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RESUMO

Drogas estimulantes como anfetamina e cocaína atuam como moduladores do sistema do-

paminérgico, sendo capazes de induzir alterações plásticas em circuitos associados à memória e

recompensa. Entretanto, ainda não está claro como memórias associativas ao uso dessa substân-

cia se estabelecem de forma duradoura e persistente em redes corticais. Uma possibilidade é de

que isso ocorra, pelo menos em parte, durante o sono subsequente ao uso da droga. Demonstra-

mos anteriormente que a exposição única à cocaína foi capaz de aumentar a latência para início

do sono e, subsequentemente, induzir aumento significativo de potência em delta (0,5 - 4 Hz)

tanto no hipocampo, quanto no córtex pré-frontal medial (mPFC), durante o sono de ondas len-

tas. Neste estudo, testamos se tais efeitos eletrofisiológicos observados se devem a mecanismos

específicos induzidos pela cocaína ou se poderiam ser mimetizados por protocolo de privação do

sono induzido por locomoção em esteira. RatosWistar adultos foram implantados cronicamente

com eletrodos no mPFC e região de CA1 do hipocampo para registros de potenciais de campo

locais. Uma semana depois, os animais foram submetidos a habituação à caixa de registro e, no

dia seguinte, à sessão de registro (Dia 1). No Dia 2, os animais receberam injeção sistêmica de

salina 0,9%, cocaína 15 mg/kg, ou passaram por privação de sono induzida por esteira por 3 ho-

ras e registrados em seguida. No Dia 3, os animais foram registrados novamente para verificar

uma possível persistência das alterações observadas no Dia 2. Um segundo grupo de animais

passou por teste de reconhecimento de localização de objetos, com dois dias de habituação por

20 minutos na caixa de teste (Dias -1 e 0), seguido de um dia de codificação de memória (Dia

1) por 20 minutos, após a qual os animais receberam injeção de salina 0,9%, cocaína 15 mg/kg

ou foram privados de sono por esteira por 3 horas (4 cm/s). Não observamos efeitos signifi-

cativos induzidos pela cocaína sobre a consolidação de memória em tarefa de localização de

objetos, enquanto que o grupo que foi privado de sono por esteira apresentou piora de desem-

penho. Tanto o grupo Esteira ON quanto o Cocaína apresentaram um aumento da latência para

início do sono. Durante o estado acordado, observamos um aumento da coerência entre CA1 e

mPFC na banda de frequência theta (5 -12 Hz) para ambos os grupos de tratamento comparados

à salina. Após este efeito inicial, observamos um aumento da potência em delta (1-4 Hz) tanto

em CA1 quanto no mPFC durante o sono de ondas lentas subsequente ao tratamento em ambos

os grupos experimentais quando comparados ao grupo salina. Apesar da diversidade dos efeitos

reportados, todos os parâmetros avaliados voltaram ao estado de linha de base 24 h após o tra-

tamento. Em conclusão, nosso estudo demonstrou que existe alta similaridade entre os efeitos



eletrofisiológicos induzidos por cocaína e por privação de sono induzida por esteira, ainda que

os seus efeitos sobre a consolidação de memória de localização de objetos sejam distintos. Com

base nos nossos achados, hipotetizamos que o aumento da neurotransmissão dopaminérgica seja

capaz de ativar mecanismos responsáveis por compensar os prejuízos de memória tipicamente

induzidos por privação de sono.

Palavras chave— Cocaína, Esteira, Sono, Privação, Oscilações, Córtex, Hipocampo,

Eletrofisiologia in vivo, Memória.



ABSTRACT

Stimulant drugs such as amphetamine and cocaine act as modulators of the dopaminergic

system, being able to induce plastic changes in circuits associated with memory and reward.

However, it is still unclear how associative memories of substance use are established in a las-

ting and persistent way in cortical networks. One possibility is that this occurs, at least partially,

during sleep following drug use. We previously demonstrated that single cocaine exposure was

able to increase sleep onset latency and subsequently induce a significant increase in delta power

(0.5 - 4 Hz) in both the hippocampus and medial prefrontal cortex (mPFC) during slow wave

sleep. In this study, we tested whether such observed electrophysiological effects are due to spe-

cific cocaine-induced mechanisms or whether they could be mimicked by a sleep deprivation

protocol in which deprivation is induced by walking on a treadmill. Adult Wistar rats were ch-

ronically implanted with electrodes in the mPFC and CA1 region of the hippocampus to record

local field potentials. One week later, the animals were habituated to the recording box and, on

the following day, to the recording session (Day 1). On Day 2, the animals received a systemic

injection of 0.9% saline, cocaine 15 mg/kg, or underwent treadmill-induced sleep deprivation

for 3 hours (4 cm/s) and then recorded. On the third day, the animals were registered again.

Concurrently, a second group of animals underwent an object recognition test, with two days

of habituation for 20 minutes in the test box (Days -1 and 0), followed by one day of memory

encoding (Day 1) for 20 minutes. minutes, after which the mora animals received 0.9% saline

injection, 15 mg/kg cocaine or were sleep deprived on a treadmill for 3 hours (4 cm/s). We did

not observe significant effects induced by Cocaine 15 mg/kg on memory consolidation in the

object location task, while the treadmill-induced sleep deprived group showed worse perfor-

mance. Both the Treadmill ON and Cocaine 15 mg/kg groups showed an increase in sleep onset

latency. During the awake state, we observed an increase in coherence between CA1 and mPFC

in the theta frequency band (5 -12 Hz) for both treatment groups compared to saline. After this

initial effect, we observed an increase in delta power (1-4 Hz) in both CA1 and mPFC during

slow wave sleep subsequent to treatment in both treated groups when compared to the saline

group. Despite the diversity of reported effects, all parameters evaluated returned to baseline

status 24 h after treatment. In conclusion, our study demonstrated that there is high similarity

between the electrophysiological effects induced by cocaine and treadmill-induced sleep de-

privation, although their effects on object location memory consolidation differ. Based on our

findings, we hypothesized that single exposure to cocaine is capable of activating mechanisms



responsible for compensating for memory impairments typically induced by sleep deprivation.

Keywords— Cocaine, Treadmill, Sleep, Deprivation, Oscillations, Cortex, Hippocampus,

In vivo Electrophysiology, Memory.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Cocaína e sistema dopaminérgico

O uso de drogas como cocaína, anfetamina, heroína, nicotina e cannabis leva ao aumento da

concentração de dopamina no sistema mesocorticolímbico (Figura 1). Esse efeito pode ser ob-

servado na área tegmentar ventral (VTA) e em suas projeções para regiões límbicas e corticais

como o núcleo accumbens (NAc) e o córtex pré-frontal (PFC) (Bjornes e Green 2018; Prieto

et. al. 2020; Thomas, Kalivas e Shaham 2008; Everitt, Dickinson e Robbins, 2001; Pins et. al.,

2020; Bimpisidis e Wallén-Mackenzie, 2019; Rodriguez-Espinosa e Fernandez-Espejo, 2014).

Mais especificamente, a cocaína causa o aumento das concentrações de monoaminas (como

dopamina, serotonina e norepinefrina) nas fendas sinápticas a partir do bloqueio de sua recap-

tação, sendo o aumento de dopamina o mais expressivo. Esse bloqueio, em particular, se dá

no transportador ativo de dopamina (DAT) que recapta dopamina nos terminais pré-sinápticos,

fazendo assim com que a disponibilidade do neurotransmissor aumente para os receptores pós-

sinápticos, que podem ser divididos em duas grandes subclasses: os tipo D1 (D1 e D5) e os

tipo D2 (D2, D3 e D4) que estão acoplados respectivamente a proteínas estimulatórias Gs ou

proteínas inibitórias Gi (Perreault et al. 2013). Além disso, a cocaína também aumenta os níveis

de glutamato no VTA, NAc e PFC (Vanderschuren e Kalivas, 2000; Filip, Bubar e Cunningham,

2004; Bimpisidis e Wallén-Mackenzie, 2019). Estudos neurofarmacológicos em modelos muri-

nicos indicam que essa atividade neuronal na via mesolímbica parece estar subjacente à recom-

pensa por cocaína e contribui para episódio de relapso em busca da droga (Thomas, Kalivas e

Shaham 2008). Schultz et al (1997) demonstrou que agrupamentos de neurônios que disparam

na antecipação por alimento e água também são recrutados em antecipação por cocaína, evi-

denciando a capacidade da droga em recrutar mecanismos neuronais normalmente ativados em

resposta a oportunidades de sobrevivência, e também sua capacidade de ativar esta circuitaria

de forma mais intensa do que outros reforços como socialização e oportunidade reprodutiva.

A superestimulação desses circuitos pode acarretar em mudanças comportamentais duradouras,

eventualmente culminando em dependência (Miles et al., 2017).
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Figura 1: Esquema simplificado do circuito de recompensa em roedores. A natureza das aferências e
eferências de VTA e NAc estão ilustradas com cores distintas. Em verde, estão representadas as pro-
jeções dopaminérgicas. Em azul, estão representadas as projeções GABAérgicas. Em vermelho, estão
representadas as projeções glutamatérgicas.

Fonte: RUSSO & NESTLER, 2013.

1.2 Cocaína: efeitos motores e comportamentais

Como outros estimulantes, a cocaína altera o comportamento animal de acordo com dosagem

e rota de administração, de modo que baixas doses podem afetar o comportamento locomotor,

enquanto que altas doses podem levar à convulsões e até morte (Woolverton e Johnson, 1992;

National Institute on Drug Abuse, 2016). Além disso, os efeitos comportamentais são muito

subjetivos, variando enormemente de um indivíduo para o outro (Kalivas et. al., 1998). A ma-

nifestação e desenvolvimento desses efeitos parece variar de maneira dose dependente tanto em

humanos como em modelos animais. (Woolverton, Johnson, 1992). Por exemplo, enquanto

as evidências mostram que pequenas quantidades de cocaína podem melhorar a aquisição de

memória em roedores, humanos que fazem uso mais extenso da droga relatam perturbações na

memória (Woolverton, Johnson, 1992). Em humanos, pequenas quantidades de cocaína podem

fazer os pacientes se sentirem eufóricos, enérgicos, mentalmente alertas, visão, audição e tato

hipersensitivos e aumento de loquacidade. Além disso, a droga pode reduzir a necessidade sub-

jetiva de comer e dormir e melhorar o desempenho em tarefas físicas e intelectuais (National

Institute onDrugAbuse, 2016). No caso de dosagensmais altas, o paciente pode apresentar com-

portamentos mais agressivos, com irritabilidade, agitação, ansiedade, pânico e paranóia, assim

como tremores, vertigem, espasmos musculares e alterações nas percepção de dor (Licata et. al.,
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1992, National Institute on Drug Abuse, 2016). Já os efeitos fisiológicos incluem constrição de

vasos sanguíneos, dilatação pupilar (midríase), aumento da temperatura corporal, da frequência

cardíaca e da pressão sanguínea (National Institute on Drug Abuse, 2016), Sabe-se, no entanto,

que padrões de comportamento promovidos e mantidos pela cocaína são determinados não só

pela dosagem, mas principalmente pela rotina de reforço, bem como pelo contexto em que o

animal está inserido (Woolverton, Johnson, 1992). Uma particularidade relevante do uso dessa

droga é sua habilidade de reforçar o comportamento de auto-administração, que é encontrado em

várias espécies, incluindo humanos (Woolverton, Johnson, 1992), com o uso repetitivo de co-

caína levando a alterações de longa duração na estrutura cerebral (Kalivas et al., 1998). Assim,

o comportamento de busca pela droga pode se tornar cada vez mais controlado por processos

motivacionais dos quais o paciente em grande parte não está ciente (Moeller et. al, 2010) e as

chances de relapso ao ser exposto à droga após um período de abstinência é maior (De Vries et

al.., 1998). Além disso, em períodos de abstinência de droga, é relatado a hipersonolência, a dis-

foria, anergia, depressão generalizada e a perda de peso (Woolverton e Johnson, 1992, Angarita,

2016), que também age como reforço para a busca da droga, levando ao recomeço do uso. Estu-

dos com animais mostram que os comportamentos evocados pela cocaína e outras drogas estão

associadas, principalmente, ao aumento de dopamina no sistema dopaminérgico mesolímbico,

modulando assim os efeitos psicomotores e de recompensa evocados pela substância (Berro et.

al, 2014). Esses comportamentos incluem hiperatividade, relacionado principalmente à dopa-

mina no NAc na exposição aguda, e no caso de exposição intermitente à droga, a sensibilização

locomotora associada a transmissão aminoacídica no NAc (Filip et. al., 2006). A sensibilização

se caracteriza por exposição repetitiva à psicoestimulantes, ocorrendo um aumento progressivo

e expressivo dos efeitos hiper locomotores. Essa sensibilização motora persiste mesmo após o

fim do tratamento crônico por psicoestimulantes (Pierce and Kalivas, 1997). Há possibilidade

de que essa sensibilização tenha papel no surgimento de ataques de pânico, paranóia e letalidade

relacionados ao consumo de cocaína (Woolverton, Johnson, 1992). Quanto ao comportamento

de busca por droga após tratamento crônico, sabe-se que ele pode ser provocado mesmo após

períodos prolongados sem exposição à droga após o administração de uma única dose (De Vries

et. al., 1998), e o restabelecimento de adição induzido pela droga resulta do processo de sen-

sibilização, que tem um papel crucial na busca pela droga (De Vries et. al., 1998). É possível

portanto que, assim como a hiperlocomoção em ratos pode estar relacionada com a hiperexcita-

bilidade, em humanos, o processo de sensibilização pode explicar o processo de recaída de uso
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nos pacientes (Filip et. al, 2006).

1.3 Cocaína: efeitos no sono e memória

O sono é um estado que é manifestado em todos os níveis de organização biológica, desde me-

canismos genéticos e intracelulares, até ao nível de sistemas neurais e órgãos, controlando fun-

ções fisiológicas, comportamentais e cognitivas (Pace-Schott e Hobson, 2002). Pode-se dividir

o sono em três estados principais: o estado acordado, onde o indivíduo se encontra ativo, o sono

NREM (non rapid eye movement em inglês), caracterizado por uma grande sincronização de

disparos neurais e oscilações de baixa frequência onde prevalecem ondas de baixa frequência e

alta amplitude; e o sono REM (rapid eye movement em inglês), caracterizado por movimentação

rápida dos olhos e inibição dos músculos e por oscilações de alta frequência e baixa amplitude,

com oscilações em frequência gamma (30 – 80 Hz) altamente sincronizadas e prevalência de

ondas theta (5 – 12 Hz (Buzsáki, 2006). Sabe-se que o sono é essencial para aprendizado e me-

mória, sendo um período de particular importância no qual ocorre a consolidação de memórias

de curta-duração para longa-duração, com a privação de sono gerando prejuízos no aprendizado,

atenção e várias outras funções cognitivas (Chen eWilson, 2017). Uma das principais teorias so-

bre como ocorre a consolidação de memórias sustenta que exista uma interação espaço-temporal

precisa da atividade neural entre hipocampo e neocórtex durante o sono, principalmente o sono

de ondas lentas, que pode se apresentar dividido em diferentes fases conforme a espécie (Gra-

ves, Pack e Abel, 2001, Pace-Schott e Hobson, 2002). No entanto, outros estudos indicam

uma possível função do sono REM em processos de consolidação de memória (Boyce et. al,

2016). Foi previamente sugerido que a sincronização e dessincronização dos padrões oscilató-

rios cerebrais durante o sono NREM e REM são consequência de interações entre sistemas de

neurotransmissores, como por exemplo o colinérgico e serotoninérgico (Pace-Schott e Hobson,

2002, Lorincz e Adamantidis, 2017). A dopamina, apesar de menos estudada, parece ter um

papel importante na alteração das fases do sono, provavelmente interagindo com outros neuro-

transmissores. Em roedores, a deleção do gene do (DAT) induz a redução do sono NREM e

estado de vigília prolongado. Além disso, administração sistêmica de um agonista D1 ou D2,

que provoca o aumento da captação de dopamina nos terminais pós sinápticos, influencia ambos

REM e NREM (Dauvilliers et al., 2015). Em humanos, inibidores da recaptação de dopamina

(como psicoestimulantes de ação semelhante a cocaína) e agonistas do receptor de dopamina

são usados como tratamento de narcolepsia e sonolência, potencializando a vigília e prevenindo
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o sono (Pace-Schott e Hobson, 2002). Prejuízos no sono são frequentemente observados em

pacientes que fazem uso de substâncias psicoativas, como a cocaína, e estão presentes tanto no

uso agudo ou crônico, quanto no período de abstinência da droga (Knapp et. al., 2007; Bjorness

et. al., 2018; Cortes et. al., 2016). Essa associação entre sono e uso de substâncias parece ser,

no entanto, bidirecional, com problemas no sono aumentando os riscos do desenvolvimento de

transtornos por uso de substâncias levando a problemas com sono, sendo essas perturbações no

ciclo sono e vigília observadas ambos em modelos humanos quando modelos animais (Anga-

rita, 2016; Bjorness et. al., 2018). A conexão entre sono e uso de drogas pode ser explicada

pela fisiologia do sono e potencialmente pela sobreposição de sistemas de neurotransmissores

e regiões cerebrais onde dada substância atua e onde o processo do sono ocorre (Angarita et.

al., 2014). Alguns experimentos envolvendo polissonografia em usuários frequentes de cocaína

mostram uma maior latência para o começo do sono, além de uma redução na eficiência do sono

(Pace-Schott et. al., 2005). Esses pacientes possuem tempo de NREM drasticamente reduzido

em relação a pacientes controle (Angarita, 2016 Knapp et. al., 2007). Após o uso agudo, ocorre

uma latência para o início do sono e redução de sua eficiência (Cortes et. al., 2016, Angarita,

2016). Além disso, é observada uma supressão inicial dos períodos de sono REM, seguida por

um aumento substancial na duração dos períodos subsequentes de REM e redução de sua la-

tência (efeito ”rebote), com aumento do tempo de REM e redução de sua latência (Angarita

2016). Já durante os primeiros dias de abstinência ocorre um efeito rebote, caracterizado pela

hipersonia (aumento de eficiência do sono noturno e maior propensão ao sono ao longo do dia)

(Angarita, 2016, Bjorness et. al., 2018), mas também ocorre uma maior fragmentação do sono

(Pace-Schott et. al., 2005), com indivíduos em abstinência tendo maior propensão ao sono du-

rante o dia (Bjorness et. al., 2018). Estudos mostram que nesse período ocorre uma redução

do tempo total de sono REM e do SWS (Angarita et. al, 2013; Angarita et. al., 2016), além de

uma latência menor do sono em geral. Também é observada uma maior duração do sono, bem

como uma maior duração do sono REM , enquanto que em abstinência tardia os pacientes de-

senvolvem um padrão de insônia crônica com grande latência de sono e baixa eficiência de sono

(Angarita et. al., 2016; Pace-Schott et. al., 2005, Cortes et. al., 2016, Bjorness et. al., 2018).

Ocorre também uma redução do sono REM, que pode inclusive estar associada ao relapso de

uso (Cortes et. al., 2016), e um aumento do tempo de SWS (Angarita, 2016, Bjorness et. al.,

2018). Entretanto, os estudos envolvendo a perturbação no sono de pacientes que fazem uso de

cocaína apresentam resultados muitas vezes conflitantes, sendo relatado insônia ou hipersonia
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em períodos de abstinência (Yang et. al., 2011), com alguns estudos indicando um aumento

percentual de sono REM, em vez de uma redução (Knapp et. al., 2007). No entanto, apesar da

piora considerável do sono que os estudos mostram, em pesquisas qualitativas os entrevistados

reportaram melhora do sono, o que afeta o término do tratamento, tendo em vista que o paciente

não reconhece a anormalidade dos sintomas (Angarita et. al., 2014). Ademais, foi demonstrado

que tratamentos com anfetamina podem aumentar a ocorrência de ripples (140-250 Hz) e sua

amplitude durante episódios subsequentes de sono de ondas lentas (Ponomarenko et al., 2003).

Esse “ripple rebound” foi interpretado por autores como uma assinatura eletrofisiológica da re-

ativação de conjuntos neuronais hipocampais durante sono NREM. Uma vez que a anfetamina

promove um aumento de atividade de circuitos dopaminérgicos, é possível que a cocaína poderia

afetar não só a arquitetura do sono em si, mas também certos processos de plasticidade sináptica

e memória que gradualmente decorrem durante fases específicas do sono. Particularmente, é

possível que a coordenação entre áreas neocorticais e hipocampais durante sono REM e NREM

possam ser perturbadas após tratamento com cocaína, levando a uma persistente anormalidade

comportamental e/ou déficit cognitivo. Em trabalho recente do nosso grupo de pesquisa (Gus-

mão, 2020), demonstramos que a cocaína é capaz de afetar padrões oscilatórios e a coordenação

entre CA1 e PFC, assim como produzir uma maior amplitude das ondas lentas durante o sono

não-REM e um aumento da incidência de ripples hipocampais (Figuras 2 e 3), que são osci-

lações de alta frequência relevantes para memória. O trabalho propôs analisar alterações na

formação de memória após dose aguda de diferentes doses de cocaína (2,5 mg/kg e 15 mg/kg),

onde não foram observadas alterações na formação de memórias relacionadas à localização de

objetos. No que diz respeito à alterações na rede neural, nossos resultados foram um pouco

diferentes do esperado, tendo como base as evidências existentes em estudos com anfetamina.

Sabe-se que em animais tratados com anfetamina ocorre um aumento da potência de gamma

logo após a administração da droga; no entanto, o mesmo não foi observado na administração

de cocaína. As doses de 15 mg/kg, e de 2,5 mg/kg de cocaína foram capazes de induzir alte-

rações na potência média de gamma no mPFC ou em CA1, do hipocampo, durante sono REM

e durante vigília. É possível, no entanto, que uma dose única, com administração sistêmica de

cocaína, não seja o suficiente para sustentar alterações em gamma, assim como o baixo número

de sujeitos experimentais pode ter mascarado alguma diferença. Zhu et. al. 2019 demonstra-

ram que o aumento do acoplamento (sincronia) entre theta e gamma poderia estar subjacente

ao desenvolvimento de dependência de heroína. Em nosso estudo, no entanto, observamos uma
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redução do acoplamento entre fase de theta e amplitude de gamma durante o estado acordado

em animais que receberam a dose aguda de 15mg/kg. No entanto, não há descrições na lite-

ratura sobre acoplamento theta-gamma após administração de cocaína. Quanto à potência de

delta, observamos durante o sono subsequente à administração aguda de cocaína um aumento

de sua potência no mPFC, associado ao aumento de ripples hipocampais. Sjulson et. al. 2018

observou também um aumento de ripples hipocampais em animais durante o sono após tarefa

de preferência condicionada à local (CPP), hipotetizando que esse rebote de ripples poderia ser

uma janela temporal para a consolidação de memória associativa da droga com o contexto em

que foi administrada. Entretanto, ainda não é claro o quanto os efeitos oscilatórios observados

por nosso estudo se devem ao estado hiper dopaminérgico induzido pela cocaína ou à privação

do sono resultante da hiperlocomoção induzida pela droga.



22

Figura 2: Alterações das potências de banda de frequência induzidas por cocaína no mPFC e CA1 nas
épocas de sono NREM. (A) Exemplos representativos de traçados de registros de LFP (do inglês: local
field potential) do mPFC e CA1 do D2 em nos primeiros períodos de sono NREM após tratamento.
Em todos os traçados é possível visualizar oscilações lentas e de alta amplitude. Os traçados vermelhos
representam o grupo COCA-15. Neles é possível observar oscilações lentas com a presença de ondas
delta de alta amplitude. Ainda, é possível observar eventos de spindle associados às ondas delta de
alta amplitude no traçado do mPFC. Os traçados rosas representam o grupo COCA-2,5. Nesse caso é
possível observar oscilações lentas, porém, com a presença de ondas delta de menor amplitude. Por fim,
os traçados azuis representam o grupo SAL. Nesse caso, as oscilações lentas apresentammenor amplitude
em relação aos grupos experimentais. (B) Potência média da banda de delta durante as épocas NREM ao
longo dos dias de registro. Cada um dos dias (representados por D1-D3) está separado em 6 períodos (3
períodos de mesma duração durante a manhã e 3 períodos de mesma duração durante a tarde). O primeiro
período de cada dia foi suprimido, visto que poucos animais apresentam épocas de sono NREM. Além
disso, durante o dia D2, os três primeiros períodos (manhã) foram suprimidos nas médias dos grupos
COCA-2,5 e COCA-15, já que poucos animais apresentam épocas de sono NREM. O eixo Y indica a
potência média do grupo normalizada pela média das potências dos 6 períodos do primeiro dia. Painel
superior: potência média da banda de delta do mPFC. Painel inferior: potência média da banda de Delta
de CA1. Todos os dados foram representados como a média ± erro padrão da média.

Fonte: Adaptado de Gusmão et al., 2020.
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Figura 3: Alterações induzidas por cocaína na incidência de ripples hipocampais. (A) Exemplo repre-
sentativo de traçados de registros de LFP do mPFC e CA1 de uma época NREM com alta incidência de
ripples. Painel superior: registro de LFP do mPFC (sinal bruto, em preto). Para destacar a co-ocorrência
entre ripples hipocampais e ondas delta corticais, linhas verticais roxas foram adicionadas para indicar os
momentos que cada evento de ripple foi detectado. O traçado do mPFC apresenta oscilações lentas e 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 traçados, os eventos de ripples são marcados em roxo. O
traçado superior apresenta oscilações lentas e de alta amplitude. Já o traçado inferior apresenta elevações
de amplitude transientes, quemarcam os eventos de ripples. (B). Traçados das médias dos registros de po-
tencial de campo em torno das ripples detectadas (150ms antes e 150ms após pico de amplitude do evento
detectado). O traçado azul é a média do sinal bruto. É possível visualizar um evento de alta frequência no
centro (ripple), além de uma deflexão de polaridade negativa e alta amplitude (sharp-wave). O traçado
laranja é a média do sinal filtrado na faixa 140-220 Hz. Nesse caso, apenas a oscilação de alta frequência
é mantida. (C)Incidência média de ripples ao longo dos dias D1-D3. Cada um dos dias (representados
por D1-D3) está separado em 6 períodos (3 períodos de mesma duração durante a manhã e 3 períodos de
mesma duração durante a tarde). O primeiro período de cada dia foi suprimido, visto que poucos animais
apresentam épocas de sono NREM. Além disso, durante o dia D2, os três primeiros períodos (manhã)
foram suprimidos nas médias dos grupos COCA-2,5 e COCA-15, já que poucos animais apresentam épo-
cas de sono NREM. A dose de cocaína 15 mg/Kg produziu um aumento significativo na incidência de
ripples no período D2-4, em relação ao grupo SAL [SAL(D2-4): -0,3341 (zscore) vs COCA-15(D2-4):
1,426 (zscore); ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interação 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 cocaína foi capaz de causar alterações significativas na incidência de ripples em
nenhum dos 5 períodos do dia D3 ou nos outros períodos do dia D2. Todos os valores de incidência de
ripples expressos foram normalizados por zscore. Todos os dados foram representados como a média ±
erro padrão da média.

Fonte: Adaptado de Gusmão et al., 2020.
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2 OBJETIVOS

Testar se os efeitos observados nos padrões oscilatórios durante o sono subsequente a aplicação

de cocaína se deve à hiperdopaminergia induzida pela droga ou simplesmente pela privação de

sono decorrente de hiperlocomoção.

Comparar os efeitos da locomoção induzida por esteira com a hiperlocomoção induzida

por hiperdopaminergia sobre:

1. O tempo de vigília e arquitetura do sono;

2. A coerência de amplitude em theta entre CA1 e mPFC;

3. Padrões oscilatórios durante o sono, tais como oscilações delta, theta e gamma;

4. Coerência de fase e coerência espectral de theta na região CA1 do hipocampo durante

estado acordado e de sono REM;

5. A consolidação de memória de localização de objetos



25

3 METODOLOGIA

3.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 31 ratos da linhagem Wistar adultos machos entre 250 e 300 g, provenientes

do Centro de Bioterismo do ICB-UFMG (CEBIO). Os ratos foram mantidos em caixas de po-

lipropileno (41 x 34 x 18 cm; 3 animais por caixa) no Biotério de Experimentação Exclusivo

para Ratos do Departamento de Fisiologia e Biofísica da UFMG, e todas essas caixas continham

madeira raspada (serragem ou maravalha) sobre o assoalho. Os animais tiveram livre acesso a

ração balanceada padrão e água. Durante todo o período em que os experimentos ocorreram, os

mesmos ficaram alojados no biotério com temperatura controlada (22 ºC) e submetidos a ciclo

de 12h claro/escuro. Todos os protocolos foram aprovados pela Comissão de Ética no uso de

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

3.2 Fármacos para procedimento cirúrgico

Foram utilizados para anestesia geral durante a cirurgia de implantação de eletrodos cetamina

(cloridrato cetamina a 10%, diluída veículo estéril) e xilazina (cloridrato xilazina a 2%, diluída

veículo), aplicadas por via intraperitoneal e intramuscular. Adicionalmente, lidocaína ( 2% em

solução de NaCl 0,15M) foi utilizada para anestesia local no escalpo onde a incisão inicial ocor-

reu.

3.3 Cirurgia estereotáxica de implante de eletrodos

Inicialmente, calcula-se a dose de anestésico a ser recebida por animal de acordo com o seu

peso (1 ml/Kg), seguido por aplicação de 0,7 ml/Kg de cetamina e 0,35 ml/Kg de xilazina por

via intraperitoneal, por sua vez seguida de complemento de 0,5 ml/kg de cetamina e 0,25 ml/kg

de xilazina por via intramuscular após início da sedação. A sedação e anestesia dos animais

foi verificada através do pinçamento da cauda do animal, para observar a ausência de resposta.

Em seguida, foi realizada a tricotomia do escalpo com o auxílio de aparelho de barbear e a fi-

xação do animal em aparato estereotáxico (KOPF; KOPF instruments; EUA). Após a fixação,

foi realizada assepsia do escalpo com solução de iodo e água oxigenada, seguida de injeção

subcutânea de lidocaína ( 2% em solução de NaCl 0,15M) na região de incisão. Durante todo o

procedimento, os animais tiveram sua temperatura corporal controlada por meio de um sistema

de aquecimento desenvolvido pela equipe, que utiliza a circulação de água quente para man-
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ter a temperatura dos animais em torno de 37ºC. Após a limpeza da região do crânio exposta

pela incisão, o bregma foi utilizado como região de referência para a realização das cranioto-

mias, estando situado na região ântero-posterior e médio-lateral. As mesmas foram realizadas

no hemisfério esquerdo segundo as coordenadas: ântero-posterior (AP): -5,4mm; médio-lateral

(ML) -4,6; dorso-ventral (DV) -2,5 mm para CA1 e ântero-posterior (AP) + 3,0 mm; médio-

lateral (ML) 0,5 mm; dorso-ventral (DV) -3,5 mm para o mPFC (PAXINOS; WATSON, 1998)

(PAXINOS; WATSON, 2017) Em seguida, foram realizadas duas craniotomias na região occi-

pital do crânio para a inserção de dois parafusos de aterramento e referência, aos quais foram

soldados fios de prata presos ao conector do implante final, além de 3 craniotomias adicionais

para inserção de parafusos estruturais para aumentar a estabilidade da fixação do acrílico na for-

mação do capacete final. Foram implantados três eletrodos monopolares de fios de tungstênio

encapados com teflon (60 um de diâmetro; A-M Systems, Inc., EUA) nas regiões alvo CA1 e

mPFC, inseridos em registro ativo, permitindo a visualização em tempo real dos LFPs a medida

que se aproximavam de suas respectivas regiões alvo, para a avaliação do perfil das oscilações,

sendo em particular esperado uma prevalência de theta (5-12 Hz) na região hipocampal. Adi-

cionalmente, um eletrodo foi implantado na musculatura do pescoço para registro de atividade

motora (eletromiografia, EMG) dos animais durante atividade comportamental e para auxílio de

classificação de estágios de sono (Figura 4A e B).
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Figura 4: (A): Localização de eletrodos de registro de LFP e desenho experimental; Corte coronal do
encéfalo de rato demonstrando as regiões-alvo; (B): Exemplos de registro de LFP nomPFC, CA1 e EMG,
suas faixas respectivas faixas de frequência e esquematização de registro eletrofisiológico, com ciclagem
entre as diferentes fases de sono e estado acordado; (C): Esquematização do desenho experimental com
grupos experimentais Salina 0,9% e Cocaína 15 mg/Kg (coletados por Gusmão et al, 2020) e grupos
esteira do vigente estudo comparado ao atual estudo.
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3.4 Lesão eletrolítica, perfusão e fixação do tecido nervoso

Após o último dia de registro, os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina, e passa-

ram por protocolo de estimulação, gerando lesões eletrolíticas para a verificação da posição dos

eletrodos nas regiões inseridas. Em seguida os animais receberam overdose de cetamina e logo

após a cessação de funções vitais foram perfundidos com uma solução tampão fosfato-salina

(PBS – 250 ml e paraformaldeído 4% (PFA – 200 ml) para fixação de tecido. Os encéfalos fo-

ram extraídos após a perfusão e imersos em uma solução de PFA a 4% overnight e em seguida

crioprotegidos em soluções alternadas de sacarose 10, 20 e 30% a cada dia por três dias. Em

seguida, foram congelados por submersão em isopentano ( 40s) e armazenados em freezer -80

°C.

3.5 Histologia

Após o processo de congelamento por submersão em isopentano, os encéfalos passaram por

cortes transversais de 30 μm que foram realizados no criostato em busca das regiões de inte-

resse mPFC e CA1, por toda a faixa anteroposterior em que as lesões foram realizadas. Esses

cortes foram colocados em solução tampão PBS e, com o auxílio de pincéis, foram posiciona-

dos em lâminas previamente gelatinizadas. As lâminas foram coradas com a técnica padrão de

Cresil-Violeta e montadas com lamínulas para visualização em microscópio. Depois de mon-

tadas foi feita uma verificação da posição do eletrodo em microscópio, e com a ajuda de uma

lente com aumento de até 40x foi realizada a confirmação. Todas as imagens que possibilitaram

a visualização da lesão dos eletrodos, foram fotografadas e usadas para validação da posição

dos eletrodos nas regiões alvo.

3.6 Teste de localização de objetos

O teste de localização de objetos é utilizado como uma ferramenta para avaliação da consolida-

ção da memória durante o sono. Por exemplo, Maingret et al (2016) mostraram que a coordena-

ção entre ripples hipocampais e delta-spindles registradas no córtex durante o sono subsequente

ao aprendizado foi maior quando os animais puderam explorar a caixa com os objetos por 20

min, comparado com a situação na qual os animais exploraram por 3 min. Os autores também

observaram que o índice de discriminação de objetos no dia do teste também foi maior nos ani-

mais que exploraram livremente os objetos por 20 min durante o treino do dia anterior. O teste

adaptado por nós, esquematizado na Figura 5, consiste em, inicialmente, dois dias de aclimati-
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zação por 20 minutos em uma caixa de 70 x 50 cm com uma pista visual (folha de papel branco)

colada a uma das paredes longas. Em seguida, no Dia 1, os animais foram colocados na caixa e

foi permitida a livre exploração de toda a arena com os dois objetos idênticos por 20 minutos.

Após este tempo, os objetos foram removidos e os animais, que haviam sido previamente sepa-

rados em 4 grupos de tratamento (Salina 0,9%, Cocaína 15 mg/kg, Esteira ON e Esteira OFF)

passaram por seus respectivos tratamentos. Os animais cocaína diluída em veículo e os animais

salina receberam seus respectivos tratamentos por via intraperitoneal e permaneceram na arena

onde realizaram o teste comportamental por 3 horas após o tratamento. Os animais dos grupos

esteira foram removidos da arena e colocados em esteira por 3 horas, sendo um dos grupos com

a esteira desligada e o outro grupo com esteira ligada conforme o mesmo protocolo detalhado

no experimento eletrofisiológico. No dia 3 os animais foram reintroduzidos na mesma arena,

com um dos objetos do dia anterior tendo sido deslocado para uma nova posição referente ao

dia 2, e foi permitida a exploração por 5 minutos.

Figura 5: (A): Esquematização do desenho experimental de Teste de Reconhecimento de Objeto, com
dias -1 e 0 como dias de habituação ao ambiente do teste, Dia 1 a aquisição de memória por exploração
livre dos objetos por 20 minutos e Dia 3 a evocação por 5 minutos, com um dos objetos deslocados
(Maingret, 2016; Gusmão et al, 2020); (B): Frame representativo de etapa de aquisição de memória
durante o teste de reconhecimento de objetos e tabela representativa com dos tempos de exploração de
cada objeto, separados por minuto.
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Fonte: Autor
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4 ANÁLISE DE DADOS

4.1 Quantificação e análise de experimentos comportamentais

Os vídeos das tarefas comportamentais foram avaliados por 2 experimentadores independentes

sem conhecimento das condições e grupos dos testes, para quantificação do tempo de exploração

de cada objeto quantificado separadamente em blocos minuto a minuto de vídeo. Tipicamente,

ratos tendem a preferir estímulos novos em detrimento de estímulos conhecidos, assim é possí-

vel inferir o aprendizado e memória de localização de objetos em ratos pela relação do tempo em

que os animais despendem explorando o objeto deslocado, que é tratado como estímulo novo,

e o tempo de exploração do objeto estável. Assim, o desempenho na tarefa comportamental foi

mensurado através do cálculo de um índice de discriminação (DI), este sendo definido como o

tempo despendido explorando o objeto deslocado dividido pelo tempo total de exploração de

ambos os objetos. Foi considerado comportamento exploratório quando os animais se encon-

travam com a cabeça orientada para o objeto e com o focinho a uma distância mínima de 2 cm

ou em contato direto com os objetos.

4.2 Pré-processamento

Os registros de LFP e EMG (eletromiograma) foram processados e analisados utilizando a fer-

ramenta MATLAB® R2021b (MathWorks®). Os sinais passaram por:

1. Remoção de quaisquer tendências constantes existentes (função detrend)

2. Reamostragem de 4 kHz para 800 Hz (função resample)

3. Filtragem por um filtro passa-banda (LFPs - 0.7-250 Hz; EMG = 80-300 Hz)

Para a classificação dos estados do ciclo sono vigília: filtro butterworth de 2º ordem (fun-

ções butter e filtfilt)

Para demais análises: two-way least-squares FIR filtering de 3426º ordem (função eegfilt)

4. Separação em épocas de 10 segundos (função reshape)

Em seguida a classificação das épocas de 10 segundos e análise inicial de arquitetura

do sono foi realizada utilizando uma toolbox de código aberto para a classificação de sono de

roedores desenvolvido por nosso grupo (Mendes et al, 2021).
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4.3 Arquitetura do sono

Todos os dias de registro por animal foram divididos em períodos da manhã e tarde. O período

da tarde foi definido como tendo o limite inicial de 4,5 horas antes do término do registro e o

limite final como o próprio término do registro no dia em questão. Já o período da manhã foi

definido como as primeiras 4 horas de registro A percentagem do número de épocas de cada

estágio foi calculada através da razão do número absoluto de épocas em cada um dos estágios

pelo número total de épocas classificadas (as épocas não classificadas foram desconsideradas).

A incidência de cada estágio do ciclo sono-vigília por minuto (número de bouts por minuto:

bout é definido como 3 épocas de 10 segundos em sequência classificadas como pertencendo a

um mesmo estágio ) foi calculada de acordo com o critério mínimo de 2 épocas de 10 segundos

sucessivas (bouts). Portanto, o tempo mínimo para um bout é de 20 segundos e a incidência de

cada fase é expressa pela razão do número de bouts pelo tempo total (em minutos) de épocas

classificadas. A duração dos bouts leva em consideração o mesmo critério de definição de bouts

e é definida pelo comprimento absoluto (em segundos) de cada bout de cada fase.

4.4 Latência para o sono

As épocas de 10 segundos foram divididas entre seus respectivos dias e a latência do sono de

cada um dos animais foi determinada para cada um dos 3 dias de registro. O marco de início

do sono foi definido como o momento em que em uma janela de 5 minutos, 80% das épocas

foram classificadas como sono nREM. A latência para o sono foi definida, portanto, como o

período de tempo entre o início do registro do dia e o marco de início do sono. Já a latência para

sono REM foi definida como o período de tempo entre o marco de início do sono e o primeiro

episódio (época de 10 segundos) de sono REM.

4.5 Densidade espectral de potência

Cada um dos dias foi dividido em períodos da manhã e tarde, como descrito anteriormente. Os

períodos da manhã e tarde foram divididos em 3 partes, totalizando 6 períodos por dia. As den-

sidades espectrais de potência dos LFPs de CA1 e mPFC foram estimadas utilizando o método

de Welch (Welch, 1967). Para isso, utilizamos a função pwelch do MATLAB com os seguin-

tes parâmetros: WINDOW = Taxa de amostragem; NOVERLAP = 0; NFFT = 2 x tamanho da

época, ou seja: (2*max(size(lfp)), onde lfp é um vetor contendo 10s de registro amostrado a

800 Hz. Este valor de NFFT fornece uma resolução de frequência de 0,05 Hz. Para evitar que
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o ruído da rede elétrica afetasse as análises, os valores de potência em torno de 60 Hz (58 a

62 Hz) foram substituídos por NaN. Para nornalização, a potência em cada bin de 0,05 Hz foi

dividida pela soma da potência total de cada sinal (excluindo os valores em torno de 60 Hz).

Para cada época, foram as potências foram integradas nas bandas de Delta (1-4 Hz), teta (5-12

Hz) e gamma (30-55 e 65-80 Hz). Foi feita a média da potência das épocas de sono REM e, pos-

teriormente, das épocas de sono nREM, para cada um dos 6 períodos de cada dia. Os primeiros

períodos de cada dia foram eliminados da análise devido ao baixo número de épocas de sono

nREM ou REM. Além disso, para os grupos Coca 15mg/Kg e Esteira ON, apenas os 3 períodos

da tarde do segundo dia foram incluídos já que o número de épocas de sono é insuficiente. Cada

uma das épocas teve seu valor de potência normalizado pela média dos 6 períodos do primeiro

dia.

4.6 Espectrogramas

Os espectrogramas para cada um dos dois distintos registros de LFP (mPFC e CA1) foram ge-

rados através da função spectrogram. Para tal, os dados concatenados de LFP (não separados

em blocos) foram utilizados. No caso de partes do registro que não possuíam continuidade, os

valores de potência foram calculados separadamente e posteriormente concatenados. Os parâ-

metros utilizados foram: taxa de amostragem: 800 Hz; comprimento da janela: 2400 amostras

(3 segundos), sobreposição: 400 amostras; frequências discretas: 0-10 Hz, com bins de 0.0196

Hz (nfft = 512);

4.7 Coerência espectral

A coerência espectral entre CA1 emPFC foi estimada para cada época de 10s utilizando a função

mscohere do MATLAB com os seguintes parâmetros: NFFT=21
�
2; WINDOW= [ ]; Fs=800;

NOVERLAP=[ ]. A magnitude da coerência espectral varia de 0 a 1 para cada bin de frequência

e é estimada por Cxy = (abs(Pxy).2
�
)./(Pxx.*Pyy), onde Pxx e Pyy representam a densidade

potência espectral de potência (PSD) calculada por método de Welch para o sinal x (CA1) e y

(mPFC), respectivamente. A variável Pxy é obtida por meio da correlação cruzada das PSDs

estimadas a partir dos sinais x e y.
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4.8 Coerência de fase

A coerência de fase entre CA1 e mPFC foi estimada para cada época de 10 s utilizando a fun-

ção coherencysegc do pacote Chronux ( http://chronux.org/ ) com os seguintes parâmetros: pa-

rams.Fs=800; params.fpass=[0 50]; params.tapers=[3 5]; params.pad=0; params.err=[2 0.05];

% 1=theoretical; 2=Jacknife; params.trialave=0.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da cocaína e protocolo de privação de sono induzido por esteira sobre a me-

mória de localização de objetos

Para a validação dos experimentos comportamentais, os tempos de exploração de cada objeto

durante a fase de evocação de memória foram quantificados por dois experimentadores inde-

pendentes e cegos às condições experimentais (Figura 6B). Observamos uma forte correlação

positiva entre os pesquisadores para a variação do tempo de exploração mensurado para ambos

os objetos [Objeto 1: r(23) = .98, p < .0001; Objeto 2: r(23) = .97, p < .0001] (Figura 6C). Ainda,

ao comparar a dinâmica e os índices de descriminação dos animais do grupo controle salina aos

animais de experimento piloto de padronização do teste comportamental em nosso laboratório

(Figura 6D e E) fomos capazes de indicar uma alta robustez e reprodutibilidade do protocolo

adaptado por nós. Interessantemente, ao analisar a dinâmica dos índices de discriminação entre

objeto deslocado e estável, foi notada uma maior taxa de discriminação dentro os primeiros três

minutos da sessão de evocação de memória (Figura 6D), consistente com os dados reportados

por Maingret et al. 2016 onde os animais durante a tarefa de reconhecimento apresentam uma

maior exploração dos objetos durante os primeiros minutos da tarefa, gradativamente decaindo

até um DI próximo de 0,5.
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Figura 6: (A): Padronização e validação do teste de reconhecimento de objetos; Esquema representativo
do desenho experimental; (B): Frame representativo de etapa de aquisição de memória durante o teste
de reconhecimento de objetos e tabela representativa com dos tempos de exploração de cada objeto,
separados por minuto; (C): Teste de correlação de Pearson e regressão linear simples entre os tempos de
exploração minuto a minuto de ambos os objetos; a relação da variação de tempo de exploração medida
por ambos os experimentadores independentes é fortemente positivamente correlacionada para ambos os
objetos [Objeto 1: r(23) = .98, p < .0001; Objeto 2: r(23) = .97, p < .0001]. (D) Dinâmica do índice de
discriminação (DI) de animais salina vs animais teste piloto para a tarefa comportamental; animais em
ambos os grupos apresentaram umDImais elevado durante os primeiros três minutos da tarefa. Os grupos
não apresentaram diferença estatisticamente significante entre si e apresentaram valores próximos, sendo
um indício de robustez e rigorosidade do método de quantificação manual implementado.

Fonte: Autor

Com isso em vista, calculamos os índices de discriminação dentro dos primeiros três mi-

nutos da fase de evocação de memória para os animais dos grupos salina, Cocaína 15 mg/kg,

Esteira ON e Esteira OFF. Surpreendentemente, enquanto os animais do grupo Esteira ON apre-

sentaram uma aparente inversão de preferência de exploração, passando mais tempo explorando
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o objeto conhecido quando comparados ao grupo Esteira OFF((t8) = 2.316 , p = .0492.) (Figura

7), os animais cocaína não apresentaram o mesmo perfil na tarefa quando comparados ao grupo

salina ((t8) = .9213 , p = .3839.) (Figura 7). Existe um corpo de trabalhos na literatura que

apontam que baixas doses de cocaína podem levar a um aumento de desempenho em tarefas

de memória, assim como relatos auto reportados de pacientes que sentem menos fadiga após

trabalharem ou estudarem sob efeito de cocaína, mesmo que sob condições de privação de sono

induzidos pela droga (Woolverton e Johnson, 1992; Kalivas et. al., 1998; Angarita, 2016). Ape-

sar de não evidenciar uma melhora no desempenho da tarefa, nossos resultados apontam para

um possível efeito atenuante na queda de desempenho na tarefa comportamental induzida por

privação de sono em animais tratados com cocaína. Seguindo esta linha, nos perguntamos de

que maneira, em uma perspectiva eletrofisiológica, o efeito da cocaína sobre o sono se diferen-

cia dos efeitos de privação de sono induzidos pela esteira, em particular em sua arquitetura e nos

diferentes estágios do sono. Assim, demos início aos experimentos eletrofisiológicos descritos

anteriormente na seção 3.4 (Figura 4).
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Figura 7: (A): Efeito de dose aguda de Cocaína 15 mg/kg e locomoção induzida por esteira à 2 cm/s sob
o desempenho em tarefa de reconhecimento de objetos; Comparação do índice de discriminação nos 3
primeiros minutos da fase de evocação Esteira OFF vs Esteira ON; os animais do grupo ON apresentaram
uma diminuição de desempenho estatisticamente significante em comparação ao grupo OFF ((t8) = 2.316
, p = .0492.) (B): Comparação do índice de discriminação nos 3 primeiros minutos da fase de evocação-
Salina vs Cocaína 15 mg/Kg; houve uma diminuição no desempenho dos animais do grupo cocaína se
comparado ao grupo salina, entretanto a diferença não é estatisticamente significante.
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5.2 Caracterização eletrofisiológica dos estados comportamentais durante o ciclo sono-

vigília

Após a etapa de pré-processamento utilizando scripts desenvolvidos sob demanda, os dados pas-

saram pela toolbox de classificação de sono desenvolvida por nosso grupo (Mendes et al, 2021),

onde o RMS do eletromiograma (EMG) juntamente com a razão Theta/Delta do LFP hipocampal

normalizados por z-score são utilizados para a diferenciação entre estados acordado, nREM e

REM, permitindo assim a obtenção de épocas representativas de cada estágio (Figura 8). Janelas

com razão Theta/Delta com valores mais elevados e RMS de EMG baixo foram classificadas e

clusterizadas como pertencentes à sono REM, onde há redução da atividade muscular evidenci-

ada pela redução da amplitude do EMG e dessincronização da atividade oscilatória dos registros

de LFP, com um aumento na frequência das oscilações dos registros de LFP assemelhando-se à
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atividade oscilatória encontrada no decorrer de épocas de comportamento exploratório durante

a vigília. Já janelas que apresentaram um valor de Theta/Delta mais baixo são classificadas

como NREM nos quais há uma sincronização da atividade oscilatória, havendo um aumento na

amplitude e uma redução da frequência das oscilações no mPFC e em CA1. Ainda, pudemos

observar uma redução da amplitude do EMG, indicando uma redução da atividade muscular. As

janelas classificadas como acordado apresentaram RMS de EMG com maior magnitude (Figura

8 - A2, B2 e C2). Ao final da classificação, as densidades de potência espectrais (PSDs) foram

estimadas para cada estado, permitindo assim avaliar quais são os componentes do sinal de LFP

mais prevalentes para cada um dos estágios (Figura 8 - A2, B2, C2; Figura 9). Por fim, cons-

truímos hipnogramas para avaliação dos efeitos dos tratamentos em questão sobre a arquitetura

do sono de cada animal. Particularmente, observamos que no mPFC há uma predominância de

componentes de baixa frequência (< 4 Hz) durante NREM, juntamente de um pico na faixa cor-

respondente a Theta (5 - 12 Hz) na média das épocas de sono REM e um aumento de potência

na mesma faixa de frequência na média das épocas acordadas (WK) (Figura 9). Já em CA1, há

uma predominância de componentes de baixa frequência (< 4 Hz) na média das épocas NREM.

Como esperado, também observamos um pico proeminente na faixa correspondente a theta na

média das épocas de sono REM. Durante WK, um pico em theta ainda encontra-se proeminente,

porém com potência reduzida quando comparado a REM. Assim, concluímos que os padrões

oscilatórios observados durante ciclo de sono-vigília dos animais registrados neste estudo em

condição basal (Dia 1) estão de acordo com a literatura (Watson Buzsáki, 2013; Buzsáki, 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 8: Épocas representativas fornecidas pela toolbox para classificação de sono em roedores; Janelas
de 10 segundos representativas de ummesmo animal (Esteira R6) para cada um dos estágios do sono; A1,
B1 e C1: Sinal bruto de LFP hippocampal e EMG; Repare o perfil mais lentificado em nREM quando
comparado a REM, onde o traçado apresenta oscilações mais rápidas. O sinal de EMG é visto apenas em
A. A2, B2 e C2: Scatter plot das épocas de registro e densidade espectral de potência (PSD); através da
relação Theta/Delta e do RMS do EMG normalizados por z-score é possível clusterizar as épocas de cada
animal em grupos que representam cada um dos estágios, onde REM possui valores mais elevados da
razão Theta/Delta quando comparado a nREM, e estado acordado tendo valores mais elevados de RMS
do EMG do que ambos. As PSDs permitem determinar qual componente de sinal é mais prevalente em
cada estágio, sendo oscilações Theta ( 5 - 12 Hz) mais marcantes em REM enquanto Delta ( 1 - 4 Hz) é
mais prevalente em nREM. A3, B3 e C3: Valores da razão Theta/Delta e RMS do EMG normalizados
por z-score ao longo do registro.
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Figura 9: Densidade espectral de potência dos animais esteira demonstrando a contribuição de cada
componente de sinal para cada um dos estágios do sono, tendo o sono nREM uma prevalência de contri-
buição de Delta ( 1 - 4 Hz), REM uma prevalência de Theta ( 5 - 12 Hz).
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Figura 10: Hipnogramas representativos de arquitetura de sono dos animais Esteira ON utilizando o
toolbox de classificação; evidencia-se durante o período correspondente ao início do segundo dia (final
da barra superior) o período no qual os animais foram privados de sono. O animal R3 apresentou dados
com valores inesperadamente altos que interferiram em sua classificação, sendo muito provavelmente
um outlier.
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5.3 Efeitos da cocaína e da locomoção induzida por esteira sobre a arquitetura do sono

Primeiramente, nosso foco foi verificar se o protocolo de esteira desenvolvido foi capaz de pri-

var os animais de sono por um período de tempo similar ao induzido por uma dose aguda de

cocaína 15 mg/kg, ou seja, por aproximadamente 3 horas. Foi previamente descrita em literatura

a capacidade de protocolos que fazem uso de locomoção induzida por esteira para promover a

fragmentação ou até mesmo a privação completa de sono, com base em sua velocidade de ati-

vidade e períodos ativos (Tartar et al., 2009). Similarmente, também é descrita a capacidade

de cocaína de causar um aumento na latência para início do sono de maneira dose-dependente

(Knapp et al, 2007; Bjorness, Greene; 2018). De fato, ao comparar os hipnogramas a partir

da classificação das janelas de 10 segundos obtidas, evidencia-se um período de cerca de 3 ho-
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ras no começo do segundo dia de experimentação no qual as janelas majoritariamente foram

classificadas como estado acordado (Figura 11A), permitindo assim demonstrar que o proto-

colo de locomoção induzido por esteira foi capaz de produzir um estado sustentado de alerta

nos animais similar ao licitado por cocaína. Ao prosseguirmos com as análises estatísticas de

arquitetura de sono, verificamos que ambos os grupos experimentais tiveram um aumento para

a latência do início do sono no segundo dia de registro, sendo este aumento estatisticamente

significante para o grupo cocaína quando comparado ao grupo salina, contudo sem diferença es-

tatisticamente significante entre o Dia 1 (linha de base) e o Dia 3 (pós-tratamento) [SAL(D2) vs

COCA-15(D2): +64.33%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; tempo : F (1,353, 17,59)

= 42,29, P<0,0001, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p = 0,0212] (Figura

11B) . Estes dados reproduzem e corroboram aqueles encontrados na literatura e produzidos por

nós em estudo anterior (Bjorness, Greene; 2018; Gusmão et al, 2020). Ao analisar o tempo

despendido em cada um dos estados WK, NREM e REM pelo período da manhã normalizados

pelo primeiro dia de registro, não observanos diferença significativa para no tempo despendido

em WK no Dia 2 para os animais Cocaína 15 mg/Kg e Esteira ON e, notadamente, uma redu-

ção significativa para ambos os grupos de tempo despendido em estado NREM [SAL(D2) vs

COCA-15(D2): -82,04%; SAL(D2) vs Esteira ON(D2): -67,84%; ANOVA de duas vias de me-

didas repetidas; Interação tratamento x tempo: F (4, 26) = 12,42, p < 0,0001, teste post hoc de

Tukey, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p=0,0130, SAL(D2) vs Esteira ON(D2); p = 0,0036] (Fi-

gura 11 C). Similarmente, ambos os grupos de tratamento tiveram uma redução estatisticamente

significante no tempo despendido em REM pela manhã no Dia 2 [SAL(D2) vs COCA-15(D2):

-84,19%; SAL(D2) vs Esteira ON(D2): -90,14%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas;

Interação tratamento x tempo: F (4, 26) = 6,219, p = 0,0012, teste post hoc de Tukey, SAL(D2)

vs COCA-15(D2); p = 0,0232, SAL(D2) vs Esteira ON(D2); p = 0,0140] (Figura 11 C)Nenhuma

diferença significativa foi observada no tempo despendido em sono REM pela tarde. Interessan-

temente, os animais do grupo Esteira ON apresentaram um aumento significativo despendido

em NREM no período da tarde do Dia 2 [SAL(D2) vs Esteira ON(D2): +10,88%; ANOVA de

duas vias de medidas repetidas; tempo : F (1,353, 17,59) = 42,29, P<0,0001, teste post hoc

de Tukey, SAL(D2) vs Esteira ON(D2); p = 0,0212], associado a uma diminuição significa-

tiva no tempo despendido em WK [SAL(D2) vs Esteira ON(D2): +20,42%; ANOVA de duas

vias de medidas repetidas; tempo :F (1,250, 16,25) = 266,0, P<0,0001, teste post hoc de Tukey,

SAL(D2) vs Esteira ON(D2); p = 0,0190] (Figura 11 C). Nenhuma diferença estatisticamente
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significativa foi observada no tempo despendido em REM no período da tarde Concomitante-

mente, ao comparar a duração dos bouts de cada estágio dos animais tratamento com os animais

do grupo salina pelo período da manhã, foi observada uma diminuição na duração de bouts WK

em animais Esteira ON no segundo dia de registro [SAL(D2) vs Esteira ON(D2): -54,90%;

ANOVA de duas vias de medidas repetidas; interação tratamento x tempo :F (4, 26) = 4,207,

P = 0,0093, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs Esteira ON(D2); p = 0,0461], mas não para

animais cocaína (Figura 11 D). Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada

na duração de bouts de NREM e REM. Entretanto, no período da tarde, evidenciamos um au-

mento na duração de bouts de NREM em ambos os grupos tratamento quando comparados ao

grupo Salina [SAL(D2) vs COCA-15(D2): +24,37%; SAL(D2) vs Esteira ON(D2): +23,95%;

ANOVA de duas vias de medidas repetidas; Interação tratamento x tempo:F (4, 26) = 12,15, p <

0,0001, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p = 0,0062, SAL(D2) vs Esteira

ON(D2); p = 0,0021] (Figura 11 D) Também foi foi evidenciada uma diferença estatisticamente

significante na duração de bouts em REM no período da tarde entre os grupos Cocaína 15 mg/kg

e Esteira ON [COCA-15(D3) vs Esteira ON(D3): +10,35%; ANOVA de duas vias de medidas

repetidas; tempo :F (1,777, 23,10) = 1127, P<0,0001, teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs

Esteira ON(D2); p = 0,0469] (Figura 11 D). Os dados do presente estudo corroboram aqueles

encontrados por Bjorness e Greene (2018) que, ao testarem os efeitos de diferentes doses de

cocaína no comportamento de camundongos, também demonstraram uma queda significativa

no tempo que os animais despenderam em estado NREM e REM, juntamente de um aumento

significativo para WK.
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Figura 11: Figura 11: Efeitos induzidos por tratamento com salina, cocaína 15 mg/kg e privação de sono
induzida por esteira na arquitetura do sono dos animais: (A) Comparação direta entre o hipnograma ao
longo dos 3 dias de experimentação em animal salina (seringa azul), animal Cocaína 15 mg/kg (seringa
vermelha) e animal Esteira On (esteira amarela); Evidencia-se que cocaína e esteira foram capazes de
provocar um período de privação de sono de duração similar (aproximadamente 3 horas) quando compa-
rados ao grupo salina no dia 2. (B) Latência para o início do sono e para o sono REM normalizados pelo
primeiro dia de registro (baseline); houve um aumento para a latência do sono dos animais dos grupos
tratamento quando comparados ao grupo salina no segundo dia de registro, sendo a diferença entre o
grupo cocaína e salina estatisticamente significante; (C): Tempo despendido pelos animais de cada grupo
nos diferentes estágios de sono (acordado, NREM e REM) normalizados pelo primeiro dia de registro;
no período da manhã, houve diminuição significativa nos tempos despendidos em NREM para esteira e
cocaína no segundo dia e também no tempo despendido em REM. Curiosamente, para o grupo Esteira
ON, houve uma diminuição no tempo despendido em estado acordado no período da tarde do segundo dia
(reportar anova) juntamente de um aumento no tempo despendido em NREM ; (D): Duração dos bouts
de cada estágio do sono nos períodos da manhã e tarde normalizados pelo primeiro dia de registro; no
período da manhã, houve um aumento significativo na duração de bouts de estado acordado no segundo
dia , enquanto que pelo período da tarde houve um aumento significante da duração dos bouts de NREM
nos grupos cocaína e esteira quando comparados à salina . Ainda, no terceiro dia no período da tarde
houve um aumento significativo da duração de bouts de REM no grupo cocaína quando comparados à
esteira.
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5.4 Efeitos da cocaína e esteira sobre a coerência espectral e coerência de amplitude du-

rante estado acordado

É evidenciado na literatura que a comunicação entre hipocampo e mPFC parece ser central para

processos de aprendizado e consolidação de memória espacial (Tort et al., 2009; Skelin, Kili-

ansk, McNaughton ,2019; Eschenko et al., 2008). Em específico, Benchanane et al. (2010),

ao avaliarem a coerência em theta entre CA1 e mPFC em ratos durante aprendizagem de novas

regras em labirinto em Y, observaram que a coerência em theta entre as duas regiões avaliadas

atingia um valor máximo no ponto de decisão do labirinto (imediatamente antes da bifurca-

ção dos braços). Ainda, este aumento de coerência foi reproduzido em animais anestesiados

por meio de infusão intra-cerebral de dopamina (Benchanane et al. 2010), sugerindo um papel

do neurotransmissor durante esse processo, que está implicado, comportamentalmente, em ex-

pectativa de recompensa (Schultz et al., 1997). Mais recentemente, foi demonstrado que CPP

induzida por cocaína, um modelo amplamente utilizado para avaliar comportamentos relacio-

nados a dependência, está associada a aumento do acoplamento oscilatório entre hipocampo e

NAc durante o sono (Sjulson et al., 2018). Em trabalho anterior, nosso grupo reportou aumento

de acoplamento similar durante a fase acordado similar ao relatado na literatura em animais

submetidos a tratamento com cocaína 15 mg/kg e 2,5 mg/kg (Gusmão et al., 2020). Tendo isso

em vista, assim como o estado de vigília sustentado produzido pelo protocolo de esteira no vi-

gente trabalho, além do aumento da duração dos bouts em estado acordado durante o período da

manhã do Dia 2 em animais Esteira ON, resolvemos investigar possíveis alterações de acopla-

mento elicitados pela privação de sono induzida por esteira e comparar àquelas induzidas por

cocaína. Para tal, selecionamos as primeiras 4 horas de registro do Dia 2, considerando assim

o período no qual os animais se encontrariam sob efeito de tratamento com cocaína e privação

de sono induzida por esteira. A Figura 12 ilustra coerogramas representativos dos grupos Sa-

lina, Cocaína e Esteira ON ao longo dos três dias de registro; as linhas brancas demarcam os

diferentes dias de registro enquanto as linhas cinzas marcam a transição de período da manhã

e tarde. Durante o início manhã do segundo dia, é possível notar um aumento de coerência na

faixa de frequência entre 5 e 12 Hz (theta) nos grupos Cocaína e Esteira ON durante o período

de tempo despendido em hiperlocomoção (Cocaína) e privação de sono induzida por esteira

(Esteira ON). Ao comparar as PSDs dos diferentes grupos durante o estado acordado, os ani-

mais do grupo Cocaína 15 mg/kg aparentam apresentar uma maior contribuição de delta nos

dias 2 e 3 quando comparados ao Dia 1 no mPFC (Figura 13 A1), enquanto os animais Esteira
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ON parecem ter uma maior contribuição na faixa de delta no Dia 3 (Figura 13 A1). Em CA1,

os animais Cocaína 15 mg/kg aparentam apresentar um aumento de contribuição em theta no

Dia 2 assim como uma aumento de delta no Dia 3 (Figura 13 B1), enquanto os animais Esteira

ON parecem apresentar um aumento na contribuição de delta e theta no Dia 3 (Figura 13 B1).

Entretanto, ao comparar estatisticamente as potências de delta normalizadas pelo Dia 1 entre

os diferentes grupos, não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes no mPFC

[Anova de duas vias de medidas repetidas; tratamento: 12.30%; F (2, 13) = 1,534, p = 0,2524]

e em CA1 [Anova de duas vias de medidas repetidas; tratamento: 8,938%; F (2, 13) = 2,364, p

= 0,1331] (Figura 13 A2 e B2), assim como não foram encontradas diferenças estatisticamente

significantes na potência de theta nas duas regiões entre grupos [mPFC: Anova de duas vias de

medidas repetidas; tratamento: 3,570%; F (2, 13) = 0,3295, p = 0,7251] [CA1: Anova de duas

vias de medidas repetidas; tratamento: 0,08607%; F (2, 13) = 0,01497, p = 0,9852](Figuras 13

A3 e B3). Ao comparar a coerência espectral e de fase dos diferentes componentes de sinal nos

grupos experimentais, é possível observar um aumento marcante na coerência espectral na faixa

de theta no Dia 2 de registro em animais Cocaína 15 mg/kg e Esteira ON quando comparados

ao grupo Salina (Figura 13 C1), assim como um aumento notável na coerência de fase de theta

nos mesmos grupos comparados à salina (Figura 13 D1). De fato, ao normalizar os valores de

coerência dos grupos pelo primeiro dia de registro baseline, obtivemos uma diferença estatisti-

camente significante para coerência espectral de theta entre o grupo Cocaína 15 mg/kg e Salina

e Esteira ON e Salina [SAL(D2) vs COCA-15(D2): +29,66%; SAL(D2) vs Esteira ON(D2):

+26,11%; ANOVA de duas vias de medidas repetidas; tempo:F (1, 13) = 9,909, p = 0,0077,

teste post hoc de Tukey, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p = 0,0063, SAL(D2) vs Esteira ON(D2);

p = 0,0072] (Figura 13 C2) e de coerência de fase em theta para animais Cocaína e Esteira ON

[SAL(D2) vs COCA-15(D2): +30,91%; SAL(D2) vs Esteira ON(D2): +24,81%; ANOVA de

duas vias de medidas repetidas; tempo:F (1, 13) = 10,34, p = 0,0068, teste post hoc de Tukey,

SAL(D2) vs COCA-15(D2); p = 0,0071, SAL(D2) vs Esteira ON(D2); p = 0,0162] (Figura 13

D2). Desta maneira, nossos resultados são consistentes aos reportados anteriormente por nosso

grupo e aqueles encontrados na literatura (Benchanane et al. 2010, Gusmão et al., 2020).
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Figura 12: Coerogramas representativos dos grupos Salina, Cocaína e Esteira ON ao longo dos três dias
de registro; as linhas brancas demarcam os diferentes dias de registro enquanto as linhas cinzas marcam
a transição de período da manhã e tarde. Durante o início manhã do segundo dia, é possível notar um
aumento de coerência na faixa de frequência entre 5 e 12 Hz (theta) nos grupos Cocaína e Esteira ON
durante o período de tempo despendido em hiperlocomoção (Cocaína) e privação de sono induzida por
esteira (Esteira ON).
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Figura 13: Alterações de potência, coerência espectral e coerência de fase de theta em animais cocaína
15 mg/kg e Esteira ON comparados a animais salina na fase acordada; (A1, A2 e A3): PSDs de mPFC dos
diferentes grupos nos três dias de registro; Esteira ON parece demonstrar uma maior potência em delta e
theta no Dia 2 quando comparado ao dia 1, mas ao comparar as potências normalizadas entre grupos, não
foram encontradas diferenças estatisticamente significantes; (B1, B2 e B3):. PSDs de CA1 dos diferentes
grupos nos três dias de registro; ao primeiro olhar, o grupo cocaína aparenta ter uma maior contribuição
de delta no Dia 3 quando comparado a seu Dia 1, e o grupo Esteira ON parece ter uma maior contribuição
de delta e theta no Dia 2, mas novamente ao comparar os diferentes grupos entre si não foram encontradas
diferenças estatisticamente significantes; (C1 e C2): coerência espectral de theta nos diferentes grupos
experimentais normalizados pelo primeiro dia de registro; os grupos cocaína e Esteira ON apresentaram
um aumento evidente e significativo de coerência espectral em theta durante a fase acordada; (D1 e
D2): coerência de fase em theta nos diferentes grupos experimentais normalizados pelo primeiro dia de
registro; similarmente, os animais dos grupos tratamento cocaína e Esteira ON apresentaram um aumento
significativo, ainda que menor, na coerência de fase em theta durante o período acordado.
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5.5 Efeito rebote de ondas delta durante sono NREM induzido por cocaína e por proto-

colo de privação de sono por esteira

Foi demonstrado por Ponomarenko et al. (2003) que o tratamento agudo com anfetamina é

capaz de produzir um aumento do tempo despendido em estado de alerta, seguido de um sono

NREM com maior potência em delta associado a um aumento do número de ripples por minuto

na região de CA1 do hipocampo. Similarmente, uma dose única de cocaína foi capaz de produzir

um efeito rebote similar em delta, como relatado por Gusmão et al. (2020). Uma vez que este

efeito rebote pode ser relevante para o processo de formação de memórias de associação entre

droga e contexto, nosso estudo investigou se a privação de sono induzida por esteira também

seria capaz de produzir tal fenômeno adaptativo. Para isso, selecionamos as últimas 4 horas

de registro do Dia 2, considerando assim o período de sono subsequente ao tratamento com

cocaína e privação de sono induzida por esteira. A Figura 14 contém 5 janelas de 10 segundos

contíguas representando um animal Esteira ON (R5) durante o estado NREM. É possível notar

uma predominância de componentes de frequência de 1 a 4Hz (delta) e uma falta de atividade em

EMG, característico de sono NREM. Ao comparar os espectrogramas dos dias 1 e 2, é possível

notar um aumento de potência em delta no Dia 2 de registro tanto no mPFC quanto em CA1

(Figura 14 B, Figura 15). De forma interessante, é possível observar que este efeito rebote

decai ao longo do sono subsequente à privação induzida pela esteira (Figura 15), a ponto de já

apresentar valores de potência próximos aos encontrados no Dia 1 no começo do Dia 3.
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Figura 14: Estados cerebrais representativos de épocas NREM no mPFC e em CA1 nos dias 1 e 2 de
registro; os traçados de mPFC, CA1 e EMG representam a amplitude dos respectivos LFPs enquanto que
osmapas de calor indicam a potência em diferentes frequências das componentes de sinal. (A): Brain state
do Dia 1 de registro; Note uma predominância de componentes de frequência de 1 a 4 Hz (delta) e sem
atividade emEMG, característico de sonoNREM. (B): Brain state doDia 2 de registro; comparativamente
ao Dia 1, o segundo dia de registro apresenta uma maior potência em delta, evidenciando um possível
efeito rebote.
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Figura 15: Classificação representativa evidenciando efeito rebote de delta em animal esteira; As épocas
azuis são as que foram classificadas como NREM. O eixo Ymostra a potência em delta e o eixo x, épocas
de 10s. As barras verticais pretas marcam os dias de registro e as barras verticais cinzasmarcam as últimas
4h de registro para cada dia.

Fonte: Autor
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Calculando as PSDs médias dos sinais do mPFC e CA1 em cada grupo, foi observado um

aparente aumento da contribuição de delta do segundo dia de registro nos grupos Cocaína 15

mg/kg e Esteira ON (Figura 16 A1 e B1). De fato, ao comparar estatisticamente os valores de

potência de delta normalizados pelo primeiro dia de registro entre os grupos Salina, Cocaína

15 mg/kg e Esteira ON, foi observado aumento significante de potência nos animais do grupo

Cocaína e Esteira ON comparados aos animais Salina no Dia 2 no mPFC [SAL(D2) vs COCA-

15(D2): +17,98%; SAL(D2) vs Esteira ON(D2): +20,13%; ANOVA de duas vias de medidas

repetidas; interação tratamento x tempo: F (2, 13) = 37,52, p < 0,0001, teste post hoc de Tukey,

SAL(D2) vs COCA-15(D2); p < 0,0001, SAL(D2) vs Esteira ON(D2); p< 0,0001] (Figura 16

A2). Em relação a CA1, o efeito rebote de delta no dia 2 foi significativo apenas na compa-

ração entre os grupos Esteira ON e SAL [SAL(D2) vs Esteira ON(D2): +17,20%; SAL(D2)

vs COCA-15(D2): +12,40 ANOVA de duas vias de medidas repetidas; interação tratamento x

tempo: F (2, 13) = 13,04, p = 0,0008, teste post hoc de Tukey, SAL(D3) vs COCA-15(D3); p

= 0,0189, SAL(D2) vs COCA-15(D2); p = 0,1637]. No Dia 3, observamos efeito da Cocaína

quando comparado ao grupo Salina [SAL(D3) vs COCA-15(D3): +18,43%; ANOVA de duas

vias de medidas repetidas; interação tratamento x tempo: F (2, 13) = 13,04, p = 0,0008, teste

post hoc de Tukey, SAL(D3) vs COCA-15(D3); p = 0,0402] (Figura 16 B2). Apesar dos grupos

Cocaína e Esteira aparentarem ter um aumento de coerência espectral e coerência de fase no

Dia 2, com um nível mais elevado persistente no Dia 3 para o grupo Esteira ON tanto no mPFC

quanto em CA1 (Figura 16 C1 e D1), as diferenças encontradas após a normalização dos valo-

res não foram estatisticamente significantes (Figura 16 C2 e D2). A coerência de fase de delta

aparenta apresentar diferença quando comparado tratamento, entretanto teste post hoc de Tu-

key não aponta diferença estatisticamente relevante [Anova de duas vias de medidas repetidas;

tratamento: 16,96%; F (2, 13) = 3,898, p = 0,0472] (Figura 16 D2).
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Figura 16: Alterações de potência, coerência espectral e coerência de fase de delta em animais Cocaína
15 mg/kg e Esteira ON comparados a animais salina em fase NREM; (A1 e A2): PSDs de mPFC dos
diferentes grupos nos três dias de registro; Esteira ON parece demonstrar uma maior potência em delta
e theta no Dia 2 quando comparado ao dia 1, mas ao comparar as potências normalizadas entre grupos,
não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes; (B1 e B2):. PSDs de CA1 dos diferentes
grupos nos três dias de registro; ao primeiro olhar, o grupo cocaína aparenta ter umamaior contribuição de
delta no Dia 3 quando comparado a seu Dia 1, e o grupo Esteira ON parece ter uma maior contribuição de
delta e theta no Dia 2, mas novamente ao comparar os diferentes grupos entre si não foram encontradas
diferenças estatisticamente significantes; (C1 e C2) coerência espectral de delta nos diferentes grupos
experimentais; os grupos experimentais não apresentaram diferença significativa de coerência espectral
quando comparados ao grupo controle salina; (D1 e D2): coerência de fase em delta nos diferentes grupos
experimentais normalizados pelo primeiro dia de registro; os animais dos grupos experimentais cocaína
e esteira ON apresentaram uma elevação absoluta na coerência de fase em delta, mas a diferença não foi
estatisticamente significante.
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5.6 Efeito da Cocaína e protocolo de privação de sono por esteira sobre o sono REM

subsequente.

Como previamente descrito, ao analisar os efeitos da privação de sono induzida por esteira com-

parativamente aos efeitos de cocaína, foi observada uma queda significativa no tempo despen-

dido em estado REM durante o período da manhã, assim como uma diminuição na duração de

bouts de REM no período da tarde em animais Esteira ON quando comparados com animais Co-

caína 15 mg/kg (Figura 11 C e D). Com estes dados emmente e apesar de não termos encontrado

uma diferença para a latência do primeiro episódio de REM no sono subsequente ao tratamento

no Dia 2 (Figura 11 B), selecionamos as últimas 4 horas de registro do Dia 2 para analisar pos-

síveis efeitos na potência, coerência espectral e coerência de fase de theta. A Figura 17 contém

5 janelas de 10 segundos contíguas representando um animal Esteira ON (R5) durante REM. A

predominância de componentes de frequência de 5 a 12 Hz (theta), que juntamente à ausência

de atividade no EMG são característicos de REM. Ao comparar as PSDs dos diferentes grupos,

não é possível observar diferenças na contribuição de theta para a potência do sinal em nenhum

dos três dias de registro, tanto no mPFC quanto em CA1 (Figura 18 A1 e B1). Similarmente, ao

comprar as potências de theta normalizadas pelo Dia 1 entre os diferentes grupos, não foram en-

contradas diferenças estatisticamente significantes no mPFC e em CA1 [mPFC: Anova de duas

vias de medidas repetidas; tratamento: 25,66%; F (2, 13) = 3,480, p = 0,0616] [CA1: Anova

de duas vias de medidas repetidas; tratamento: 9,775%; F (2, 13) = 1,117, p = 0,3566] (Figura

18 A2 e B2), assim como não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes na

potência de theta nas duas regiões entre grupos (Figuras 18 A3 e B3). Ao comparar a coerência

espectral e de fase dos diferentes componentes de sinal nos grupos experimentais, não foram

observadas diferenças na coerência espectral para nenhum dos grupos tratamento em relação ao

grupo salina, assim como não são observadas diferenças de coerência de fase (Figura 18 C1 e

D1) as Ao normalizar os valores de coerência espectral dos grupos pelo primeiro dia de registro

baseline, não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes [Anova de duas vias

de medidas repetidas; tratamento: 10,09%; F (2, 13) = 1,034, p = 0,3829] (Figura 18 C2), assim

como não foram encontradas diferenças significativas de coerência de fase em theta para ani-

mais Cocaína e Esteira ON [Anova de duas vias de medidas repetidas; tratamento: 13,00%; F

(2, 13) = 1,480, p = 0,2636] (Figura 18 D2).
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Figura 17: Estado cerebral representativo de épocas REMnomPFC e emCA1 no segundo dia de registro;
os traçados de mPFC, CA1 e EMG representam a amplitude dos respectivos LFPs enquanto que os mapas
de calor indicam a potência em diferentes frequências das componentes de sinal. Note uma predominância
de componentes de frequência de 5 a 12Hz (theta) apenas emCA1, que juntamente à ausência de atividade
no EMG é característico de sono REM.
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Figura 18: Alterações de potência, coerência espectral e coerência de fase de theta em animais Cocaína
15 mg/kg e Esteira ON comparados a animais salina em fase REM; (A1 e A2): PSDs de mPFC dos
diferentes grupos nos três dias de registro; as PSDs e comparações entre grupos não demonstraram dife-
renças significativas na potência de theta no mPFC entre os diferentes grupos(B1 e B2):. PSDs de CA1
dos diferentes grupos nos três dias de registro; similarmente, as PSDs e comparações entre grupos não
demonstraram diferenças significativas na potência de theta em CA1 nos diferentes grupos; (C1 e C2)
coerência espectral de delta nos diferentes grupos experimentais; os grupos experimentais não apresen-
taram diferença significativa de coerência espectral quando comparados ao grupo controle salina; (D1 e
D2): coerência de fase em delta nos diferentes grupos experimentais normalizados pelo primeiro dia de
registro; os grupos experimentais não apresentaram diferença significativa de coerência de fase quando
comparados ao grupo controle salina.
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6 DISCUSSÃO

Assim como foi descrito previamente, drogas estimulantes como a cocaína possuem grande

potencial de dependência, com os mecanismos subjacentes a esta condição ainda pouco com-

preendidos. Berro et al. (2014) demonstraram que o tratamento com cocaína leva a um aumento

de impulsividade em roedores, o que parece estar associado a uma maior propensão ao desen-

volvimento de procura compulsiva por cocaína em modelos de auto administração. Os autores

também demonstraram que a privação de sono tem um efeito potencializador sobre a hiperloco-

moção induzida por cocaína em roedores; ainda, a privação de sono aparenta levar o aumento

da densidade de receptores D1 e D2 no sistema mesocorticolímbico, assim como um aumento

de atividade de neurônios dopaminérgicos (Berro et al., 2014). A sinalização dopaminérgica

através da via mesolímbica tem papel importante para a modulação do ciclo sono-vigília, com

um aumento de sinalização dopaminérgica em VTA e NAc sendo capaz de promover e manter

o estado de vigília (Oishi e Lazarus 2017). Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi inves-

tigar se a privação induzida por esteira, sem intervenção farmacológica prévia ou subsequente,

seria capaz de afetar padrões oscilatórios e acoplamento em redes hipocampo-fronto-corticais,

arquitetura do sono e memória em ratos de maneira similar à cocaína. Demonstramos assim que,

similarmente à cocaína, a privação induzida por esteira é capaz de produzir um estado persis-

tente de alerta, caracterizado por aumento na latência para início do sono e, consequentemente,

diminuição do tempo despendido em sono NREM e REM e aumento na duração dos bouts do

estado de vigília durante os períodos da tarde. Ainda, durante o estado acordado, observamos

um aumento sustentado da coerência entre CA1 e mPFC na banda de frequência theta tanto no

grupo privado de sono por esteira quanto no grupo tratado com cocaína comparados ao grupo

controle salina. Também observamos um aumento significativo da potência em delta em CA1 e

no mPFC durante o sono NREM posterior ao efeito de alerta inicial induzido por ambos os tra-

tamentos, em comparação ao grupo controle salina. Curiosamente, apesar de suas semelhanças,

a privação de sono induzida por esteira foi capaz de causar um prejuízo em tarefa de reconheci-

mento de objeto não observado por nós em animais tratados com cocaína. Análises adicionais

são necessárias para elucidar os mecanismos através dos quais essas diferenças se manifestam

em termos comportamentais. Em relação ao aumento significativo da latência para início do

sono induzido por cocaína, nossos achados são consistentes com a literatura. Bjorness e Greene

(2018) demonstraram diferenças dose-dependentes sobre a latência para o início do sono. Ainda

de acordo com estudos anteriores (Hill, Mendelson, Bernstein, 1977; Bjorness e Greene, 2018),
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não observamos diferenças significativas sobre a arquitetura do sono 24h depois do tratamento.

Estudos anteriores demonstraram um aumento dos níveis plasmáticos de corticosterona durante

privação de sono induzida por esteira que potencialmente poderiam influenciar nas atividades

oscilatórias (Tartar et al., 2009), assim como a frequência respiratória alterada em situações de

esforço físico, em particular em theta (Heck et al., 2016). Entretanto, o protocolo desenvolvido

neste trabalho quando comparado à protocolos similares de privação por esteira é de duração

significativamente mais curta e com velocidade menor (Tartar et al., 2009, Vollert et al., 2011,

Guzman-Marin et al., 2005), o que poderia ter minimizado o impacto do exercício na ativi-

dade da rede de forma que este se tornasse negligente. Investigações mais profundas se fazem

necessárias.

6.1 Reconhecimento da localização de objetos e sua relação com o acoplamento em theta

Ao avaliamos a possível relevância funcional dos nossos achados eletrofisiológicos utilizando

a tarefa de localização de objetos, nossos resultados mostraram que diferentemente da priva-

ção induzida por esteira, dose aguda de cocaína 15 mg/kg não foi capaz de causar alterações

significativas no índice de discriminação médio em relação ao grupo Salina. Essa ausência de

efeitos da parece estar de acordo com o trabalho de Jentsch et al, (2002), que demonstrou em

uma tarefa com primatas, que a dose aguda de cocaína (1 mg/kg; 20 minutos antes do teste)

prejudicou o treino reverso de um objeto treinado previamente, mas não apresentou nenhum

efeito sob um novo objeto apresentado. Entretanto, ela contrasta com outros estudos onde dose

única de cocaína e tratamento com anfetamina foram capazes de modular memória prospectiva

e de trabalho (Hutten et al., 2018; Garret et al., 2015). Como descrito anteriormente, através

de estudo de aprendizagem em labirinto em Y com ratos, Benchanane et al. (2010) avaliaram a

coerência em theta entre CA1 e mPFC em e observaram um pico de coerência em theta entre as

duas regiões durante o momento de tomada de decisão imediatamente antes da bifurcação dos

braços, um achado que foi reproduzido com sucesso em animais anestesiados por meio de infu-

são intra-cerebral de dopamina, implicando assim que a sinalização dopaminérgica teria nesse

aumento de coerência. Ainda, em termos comportamentais, estes efeitos poderiam ser interpre-

tados através de uma possível expectativa de recompensa (Schultz et al., 1997). Desta maneira,

hipotetizamos que o aumento da neurotransmissão dopaminérgica induzido por cocaína seja

capaz de ativar mecanismos responsáveis por compensar os prejuízos de memória tipicamente

induzidos por privação de sono, os quais não puderam ser elucidados diretamente através das
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análises implementadas no vigente trabalho, de maneira que uma investigação mais profunda se

faz necessária.

6.2 Efeito rebote de ondas delta

Como descrito por Ponomarenko et al. (2003), o aumento do tempo despendido em alerta in-

duzido por tratamento agudo com anfetamina é responsável por um aumento na potência delta

em CA1. Resultados similares foram obtidos em estudo anterior de nosso grupo (Gusmão et al.,

2020). Tononi e Cirelli (2014) propõem a hipótese do ajuste homeostático, no qual o fortaleci-

mento generalizado de conexões sinápticas decorridos durante o período acordado é revertido de

maneira seletiva durante o sono. Uma vez que a retenção de informação e aprendizado ocorrem

principalmente através do processo de fortalecimento sináptico, esta renormalização de ativi-

dade neural seletiva seria essencial para evitar a saturação do sistema e permitir a aquisição

de novas informações (Tononi e Cireli, 2018). Durante o sono NREM, a atividade neuronal

espontânea leva a reativação de determinadas conexões estabelecidas e fortalecidas durante o

período acordado (Tononi e Cireli, 2018). Desta maneira, é descrito um mecanismo que ilustra

o papel e importância do sono para o processo de aquisição e consolidação de memórias, no

qual conexões que são reativadas de forma mais consistente e mais fortemente são favorecidas e

conexões sinápticas de menor atividade são enfraquecidas (Tononi e Cireli, 2018). Ainda, os au-

tores descrevem que esse processo é marcado por oscilações delta de alta amplitude, que decaem

ao longo do período de sono. Concomitantemente, Berro et al. (2014) cita que sob condições

de privação de sono, animais apresentam um aumento da densidade de receptores D1 e D2 no

sistema dopaminérgico mesolímbico, assim como um aumento de liberação de dopamina e dis-

paro de neurônios dopaminérgicos. Interessantemente, Krone et al. (2021) ao estudar o papel

do córtex na regulação do ciclo sono-vigília, demonstraram que o silenciamento de neurônios

do giro denteado arquicortical leva a um aumento do tempo despendido acordado e uma redução

do efeito rebote no sono NREM após privação do sono, juntamente com a atenuação da potência

de theta durante a privação; ainda, o efeito rebote no sono NREM após a privação parece ser

específicos à áreas corticais, mas não a camadas (Krone et al., 2021). Considerando que o efeito

rebote em oscilações delta evidenciado em animais tratados com cocaína pode ser relevante

para o processo de formação de memórias de associação entre droga e contexto proposto por

nós anteriormente, nós investigamos se este efeito poderia ser reproduzido unicamente através

de privação de sono, sem intervenção farmacológica. O presente trabalho demonstrou que após
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o período de alerta induzido pela privação de sono induzida por esteira e portanto um aumento

para a latência do sono, há um aumento na potência de delta no mPFC e CA1 no sono subse-

quente ao tratamento, com um retorno gradativo ao estado basal no dia seguinte ao período de

teste. Corroborando esse achado, uma diminuição de sono de ondas lentas seguido de efeito re-

bote também foi demonstrado de forma dose-dependente por Bjorness e Greene (2018). Desta

maneira, demonstramos uma alta similaridade entre efeitos eletrofisiológicos induzidos por pri-

vação de sono em esteira e os efeitos induzidos por tratamento agudo com cocaína, semelhanças

que poderiam ser potencialmente explicadas pelo recrutamento de substratos comuns (Berro et

al., 2014).

7 LIMITAÇÕES DO ESTUDO

É importante ressaltar que o atual estudo possui limitações inerentes, dentre elas um baixo N

de animais por grupo utilizados durante a tarefa comportamental (n = 5), e a necessidade de

verificar se a maioria dos animais controles estão, de fato , discriminando os objetos durante a

tarefa comportamental, refinando assim o protocolo de reconhecimento de objetos utilizado em

nosso laboratório. A histologia para verificação da posição dos eletrodos dos grupos Cocaína e

Salina foram realizadas por Gusmão et al. ; a histologia do grupo esteira está em andamento.

8 CONCLUSÃO E PRÓXIMOS PASSOS

Neste estudo, demonstramos que a privação de sono induzida por esteira é capaz de afetar pa-

drões oscilatórios e coordenação entre CA1 e mPFC de maneira similar àquela induzida por

dose aguda de cocaína tanto durante estado acordado quanto no sono subsequente. Entretanto,

o tratamento agudo com cocaína, aparentemente, parece ativar mecanismos adicionais capazes

de atenuar os prejuízos de memória induzidos por privação de sono. Para entender melhor este

fenômeno, nossos próximos passos serão: (1) aumentar o número de sujeitos por grupo e (2)

avaliar marcadores eletrofisiológicos de processamento de memória durante o sono, tais como

ripples hipocampais e spindles tálamo-corticais.
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