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RESUMO

Na consolida¢ao de memorias declarativas, experiéncias recém codificadas se transfor-
mam em memorias disponiveis para evocagdo a longo prazo. Para isso, informagdes proces-
sadas inicialmente no hipocampo parecem ser transferidas para regides corticais associativas,
como o cortex pré-frontal (PFC). Evidéncias indicam que o sono teria um papel fundamental
na transferéncia dessas informacgdes apos codificacdo no hipocampo. Mais especificamente,
ritmos neurais presentes nas diferentes fases do sono geram padrdes de sincronizagdo que fun-
cionariam como janelas de oportunidade para corticalizacdo de memorias. Um exemplo disso
¢ a oscilacdo teta (5-12Hz), cuja perturbagdo durante sono REM ¢ suficiente para prejudicar a
consolidagdo de memoria espacial. Uma possivel explicacdo para esse fendmeno € que a oscila-
¢do teta auxiliaria na comunicag¢do entre diferentes regides cerebrais, como CA1 do hipocampo
e o cortex pré-frontal medial (mPFC). Portanto, a perturbagdo dessa comunicagdo hipocampo-
cortical durante sono REM deveria ser suficiente para prejudicar a consolidagdo de memorias
espaciais. No entanto, esta hipotese ainda nao foi testada diretamente. Como um primeiro passo
nesse sentido, investigamos se existe alguma associagdo significativa entre padrdes oscilatorios
durante sono REM e consolidagdo de memoria de localizagdo de objetos. Para isso, ratos Wis-
tar machos adultos foram implantados com eletrodos no mPFC e em CAl do hipocampo, a
fim de registrar o sono e a dinamica entre as regides. Concomitante com os registros, os ani-
mais foram submetidos ao teste de localizacao de objetos. Avaliamos diversos parametros, tais
como arquitetura do sono, padrdes oscilatdrios locais € medidas de sincronia entre as regides de
interesse antes e depois da fase de aquisi¢do da tarefa de memoria. Além disso, buscamos cor-
relacionar tais medidas durante o sono, principalmente do sono REM, com o desempenho dos
animais no teste. Nossos resultados indicam uma reducao significativa da laténcia para REM
no sono pos-aprendizado (-54%, teste t pareado, one-tailed, p=0,037). Além disso, observamos
uma correlacdo significativa (correlagao de Pearson, p=0,04 e r=0,69) entre a coeréncia de fase
hipocampo-cortical em teta durante REM e o desempenho dos animais na tarefa de memoria de
localizagdo de objetos. Nossos achados estdo de acordo com estudos anteriores sobre o papel
do sono REM para a formacdo de memorias. Esperamos que nosso estudo motive futuras in-
vestigacdes envolvendo estratégias de manipulagdo seletiva da coordenagdo entre hipocampo e
mPFC durante sono REM.

Palavras chave— TETA; SONO; REM; MEMORIA; ELETROFISIOLOGIA IN VIVO;
HIPOCAMPO; CORTEX PRE-FRONTAL;, COERENCIA



ABSTRACT

For declarative memory consolidation, recently encoded experiences become available
for long-term memory evocation. In order for this to happen, information initially processed in
the hippocampus seems to be transferred to associative cortical regions, such as the pre-frontal
cortex (PFC). Scientific evidence indicates that sleep has a fundamental role in information
transfer after codification in the hippocampus. More specifically, the different sleep phases’
neural rhythms generate synchronization patterns that act as opportunity windows for memory
corticalization. An example is the theta oscillation (5-12Hz), whose disturbance during REM
sleep is sufficient to impair spatial memory consolidation. A possible explanation for this pheno-
menon is that theta oscillations would aid the communication between different brain regions,
such as hippocampal CA1 and the medial prefrontal cortex (mPFC). Therefore, disruption of
this hippocampal-cortical communication during REM sleep could be sufficient to impair spa-
tial memory consolidation. However, this hypothesis has not been directly tested. As a first step
in this direction, we investigated whether there is any significant association between oscilla-
tory patterns during REM sleep and object location memory consolidation. For this, adult male
Wistar rats were implanted with electrodes in the mPFC and CA1 of the hippocampus, in order
to record their sleep and the dynamics between the regions. Simultaneously to the recordings,
the animals were subjected to the object location test. We then evaluated several parameters,
such as sleep architecture, local oscillatory patterns, and synchrony measurements between re-
gions of interest before and after memory acquisition. Furthermore, we sought to correlate such
measurements during sleep, especially REM sleep, with the animals’ performance in the test.
Our results indicate a significant reduction in latency to REM in post-learning sleep (-54%, pai-
red t-test, one-tailed, p=0.037). We also observed a significant correlation (Pearson correlation,
p=0.04 and r=0.69) between hippocampal-cortical phase coherence in theta during REM and
the animal’s performance in the object location memory task. Our findings are in line with pre-
vious studies on the role of REM sleep in memory formation. We hope that our study motivates
future investigations involving strategies for selectively manipulating the coordination between
the hippocampus and mPFC during REM sleep.

Keywords— THETA; SLEEP; REM; MEMORY; IN VIVO ELECTROPHISIOLOGY, HIP-
POCAMPUS; PREFRONTAL CORTEX; COHERENCE
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1 INTRODUCAO

1.1 Introducio e antecedentes cientificos
1.1.1 Memdria

Aprendizagem e memoria sdo capacidades indispenséaveis para a sobrevivéncia dos animais. O
bom funcionamento da memoria de longo prazo depende de trés fases: aquisi¢do, consolidacao
e evocacao (Kandel e Squire, 2000; Medina, 2008). Nesse processo, experiéncias motoras, sen-
soriais e cognitivas sdo adquiridas e armazenadas para uso futuro, podendo ser evocadas apos
o periodo de consolidacdo. A consolidacdo ¢ um processo no qual experiéncias recém codifi-
cadas e instaveis se transformam em memorias mais estaveis e disponiveis para evocag¢do por
um longo prazo (Buzsaki, 1989). O acesso a essas informagodes ¢ essencial para tomada de de-
cisoes adaptativas (Biderman et al., 2020) e, por isso, compreender os mecanismos subjacentes
a atividades mnemonicas ¢ um problema fundamental na biologia.

Em meados do século XX, houve um grande avanco na elucidagao da consolidacao de me-
moria. Na década de 30, Rafael Lorente de N6 desenvolveu a eletrofisiologia a fim de estudar a
reativacdo de circuitos neuronais fechados, que ele chamava de circuitos reverberantes. A partir
dessa ideia, Donald Hebb propos que as reverberagdes elétricas fossem uma forma de consolidar
memorias, fazendo neurdnios se ativarem em sincronia, fortalecendo suas conexdes € aumen-
tando sua excitabilidade (Donald O. Hebb, 1949). No entanto, até entdo ndo haviam evidéncias
empiricas correlacionando os circuitos reverberantes com a consolida¢do de memorias. Dessa
forma, ainda era muito limitada a compreensao do que sao memorias, onde sdo armazenadas e
como o cérebro as gerencia.

A partir da década de 50, entrou em evidéncia a importancia de processos que ocorrem no
hipocampo, apos a publicagdo do caso do paciente H.M, um marco da neurociéncia (Scoville e
Milner, 1957). O paciente H.M., ap6s passar por uma lobotomia temporal bilateral a fim de tratar
seu quadro epiléptico, parou de formar novas memorias, apesar de manter lembrangas antigas,
sugerindo um papel de estruturas como o hipocampo na consolidagdo de memorias declarativas.
Em especial, a partir de 1973 e 1982, com as descobertas respectivamente da Potenciacdo de
Longo Prazo (LTP, do inglés long-term potentiation) e da Depressdo de Longo Prazo (LTD, do
inglés long-term depression) no hipocampo, foi possivel compreender algumas das alteragdes
fisicas que acontecem nos neuronios, € reforgou a importancia dessa regido para processos de

aprendizado e memoria (Berlucchi, e Buchtel, 2008; von Bernhardi, et al., 2017). ALTP e a
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LTD sao definidas como o fortalecimento ou enfraquecimento de conexdes sinapticas, sendo,
portanto, possiveis substratos celulares do processo de formagdao de memoria (Bliss € Lemo,
1973; Cooke e Bliss, 2006).

Atualmente, a hipotese mais aceita em relagdo a formagao de memorias declarativas sus-
tenta que as informacdes sao inicialmente processadas em areas corticais € hipocampo, durante
a fase de aquisicao. Em seguida, durante a consolidagdo, os tragcos de memoria ja existentes
no cortex associativo, como o cortex pré-frontal (PFC), sdo reativados pelo hipocampo para
armazenamento a longo prazo (Buzsaki, 1989; Eichenbaum, 2001; Reiner ef al., 2014; Diekel-
mann ¢ Born, 2010; Kitamura et al., 2017). Consistente com essa hipdtese, a perturbagao da
comunicac¢do hipocampo-pré-frontal € capaz de gerar prejuizos na consolidagdo de memorias,
principalmente em experimentos com roedores (Floresco ef al., 1997). No entanto, ainda ndo
se sabe como essas diferentes regides cerebrais contribuem para os mecanismos subjacentes a
consolidagdo e evocacao de memorias de longo prazo (Siapas et al., 2005; Bontempi e Durkin,
2007), e principalmente como se da a transferéncia de informacdes entre diferentes regides.

Existe um corpo significativo de evidéncias indicando que processos de consolidagao de
memorias, principalmente declarativas, ocorrem durante o sono, apds codificacao no hipocampo
(Reiner et al., 2014; Diekelmann e Born, 2014). A reativagao de circuitos hipocampais durante
o sono e periodos de vigilia de baixa atividade parece estar subjacente a esse processo (Rasch
e Born, 2007; Klinzing ef al., 2019). Essa reativacao esta atrelada principalmente a relevancia
da informagao (Klinzing et al., 2019), mas também esta ligada a valéncia emocional do ambi-
ente, sendo observada maior reativacao durante o sono apos contato com ambientes associados
a respostas emocionais aversivas ou de recompensa (Girardeau et al., 2017; Singer e Frank,
2009). Esse replay de atividade hipocampal durante o sono também promove reativagao de
conjuntos neuronais do PFC (Todorova e Zugaro, 2019), sendo essa comunicagao essencial no
processo de corticalizacdo de memorias de longo prazo (transferéncia de representacdes de me-
moria do hipocampo para regides corticais). Estudos de ressondncia magnética em humanos,
por exemplo, mostraram que esse processo de corticalizacao de fato ¢ influenciado pelo sono
(Gais et al., 2007; Takashima et al., 2009). Gais et al. (2007), demonstraram que o hipocampo
¢ mais ativo até dois dias depois de uma tarefa de aprendizado quando o sujeito experimental
dorme, a0 mesmo tempo que modula atividades do cortex pré-frontal medial (mPFC). Ademais,
os resultados de Takashima et al. (2009), mostraram que, com o tempo, as memorias passam a

depender menos do hipocampo, com maior atividade do PFC ap6s o processo de consolidacao,



15

principalmente dependente de sono. Portanto, hipotetiza-se que a reativagdo repetida de uma
representacao neural hipocampal durante o sono se propaga pela circuitaria associativa, sendo
distribuida por componentes neocorticais. Essa coativagao ¢ importante em processos sinapti-
cos como a LTP e a LTD que provocam a consolidagdo de memorias no neocortex (Klinzing
et al., 2019), e estudos apontam que cada estagio do sono contribui de forma diferente nessa

comunicacao hipocampo-cortical (Seibt e Frank, 2019).

1.1.2 Sono

Por muitos séculos, acreditava-se que o sono era um estado de inatividade induzido pela ausén-
cia de estimulos, e estudos acerca desse momento fisiologico se limitavam aos sonhos ¢ suas
possiveis associa¢des com transtornos psiquiatricos (Ribeiro, 2019). Com o advento da eletro-
fisiologia na década de 30, criada por Rafael Lorente de N6 e do eletroencéfalograma com Hans
Berger, foi possivel se aprofundar no estudo da atividade neural (Ribeiro, 2019). Dessa forma,
em meados do século XX Nathaniel Kleitman e Eugene Aserinsky observaram em humanos a
existéncia de periodos de sono agitado, com ondas cerebrais mais rapidas, além de movimenta-
¢ao dos olhos, respiragdo acelerada e batimento cardiaco irregular (Aserinsky e Kleitman, 1953),
padrao que também foi observado por Jouvet, quem cunhou o termo “sono paradoxal” devido a
semelhancas eletroencefalograficas com o estado acordado. A esses periodos, foi dado o0 nome
de sono de movimento rapido dos olhos (REM, do inglés, rapid eye movement), € os momen-
tos de maior quietude foi chamado de ndao-REM (NREM). Esse achado mudou a concepgao
sobre o sono, demonstrando que apesar da quietude aparente, ha uma variedade de atividades
fisioldgicas acontecendo no cérebro e no corpo (Ribeiro, 2019).

A partir desse momento, surgiram diversas linhas de pesquisa buscando entender me-
canismos subjacentes ao sono, bem como suas diferentes caracteristicas e possiveis fungoes.
Atualmente, sabe-se que o sono dos mamiferos ¢ dividido em dois principais estagios: o sono
REM e sono de ondas lentas (SWS, do inglés, slow wave sleep; ou ndo-REM (NREM)). Os
sonos REM e NREM podem ser diferenciados entre si pelas diferentes oscilagdes presentes no
eletroencefalograma (EEG) ou no potencial de campo local (LFP, do inglés, local field poten-
tial), além de serem utilizados métodos como medi¢ao de tonus muscular, movimento dos olhos,
ritmo cardiaco e respiratorio para a identificacdo do estdgio em que o sujeito experimental se

encontra (Klinzing ef al., 2019). Enquanto no sono NREM de roedores ha prevaléncia de osci-
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lagdes de baixa frequéncia (0.5-4Hz) e altas amplitudes, conhecidas como oscilagdes delta, com
ocasionais spindles (12-15Hz) e ripples hipocampais (120-250 Hz), no sono REM h4 presenca
de frequéncias mais altas com amplitudes em regides corticais mais baixas, e prevaléncia de os-
cilagdes teta (4-10 Hz) no hipocampo (Marshall ez al., 2019; Klinzing et al., 2019). Ademais, no
sono REM ha o tipico movimento rapido dos olhos, aceleragao do ritmo cardiaco e respiratdrio

e perda do tonus muscular (Klinzing et al., 2019; Le Bom, 2021) (Figura 1).

EEG
EEG
LARARAS AR SALAREEA A LA LA Slow oscillations < 1Hz o~ U~ —

— ) A A b A o ~\ ,

Theta 6-9Hz YUY\ A U A Delta0.5-4.0Hz \/ V| [\ [V SV

Low gamma 50-90 Hz  idemdotobiiotts-tact-dtretiobbiiotibdd gt ) TPV N 7Y [ Y

High gamma 110-160 Hz Spindles 10-16 Hz v~/ ~ i}
EMG |0.2mV EMG I |0,2mV

500 ms 500ms

Adapted from Adamantidis et al. 2019

Figura 1: A esquerda, o perfil das oscilagdes durante o sono REM de roedores: do EEG hipocampal,
de teta (Theta), de baixo gama (low gamma), de alto gama (high gamma) e do eletromiograma (EMQG)
Percebe-se uma alta poténcia de teta, no eletroencéfalograma, e uma baixa poténcia do sinal do eletro-
miograma. A direita, o perfil das oscilagdes durante o sono NREM: do EEG hipocampal, de oscilagdes
lentas (slow oscilations), delta, spindles e EMG. Ha uma maior prevaléncia de oscilagdes lentas, bem
como spindles no EEG, ¢ uma baixa poténcia do sinal de EMG. Adaptado de Adamantidis et al. (2019).

1.1.3 Papel mnemonico do sono

As primeiras evidéncias experimentais a respeito do papel do sono na cognicao sao relatadas por
John Jenkins e Karl Dallenbach na década de 20, que avaliaram a reten¢ao de memoria de di-
versos voluntarios quando eram mantidos despertos ou quando eram mantidos dormindo. Neste
trabalho, foi visto que a retengdo ap6s o sono era maior que a retencao apds vigilia (Jenkins e
Dallenbach, 1924). No entanto, esses resultados ndo foram replicados em experimentos pos-
teriores, € s6 em 1960, com Michel Jouvet ¢ o0 método do vaso invertido, ¢ que o interesse do
papel do sono no aprendizado ressurgiu (Ribeiro, 2019). Neste paradigma, ratos sdo colocados
em plataformas circundadas por dgua, mas com a perda do tonus muscular durante o REM os
animais caem e, ao entrar em contato com a agua, acordam. Diversos estudos demonstraram que
essa privacdo de sono resulta em déficits de evocacdo de memoria (Juvet et al., 1964; Pearlman,
1969). No entanto, este protocolo possui falhas ao desconsiderar os efeitos do estresse e impedir
o animal de realizar comportamentos habituais, tornando questionaveis os resultados obtidos.

Ademais, perguntas acerca da presenga ou ndo do sono REM em diferentes espécies aumentou
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o ceticismo em relagdo a importancia desse estado para a formag¢ao de memoria.

Em 1970, o interesse pelo sono REM também tomou outro rumo quando Winson come-
cou a desvendar o ritmo teta presente no hipocampo durante a vigilia e o sono REM. Por meio
de estudo com diversas espécies, ele propds que o teta durante REM era um estado fisiologico
no qual o cérebro processava memorias adquiridas em vigilia. Para testar sua hipotese, Winson
realizou um experimento onde lesionou o septo medial de ratos, regido responsavel pela geragao
das oscilagdes teta, observando uma perda de memoria espacial em ratos (Winson, 1978). Esse
achado foi o primeiro a demonstrar o papel do ritmo teta para a memoria. Alguns anos depois, 0s
estudos de Winson, juntamente com Constantine Pavlides, comparando o estado acordado com
o sono REM resultaram na confirmacao da existéncia de neuronios de lugar (place cells), previ-
amente postuladas por O’Keefe e Dostrovsky em 1971 (O’Keefe e Dostrovsky, 1971). As place
cells sdo neurdnios piramidais hipocampais que se ativam em resposta a determinado campo es-
pacial, e Winson e Pavlides observaram que aquelas que haviam se ativado mais durante vigilia
eram também as que mais se ativaram durante o sono REM e NREM (Pavlides e Winson, 1989).
Esse estudo foi a primeira evidéncia eletrofisiologica para sustentar a ideia de que a atividade
neuronal durante o sono reflete aquela presente durante a vigilia.

Atualmente, sabe-se que as oscilagdes e ritmos neurais presentes durante o sono podem
gerar diferentes padrdes de sincronizagdo que sio correlacionadas com processos cognitivos es-
pecificos (Reiner et al., 2014; Girardeau e Lopes-dos-Santos, 2021) (Figura 2). Enquanto que,
para o sono NREM, ha evidéncias mostrando que oscilagdes como as ripples, delta e spindles
estdo associadas a reativagao hipocampal e transferéncia de informagdes para o cortex, o pa-
pel do REM para memoria ainda nao € tdo bem compreendido (Hutchinson e Rathore, 2015;
Boyce et al., 2016; Adamantidis et al., 2019; Girardeau e Lopes-dos-Santos, 2021). Uma das
possibilidades ¢ que o sono REM permita a integracdo e recombinacao de tragos de memoria no
neocortex previamente consolidados durante o sono NREM, contribuindo com o fortalecimento
de alguns tracos de memoria. Outros estudos sustentam a ideia de que esta fase do sono também
pode estar envolvida com processos relacionados a transferéncia de memorias entre hipocampo
e cortices associativos (Hutchinson e Rathore, 2015; Almeida-Filho, 2018). De fato, pesquisas
em roedores demonstram que a exposi¢ao ao aprendizado durante periodos de vigilia aumenta
periodos de REM (Smith, 1996). Ademais, a indu¢do de LTP na via perforante medial e no
giro denteado durante o estado acordado leva a um aumento da expressao de zif-268 em regides

extra hipocampais apds ciclos subsequentes de REM (Ribeiro ef al. 2002). O zif-268 ¢ um gene
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dependente de atividade cuja expressao ¢ induzida em resposta a ativacao sinaptica de vias de
transdugdo de calcio, o que indica que hé processos de plasticidade sinaptica ocorrendo durante
sono REM em resposta a eventos de LTP que ocorrem no estado acordado. Em contrapartida, ha
também trabalhos que demonstram como a privagdo do sono REM apds aprendizado prejudica
o desempenho em testes comportamentais de memoria (Rasch e Born, 2013).

Estudos também demonstram que a perturbagdo de oscilagdes teta hipocampais durante
REM provoca prejuizos na consolidagdo de memoria (Boyce ef al., 2016). As oscilagdes teta
hipocampais prevalentes durante REM sdo geradas a partir da atividade ritmica de neuronios
GABA¢érgicos do Septo Medial, que atuam como um “marca-passo”, inibindo interneuronios
do hipocampo (Adamantidis et al., 2019). Evidéncias apontam para um importante papel dessa
oscilag@o na consolidagdo de memorias contextuais (Adamantidis et al., 2019), observando-se
uma reativacao de place cells hipocampais em fase com teta (Diekelmann e Born, 2014). Em
um trabalho de Boyce ef al. (2016), a atenuagdo de oscilagdes teta durante o sono REM por
meio de inibigdo optogenética do Septo Medial, provocou prejuizos na consolidagdo de memo-
ria de localizacdo de objetos dos animais experimentais. No mesmo trabalho, também foi vista
a importancia desse ritmo na consolidacdo de memoria contextual aversiva, com prejuizos na
sua evocacao apos inibicao do septo medial, sugerindo um papel importante de teta hipocampal
para a formagao de memorias emocionais contextuais (Boyce et al., 2016). Ainda, em trabalho
de 2021, Almeida-Filho et al. viram que o teta hipocampal durante REM depois de treinamento
em memoria aversiva parece estar relacionado com consolidacao e corticalizagdo dessa memo-
ria para o cortex retrosplenial (Almeida-Filho et al., 2021), e a sincronizacao entre essas areas
se correlacionou com a expressao da memoria aversiva. Ademais, estudos apontam para a im-
portancia do acoplamento em fase de teta hipocampal com outras oscilagdes mais rapidas, como
gamma (30-120Hz), para o processamento de informag¢des adquiridas durante vigilia (Canolty
e Knight, 2010).

Apesar de existir um corpo significativo de evidéncias a respeito do papel das oscilagdes
teta em processos mnemonicos, ainda nao esta claro se estas oscilagdes durante o sono REM
seriam essenciais para o processo de corticalizacdo de memorias. Ao estudar mais a fundo
este fendmeno, esperamos observar alteragdes na conectividade entre cortex e hipocampo em
decorréncia do aprendizado, bem como alteragdes na arquitetura do sono, apontando para uma
maior eficiéncia de REM. Dessa forma, este trabalho pretende contribuir com evidéncias acerca

da fun¢do do sono REM no aprendizado, bem como o papel de oscilagdes teta na transferéncia
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de informagdes do hipocampo para o cortex pré-frontal.

Cell ensembles contributing to...

@ Recently encoded neocortical part of a representation ./. Associated pre-existing representation
Adapted from Klizing et a/ 2019

@ Recently encoded hippocampal part of a representation 1) © Unrelated pre-existing representation

Figura 2: Ao adquirir as memorias, elas inicialmente dependem da ativagdo hipocampal para sua evoca-
¢do, como podemos ver no cérebro retratado do lado esquerdo, onde representagdes neurais recentemente
codificadas no hipocampo, em azul, estdo ainda interligadas com as representagdes neurais recentemente
codificadas no neocoértex, em vermelho. Com o passar do tempo, as memorias passam a ndo depender
mais do hipocampo para sua evocacdo, como retratado no cérebro do lado direito, no qual as represen-
tagcdes neurais no neocortex se estabilizaram. Para esse processo de corticalizago, diferentes oscilagdes
do sono, como oscilagdes lentas (slow oscilations), spindles, ripples, e oscilagdes teta (theta) estdo en-
volvidas. Figura adaptada de Klinzing et al. (2019).

1.1.4 Relevancia

A importancia do sono pode ser percebida por todos diariamente. Entretanto, os mecanismos res-
ponsaveis pelos processos de formacao de memoria durante o sono ainda sdo pouco compreen-
didos. Ademais, diversos estudos ja demonstram como a qualidade do sono apresenta-se impac-
tada em diferentes condi¢cdes como: Alzheimer, Parkinson, sindrome de Wernicke-Korsakoff e
esquizofrenia (Pause et al., 2013; Dalgalarrondo, 2018). A elucidacao desses mecanismos pos-
sibilitaria o desenvolvimento de novos farmacos, tratamentos, hébitos, tecnologias e politicas
publicas para melhoria da qualidade de vida em diferentes contextos: no desempenho escolar e
laboral; em pacientes com transtornos psiquidtricos; na preven¢ao de acidentes que envolvem
trabalhadores noturnos; em variaveis que impactam a capacidade de memoria; e na melhora da
qualidade de sono no geral.

Mais especificamente, o presente projeto contribui para conhecimentos basicos relevan-
tes para o avango no campo da neurofisiologia do sono € memoria, buscando compreender: 1)
como ocorre a comunicagao entre hipocampo e mPFC durante o sono REM; 2) qual o papel de

teta durante REM para a comunicacao hipocampo-mPFC; 3) se ha correlacao entre desempenho
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em tarefas cognitivas e padrdes oscilatdrios presentes no sono REM.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo investigar o papel da comunicacdo entre hipocampo e cortex
pré-frontal medial durante o sono REM para a consolidagdo da memoria espacial.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, testamos, em ratos Wistar, se existe correlacdo entre a arquitetura do sono
e eventos eletrofisioldgicos com o desempenho animal em tarefa de memoria espacial. Em

especial, avaliamos a sincronia entre mPFC e CA1 antes e apds aprendizado.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sujeitos experimentais

Para os experimentos, foram utilizados 14 ratos da linhagem Wistar, adultos machos, proceden-
tes do Centro de Bioterismo do ICB-UFMG (CEBIO). Os animais foram mantidos no biotério
de experimentagdo do Laboratério de Neurociéncias Comportamental e Molecular da UFMG
(LANEC) em caixas de polipropileno (41 x 34 x 18 cm; 2 animais por caixa), com maravalha
no assoalho e ragdo balanceada e dgua ad libitum. Foi estabelecido um ciclo de 12h claro/es-
curo e controle de temperatura entre 20°C - 25°C. Todos os protocolos foram aprovados pela
Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA:
41/2017). Durante a estadia no biotério de experimentagdo do LANEC, os animais passaram
por 10 minutos de handling por dia, a fim de se habituar com o experimentador e os diferentes
protocolos de manuseio pelos quais iriam passar.

Dentre os 14 animais, 7 foram excluidos das analises por diferentes motivos: 1) animais 1
a 3 foram testes iniciais do sistema de registro e nao passaram pelo protocolo comportamental;
2) animais 5 e 7 ndo se recuperaram bem apos os procedimentos cirargicos e foram eutanasia-
dos antes de passarem pelo protocolo comportamental; 3) animal 8 apresentou muito ruido no
sinal, impossibilitando a andlise dos dados; 4) animal 12 passou por protocolo comportamental

diferente.

3.2 Procedimento cirurgico
3.2.1 Anestesia

Para anestesia geral, foi utilizado cetamina (cloridrato cetamina a 10%, diluida veiculo estéril
q.s.p) e a xilazina (cloridrato xilazina a 2%, diluida veiculo q.s.p), aplicadas por via intraperito-
neal e intramuscular. A dosagem de droga a ser recebida por animal foi calculada de acordo com
seu peso (1mL/Kg para cetamina e 0,5mL/Kg para xilazina), sendo a dose inicial de 0,7 mL/Kg
de cetamina e 0,35 mL/Kg de xilazina (70% da dose) por via intraperitoneal. Apds 10 minutos
da sedacdo inicial, um complemento de 0,5 ml/kg de cetamina e 0,25 ml/kg de xilazina (50% da
dose) foi administrada por via intramuscular. A sedacdo dos animais foi verificada através da
observacao da auséncia de resposta apos pingamento da cauda do animal. Ao longo da cirurgia,
foram aplicadas doses de complemento de 30% de cetamina conforme a resposta animal. Além

disso, foi utilizado lidocaina (2% em solu¢ao de NaCL 0,15M) para anestesia local na regido de
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incisdo no escalpo.

3.2.2 Cirurgia estereotaxica e implante de eletrodos

Inicialmente, foi realizada a tricotomia do escalpo utilizando um aparelho de barbear, seguido da
fixacdo da cabega do animal no aparato estereotaxico (KOPF; KOPF instruments; EUA). Apos a
fixagdo, realizou-se a assepsia do escalpo com solugdo de iodo, seguido da inje¢do de lidocaina
como mencionado no topico anterior. Apos a realizagdo de uma incis@o no topo da cabega no
plano mediano, utilizou-se dgua oxigenada para limpeza e remog¢ao do tecido conjuntivo na
regido exposta do cranio.

O posicionamento dos eletrodos no cortex pré-frontal medial (mPFC) e na regido CA1 do
hipocampo foi feita com base no atlas Paxinos. O bregma foi usado de referéncia para realizagao
de craniotomias segundo as coordenadas: antero-posterior (AP): -5,4 mm; médio-lateral (ML) -
4,5 mm; dorso-ventral (DV) -2,5 mm para CA1 e antero-posterior (AP) + 3,0 mm; médio-lateral
(ML) 0,5 mm; dorso-ventral (DV) -3,5 mm para o mPFC (Paxinos e Watson, 1998; Paxinos
e Watson, 2017) (Figura 3A). Em seguida, foram realizadas craniotomias no osso occipital
para insercao de parafusos de aterramento e referéncia, os quais foram soldados a fios de prata
presos ao conector do implante final. Também foram feitas 2 craniotomias adicionais na regiao
temporal e frontal para inser¢do de parafusos estruturais, aumentando a estabilidade da fixagao
do acrilico no capacete do implante final.

Ap0s as craniotomias, os eletrodos foram inseridos com registro simultdneo de LFPs a
medida que se aproximavam de suas respectivas regides alvo. Dessa forma, um estereotrodo de
2 canais, com aproximadamente 1mm de distancia entre as pontas, foi posicionado na camada
CAL1 do hipocampo, ¢ um eletrodo monopolar no mPFC. Os eletrodos foram confeccionados
no LANEC, utilizando-se fios de tungsténio encapados com teflon (60 um de didametro; A-M
Systems, Inc., EUA). A fixagdo dos eletrodos no cranio foi feita com acrilico odontolégico.

Ao término da cirurgia, os animais foram reidratados com inje¢do de 2mL de solucdo
0.9% de salina subcutdnea. Também receberam inje¢dao de pentabidtico (1mL/Kg) intramus-
cular e administragdo de banamine (2,5mg/Kg; analgésico) subcutanea. Ademais, ao longo de
todo procedimento, os animais tiveram sua temperatura corporal monitorada por termometro e

aquecimento com manta elétrica, mantendo a temperatura em torno de 37°C.
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3.3 Registro eletrofisiologico

Para os registros eletrofisioldgicos foram utilizados a placa de aquisicdo e software do Open
Ephys (Siegle et al., 2017), uma plataforma de acesso aberto. Para isso, o implante do animal foi
conectado a um adaptador omnetics, seguido de um headstage com amplificador, digitalizador e
acelerometro (RHD-2132, intan technologies), que por sua vez se conectava a placa de aquisi¢ao
e ao computador. Todos os canais foram registrados com taxa de amostragem de 30KHz.

Um dia antes da coleta de dados, os animais foram habituados durante uma hora a sala e
a caixa de registro de sono (caixa plastica de 20 cm de largura, 30 cm de comprimento e 40 cm
de altura com maravalha no solo). No dia seguinte, havia um dia de coleta de dados de linha de
base (BL), seguido de um dia de coleta de registro pds aprendizado (no caso dos animais que
fizeram teste de localizagdo de objetos) (Figura 3B). Os registros foram feitos no periodo de

sono dos ratos, de 9:00 as 17:00, e os animais tinham acesso a 4gua e alimento ad libitum.

3.4 Teste de localizacao de objetos

Neste estudo, foi escolhido o teste de localizacdo de objetos (TLO) para averiguar a memoria
espacial, bem como a resposta hipocampal a exposi¢cdo a tarefa. Criado por Ennaceur e De-
lacour, o TLO mede a preferéncia espontanea que roedores possuem pela novidade (Ennaceur
e Delacour, 1988; Ennaceur, Neave e Aggleton, 1997). Ademais, essa tarefa ja é reconhecida
por depender de atividade hipocampal, regido de estudo neste projeto (Denninger et al., 2019;
Jablonski et al., 2013).

Para isso, os animais sdo expostos a um par de objetos idénticos durante um periodo de
aquisi¢do de memdria, sendo permitida a livre exploracdo de ambos objetos. Depois de deter-
minado tempo, ¢ feita a evocacdo dessa memoria, na qual um dos objetos ¢ alterado de lugar.
O aprendizado espacial ¢ inferido pelo tempo de exploracao do objeto deslocado. O TLO pode
ser usado para medir memoria de curta duragdo, com evocacao ocorrendo 2-3 horas depois da
aquisicao, ou de longa duracdo, com a evocagdo ocorrendo 24 horas apds a aquisi¢ao.

Para este projeto, foi utilizado um protocolo semelhante ao utilizado por Maingret et al.
(2016). A arena constituia de uma caixa preta, plastica, de 60cm x 90cm com referéncias brancas
em duas paredes (um circulo e um retangulo). A caixa foi mantida a uma luminosidade de 20
lux. Os objetos escolhidos foram duas garrafas de vidro idénticas, de aproximadamente 15cm
de altura, recheadas de areia, para que os objetos nao se deslocassem ou caissem durante o teste.

Acima, uma camera foi acoplada para gravar o comportamento animal em 30 fps (Figura 3C).
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Por dois dias antes do teste, os animais foram habituados na caixa dentro da sala de com-
portamento durante 30 minutos, para que a arena nao fosse novidade (n=7). Nos dois dias de
teste, os animais também ficaram 30 minutos na sala de comportamento, dentro de suas proprias
gaiolas, para habituagdo ao ambiente e luminosidade. Os testes comegavam sempre entre 7:30 -
8:00 da manha. No dia de aquisicao, os objetos foram posicionados em 2 quadrantes da caixa, €
os animais foram permitidos 30 minutos de exploracao. Logo em seguida eles foram colocados
para registrar o sono pos-aprendizagem (PL) (de 9:00-17:00). No dia seguinte, um dos objetos
foi movido para outro quadrante, e os animais eram novamente expostos a arena, dessa vez por
5 minutos (Figura 3B).

O desempenho final do animal no teste foi calculado pelo indice de discriminagdo (DI),
dado pela razao do tempo de exploragdao do objeto deslocado pelo tempo de exploragdo total
(Figura 3B - equag¢do). Para isso, os videos do comportamento foram analisados e o tempo de
exploracao foi cronometrado manualmente com auxilio de um cronémetro, como previamente

protocolado no nosso laboratdrio (Rego, 2022).

Figura 3: (A): Figura ilustrativa da cirurgia estereotaxica, na qual foi implantado um eletrodo monopolar
no mPFC e um estereotrodo de 2 canais em CA1 do hipocampo. (B): Desenho esquematico dos registros
eletrofisiologicos intercalados pelo protocolo comportamental do TLO. Os animais passaram por um dia
de registro de BL, no dia seguinte tiveram a fase de aquisi¢ao (encoding) por 30 minutos no TLO, seguido
por registro PL. Por fim, tiveram o periodo de evocagdo (retrieval) por 5 minutos no terceiro dia. Abaixo,
tem a formula utilizada para calcular o indice de discriminagao (DI) dos animais na tarefa. (C): Foto de
um animal realizando o teste em nosso laboratorio. A caixa possui dois pontos de referéncia nas paredes
(um circulo branco e um retangulo branco), os objetos sdo garrafas de vidro com cerca de 15cm de altura
e ao redor da caixa, ha uma gaiola de Faraday para isolar o ruido 60Hz da rede elétrica.
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3.5 Lesao eletrolitica, perfusao e fixacido do tecido nervoso

Apds o ultimo dia de registro, foi feita uma lesdo eletrolitica nos eletrodos de registro para a
verificagdo do seu posicionamento. Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina, e
a estimulacdo foi feita na intensidade de 1mA durante 1s. Em seguida os animais receberam
sobredose (3 vezes maior que a dose anestésica) de cetamina e xilazina e, apos a cessacao de
fungdes vitais, foram perfundidos com uma solugdo tampao fosfato-salina (PBS — 250 MI) para
limpar o tecido e paraformaldeido 4% (PFA — 200 MI) para fixag¢do dos tecidos. Os encéfalos
foram extraidos e imersos em uma solu¢do de PFA a 4%. No dia seguinte, iniciou-se o protocolo
de crioprote¢do, utilizando solugdes alternadas de sacarose 10, 20 e % a cada dia por trés dias.
Em seguida, os cérebros foram congelados por submersao em isopentano ( 40s) e armazenados

em freezer -80 °C até¢ o momento da histologia.

3.6 Histologia

Os encéfalos congelados passaram por cortes transversais de 40 um no criostato em busca das
regides com lesao eletrolitica. As fatias foram colocadas em laminas previamente gelatinizadas
com auxilio de um pincel.

Posteriormente, os fragmentos foram processados seguindo um protocolo histoldgico que
inclui etapas de desidratacdo em alcool, coloragdo com cresil violeta e diafanizagdo em xilol. O
protocolo para a técnica de cresil violeta envolveu banhos sequenciais em alcool a 100%, 90%,
80%, 70% e agua, seguidos por uma imersdo em uma solucdo de cresil violeta por 4 minutos.
Ap0s a coloragdo, os tecidos foram reidratados por meio de etapas de imersdo em agua desti-
lada, alcool absoluto, alcool e xilol (1:1) e xilol puro, cada etapa com duragdo de trés minutos.
Finalmente, as [aminas foram montadas com Permount e laminulas. Esse procedimento garante

a preservagdo das amostras e permite a visualizagdo da lesdo eletrolitica.

3.7 Analises no Matlab

Todas as analises de dados eletrofisioldgicos coletados no Open Ephys foram feitas utilizando
0 Matlab 2022 (MathWorks®) (Figura 4).

3.7.1 Conversao de dados

Inicialmente os dados foram convertidos de.continuous (extensdo do Open Ephys) para .mat

(extensao do Matlab). Para isso, utilizou-se a fungao load open ephys data (disponivel em
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https://github.com/open-ephys). Logo em seguida, os dados foram reamostrados de 30Khz para

1KHz, usando a funcao nativa do Matlab denominada decimate.

Sredles 0o Open Eds Classificagao de sono

RMS de accel e dos LFPs Classificagdo manual

Converséo para .mat _ . .
Detecgao de artefatos Gaussian Mixture Model
‘\ MATLAB Arquitetura do sono
Tempo em cada estagio Laténcia
Eficiéncia do sono Fragmentacao
Pré-processamento Deteccao de Ripples
detrend Selecéo de estagios de NREM

Filtragem na banda 140-220Hz
Passa-bandas

Delimitagao de limiares de deteccao
reshape em blocos

de10s Densidade Espectral da Poténcia (PSD)

pwelch

Selegdo de banda teta e delta

Coeréncia Espectral

mscohere

EetEs Heerten Selegdo de banda teta e delta

de cada canal Coeréncia de fase

coherencyc
Selegdo de banda teta e delta

Causalidade de Granger

var_to_autocov e autocov_to_spwcgc

Selegdo da banda de teta

Figura 4: Figura esquematizando as analises feitas no Matlab e as principais etapas para cada uma delas.

3.7.2 Classificacao de sono

A classificacdo de sono foi realizada utilizando uma toolbox de cddigo aberto desenvolvida por
nosso grupo para analise inicial de arquitetura do sono de roedores (Mendes, 2021, disponivel
em https://github.com/ikaro-beraldo/ sleep-stages-classification). A toolbox realiza desde o pré-

processamento até a classificagao final do estado comportamental em REM, NREM e acordado.
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Pré-processamento

Antes de serem classificados, os registros de LFP e acelerometro passaram por uma série de

etapas:

1 - Remocao de tendéncias constantes (funcao detrend);

2 - Filtragem de passa-banda (LFPs - 0.7-250 Hz; acelerémetro - 80-300 Hz);,

3 - Para a classificag¢do dos estados do ciclo sono vigilia: filtro butterworth de 2° ordem
(funcdes butter e filtfilt);

4 - Filtragem para demais analises: two-way least-squares FIR filtering de 3426° ordem
(fungdo eegfilt);

5 - Separagdo em épocas de 10 segundos (fung¢do reshape).

Calculo de densidade espectral de poténcia, RMS, acelerometro e integracio de poténcia

de banda

Cada época de 10 segundos do LFP de CA1 teve sua densidade espectral extraida utilizando a
funcdo pwelch (Hayes, 1996) (window length: 125 samples; window overlap: 0 samples; NFFT:
2500). A poténcia de cada componente de frequéncia foi normalizada pela soma da poténcia de
todos os componentes de frequéncia do sinal, exceto a faixa 58-62 Hz (faixa de ruido da rede
elétrica). A poténcia das bandas Delta (1-4 Hz), Teta (5-12 Hz) e a razdo Teta/Delta (T/D) foi
calculada para cada uma das épocas.

Posteriormente, os vetores dos trés eixos do acelerdmetro (X, y € z) passaram por um
processo de ortogonalizagdo, resultando em um tnico vetor de acelerometro, que teve a raiz do
seu valor quadratico médio (RMS) computado.

Por fim, os valores darazdao T/D e do RMS do acelerometro foram normalizados de acordo

com a distribuicado z-score

Deteccio de artefatos

Os registros de LFP de CA1 e do acelerometro passaram por uma etapa de exclusao de arte-
fatos. Caso uma época de 10 segundos atingisse um dos seus valores acima de 7 desvios padrao
da poténcia daquela época, ela era considerada artefato, ndo sendo considerada em analises pos-

teriores.



28

Gaussian Mixture Model - GMM e inspecéo visual

O Modelo de Mistura de Gaussianas (do inglés, Gaussian Mixture Model - GMM) descreve a
densidade de probabilidades de observagdes em relagdo a uma populagdo (Reynolds, 2009). Por-
tanto, ele assume que as amostras estao distribuidas em um ntimero de gaussianas pré-definidas.
Para a classifica¢ao de sono, foi utilizado a fungao fitgmdist do MATLAB para ajustar os para-
metros de entrada (1) razdo T/D e (2) RMS do acelerdmetro a 3 fungdes gaussianas (uma para
cada estado do ciclo sono-vigilia).

Inicialmente, a fungao fitgmdist utiliza o k-means para ajustar os dados as fung¢des gaus-
sianas. Entdo, para calcular a probabilidade posterior da amostra de 10 segundos em relagdo as
3 gaussianas, o algoritmo considera a posi¢ao dessa amostra na distribui¢do. Uma classificacao
manual de 20 épocas para cada estado ¢ utilizada para definir os valores iniciais de média e
covariancia de cada uma das distribui¢cdes gaussianas. Apoés a classificagao manual, € feito um
calculo da taxa de falsos positivos (FPR) e de verdadeiros positivos (TRP) para cada valor de
probabilidade posterior de cada estado do ciclo sono-vigilia. Para cada estado, o algoritmo sele-
ciona o limiar com menor distancia euclidiana ao ponto (0,1) entre a FPR e a TPR (Pepe, 2003),
que serviu de referéncia para a classificagdo de todas as épocas. Dessa forma, épocas com valor
de probabilidade posterior acima do limiar do estado em questdo era classificada como parte
desse estado. Em suma, o grupo cujas épocas possuiam alta razdo T/D e baixo valor de RMS
do acelerometro foi classificado como sono REM. Ja o grupo cujas épocas possuiam moderada
a baixa razdo T/D e alto valor de RMS do acelerometro foi classificado como estado de vigilia
(AWAKE). Por fim, o terceiro grupo, cujas €épocas possuiam baixa razao T/D e baixo valor de

RMS do acelerdmetro, foi classificado como sono nao-REM (NREM).

3.7.3 Arquitetura do sono

Para avaliar a arquitetura do sono, sdo analisados aspectos como a eficiéncia do sono, o tempo
despendido em cada estadgio de sono e a fragmentagdo. Esse célculo ¢ feito para cada dia de
registro, portanto havendo uma arquitetura para BL e outra para PL.

A eficiéncia ¢ dada pelo tempo total que o animal gastou dormindo no periodo de registro,
sendo calculado pela soma dos tempos no estado REM e NREM dividido pelo tempo total nos 3
estados. O tempo despendido em cada estagio € dado em percentagem pela razao do nimero total

de épocas em cada estagio pelo nimero total de épocas classificadas (as épocas nao classificadas
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foram desconsideradas).

Para avaliar a fragmentagao, observa-se a incidéncia de cada estagio do ciclo sono-vigilia
por minuto (nimero de bouts por minuto). Para isso, foi utilizado o critério minimo de 2 épocas
de 10 segundos sucessivas (bout), sendo entdo o tempo minimo de um bout 20 segundos. A
incidéncia de cada fase ¢ expressa pela razao do namero de bouts pelo tempo total (em minutos)
de épocas classificadas.

Ja a duracdo dos bouts leva em consideragdo o mesmo critério de definicdo de bouts e ¢

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

3.7.4 Laténcia para o sono

Para cada um dos dias de registro foi calculada a laténcia para o sono, ou seja, o periodo de tempo
entre o inicio do registro do dia e o inicio do sono. O marco de inicio do sono foi definido como
0 momento em que em uma janela de 5 minutos, 80% das épocas foram classificadas como sono
NREM. Ja a laténcia para sono REM foi definida como o periodo de tempo entre o marco de

inicio do sono e o primeiro episodio (época de 10 segundos) de sono REM.

3.7.5 Detecc¢ao de ripples

Como descrito brevemente na introdugdo, as ripples sdo oscilagdes rapidas (120-250 Hz) que
ocorrem no hipocampo principalmente no sono NREM e em periodos de vigilia de baixa ati-
vidade (Klinzing et al., 2019). Esse evento oscilatorio ¢ gerado em células piramidais de CA1
excitadas pelo colateral de Schaffer vindo de CA3 durante eventos de sharp-wave (oscilagdo ge-
rada pelo disparo sincrono das células piramidais de CA3) (Buzsaki ef al., 1992). Dessa forma,
a amplitude da ripple pode ser uma forma de identificar o posicionamento do eletrodo, uma vez
que quanto maior sua amplitude, mais proximo da camada piramidal de CA1 o eletrodo esta.

Para detecta-las, os registros de LFP de CA1 divididos em blocos de 10 segundo foram
filtrados na faixa de 140-220 Hz. A detecgao foi feita apenas nas épocas de sono NREM, quando
ha maior prevaléncia desse evento. As amostras de cada uma das épocas foram elevadas pela
poténcia de 2 a fim de manter todos os valores positivos, e o sinal foi normalizado utilizando-se
o z-score (Taxidis et al., 2015).

Foram selecionados como eventos efetivos apenas aqueles que ultrapassaram o limiar de 3
desvios padrdes da média do sinal filtrado. O inicio do evento foi definido como o indice anterior

ao pico cujo valor ultrapassasse o limiar de 1 desvio padrao e o final do evento foi definido como
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o indice posterior ao pico cujo valor também cruzasse o limiar de 1 desvio padrdo. Ademais,
apenas eventos com duragdo minima de 50 ms e duragdo maxima de 450 ms foram aceitos.
(Taxidis et al., 2015).

Considerando-se que nossa regido de interesse neste projeto ¢ a camada piramidal de CA1,
apos a detecgdo, selecionamos o canal com maior amplitude da ripple filtrada para fazer as

demais analises.

3.7.6 Densidade espectral de poténcia (PSD)

A PSD ¢ uma forma de medir a poténcia de determinadas frequéncias em um sinal eletrétrico
utilizando-se a transformada de Fourrier (Buzséki e Draghun, 2004; Gao, 2015). Ela ¢ usada
como parametro para compreender quais frequéncias predominam e como suas poténcias flu-
tuam nas diferentes regides cerebrais durante diferentes estagios do ciclo sono-vigilia. Para cada
dia, calculamos os valores de PSD dos LFPs de CA1 e mPFC para cada época.

Para isso, foi utilizado a fun¢do pwelch. Ademais, os valores obtidos foram separados e
integrados para as bandas delta (1-4 Hz) e teta (5-12 Hz). Depois, fizemos a média da poténcia

das diferentes bandas nas épocas de sono REM e NREM para BL e PL.

3.7.7 Coeréncia espectral

A coeréncia espectral ¢ uma forma de medir a sincronia entre diferentes sinais com base, princi-
palmente, em suas amplitudes dentro de determinadas faixas de frequéncias (Siegel et al., 2012).
Essa sincronia pode ocorrer entre diferentes faixas de frequéncias, conhecido como comodula-
¢do, ou entre a mesma faixa de frequéncia de regides cerebrais distintas (Figura 5B). Para os
fins desse projeto, foram calculadas as coeréncias espectrais de mPFC e CA1 tendo como base
a mesma faixa de frequéncia.

Para realizar o calculo, ¢ levado em considera¢ao o conjunto de dados eletrofisiologicos
de CA1 e mPFC. Utilizamos a fungdo mscohere, com NFFT de 2 elevado a 12.

Ap0s o calculo de coeréncia, o dado foi separado em diferentes bandas de frequéncia para
diferentes estagios do sono. Separamos as bandas delta (1-4Hz) e teta (5-12Hz). Entao foi feito

a média dos valores de coeréncia da banda Teta durante REM e delta durante NREM.
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3.7.8 Coeréncia de fase

A coeréncia de fase ¢ uma forma de medir a sincronizagdo entre diferentes regides cerebrais com
base na fase do sinal em diferentes faixas de frequéncias (Siegel et al., 2012). O alinhamento
de fase de sinais oscilatdrios de diferentes regides cerebrais parece regular a conectividade en-
tre essas regides (Siegel ef al., 2012). A coeréncia de fase ocorre entre duas faixas iguais de
frequéncias, e ela ¢ caracterizada pela diferenca consistente entre as fases de duas regides, seja
ela igual ou ndo a 0 (Figura 5A).

Para realizar o calculo de coeréncia, ¢ levado em consideragao o conjunto de dados ele-
trofisiologicos de CA1 e mPFC. Para isso, utiliza-se a fungdo coherencyc do pacote Chronux
Matlab 2.12 v03 para cada época de 10 segundos. Os pardmetros utilizados foram: taxa de
amostragem: 1000 Hz; banda de frequéncia: 0-50 Hz; Tapers: [3 5]; calculo do erro: [2 0.05];
média entre ensaios (trials): 1 (verdadeiro); fator de preenchimento do fft: 0; comprimento de

segmentos: 2. O calculo também foi feito levando-se em consideragdo a separagdo de cada dia.

A Phase coherence

Aphase =0 Aphase =0

B Spectral Coherence

Adapted from Siegel, M., et al 2012

Figura 5: Figura ilustrando os diferentes tipos de coeréncias. (A): Coeréncia de fase, podendo a diferenga
de fase ser igual ou diferente de 0. (B): Coeréncia espectral: sendo possivel comparar a dinamica entre
frequéncias iguais ou diferentes. Figura adaptada de Siegel ef al. (2012).

3.7.9 Causalidade de Granger

A causalidade de Granger ¢ um método analitico utilizado para inferir a direcionalidade do fluxo
de determinada informacgao entre regides do encéfalo, por exemplo . Portanto apds verificagdo
da correlacao entre a coeréncia de fase e o DI, testamos se a sincronia em teta entre hipocampo
e mPFC possuia alguma direcionalidade especifica. Este calculo se distingue dos de coeréncia

por avaliar ndo apenas a correlacdo entre sinais, mas também a relacdo de causa e efeito. Isso
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¢ feito determinando o sentido casual entre duas variaveis, estipulando o quanto o passado de
uma série temporal prevé o futuro da outra (Bressler e Seth, 2011).

Para este tipo de andlise, utiliza-se modelos vetoriais autorregressivos (VAR). No Ma-
tlab, ¢ levado em consideragdo o conjunto de dados eletrofisioldgicos de CA1 e mPFC e sao
utilizadas fungdes da toolbox de “spectral multivariate Granger causalites”. As principais fun-
¢oOes utilizadas foram a tsdata to var e a autocov_to spwcgc. Em seguida, a estatistica foi feita

considerando-se os valores maximos da causalidade na faixa de teta para cada animal.
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4 RESULTADOS

4.1 Histologias

As andlises histologicas preliminares confirmaram o posicionamento dos eletrodos, contudo
ainda ¢ preciso finalizar os cortes no criostato para assegurar a consisténcia desse posiciona-
mento em todos os animais avaliados.

Em particular, no que concerne a regido de CAl, ¢ observavel que o estereotrodo de 2
canais foi adequadamente situado nessa area, permitindo a captacdo da atividade na camada pi-
ramidal (Figura 6A). O bom posicionamento do eletrodo no mPFC também pode ser visualizado

na Figura 6B.
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Figura 6: (A): Fatia do hipocampo corada em cresil violeta. Observa-se a trajetéria do eletrodo e na
ponta da seta a regido de CA1l. (B): Fatia do mPFC corada em cresil violeta. Na ponta da seta observa-se
ponto com lesdo eletrolitica.

4.2 Calculo do indice de discriminac¢do para o TLO

Inicialmente, procedemos a avaliagcdo da performance dos animais no TLO. O calculo do DI
foi conduzido com base na razdo entre o tempo de exploragao do objeto deslocado e o tempo
total de explora¢do ao longo do dia de evocagdo, conforme delineado nos métodos descritos
anteriormente.

Os sete animais submetidos ao implante de eletrodos apresentaram, em média, um DI de
0,6 e um desvio padrao de 0,08 (Figura 7B). O menor DI foi de 0,51 enquanto o maior foi de
0,75, demonstrando uma variagdo no desempenho dos animais. Ao comparar os sete animais
que passaram pelo implante de eletrodos com animais controle de outros projetos do nosso la-
boratdrio que passaram pelo mesmo protocolo (n = 32), confirmamos que o desempenho de
animais que passaram pela cirurgia foi semelhante aos que ndo passaram (teste t ndo-pareado,
two-tailed, p = 0,4, t=0,8553, df=37) (Figura 7A e B). Observou-se, igualmente, uma consi-
deravel variabilidade no desempenho geral dos 32 animais (média = 0,57, sd = 0,12), como ¢

esperado para esse tipo de tarefa (Jablonski et al., 2013; Becegato e Silva, 2022; Ennaceur e
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Delacour, 1988) (Figura 7A). Com isso em vista, nos perguntamos sobre a possivel correla-
¢do entre o padrao de sono dos animais e o desempenho observado, hipotetizando que o sono

poderia, em parte, explicar as disparidades presentes nos DIs.
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Figura 7: (A): Histograma demonstrando a variabilidade do TLO, com os IDs de 32 animais, com média
de 57. (B): Comparagdo entre os animais que ndo passaram por cirurgia de implante de eletrodo (control;
n=32) e os que passaram (surgery; n=7). Nao houve diferenca significativa entre o desempenho dos dois
grupos (teste-t ndo pareado, two-tailed, p=0,4, t=0,8553, df=37).

4.3 Caracterizacio eletrofisiologica do ciclo sono-vigilia

Para avaliar os diferentes parametros do ciclo sono-vigilia separamos o registro eletrofisiologico
em estado acordado, REM e NREM. Para isso, utilizamos uma toolbox de classificagao de sono
desenvolvido pelo nosso grupo apos pré-processamento dos dados dos LFPs (Mendes, 2021).
Nessa toolbox utilizamos o0 RMS do acelerdmetro e a razdo T/D do LFP hipocampal normali-
zados por z-score para a diferenciacdo entre estados, como descrito nos métodos (Figura 8A e
B). Como utilizamos um estereotrodo de 2 canais no hipocampo, padronizamos o uso do ele-
trodo mais profundo (eletrodo 2), para a classificagdo do sono, uma vez que era o eletrodo mais
préximo do giro, e portanto com maior sinal de teta para a classificagdo. Janelas com razdo T/D
mais elevados e RMS do acelerometro baixo foram classificadas como pertencentes ao sono
REM, uma vez que nesse periodo ha uma alta poténcia de teta, e redu¢do do movimento animal
(Figura 8B e E). Ja as janelas com valores de acelerometro e de T/D mais baixos sdo classi-
ficadas como NREM, quando ha maior sincronizacdo da atividade oscilatoria e prevaléncia de
frequéncias mais lentas no LFP (Figura 8B e D). Por fim, épocas com atividade mais alta do
acelerdometro foram classificadas como estado acordado (Figura 8B e F).

Quando observamos a varia¢do das poténcias de teta e delta ao longo do tempo para cada
animal (Figura 9), percebemos que, de fato, épocas classificadas como REM (em cinza) pos-

suem maior poténcia de teta, enquanto que épocas classificadas como NREM (em azul) possuem
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maior poténcia de delta. Isso fica mais claro na figura 8C, na qual podemos observar o exemplo
de um animal alternando entre REM e NREM. No espectrograma, tem-se a variacao das potén-
cias das frequéncias ao longo do tempo, enquanto que no hipnograma logo abaixo observamos
os respectivos estados do ciclo sono e vigilia.

Com base nesses dados, foi possivel comparar dados da arquitetura do sono antes e depois

do aprendizado no TLO.

4.4 Arquitetura do sono

Os principais dados de arquitetura que avaliamos foi o tempo despendido em cada estado de
sono, o numero de episodios ininterruptos de sono (bouts), a duracao de cada bout, bem como a
eficiéncia do sono e as laténcias, conforme detalhado nos métodos.

De forma geral, ndo constatamos diferencas significativas no tempo dedicado ao sono
antes e ap0s o processo de aprendizado (teste t pareado, one-tailed; tempo em REM (BL vs. PL):
p=0,25, tempo em NREM (BL vs. PL): p=0,23, tempo acordado (BL vs. PL): p=0,23) (Figura
10 A). Quando olhamos para a eficiéncia do sono, definida como a porcentagem do tempo total
dedicado ao sono, também ndo ha diferencgas entre BL e PL (teste t pareado, one-tailed, p=0,21)
(Figura 10D). Em relacdo ao nimero de bouts por minuto, observamos uma redu¢ao do nimero
de bouts de NREM em cerca de 3% (teste t pareado, one-tailed, bouts por minuto NREM (BL
vs. PL): p=0,04, t=2,098, df=6), sugerindo uma menor fragmentag¢do desse estagio de sono em
PL. Nos outros estagios, nao houve alteracdo no nimero de bouts (teste t pareado, one-tailed;
bouts por minuto REM (BL vs. PL): p=0,24, bouts por minuto acordado (BL vs. PL): p=0,14).
Quanto a duragao de bouts, nao houve diferenca entre BL e PL para nenhum dos estados (teste
t pareado, one-tailed; duragdo dos bouts REM (BL vs. PL): p=0,09, dura¢ao dos bouts NREM
(BL vs. PL): p=0,22, duracao dos bouts acordado (BL vs. PL): p=0,18) (Figura 10 C).

Notavelmente, em relagdo ao tempo despendido em REM (Figura 10A) e no tempo to-
tal de sono (Figura 10D), esperava-se encontrar algum aumento de tempo despedindo pds-
aprendizagem, conforme documentado na literatura sobre aumento do tempo de sono em roedo-
res apds exposicao a tarefas de aprendizado (Milinsky ef al. 2021; Vyazovskiy e Tobler, 2012),
especialmente em relacao aos periodos de REM (Pagel et al., 1973; Smith, 1996; Datta, 2000;
Milinski et al., 2021). No entanto, observamos uma diminui¢ao significativa da laténcia para o
primeiro sono REM poés-aprendizagem de 55% (teste t pareado, one-tailed, p=0,037, t=2,149,

df=6), consistente com achados prévios na literatura (Datta, 2000) (Figura 10E).
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Figura 8: (A): Esquema explicativo do funcionamento da toolbox de classifica¢@o de sono. (B): Exem-
plo de classificagdo, onde o eixo X representa o RMS do acelerometro em z-score € o eixo Y a relagdo
T/D do LFP de CAl. As épocas em amarelo representam blocos de 10 segundos classificados como acor-
dado, épocas em cinza sdo aqueles classificados como REM e em azul os classificados como NREM. (C):
Epoca representativa de um periodo de 30 minutos de sono. No painel de cima ha um espectrograma,
onde o eixo X ¢ o tempo, o eixo Y sdo as frequéncias e a escala de cores representa a poténcia do sinal.
No painel de baixo, ha um hipnograma da mesma época, no qual cada barra representa uma classificagao
de sono: amarelo para acordado, cinza para REM e azul para NREM. Percebe-se que em épocas de REM
do hipnograma, ha maior poténcia da frequéncia de teta no espectrograma. (D): LFPs representativos do
dado bruto do sono NREM. (E): LFPs representativos do dado bruto do sono REM. (F): LFPs represen-
tativos do dado bruto do estado acordado. Para D, E e F: o painel de cima ¢ um LFP do PFC, o central de
CALl e a o inferior a do acelerometro. Nestes graficos, o eixo Y € a poté€ncia em mV e o eixo X o tempo
em segundos.
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Figura 9: Figura representativa de um animal. Em todos os gréficos o eixo X representa o nimero do
bloco de 10 segundos e as cores representam sua classificacdo, sendo amarelo para o estado acordado,
cinza para REM e azul para NREM. O tragado em preto ¢ a divisdo entre BL e PL. No eixo Y, tem-se
a poténcia do sinal de teta ou de delta, conforme intitulado acima do grafico. Ademais, as colunas con-
tém graficos de mPFC (a esquerda) e do eletrodo mais profundo de CA1, utilizado para a classificacdo
(a direita). Observa-se que épocas classificadas como NREM possuem maior poténcia de delta, prin-
cipalmente no mPFC, enquanto que épocas classificadas como REM possuem maior poténcia de teta,
principalmente em CAI.

Ademais, observamos uma variagdo na arquitetura do sono entre os animais, exemplifi-
cada pelo tempo dedicado ao sono REM, com desvio padrao (SD) de 3,324 no BL ¢ 4,396 no
PL. Para o tempo dedicado ao sono NREM, os SDs foram de 8,20 (BL) e 8,98 (PL). Diante
dessa variabilidade, avaliamos se essa disparidade no tempo despedindo nos diferentes estagios
de sono poderia potencialmente explicar a variagcao no desempenho dos animais no TLO. Para
isso, realizamos uma correlacao de Pearson (Figura 10 F, G e H). Nao observamos nenhuma
correlacdo entre os IDs e o tempo despendido em REM (correlagdo de Pearson, 1=0,32, p=0,24),
o tempo dependido em nREM (correlagdo de Pearson, r=0,22, p=0,32) e o tempo de sono total
(correlagdo de Pearson, r=-0,09, p=0,42).

Diante desse cenario, nos perguntamos se a variagao no desempenho dos animais poderia
ndo derivar da arquitetura do sono per se, mas sim de eventos oscilatorios que ocorrem durante

0 sono, especialmente durante o sono REM.
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Figura 10: (A): Porcentagem de tempo média despedindo em cada estado do cilco sono-vigilia, sendo
as barras cinzas, REM, as azuis, NREM ¢ as amarelas, acordado, em BL ¢ PL. (B): Numero de bouts
por minuto em cada estado do ciclo do sono. (C): O tempo de duragdo de cada bout em segundos para
cada estado do ciclo do sono. (D): Porcentagem média do tempo despendido dormindo para BL ¢ PL.
(E): Laténcia para o 1o REM em minutos para BL ¢ PL. Observa-se uma redugfo significativa da la-
téncia para o PL. (F): Correlagdo entre o desempenho de cada animal e o tempo despendido dormindo
(normalizado por BL). (G): Correlagdo entre o desempenho de cada animal e o tempo despendido em
NREM (normalizado por BL). (H): Correlacdo entre o desempenho de cada animal e tempo despendido
em REM (nomalizado por BL).

4.5 Separacao dos canais inseridos em CA1 utilizando ripples

Para a avaliacao dos distintos parametros eletrofisioldgicos do sono, utilizamos os eletrodos de
CA1 posicionados na camada piramidal, ou em proximidade imediata a esta, para as analises.
Para tal selecdo, optamos pelos canais que apresentavam a amplitude mais elevada do sinal
filtrado de ripples do sono NREM (Figura 11A). Conforme previamente mencionado, as ripples
sdo eventos desencadeados na camada piramidal de CA1, tornando a amplitude filtrada um
indicador relevante para identificar quais eletrodos estdo mais proximos dessa camada (Scheffer-
Teixeira e Tort, 2017). Destacado de verde nas figuras estdo os canais escolhidos para cada

animal, sendo que para todas as figuras esta representado a ripple média. (Figura 11B).
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Figura 11: (A): Perfil das ripples nas diferentes camadas de CA1, registradas utilizando um probe linear.
Repara-se que na camada piramidal a ripple possui sua maior amplitude. Figura adaptada de Scheffer-
Teixeira e Tort (2017). (B): Ripple média de cada eletrodo de CA1 (electrode 1 e electrode 2) para cada
animal. Em azul, est4 a ripple bruta, e em vermelho a ripple filtrada (140-220Hz). Circulado em verde
esta o canal que foi selecionado para cada animal para as proximas analises: eletrodo 1 para os animais
4,9, 10 e 14 e eletrodo 2 para os animais 6, 11 e 13.

4.6 Densidade espectral da poténcia (PSD) antes e depois do aprendizado

Conforme descrito anteriormente, a PSD ¢ empregada como pardmetro para avaliar a distri-
buicao de poténcia em diversas frequéncias do LFP de certa regido em determinado momento.
Neste projeto, examinamos as PSDs do mPFC e CA1 durante o sono REM e NREM (Figura
12A, B, G e H). Ao compararmos essas PSDs antes e depois do aprendizado no TLO, nao ob-
servamos diferencas entre BL e PL tanto nas poténcias de delta e teta durante sono NREM (teste
t pareado, one-tailed, delta mPFC: p=0,34, teta mPFC: p=0,61, delta CA1: p=0,19, teta CA1:
p=0,71) (Figura 12C, D, I e J) e quanto nas poténcias de delta e teta durante sono REM (teste
t pareado, one-tailed, delta mPFC: p=0,73, teta mPFC: p=0,82, delta CA1: p=0,89, teta CA1:

p=0,40) (Figura 12E, F, K e L). Dessa forma, nos perguntamos se nesse tipo de tarefa, a in-
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teracdo entre as regides mPFC e CA1 seria mais relevante do que a dindmica em cada regiao

isoladamente. Assim, procedemos a avaliacdo das coeréncias espectrais e de fase nas mesmas

faixas de frequéncia entre as regioes.

A CA1 - NREM
——BL
—PL
102
5]
E
[e]
o
1073
104 1, .
107 10"
Frequency (Hz)
CA1-NREM
0.8 D o6+
p=0,71
064 p=0,19 —
8 | | 5 047
2 2
I R ——— g
8 —=e o
= [
) < 0.2
S 024 | oI, =
0.0 T T 0.0 T T
BL PL BL PL
PFC - NREM
G — BL
— PL
102 |
o
z
(]
o
103 |
104 ] .
10° 10"
Frequency (Hz)
PFC - NREM
[ 0.8 J -
. 0=034 0.8
0.6 0.6 p=0,61
g g :
V=N N e
& 0.4+ & 044
= 3  S—
a e
'—
0.2 0.2 §
0.0 T T 0.0 T T
BL PL BL PL

B CA1 - REM
e BL
e PL
102 |
[5)
=
(o]
o
1073 |
/ ~
104 L r
109 10
Frequency (Hz)
CA1 - REM -
p =0,40
E 04 Fosq m—
0.3 p=0,89 0.6
g [ | 5
€02 S T
s — G047 | o
2 — £
0.1 0.2
o—9
—f
0.0 T T 0.0 T T
BL PL BL PL
PFC - REM
H — BL
— PL
102
@
2
(o]
o
103 |
104 1, .
10° 10
Frequency (Hz)
PFC - REM
K 06+ L 04+
p=0,82
p=0,73 0.34 | |
oad 1 —
& 3
@ a 027 %
5 s
0 0.2 4 2
T = 0.1+
0.0 T T 0.0 T T
BL PL BL PL



41

Figura 12: Densidade Espectral da Poténcia (PSDs). (A): PSDs médias de CA1 durante NREM (n=7),
em azul o BL e em cinza o PL. No eixo X estdo as frequéncias de 0 a 10 em escala de log e no eixo Y estdo
as poténcias, também em escala de log. (B): PSDs médias de CA1 durante REM (n=7). Os eixos e cores
seguem o mesmo padrdo descrito para A. (C): Poténcia média de delta em CA1 durante sono NREM em
BL e PL. (D): Poténcia média de teta em CA1 durante sono NREM em BL ¢ PL. (E): Poténcia média de
delta em CA1 durante sono REM em BL e PL. (F): Poténcia média de teta em CA1 durante sono REM
em BL e PL. (G): PSDs médias de mPFC durante NREM (n=7). Os eixos ¢ cores seguem 0 mesmo
padrdo descrito para A. (H): PSDs médias de mPFC durante REM (n=7). Os eixos e cores seguem o
mesmo padrao descrito para A. (I): Poténcia média de delta em mPFC durante sono NREM em BL e PL.
(J): Poténcia média de teta em mPFC durante sono NREM em BL e PL. (K): Poténcia média de delta
em mPFC durante sono REM em BL ¢ PL. (L): Poténcia média de teta em mPFC durante sono REM em
BL e PL.

4.7 Coeréncia de fase e espectral antes e depois do aprendizado.

Como descrito anteriormente, a coeréncia de fase representa uma métrica para avaliar a sincroni-
zagao entre diferentes regides cerebrais com base na fase das frequéncias, enquanto a coeréncia
espectral mensura a comodulagdo entre regides cerebrais com base na poténcia do sinal nas di-
ferentes frequéncias. Aqui, investigamos as coeréncias entre mPFC e CA1 durante o sono REM
e NREM (Figura 13 A a D).

Ao compararmos as coeréncias antes e depois do aprendizado no TLO, antecipavamos um
aumento em PL, considerando que trabalhos anteriores relataram esse aumento, principalmente
para coeréncia espectral na faixa de teta durante o sono REM (Lobato et al., 2023). Contudo,
ndo encontramos diferenga significativa entre BL e PL nas coeréncias na faixa de teta durante
REM (teste-t pareado, one tailed, coeréncia de fase em teta: p=0,08 coeréncia espectral em teta:
p=0,09), nem na faixa de delta durante NREM (teste-t pareado, one tailed, coeréncia de fase em
delta: p=0,17 coeréncia espectral em delta: p=0,13) (Figura 13 E a H).

Apesar dessa constatacao, dada a variabilidade nas coeréncias observadas entre os animais
(SD coeréncia de fase de delta em NREM = 0,07, SD coeréncia espectral de delta em NREM
= 0,05, SD coeréncia de fase de teta em REM = 0,03, SD coeréncia espectral de teta em REM
= 0,03) nos perguntamos se essas variagoes poderiam potencialmente explicar a divergéncia no
desempenho dos animais no TLO. No que diz respeito as coeréncias de espectrais (Figura 13
K e L), ndo encontramos correlagao significativa, seja na banda de teta durante o sono REM ou
de delta durante o sono NREM (correlagdo de Pearson, teta em REM: p=0,16 e r=0,19, delta
em NREM: p=0,42 e r=0,01). No entanto, na coeréncia de fase, apesar de ndo observarmos

correlagdo entre os DIs e a coeréncia de delta durante NREM (correlacao de Pearson, p=0,38 ¢
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r=0,15), identificamos uma correlagao significativa entre os DIs e a coeréncia em teta durante o
sono REM (correlagao de Pearson, p=0,04 e r=0,69). Isso sugere que animais que apresentaram
uma maior coeréncia de fase em teta durante o sono REM apo6s o aprendizado obtiveram um

desempenho superior no TLO.
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Figura 13: Coeréncias de fase e espectral.(A): Coeréncias de fase médias entre CA1 e mPFC durante
NREM (n=7), em azul o BL e em cinza o PL. No eixo X estdo as frequéncias de 0 a 10 em escala de log
e no eixo Y estdo as poténcias, também em escala de log. (B): Coeréncias de fase médias entre CAl e
mPFC durante REM (n=7). Os eixos e cores seguem o mesmo padrdo descrito para A. (C): Coeréncias
espectrais médias entre CA1 e mPFC durante NREM (n=7). Os eixos e cores seguem o mesmo padrido
descrito para A. (D): Coeréncias espectrais médias entre CA1 e mPFC durante REM (n=7). Os eixos
e cores seguem o mesmo padrao descrito para A. (E): Coeréncia de fase média para delta durante sono
NREM em BL e PL. (F): Coeréncia de fase média para delta durante sono REM em BL e PL. (G):
Coeréncia espectral média para delta durante sono NREM em BL e PL. (H): Coeréncia espectral média
para delta durante sono REM em BL e PL. (I): Correlagdo de Pearson entre os DIs de cada animal e suas
respectivas coeréncias de fase em delta durante NREM. (J): Correlagao de Pearson entre os DIs de cada
animal e suas respectivas coeréncias de fase em teta durante REM. (K): Correlagdo de Pearson entre os
DIs de cada animal e suas respectivas coeréncias espectrais em delta durante NREM. (L): Correlagao de
Pearson entre os DIs de cada animal e suas respectivas coeréncias espectrais em teta durante REM.

4.8 Causalidade de Granger.

A aplicagdo da causalidade de Granger permite avaliar a direcionalidade do sinal entre a regido
CAl e o cortex pré-frontal medial (mPFC). Neste projeto, formulamos a hipotese de que o
hipocampo modularia o sinal de teta no mPFC, prevendo, assim, uma maior causalidade de
Granger no sentido hipocampo para mPFC. Ao analisarmos a causalidade maxima na faixa de
teta entre as dire¢des CA1-mPFC e mPFC-CAL nos registros de sono REM PL, observamos que
a primeira ¢, em média, 3,5 vezes maior que a segunda (teste-t pareado, p = 0,0226) (Figura 14
A e B). Esses dados corroboram a suposi¢ao de que a modulagdo em teta durante o sono REM

entre as duas areas de interesse ¢ predominantemente conduzida pelo hipocampo.
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Figura 14: (A): Grafico de causalidade de Granger, onde o eixo X representa as frequéncias e o Y o
valor da causalidade. O tragado vermelho representa a causalidade média na diregdo CA1 para mPFC e
em azul, na dire¢do mPFC para CA1. Percebe-se que na frequéncia de teta a direcionalidade CA1-mPFC
¢ maior, dado que ¢ confirmado em B. (B): Boxplot da causalidade de Granger na faixa de teta, confir-
mando estatisticamente a significancia da diferenca de direcionalidade do dado em A. Dados expressos
em boxplot, com traco horizontal representando a mediana e os quartis e barras verticais os outliers.

5 DISCUSSAO

Atualmente, ¢ amplamente reconhecido que padrdes oscilatorios que ocorrem durante o sono
tém um papel importante na corticalizagao de memorias (Klinzing et al., 2019; Tononi e Cirelli,
2020). No entanto, os mecanismos subjacentes a esse processo ainda nao sao completamente
compreendidos.

No caso do sono NREM, foi descrito o papel de eventos oscilatorios como ripples, delta
e spindles para a reativagao hipocampal e transferéncia de informagdes (Maingret et al., 2016;
Tononi e Cirelli, 2020; Norimoto et al., 2018). No entanto, para o sono REM, as evidéncias
para o papel de teta sdo relativamente escassas. Até o momento, sabe-se que a privacdo de
REM (Juvet et al. 1964; Pearlman, 1969; Rasch e Born, 2013; Kim et al., 2021) e perturbagao
de teta durante REM leva ao prejuizo na consolidagao de memoria (Boyce ef al., 2016), e o
acoplamento em fase de teta hipocampal com gamma parece ter papel importante para o pro-
cessamento de informagdes adquiridas durante vigilia (Canolty e Knight, 2010). Além disso,
Artigo Almeida-Filho et al., 2021 mostraram mudanga da direcionalidade de teta entre hipo-
campo e cortex retroesplenial relacionado com consolidagdo de memoria, apontando para uma
participagdo dessa oscilagdo durante REM na corticalizagdo. Sendo assim, neste estudo investi-
gamos possiveis associagdes entre arquitetura do sono e seus padrdes oscilatorios (em especial

durante o sono REM) com consolida¢ao de memoria.
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Em nossos resultados, ndo observamos diferencas na arquitetura do sono antes e depois
do TLO, com exceg¢ao da reducao do niumero de bouts do sono NREM pds-aprendizagem. No
entanto, notamos uma redu¢do significativa para a laténcia do sono REM apos aprendizado.
Também ndo identificamos diferengas entre BL e PL em relacdo a poténcia das oscilagdes delta
etetaem CAl e mPFC. Contudo, ao avaliarmos a sincronia entre o mPFC e CA1 em teta, embora
nao tenha havido diferenca entre BL e PL, observamos uma correlacao positiva entre o DI e a

coeréncia de fase em teta entre CA1 e mPFC.

5.1 A arquitetura de REM e a reducio da laténcia para o sono REM pos-aprendizado

A relagdo entre arquitetura do sono e aprendizado ¢ amplamente documentada, com estudos
revelando prejuizos na memoria decorrentes da privacdo do sono REM. As primeiras evidén-
cias, embora inicialmente controversas, foram obtidas por meio do método do vaso invertido
(Juvet et al.,1964 e Pearlman, 1969), sendo posteriormente corroboradas por pesquisas adici-
onais. Experimentos conduzidos por Smith e Butler (1982), utilizando o paradigma de Two-
Way Active Avoidance Test (tarefa aversiva com choque), e Smith e Rose (1985), empregando
o labirinto aquatico de Morris, demonstraram que a privagdo de sono REM resultava em de-
sempenho inferior em tarefas de memoria em ratos sprague-dawley. Ademais McDermott et
al. (2003), enquanto estudava alteragdes na plasticidade sinéptica de animais com privacao de
REM, também observaram menos freezing em animais que passaram pela tarefa aversiva de
choque, confirmando que a privacado de REM prejudica a consolidagdo de memorias.

Além disso, estudos indicam que o processo de aprendizado em si pode afetar o padrao de
sono, observando-se um aumento de periodos de sono REM ap0os testes cognitivos. Por exemplo,
Lucero, ja em 1970, observou o aumento de REM em roedores apos aprendizado em labirinto.
Hannevin ef al. (1995) também viu esse aumento despendido em REM apds exposi¢ao de ratos
e gatos a tarefas com reforco positivo e negativo. No entanto, este aumento em REM parece
estar associado com a aquisi¢ao do teste, uma vez que ele deixava de ser observado quando
a tarefa era completamente dominada pelo animal. Ademais, o gatilho para este aumento em
REM parece estar relacionado com o quao desafiador o teste era para o animal (Hannevin ef al.,
1995). Em 2000, Datta também observou aumento do sono REM apo6s aprendizado de ratos na
tarefa de condicionamento de medo e mais recente ainda, Milinski et al. (2021) demonstrou que
3 horas de comportamento exploratério de camundongos gerou mais periodos de REM.

Em nossos experimentos, o aumento de REM pds-aprendizado ndo foi observado como
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esperado, apesar de ndo haver estudos relatando este fendmeno apds TLO. No entanto, Binder et
al. (2012) relatam fenomeno semelhante em TLO com 2 horas de retencao, na qual a aquisi¢ao
e evocacao foi feita com apenas 2 horas de diferenca, em vez de 24 horas como foi em nosso
protocolo. Neste trabalho, o tempo em sono REM também aparentou nao sofrer modificagdes
apos tarefa de objetos. Com base na literatura acima, uma possivel explicacdo poderia ser a
falta de valéncia emocional para o TLO, que nao oferece estimulos aversivos ou recompensas
claras (Ennaceur e Delacour, 1988; Ennaceur, Neave, Aggleton, 1997) como os testes usados
por Hannevin et al. (1995) e Datta (2000). De fato, ha hipdteses na literatura que sustentam que
o sono REM estaria mais associado com a consolidacao de memorias de aversao ou recompensa
dependentes de amigdala (Genzel et al., 2015; Ackerman et al., 2015). Outra possibilidade para
a falta do aumento de tempo despendido em REM ¢ que o teste talvez ndo seja desafiador o
suficiente para os animais (Hannevin et al., 1995). No entanto, considerando-se que o TLO
depende apenas do comportamento exploratdrio natural dos roedores, ndo ¢ simples categorizar
o quao desafiador ele ¢, uma vez que ndo ¢ possivel mensurar o desempenho do animal em erros
e acertos.

Ademais, ¢ importante pontuar que em nossos experimentos os animais nao foram priva-
dos de sono em decorréncia da tarefa comportamental. O sono REM esta sob o controle home-
ostatico, e a ocorréncia de periodos mais longos de REM apds a privagao ¢ gerado pela pressao
de sono (Shea et al., 2008; Datta e Oliver, 2017; Park e Weber, 2020). Em roedores, privacdes
de duas horas ou menos ja sdo suficientes para gerar esse efeito, € quanto mais tempo sem sono
REM o animal fica, maior € o efeito rebote e o tempo despendido em REM no sono subsequente
(Park e Weber, 2020). Dessa forma, ¢ possivel que as diferencas na arquitetura observadas nos
experimentos citados acima tenham ocorrido devido a privagdo em si, como o caso de Milinski
et al. (2021), cujo objetivo era de fato manter os animais acordados durante o periodo explo-
ratorio. Além disso, a falta de dados quanto ao horério de realizagdo dos experimentos citados
dificulta diferenciar o que seriam efeitos decorrentes do aprendizado ou da privacao que a ta-
refa comportamental induz quando realizada no periodo em que o roedor naturalmente estaria
dormindo.

Ainda, a reducdo de 55% na laténcia para REM que observamos no sono apds TLO ¢
um dado consistente com o aumento de REM pdés-aprendizado observado na literatura. Datta
(2000), por exemplo, encontrou uma reducao de 10%, ainda que ndo-significativa, na laténcia

para REM no sono pos-aprendizado de tarefa aversiva. Wetzel et al. (2003) avaliaram se essa
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laténcia para o sono REM poderia estar associada ao aprendizado no labirinto em Y, no entanto
ndo encontraram correlagdes. Apesar disso, a redu¢do da laténcia significa que o animal entrou
mais rapidamente no sono REM ap0s a tarefa. Isso indica que o TLO, ainda que tendo apenas
30 minutos na parte inicial da manha, quando a pressao de REM ¢ menor, possivelmente gerou
maior pressao de sono REM ao longo do dia (Park e Weber, 2020). Isso pode ser explicado
tanto pelo tempo que o animal passou acordado durante a tarefa em um momento que ele pos-
sivelmente estaria em sono NREM, quanto pelo aprendizado em si. Ainda assim, ¢ possivel hi-
potetizar que a reducao da laténcia ¢ um mecanismo de controle homeostatico pds-aprendizado,

mas seria necessarios mais experimentos para confirmacgao desta ideia.

5.2 Arquitetura de NREM e a reducio do niumero de bouts de NREM pés-aprendizado

O sono NREM ¢ um componente chave na hipdtese da homeostase sindptica (synaptic home-
ostasis hypothesis - SHY) (Tononi e Chirelli, 2015), que postula que o sono ¢ essencial para a
redugdo seletiva da forga sinaptica. Nessa hipotese, as oscilacdes lentas de NREM teriam um
papel de reducgdo da forga sinaptica das redes neurais que passam por potenciagdo sinaptica du-
rante o dia. Essa necessidade de renormalizag¢do das sinapses ocorre para que elas ndo saturem,
o que prejudicaria o funcionamento neuronal normal. Ademais, a renormalizagdo ¢ seletiva, a
fim manter sinapses relevantes e enfraquecer as menos importantes. Alguns dos mecanismos
para esse controle seriam justamente as oscilagdes lentas, ripples e spindles que ocorrem durante
NREM (Maingret et al., 2016; Norimoto et al., 2018).

Apesar disso, as alteragdes em NREM que ocorrem durante a SHY nao parecem ter re-
lagdo com o tempo despendido nesse estagio do sono, como acontece para REM, mas sim na
amplitude das ondas lentas. Portanto, a falta de aumento no tempo despendido em NREM que
obtivemos em nossos experimentos esta de acordo com outros achados da literatura, que tam-
bém nao encontraram diferenca no tempo despendido nesse estagio apos o aprendizado (Lucero,
1970; Smith and Rose, 1997; Datta, 2000; Milinski ez al., 2021).

Além disso, a redugdo do nimero de bouts que encontramos em NREM indica uma re-
dugdo da fragmentagdo desta fase do sono. A fragmentacao do sono esta associada a déficits
cognitivos e piora no desempenho em tarefas de aprendizado (McCoy et al., 2011; Tartar et
al., 2006). Portanto um sono menos fragmentado ¢ mais efetivo para a formagdo de memorias,
possivelmente ativando e mantendo mecanismos de homeostase sindptica de maneira mais efi-

ciente. Entretanto, seria preciso avaliar mais a fundo outros parametros do sono NREM, como
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as spindles, ripples, oscilagdes lentas, bem como a coordenagdo entre elas, para compreender

melhor essa hipdtese e confirmar se nosso modelo est4 de acordo com os achados da literatura.

5.3 Padroes oscilatérios, sono e memdria.

As oscilagdes neurais refletem mudangas na excitabilidade do potencial de membrana, e, por-
tanto, podem ser uma forma eficiente de transmissao de informagao (Buzsaki, 2006). Ademais,
a sincronizacao de grandes populagdes neurais de determinada regido em diferentes frequéncias
varia de acordo com o comportamento e funcao cognitiva (Buzsaki ef al., 2012). Dessa forma
compreender a dindmica de oscilagdes como delta, prevalente no sono NREM, e teta, prevalente
no sono REM, ¢ uma forma de entender quais seriam as possiveis janelas de oportunidade para
a transmissao de informagdes ¢ formagao de memorias durante o sono.

A poténcia de diferentes frequéncias no sinal de um LFP reflete o grau de sincronizacdo
local (Buzséki et al., 2012), e conforme explicado nos métodos, utiliza-se o calculo de PSD como
forma de avaliar a distribuicao de energia do sinal ao longo das frequéncias (Buzsaki e Draghun,
2004; Gao, 2015). Em nossos experimentos, obtivemos os resultados esperados para as PSDs
de delta durante NREM e teta durante REM, uma vez que ja ¢ bem estabelecido a prevaléncia
de oscilagdes entre 5-12Hz durante REM e de 1-4Hz durante NREM (Marshall ef al., 2019;
Klinzing et al., 2019; Le Bom, 2021). No entanto, quando comparamos as poténcias de teta
e delta em REM e NREM antes (BL) e apds (PL) o aprendizado, ndo observamos nenhuma
diferenca.

Estudos sugerem que a poténcia de teta durante REM pos aprendizado esté principalmente
atrelada a formagao de memorias emotivas. Por exemplo, Nishida et al. (2008) em estudo com
humanos, observou uma correlacdo positiva entre a poténcia de teta no cortex pré-frontal durante
REM e a formagao de memorias aversivas. O mesmo efeito ndo foi observado para memorias
neutras (Nishida et al., 2008). Sopp et al. (2017) também em experimentos em humanos, obser-
vou o mesmo fendmeno entre poténcia de teta no PFC durante REM e consolidagdo de memorias
aversivas. Ja em experimentos com ratos na tarefa de Two-Way Active Avoidance Test, foi ob-
servado o aumento da poténcia de teta no EEG da regido do hipocampo durante REM, seguido
do aumento de spindles durante NREM (Fogel et al., 2009), também sugerindo um papel de teta
na formagao de memorias aversivas. Ademais, como mencionado anteriormente, diversos estu-
dos em roedores ja associaram o sono REM a formacao de memorias emotivas (Genzel et al.,

2015; Ackerman et al., 2015; Bodt et al., 2023), apesar de alguns nao relatarem a dinamica da
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poténcia de teta durante REM. Portanto, é possivel que, se a tarefa escolhida para os experimen-
tos desse estudo tivesse algum efeito aversivo ou recompensador, uma diferenca na poténcia de
teta seria observada em PL, tanto no pré-frontal, quanto no hipocampo.

Ainda, os efeitos das oscilagdes teta durante REM também foram observadas em roedo-
res para tarefas neutras. Boyce et al. (2018) ao abolirem optogeneticamente as oscilagdes teta
durante o sono REM, efetivamente reduzindo sua poténcia no hipocampo, prejudicaram a for-
magdo de memoria espacial no TLO. No entanto, cabe ressaltar que a dindmica entre diferentes
regides cerebrais ndo foram avaliadas nesse trabalho, portanto ¢ possivel que a perturbacao de
teta tenha gerado prejuizo na memoria em TLO ndo por causa da poténcia de teta em si, mas
pelo prejuizo provocado na dinamica de teta entre o hipocampo e outras regides, como o PFC.
De fato, evidéncias apontam que a comunicacao entre diferentes areas durante REM parece ter
um papel mais importante para a consolidacdo de memoria que a poténcia do sinal local em si

(Hutchison e Rathore, 2015; Klinzing et al., 2019, Genzel et al., 2015; Ackerman et al., 2015).

5.4 A coeréncia de teta e delta e a correlacio entre a coeréncia de fase em teta durante

REM com o indice de discriminacio.

A sincronizagdo entre oscilagdes de diferentes areas e o grau de sincronizagdo parece refletir a
forca da conectividade entre elas (John, 2002; Edelman e Tononi, 2000). Além disso, a comu-
nicacdo de longas distancias no cérebro parece depender dessa sincronizacao em frequéncias e
fases especificas (Engel et al., 2001; Fries et al., 2015). A partir disso, conforme descrito nos
métodos, utilizamos medidas como a coeréncia espectral e a coeréncia de fase entre diferentes
regides como uma maneira de avaliar indiretamente a conectividade entre CA1 e mPFC durante
o sono. A coeréncia de fase mede a sincronizagdo entre diferentes regides cerebrais com base
na fase do sinal das frequéncias, enquanto que a coeréncia espectral mede a comodulagao entre
diferentes regides com base, principalmente, na amplitude do sinal das frequéncias (Siegel et
al., 2012).

O sono REM naturalmente possui maior coeréncia em teta quando comparado com outros
estados comportamentais (Mondino et al., 2020), principalmente em se tratando do hipocampo,
uma vez que hipotetiza-se que ¢ essa a frequéncia utilizada por essa regido para comunicar
com outras (Fogel ef al., 2009). No entanto, a coeréncia pode ser ainda maior apds tarefas
de aprendizado. Em ratos, por exemplo, uma alta coeréncia espectral em REM ¢ encontrada

entre a amigdala, hipocampo e mPFC e est4 associada com consolidagdao de memorias aversivas
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(Popa, 2010; Klinzing, 2019). Lobato et al. (2022) também encontraram aumento de coeréncia
espectral de teta entre cortex e hipocampo durante o sono REM apo6s aprendizagem da tarefa
de localizacdo de objetos modificada, na qual ratos eram expostos a cinco trials com 2 objetos
idénticos variando a posi¢do para cada trial. No entanto, o grupo ndo chegou a correlacionar
este aumento com o desempenho dos animais na tarefa, ndo sendo possivel saber se 0 aumento
de coeréncia esta relacionado ao desempenho individual de cada animal ou se ¢ um fendomeno
provocado pela tarefa em si.

Em nossos experimentos, ndo observamos efeitos do aprendizado no aumento da coerén-
cia tanto espectral quanto de fase. Novamente, este efeito pode estar relacionado a auséncia
de valéncia emocional do TLO, como também pode estar relacionado a dificuldade da tarefa,
cuja execucao € mais simples que a tarefa realizada por Lobato et al. (2022). No entanto, o ni-
mero limitado de estudos que incluem tarefas ndo emocionais para esse tipo de analise dificulta
concluir que aumento de coeréncia poderia estar ligado somente a tarefas emotivas. Em nosso
experimento, por exemplo, apesar de ndo termos um valor de p menor que 0,05, observamos
um aumento na coeréncia de fase em teta de em média 3,7% e na coeréncia espectral em teta
de em média 3,9% durante o sono REM apos aprendizagem (respectivamente: teste-t pareado
one-tailed: p=0,09 e p=0,11), e esse aumento parece expressivo em cinco dos sete animais (de
7%, em média, para esses animais), dado que sugere algum efeito do aprendizado na coeréncia
e que poderia ficar mais evidente com um N amostral maior. Ademais, neste projeto também
observamos uma correlacao positiva entre a coeréncia de fase em teta durante REM com os DIs
dos animais no TLO (correlagdo de Pearson, p=0,04 e r=0,69). Esse dado, além de inédito na
literatura, ¢ mais uma indicagdo de que o sono REM possui participagao na consolidagdo de me-
morias espaciais. Além disso, reforca a ideia das oscilagdes teta atuando como um sincronizador
de regides e integrador dos tracos de memoria.

Ademais, outras analises em relagdo a coeréncia, sincroniza¢ao e comodulagdo poderiam
nos trazer novas informagoes sobre o papel de teta durante REM na formacao de memorias.
Por exemplo, o acoplamento teta-gama-rapido, no qual a fase de teta modula a amplitude de
oscilagdes mais rapidas (110-150 Hz) e vice versa (a amplitude de gama modulando a fase de
teta) ¢ maior durante o sono REM (Montgomery et al., 2008; Scheffer-Teixeira e Tort, 2017;
Klinzing et al., 2019). Inclusive, foi demonstrado por Montgomery et al. 2008 que o aumento
da coeréncia de teta durante REM no giro denteado ocorre junto com a reducao da coeréncia

em gama entre CAl e CA3 e esse fendmeno poderia estar atrelado a separacdo de padrdes a
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serem evocados futuramente no estado acordado. Ademais, Cavelli et al. (2017) encontraram
no EEG uma alta coeréncia de fase entre teta e as oscilagdes gama rapidas, e sugeriram que
esse fenomeno pode ter relacdo com a cogni¢do, uma vez que as oscilagdes rapidas parecem ter
papel no processamento de memérias (Tort e al., 2013). E possivel, entdo, que em nossos dados
encontremos algum aumento desse tipo de acoplamento no hipocampo apos aprendizagem, e
talvez até mesmo uma correlacao com DI.

Por fim, apesar de ndo ser uma medida de coeréncia e comodulagdo, ¢ possivel também
correlacionar eventos oscilatorios que acontecem durante o sono REM com eventos que acon-
tecem no sono NREM. Por exemplo, apds tarefa de Two-Way Active Avoidance Test em ratos,
foi observado que o aumento da atividade de teta no EEG durante REM esta associado com o au-
mento de atividade de spindles no sono NREM subsequente (Fogel et al., 2009). Isso demonstra
que possivelmente o papel de oscilagdes teta no sono REM complementa o de oscilagdes presen-
tes no sono NREM e reforga a ideia da hipdtese sequencial do sono, na qual sono REM e NREM

possuem papéis complementares para formagao de memoria (Fogel et al., 2009; Buzsaki, 1989).

5.5 As implicacdes da causalidade de Granger.

Uma vez confirmada a correlacdo entre coeréncia de fase e DI, foi importante compreender mais
a fundo a origem da modulacao em teta entre essas duas regioes. A andlise de coeréncia de fase
ndo quantifica as relagdes direcionais entre as regides, portanto para abordar a direcionalidade
do fluxo de informagdo, recorremos a causalidade de Granger.

Durante comportamentos espaciais, a causalidade de Granger na faixa de teta parece au-
mentar na dire¢cao hipocampo-PFC (Tavares e Tort, 2022). Ademais, trabalhos comom os de
Koike et al. (2017) e Almeida-Filho ef al. 2021 constataram que havia valores significativos de
causalidade de Granger dentro da faixa teta durante REM na dire¢do do hipocampo para o cor-
tex retrosplenial. Isso sugere que ha um fluxo predominante de informacao saindo hipocampo
na faixa de teta para regides corticais. De fato, em nossos dados, observamos uma causalidade
de Granger expressiva em teta durante REM na direcdo de CA1 para mPFC, corroborando a
hipotese de que o hipocampo modula a comunicagdo entre regides utilizando-se dessa faixa de
frequéncia.

Esses resultados estdo em consonancia com estudos anteriores que também observaram
valores significativos de causalidade de Granger dentro da faixa teta durante REM na direcdo

do hipocampo para o cortex (Koike et al., 2017). Entretanto, tais descobertas instigam questoes
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sobre os substratos neurais e as vias especificas responsaveis pela modulagdo observada.
Sabe-se que as oscilagdes teta sdo geradas a partir da atividade ritmica de neuronios GA-
BAcérgicos do Septo Medial (Adamantidis et al., 2019). No entanto, a comunicagdo entre o
hipocampo e o PFC pode ocorrer tanto através de uma proje¢ao direta de CA1l ventral para o
mPFC quanto por meio de outras vias, como o nucleo reuniens (Chao ef al., 2017). Adicional-
mente, existem projecoes de CAl para o subiculo, cortex entorrinal, cortex orbitofrontal, entre
outras regides, as quais, por sua vez, podem estar associadas a atividade do mPFC (Ciocchi,
2015, Zangbar et al. 2018). Assim, uma variedade de vias modulatérias poderia potencialmente
contribuir para a comunicagao em teta entre o hipocampo € o mPFC. No entanto, mais estudos
sobre essas vias seriam necessarios para compreender melhor a relagao causal de coeréncia de

teta entre CA1 e mPFC.

5.6 Limitacoes do estudo.

E importante ressaltar que o projeto realizado aqui possui limitagdes inerentes. Para comegar,
o baixo N de animais (n = 7) poderia explicar em parte porque algumas diferencas esperadas
ndo foram obtidas. Inclusive, com um niimero maior de animais, seria possivel separar os que
desempenharam bem no TLO e os que ndo desepenharam bem, possibilitando uma comparagao
entre grupos que nao foi possivel neste estudo. Ademais, a utilizagdo de um estereotrodo com
2 canais, apesar de aumentar as chances de atingir a camada piramidal de CA1 quando compa-
rado a um eletrodo monopolar, ainda assim dificulta o posicionamento exato deles na camada
desejada. Uma matriz com mais canais seria o ideal para garantir uma analise que leva em con-
sideracao as mesmas camadas de CA1 entre animais. Ademais, apesar do uso das ripples ser um
método confidvel para a confirmagdo do posicionamento do eletrodo, ainda assim ¢ importante
os dados das analises histoquimicas, que ainda ndo foram finalizadas.

Por fim, ¢ fundamental salientar que todas as conclusdes derivadas deste estudo se restrin-
gem a ratos do sexo masculino, destacando a necessidade premente de investigacdes envolvendo
fémeas. Tais estudos ndo apenas aprimorariam a compreensao do papel do sono na consolidacao
da memoria, mas também enriqueceriam o conhecimento no campo da neurofisiologia, consi-

derando a predominancia das pesquisas realizadas em individuos do sexo masculino.
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5.7 Conclusoes e proximos passos.

Neste estudo, obtivemos evidéncias que favorecem a ideia de que o sono REM parece desem-
penhar papel na formacdo de memoria. As principais evidéncias para isso sdo a reducdo de
laténcia para o sono REM e a correlacdo entre a coeréncia de fase em teta durante REM entre
CA1 e mPFC com o desempenho dos animais no TLO. Apesar de ser bem relatado o papel do
sono REM para memorias afetivas, este trabalho sugere que ele também tenha um papel em
memorias espaciais neutras, contribuindo com evidéncias até agora inéditas.

No entanto, para compreender melhor a relacdo do sono REM com a corticalizagdo, seria
necessario 1) aumentar o numero de sujeitos, incluindo analises com fémeas, 2) avaliar outros ti-
pos de comodulagdo, como teta-gama, 3) associar fendmenos do sono REM com o sono NREM,
a fim de avangar nos estudos da hipdtese sequencial do sono, 4) fazer analises semelhantes em
outros testes comportamentais, de memoria espacial e emocional (ver materiais suplementares),
5) aplicar técnicas de malha fechada para detectar oscilagdes teta durante REM e inibi-las em
tempo real, para avaliar as consequéncias da abolicao da coeréncia em teta (ver materiais suple-
mentares) € 6) analisar com mais detalhe a coeréncia de fase em relagdo a fase preferencial de

acoplamento antes e depois do aprendizado.
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6 MATERIAL SUPLEMENTAR

Este projeto inclui dados suplementares em relacdao a padronizagdo de testes comportamentais

e ao desenvolvimento de um detector de oscilagdes teta.

6.1 Padronizacio de testes de memoria espacial

Alguns processos mnemonicos dependentes de hipocampo podem ser estudados em roedores por
meio de tarefas comportamentais, em especial, tarefas para memoria espacial (Morellini, 2013).
A interpretacdo de respostas comportamentais de animais, no entanto, ndo ¢ uma tarefa simples,
e por isso diferentes testes foram desenvolvidos ao longo dos anos para melhor compreender
o estado animal. Uma forma de observar a memoria espacial € pela navegagao do animal em
certo ambiente e como ele explora o contexto em que se encontra. Nesse contexto, os testes
comportamentais medem o desempenho animal para inferir o aprendizado (Morellini, 2013).

Sendo assim, para este estudo, o TLO foi a tarefa que, a principio, melhor responderia
nossas perguntas em relagdo a corticalizacdo de memdorias espaciais. No entanto, ao padroni-
zar o TLO tendo como referéncia o artigo do Maingret et al. (2016) (n=6), observamos que 0s
animais em nossos testes comportamentais (n=39) possuiam um indice de discriminagao signifi-
cativamente menor (teste-t ndo pareado, -20%, p=0,003) (Figura 15B). Questionamos se o fato
de utilizarmos os ratos Wistar, linhagem albina com baixa visao ¢ diferente da linhagem que
Maingret et al. (2016) utilizaram (Sprague-Dawley), pudesse possivelmente explicar o baixo
desempenho médio dos nossos animais. De fato outro artigo que usa animais Wistar chegou em
resultados semelhantes aos nossos (Ozawa et al., 2011), e ainda demonstrou que quanto maior o
tempo de exposicao ao objeto, melhor o desempenho do animal. No entanto, uma andalise mais
detalhada desse comportamento ainda se faz necessario, uma vez que ha resultados muito varia-
dos para o TLO conforme o trabalho, e a reprodutibilidade dos resultados como os do Maingret
et al. (2016) parece baixa.

Portanto, a fim de que pudéssemos garantir um desempenho melhor dos animais para con-
cluir que eles efetivamente retiveram ou nao memoria espacial, fomos em busca de padronizar
outros protocolos que melhor se adaptassem a linhagem Wistar. Os protocolos testados foram
o TLO com dupla exposicao, o teste de localizacao espontanea de objeto (TLEO) e o labirinto

de Barnes (LB).
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Figura 15: Graficos de barras comparando resultados do TLO obtidos neste projeto com os resultados
obtidos na bibliografia de referéncia (Maingret et al 2016). (A): Comparacao entre animais que passaram
pela cirurgia e a referéncia (n=7 e n=6). Animais que passaram pela cirurgia tiveram um desempenho
significativamente menor que animais referéncia (-18,3%, p<0,0001). (B): Comparagdo com toodos
animais que passaram pelo TLO no LANEC (n=39), e animais do LANEC tiveram desempenho signifi-
cativamente menor (-20%, p=0,003).

6.1.1 Teste de Localizacio de Objetos com dupla exposi¢cio

Conforme explicado nos métodos, o TLO ¢ utilizado para averiguar a memoria espacial, e mede
a preferéncia espontanea de roedores pela novidade (Ennaceur e Delacour, 1988; Ennaceur,
Neave, Aggleton, 1997). No entanto, para garantir que o objeto deslocado realmente tivesse
um efeito de novidade, resolvemos testar este paradigma utilizando duas exposi¢des, uma vez
que ha evidéncia de que mais tempo de aquisicdo melhora o desempenho animal (Ozawa et al.,
2011). Dessa forma, os animais passaram por dois dias de exposi¢dao aos objetos (n=11), por
20 minutos cada dia (Figura 16A), e depois uma evocac¢ao de 5 minutos, como no protocolo
original do TLO. O DI ¢ calculado de forma idéntica ao do TLO com tnica exposicao, tendo
o tempo de exploragdo do dia de evocagdo como referéncia. No entanto, o desempenho dos
animais ainda assim foi significativamente menor que os animais do Maingret ef al. (2016) (-
24%, teste-t ndo pareado, p=0,0021) e ndo foi muito diferente TLO com exposic¢ao Unica de 30

minutos (teste-t ndo pareado, p=0,52) (Figura 16D).

6.1.2 Teste de localizacio espontanea de objetos (spontaneous location recognition task

em inglés).

De forma semelhante ao TLO, o teste de localizagao espontanea de objetos também avalia a
memoria espacial de animais, medindo a preferéncia de roedores pela novidade (Reichelt et al.,

2021). No entanto, neste paradigma, ¢ possivel testar a nivel de separagdo de padrio que o
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animal possui de acordo com a similaridade do contexto de cada um dos objetos. Para isso sdo
utilizados 3 objetos idénticos durante a fase de aquisi¢dao (10 minutos) e na fase de evocacao
24 horas depois (por 5 minutos) dois objetos sdo removidos e um, também idéntico, ¢ colocado
no ponto equidistante a esses dois objetos retirados (Figura 16B). Quanto mais proximo os
dois objetos a serem substituidos estdo na aquisi¢cao, mais dificil diferenciar o contexto do novo
objeto como sendo novidade na fase de evocacao. No entanto, para testar o protocolo, iniciamos
com o paradigma no qual os 3 objetos inicialmente estavam em posi¢des equidistantes, de modo
que, ao serem substituidos, o objeto novo ficaria claramente em um contexto diferente, tornando
o reconhecimento mais facil para o animal (n=8).

O indice de discriminagdo para este paradigma também foi calculado com base no tempo
de exploracdo no objeto antigo e no novo, de forma idéntica ao que calculamos o DI de OLT.
Nossos resultados foram semelhantes aos obtidos por outros trabalhos citados pelo protocolo
(Gilchrist et al., 2021; Hueston et al., 2018), no entanto, ainda assim a discriminag¢ao ¢ mais

baixa que a obtida pelo Maingret ef al. (2016), e ndo muito diferente da discriminagdo do OLT.

6.1.3 Labirinto de Barnes

Criado em 1979 por Barnes, o LB mede o tempo necessario para um animal encontrar a caixa
de escape de uma plataforma circular elevada (Barnes, 1979). O teste ¢ dividido em diferentes
fases: uma fase de habituacdo a plataforma elevada, uma fase de aquisi¢do da localizacao da
caixa de escape, e uma fase de teste, na qual o buraco da caixa ¢ tampado e a retencdo de memoria
do animal ¢ medida pelo tempo que ele passa explorando a area onde havia a caixa (Gawel et
al., 2019). E esperado que ao longo dos dias e das repeti¢des o tempo que o animal leva para
encontrar o escape diminua (Gawel et al., 2019).

Ja existem estudos que trazem evidéncias do papel do sono no desempenho do animal no
LB. Soto-Rodriguez et al. (2016) mostraram que a privagao de sono por meio do paradigma de
multiplas plataformas flutuantes, na qual os animais caem na 4gua quando perdem tonus muscu-
lar durante REM, prejudica a performance dos ratos no LB. Ademais, Rajizadeha et al. (2020)
mostrou que a privacao de sono REM, utilizando também do paradigma de multiplas platafor-
mas flutuantes, reduz a performance de ratas fémeas no LB e impacta mecanismos indutores de
LTP. Dessa forma, o LB surgiu também como uma boa alternativa de teste espacial para este
projeto.

O protocolo de LB utilizado como referéncia foi o trabalho desenvolvido anteriormente no
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LANEC (Régo, 2014). O labirinto constitui de uma plataforma circular preta, com 12 buracos a
uma altura de 1,50m do solo. A plataforma fica a uma luminosidade considerada aversiva para
os ratos, a fim de estimular que procurem a caixa de escape.

Durante 4 dias, os animais (n=5) passaram por 4 trials, nos quais tinham 3 minutos para
explorar a plataforma e encontrar a caixa de escape, sendo o crondmetro pausado assim que
entrasse na caixa. Antes dos trials eles ficaram 10 minutos em uma caixa separada para se
habituarem a sala, e entre cada trial o animal esperava 5 minutos nessa mesma caixa. Para
colocar o animal na plataforma, foi utilizado uma pequena caixa plastica, que era virada no
centro e, depois de 15 segundos, tirada para liberar o animal para exploragao. Uma vez dentro
da caixa de escape, o animal permanecia ali durante 1 minuto, também para se habituar ao
espago. Seu aprendizado foi contabilizado ndo apenas pelo tempo necessario para encontrar o
escape, mas também pela estratégia utilizada e nimero de erros para encontrar o escape (Figura
16C). Os erros sao classificados em dois tipos: o erro primario ou o erro secundario. No erro
primario, calcula-se o nimero de buracos errados o animal olhou antes de encontrar o correto,
considerando-se apenas a primeira vez, € no erro secundario calcula-se todas as outras vezes que
o animal procurou novamente em um burcao errado (Pitts, 2018).

No dia do teste, a caixa foi substituida por uma placa, tampando o buraco. O animal
foi posicionado no centro da plataforma, novamente utilizando-se da pequena caixa plastica, e
entdo liberado para explorar durante 2 minutos. Sua retencdo de memoria foi medida com base
no tempo despendido no quadrante onde anteriormente tinha o buraco de escape.

Para as analises, além de serem cronometradas manualmente, utilizou-se o treinamento de
inteligéncia artificial do DeepLabCut para avaliar outros parametros de comportamento (Mathis,
2018). No entanto, ainda ndo estdo completamente analisadas. Os testes de todos os animais
se iniciaram as 10:30, e o animal foi colocado logo em seguida para registro de sono no Open

Ephys de 11:30 - 17:00. Os dados do registro também ainda estdo em analise.

6.2 Deteccio de teta

Conforme discutido, os préximos passos para esse projeto incluem a utilizacao de estimulos para
prejudicar a sincronizagao entre mPFC e CA1. Para isso, € preciso uma detecgao em tempo real
de eventos oscilatdrios, como teta. Sendo assim, ja estd em andamento a etapa da confec¢do de
um detector de teta durante REM.

Para este detector, utilizaremos diferentes plugins disponibilizados pelo Open Ephys, sendo
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Figura 16: (A): Desenho experimental do TLO com duas aquisi¢des. (B): Desenho experimental do
TLEO. (C): Desenho experimental do LB. (D): Indices de discriminagdo dos diferentes testes comparados
com o do Maingret et al 2016. (E): Resultados preliminares das analises do BL. Na direita temos a laténcia
média em segundas para encontrar o buraco de escape a cada dia e na esquerda tempos o niimero de erros
primarios e secundarios médios para cada dia.
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um deles o detector de ripples, desenvolvido pelo nosso proprio grupo (Sousa et al., 2022). Para
determinar que um animal entrou efetivamente em sono REM, ha dois parametros importantes
para serem avaliados: a amplitude de teta e a movimenta¢do do animal. Sendo assim, 0 nosso
detector de teta funciona utilizando o mddulo de deteccdo de movimento animal do detector de
ripples, e adaptando as frequéncias de interesse e os limiares de amplitude, € possivel fazer com
que o detector de movimento também detecte teta (Figura 17).

Para determinar quais os melhores pardmetros de amplitude de teta e de movimento, uti-
lizamos dados de classificagdo de sono de um animal ja registrado. Com base no RMS do sinal
bruto do LFP do hipocampo e do RMS do sinal bruto do acelerdmetro durante REM ¢ possivel
testar diferentes limiares de desvio padrao da média no qual a deteccdo tem uma maior taxa
de verdadeiro positivo e menor taxa de falso positivo. Ou seja, ¢ preciso encontrar o ponto
no qual o acelerometro tem a menor movimentagao e teta a maior amplitude e que as chances
desse estado ser REM sejam altas. No grafico ¢ possivel visualizar resultados preliminares das
taxas de verdadeiro e falso positivo, no qual cada ponto colorido representa um diferente des-
vio padrdao acima da média do RMS do LFP do hipocampo na faixa de teta. Neste exemplo,
foi utilizado como parametro de baixa movimentagdo o RMS do acelerometro com 0.8 desvios
padroes abaixo da média.

Uma vez que a oscilagdo teta for detectada no hipocampo em tempo real, é possivel apli-
car no PFC estimulos elétricos em malha fechada e de forma aleatdria para desestabilizar as
oscilagdes teta que chegam por vias eferentes. Ainda, poderiamos utilizar o plugin de detecgao
de fase para fazer estimulos em fase com teta e assim aumentar a potencia dessa oscilagdo e a

sincronia entre regides. No entanto, este tipo de teste ainda ndo foi feito em nosso laboratorio.
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Figura 17: (A): Esquema dos equipamentos e plugins utilizados para a detec¢do de REM e estimulo.
Inicialmente utiliza-se o dado bruto em tempo real sendo registrado pelo Open Ephys e o software do
Open Ephys utiliza plugins como o Bandpass filter para filtrar na frequéncia desejada (na de teta e do
acelerdmetro). Esses dados filtrados sdao alimentados para o detector de ripples que calcula o RMS em
tempo real do dado, extraindo um valor de poténcia da frequéncia para um intervalo pré-determinado e
avaliando se ela passa ou ndo do limiar pré-estabelecido. Se o RMS de teta passa do limiar e 0 RMS do
acelerdmetro se mantém abaixo do limiar, o plugin de porta l6gica permite o envio de um pulso elétrico
usando o pulse pal e o estimulador Grass. (B): Exemplos de oscila¢des teta do hipocampo (acima) e do
acelerdmetro (abaixo) para testar os melhores limiares a serem alimentados no sistema de detecgdo. Em
preto tem-se o dado bruto e em vermelho o RMS calculado para aquele dado. (C): Exemplo de curva
ROC para a deteccdo de REM com base no acelerometro com 0.8 desvios padrdes abaixo da média, onde
no eixo X tem-se o falso positivo e no Y o verdadeiro positivo. Cada ponto colorido representa um limiar
de desvio padrdo para a amplitude de teta. Neste exemplo, o dado com maior verdadeiro positivo e menos
falso positivo para detecgdo de REM ¢ o RMS de teta com 0.8 desvios padrdes acima da média.
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