£
e}
[
—0.8;
=
0.6 D1 D2 D3
E
14
9 =
181‘ O
Q —
= 812
88
o N
= © F1.04
Ll
or § g
o) ~—
< =0.84
nn =
~
[4°] 06
Ae
™ D1 D2 D3

7

D

raw LFP

\d'/ f\\v/ ”\'\1/ \/ \/ ﬂ\.\/\ \‘ /\/\/{\/\/\/\/j o011
JATAVAYAVAVAVARAVAVAVAV/ WA

A VAV /’“\_/'A‘\__ /\ WA \.../{\\.‘/H\-,/q\/\/\/ "\U/“

Fase / Amplitude
4-7Hz/100-140Hz

—
&

—
n

—
Q

o
@

MI (normalizado por D1)

* Salvs Coca 15 (p =0.0028)

D1 D2 D3

o
o

—_— —_— —_—
s L) oy

o
®

MI (normalizado por D1)

o
o))

D2

“z,/

Figura 10. Alteracdes induzidas por cocaina no acoplamento da fase de Teta (4-7 Hz) e amplitude de Gama (70-
90 Hz) e oscilagdes de alta frequéncia (100 - 140 Hz) em CA1l. A. Comodulograma representativo da média dos
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indices de modulagdo (MI) das épocas REM do grupo SAL no dia D1. O eixo Y indica os componentes de frequéncia
de amplitude, o eixo X indica os componentes de frequéncia da fase, ambos expressos em hertz (Hz). A escala de cor
representa os valores de MI para cada combinacdo de frequéncia de fase e de amplitude. Quanto mais préximo do
vermelho, maior o valor do MI. Nesse exemplo, ¢ possivel visualizar ilhas distintas de modulagdo: fase (4-6
Hz)/amplitude (10-20 Hz); fase (4-6 Hz)/amplitude (35-45 Hz); fase (4-7 Hz)/amplitude (70-90 Hz); fase (4-7
Hz)/amplitude (100-140 Hz); fase (4-6 Hz)/amplitude (180-200 Hz). Entretanto, os maiores valores de MI estdo
concentrados nas ilhas fase (4-7 Hz)/amplitude (70-90 Hz) e fase (4-7 Hz)/amplitude (100-140 Hz). Portanto, tais ilhas
foram selecionadas para investigagdes posteriores a respeita da dindmica do acoplamento de fase/amplitude em CAl
e possiveis alteragdes produzidas pelas injegdes sistémicas de cocaina nas distintas doses. B - Exemplos
representativos de tragados do registro de LFP de CA1, evidenciando o padrdo de acoplamento da fase das oscilagdes
na faixa 4-7 Hz com a amplitude das oscilagdes nas faixas 70-90 Hz e 100-140 Hz. O conjunto de tragados superior
sdo exemplos de registros de LFP do grupo SAL, os tragados do centro sdo exemplos do grupo COCA-2,5 e os tracados
inferiores sdo exemplos do grupo COCA-15. A primeira coluna de tragados apresenta registros de LFP representativos
de épocas REM e a segunda coluna apresenta registros de LFP representativos de épocas ACORDADO. Os tragados
cinzas sao sinais de LFP bruto, os tragados laranjas sdo sinais filtrados na faixa 4-7 Hz, os tragados verdes s@o sinais
filtrados na faixa 70-90 Hz e os tracados roxos sdo sinais filtrados na faixa 100-140 Hz. Nos tragados representativos
do sono REM, mesmo nos sinais brutos ¢ possivel visualizar os ciclos de oscilagdoes Teta (4-7 Hz). Além disso,
observa-se que a amplitude das oscilagdes Gama (70-90 Hz) e oscilagdes de alta frequéncia (HFO - 100-140 Hz)
variam de forma sincronizada com a fase de Teta. C. Indice de modulagdo (MI) médio da fase de Teta e amplitude de
Gama (70-90 Hz) das épocas ACORDADO até 3 horas ap6s inicio de registro (D1 ¢ D3) ou tratamento (D2). D. Indice
de modulag¢do (MI) médio da fase de teta e amplitude de HFO (100-140 Hz) das épocas ACORDADO até 3 horas
apos inicio de registro (D1 e D3) ou tratamento (D2). E. indice de modulagdo (MI) médio da fase de teta e amplitude
de gama (70-90 Hz) das épocas REM do periodo da tarde. F. Indice de modulagdo (MI) médio da fase de teta e
amplitude de HFO (100-140 Hz) das épocas REM do periodo da tarde. Todos os dados foram representados como a
média + erro padrdo da média.
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Figura 11. Ajuste homeostatico induzido por oscilacdes Delta (1-4 Hz) no sono subsequente ao tratamento no
dia 2 (D2). A. Exemplos representativos de espectrogramas dos registros de LFP do mPFC (painel superior) ¢ CAl
(painel inferior) no D2 do grupo SAL. O eixo Y indica os componentes distintos de frequéncia dos sinais (limitado a
faixa 0.7-10 Hz). O eixo X indica os instantes distintos do tempo em que foi realizado o registro (em numero de épocas
de 10 segundos). A escala de cor indica a intensidade da poténcia de cada componente de frequéncia, sendo que quanto
mais proximo do amarelo, maior a intensidade da poténcia. Painel superior: Espectrograma com base no registro do
mPFC. Nesta figura ¢ possivel visualizar um breve periodo de baixa poténcia na faixa 1-4 Hz (delta) logo no inicio
do registro, indicando o breve periodo que animal se mantém acordado. Posteriormente, ha um aumento consideravel
da poténcia em Delta, que ¢ substituido consideravelmente em momentos de vigilia e sono REM. Interessante notar
que existe um aumento inicial da poténcia na faixa completa de delta (1 - 4 Hz), havendo uma redugdo desta faixa
com o passar do tempo. Por fim, cada um dos periodos com alta poténcia em delta marca uma época NREM. Painel
inferior: Espectrograma com base no registro do mPFC. Note que, ao longo do ciclo sono-vigilia, padrdes oscilatorios
com predomindncia em delta tipicos de NREM sao intercalados por épocas com alta poténcia na faixa 6-9 Hz (teta),
indicando periodos WAKE ou REM. B. Exemplos representativos de espectrogramas dos registros de LFP do mPFC
(painel superior) e CA1 (painel inferior) no D2 do grupo COCA-2,5. Painel superior: Espectrograma calculado a
partir do mPFC. Nesta figura é possivel visualizar um periodo de baixa poténcia na faixa 1-4 Hz (Delta) de duragao
nas primeiras 1000 épocas de registro, indicando periodo que animal se mantém acordado devido aos efeitos da dose
de cocaina. Posteriormente, ha um aumento expressivo da poténcia de delta, que se reduz consideravelmente ao longo
dos ciclos de sono ¢ vigilia. Painel inferior: Espectrograma calculado a partir de CA1. C. Exemplos representativos
de espectrogramas dos registros de LFP do mPFC (painel superior) e CA1 (painel inferior) no D2 do grupo COCA -
15. Os mesmos padrdes da dindmica de variagdo da poténcia de Delta sdo observados nesse caso. Porém, o rebote
delta pode ser observado mais tardiamente (em torno da época 2000).
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Figura 12. Alteragdes das poténcias de banda de frequéncia induzidas por cocaina no mPFC e CA1 nas épocas
de sono NREM. A. Exemplos representativos de tracados de registros de LFP do mPFC e CAl do D2 em nos
primeiros periodos de sono NREM apos tratamento. Em todos os tragados ¢ possivel visualizar oscilagdes lentas,
sincronizadas e de alta amplitude. Os tracados vermelhos representam o grupo COCA-15. Neles é possivel observar
oscilagdes lentas com a presenca de ondas delta de alta amplitude. Ainda, ¢ possivel observar eventos de “spindle”
associados as ondas delta de alta amplitude no tragado do mPFC. Os tragcados rosas representam o grupo COCA-2,5.
Nesse caso € possivel observar oscilagdes lentas, porém, com a presenga de ondas delta de menor amplitude. Por fim,
os tragados azuis representam o grupo SAL. Nesse caso, as oscilagdes lentas apresentam menor amplitude em relagédo
aos grupos experimentais. B. Poténcia média da banda de delta durante as épocas NREM ao longo dos dias de registro.
Cada um dos dias (representados por D1-D3) esta separado em 6 periodos (3 periodos de mesma duragdo durante a
manhd e 3 periodos de mesma durag@o durante a tarde). O primeiro periodo de cada dia foi suprimido, visto que
poucos animais apresentam épocas de sono NREM. Além disso, durante o dia D2, os trés primeiros periodos (manha)
foram suprimidos nas médias dos grupos COCA-2,5 e COCA-15, ja que poucos animais apresentam épocas de sono
NREM. O eixo Y indica a poténcia média do grupo normalizada pela média das poténcias dos 6 periodos do primeiro
dia. Painel superior: poténcia média da banda de delta do mPFC. Painel inferior: poténcia média da banda de Delta de
CALl. Todos os dados foram representados como a média + erro padrdo da média.
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Figura 13. Alteragdes induzidas por cocaina na incidéncia de ripples hipocampais. A.

Exemplo representativo de tragados de registros de LFP do mPFC e CA1 de uma época NREM com alta incidéncia
de “ripples . Painel superior: registro de LFP do mPFC (sinal bruto, em preto). Para destacar a co-ocorréncia entre
“ripples”” hipocampais e ondas delta corticais, linhas verticais roxas foram adicionadas para indicar os momentos que
cada evento de “ripple” foi detectado. O tragado do mPFC apresenta oscilagdes lentas, sincronizadas ¢ de alta
amplitude. Painel inferior: registro bruto de LFP de CA1 (acima) e registro de LFP de CA1 filtrado na faixa 140-220
Hz (abaixo). Em ambos os tragados, os eventos de “ripples” sdo marcados em roxo. O tragado superior apresenta
oscilagdes lentas, sincronizadas e de alta amplitude. J4 o tracado inferior apresenta elevacdes de amplitude transientes,
que marcam os eventos de “ripples”. B. Tragados das médias dos registros de potencial de campo em torno das
“ripples” detectadas (150 ms antes e 150 ms apos pico de amplitude do evento detectado). O tracado azul ¢ a média
do sinal bruto. E possivel visualizar um evento de alta frequéncia no centro “ripple”, além de uma deflexio de
polaridade negativa e alta amplitude “sharp-wave”. O tragado laranja ¢ a média do sinal filtrado na faixa 140-220 Hz.
Nesse caso, apenas a oscilagdo de alta frequéncia ¢ mantida. C - Incidéncia média de “ripples” ao longo dos dias D1-
D3. Cada um dos dias (representados por D1-D3) esta separado em 6 periodos (3 periodos de mesma duragdo durante
a manha e 3 periodos de mesma duracdo durante a tarde). O primeiro periodo de cada dia foi suprimido, visto que
poucos animais apresentam épocas de sono NREM. Além disso, durante o dia D2, os trés primeiros periodos (manhg)
foram suprimidos nas médias dos grupos COCA-2,5 e COCA-15, ja que poucos animais apresentam épocas de sono
NREM. A dose de cocaina 15 mg/Kg produziu um aumento significativo na incidéncia de “ripples” no periodo D2-
4, em rela¢do ao grupo SAL [SAL(D2-4): -0,3341 “zscore” vs COCA-15(D2-4): 1,426 “zscore”; ANOVA de duas
vias de medidas repetidas; Interacdo tratamento x tempo: F (24, 156) = 1,595, p = 0,0484, teste “post hoc”” de Tukey,
SAL(D2-4) vs COCA-15(D2-4); p = 0,0068]. Entretanto, nenhuma das doses de cocaina foi capaz de causar alteracdes
significativas na incidéncia de “ripples” em nenhum dos 5 periodos do dia D3 ou nos outros periodos do dia D2.
Todos os valores de incidéncia de “ripples” expressos foram normalizados por “zscore”. Todos os dados foram
representados como a média + erro padrdo da média.
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