UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Biologicas: Fisiologia e Farmacologia

Bruno Monteiro de Sousa

INVESTIGACAO DO PAPEL DAS SHARP WAVE-RIPPLES
DURANTE O SONO EM PROCESSOS DE FORMACAO DE
MEMORIA ESPACIAL

Belo Horizonte
2024



Bruno Monteiro de Sousa

INVESTIGACAO DO PAPEL DAS SHARP WAVE-RIPPLES
DURANTE O SONO EM PROCESSOS DE FORMACAO DE
MEMORIA ESPACIAL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Biolégicas: Fisiolo-
gia e Farmacologia da Universidade Federal
de Minas Gerais, como requisito parcial para
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias Bi-
ologicas, area de concentracao: Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Cleiton Lopes Aguiar

Co-orientador: Dr. Flavio Afonso Gongalves Mourao

Belo Horizonte

2024



043

Sousa, Bruno Monteiro de.

Investigacao do papel das sharp wave-ripples durante o sono em processos

de formacao de memodria espacial [manuscrito] / Bruno Monteiro de Sousa. —
2024.

184 f.: il.; 29,5 cm.

Orientador: Prof. Dr. Cleiton Lopes Aguiar. Co-orientador: Dr. Flavio Afonso
Goncalves Mourao.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de

Ciéncias Biologicas. Programa de Pés-Graduacao em Fisiologia e
Farmacologia.

1. Fisiologia. 2. Meméria. 3. Sono. 4. Hipocampo. 5. Cértex Pré-Frontal. 1.
Aguiar, Cleiton Lopes. Il. Mourao, Flavio Afonso Gongalves. Ill. Universidade
Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 612

Ficha catalogréfica elaborada pela Bibliotecaria Fabiane C M Reis, CRB 6 - 2680




e 5
. J'.-M_H'a ;\':I “.'.i

-
t.;
L L

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COLEGIADO DO CURSO DE POS-GRADUAGAO EM FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

FOLHA DE APROVAGAO DA DEFESA DA TESE DE DOUTORADO N° 591 DE BRUNO
MONTEIRO DE SOUSA

"INVESTIGAGAO DO PAPEL DAS SHARP WAVE-RIPPLES
DURANTE O SONO EM PROCESSOS DE FORMACAO DE
MEMORIA ESPACIAL"

ESTUDANTE: BRUNO MONTEIRO DE SOUSA
ORIENTADOR: PROF. DR. CLEITON LOPES AGUIAR

Tese de Doutorado defendida e aprovada, no dia 22 de novembro de 2024, pela Banca Examinadora
constituida pelos seguintes professores:

Prof. Dr. Adriano Bretanha Lopes Tort - Instituto do Cérebro, UFRN

Prof. Dr. Flavio Afonso Gongalves Mourao, Coorientador- University of lllinois - UIUC
Prof. Dr. Cleiton Lopes Aguiar - Orientador - ICB/Universidade Federal de Minas Gerais
Profa. Dra. Grace Schenatto Pereira Moraes - ICB/Universidade Federal de Minas Gerais
Prof. Dr. Jerome Paul Armand Laurent Baron - ICB/Universidade Federal de Minas Gerais

Profa. Dra. Janine Inés Rossato - Centro de Biociéncias, Departamento de Fisiologia e comportamento,
UFRN



Belo Horizonte, 22 de novembro de 2024

il
Sel o
assinatura L
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Grace Schenatto Pereira Moraes, Professora do
Magistério Superior, em 02/12/2024, as 13:48, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
no art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

1
Sel
assinatura Iﬂ
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Janine Inez Rossato, Usuario Externo, em 02/12/2024, as
18:19, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13
de novembro de 2020.

sel! o

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Flavio Afonso Gongalves Mourdo, Usuario Externo, em
02/12/2024, as 18:55, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

1
Sel
assinatura Iﬂ
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Cleiton Lopes Aguiar, Professor do Magistério Superior,
em 04/12/2024, as 08:46, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto
n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Adriano Bretanha Lopes Tort, Usudrio Externo, em
10/12/2024, as 10:55, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n?
10.543, de 13 de novembro de 2020.

il
sel o
assinatura L
eletrénica

1
Sel
assinatura Iﬂ
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Jerome Paul Armand Laurent Baron, Professor do
Magistério Superior, em 11/12/2024, as 17:34, conforme hordario oficial de Brasilia, com fundamento
no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Bz~ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

4= https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?

; o " acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo verificador 3761854 e
It 0 codigo CRC DAFBO75B.

Referéncia: Processo n? 23072.269259/2024-19 SEI n2 3761854



Agradecimentos

O interesse pela neurofisiologia, que nasceu com as inspiradoras aulas do prof.
Marcio Moraes ainda no curso de engenharia, s6 me trouxe até aqui porque pude contar,
logo no inicio, com a ajuda do Pedro Lopes e do Vinicius “John”. Meus mais sinceros
agradecimentos ao Pedrao e ao John pela disponibilidade, que foi tao valiosa naquele
momento. Agradeco também aos professores Carmela Braga, Hugo Michel e Rogério Beato
pelo apoio fundamental em momentos importantes dessa caminhada. Ao Marcelo Reis,
com quem tive uma grande satisfacao em trabalhar e que viabilizou uma transicao mais

tranquila para essa nova etapa.

Agradeco imensamente ao prof. Cleiton Aguiar por me receber em seu grupo de
pesquisa e me guiar, durante esses anos todos, nessa jornada de tanto aprendizado. Poder
contar com sua confianga e seu apoio foi fundamental. Também pelo exemplo que é de
professor e pesquisador empenhado em contribuir para o avango das neurociéncias no

Brasil.

Aos consagrados compatriotas, velhos companheiros de caminhada, Igor, Ikaro,
Mateus, Rafa, Renan e Xicao, que me ajudaram desde o inicio no entendimento de con-
ceitos e técnicas tao fundamentais para a execuc¢ao deste projeto. A ajuda de alguns
deles continuou a ser de grande importancia até as etapas finais deste trabalho. Agradeco
ainda pelas prazerosas discussoes cientificas que tivemos no CTPMagico. E por falar em
CTPMagico, é impossivel nao lembrar de duas grandes referéncias presentes desde aquela
época. Aos queridos Flavitcho e Léo, sou muito grato pela generosidade, disponibilidade

e paciéncia que sempre tiveram conosco.

Aos colegas mais recentes do LANEC, em particular Anna, Beatriz Schweizer,
Beatriz Yonara, Clara Gomes, Rafael Bessa, Isabela, Luka, Naty e Victéria, agradego
pelo aprendizado diario e pelo companheirismo durante essa caminhada. Reservo um
agradecimento especial a Clara Queiroz e a lasmin Vitoriano, que participaram mais
diretamente da execucdo deste projeto e com quem tive o privilégio de trabalhar. A Iasmin,
também agradeco pelo espirito cativante de curiosidade e de encantamento cientifico que

me trouxe animo em alguns momentos dificeis.

Agradecgo aos amigos Victor e Roberta, também colegas de curso e com quem tive
discussoes cientificas estimulantes, abertas e frutiferas, que sempre terminavam nas mais

profundas reflexces filosoficas.

Aos membros do Zugalab, que me receberam tao bem durante o doutorado sandui-
che na Franca. Michaél, Linda, Federica, Théo, Raphaél, Esther, Anna, Sandrine, Marco,

Sid, Paulina, Samuel et Narges, je vous remercie pour votre accueil chaleureux et les bons



moments que nous avons partagés. Também agradeco ao Facundo, Ttlio e Izabela, con-
terrdneos que me fizeram sentir em casa. Aos amigos do 5éeme, em especial Francesco,
Barbara, Lais, Abdon, Luis, Livia e Carla pelo companheirismo, pelas boas conversas e

risadas que compartilhamos ao longo daquele periodo.

Ao prof. Cleiton, Flavio, Mateus e Naty, agradeco também por terem encontrado
um tempo em suas rotinas tao ocupadas para ler este texto e sugerir melhorias e corre-
¢oes. Aos professores Vinicius Ribas, Victor Santos e Grace Schenatto, que generosamente
cederam parte de seu tempo e recursos em seus laboratorios para ajudar com a validacao

dos experimentos preliminares de optogenética.

Agradeco as agéncias de fomento CNPq, CAPES e FAPEMIG, que viabilizaram a
execucao deste projeto. Também ao Laboratério Institucional de Neurociéncias Molecular
e Comportamental (LANEC-UFMG) e ao Nicleo de Neurociéncias (NNC-UFMG) pela

disponibilizacao de recursos laboratoriais.

Aos meus amigos Paulo, Fabio e Renan, com quem pude compartilhar alegrias,
duvidas, vitérias e dificuldades durante todo esse trajeto. Também a Juliana, que me deu

suporte durante todo esse periodo.

Agradeco aos meus pais, Joana e Odair, & minha irma, Paty, e & minha segunda

mae, Marlene, pelo incentivo, carinho e apoio inquestionavel desde o inicio.

Por fim, dedico um agradecimento especial a minha amada Andressa. Foi ela que
acompanhou de perto os bastidores de todo esse processo e que sentiu, junto comigo,
o peso da distancia. Agradego pelo carinho, pela compreensao, pelo companheirismo e,

especialmente neste ultimo ano, pela paciéncia. Sei que nao foi facil.



Resumo

O processo de formagao de memorias declarativas parece envolver dois estagios. Inicial-
mente, informagoes sao codificadas no hipocampo e, em seguida, sao distribuidas para
regioes associativas do cortex, onde sdo estabilizadas, integradas e se tornam dispo-
niveis para acesso de longo prazo. As sharp wave-ripples (SWRs), eventos oscilatérios
de alta frequéncia registrados no hipocampo, parecem facilitar a comunicagao de redes
hipocampo-corticais, promovendo a consolida¢do de memorias durante o sono. Diversos
trabalhos reportam prejuizo na consolidagao quando as SWRs sdo suprimidas durante
o sono pos-aprendizagem. Além disso, estudos sugerem que as SWRs atuam de forma
coordenada com outras atividades oscilatérias corticais (i.e. delta e spindles). Nesse con-
texto, é proposta a hipotese de que a perturbacao seletiva das atividades neurais que
compoem tal didlogo, tanto no hipocampo quanto no cértex pré-frontal medial, resulte
em prejuizo na consolida¢do de memorias. Os objetivos deste trabalho foram: 1) desen-
volver um médulo de software para deteccao online de SWRs; 2) investigar os efeitos
da perturbacao de SWRs durante o sono pés-aprendizado na consolidacdo de memoria
episédica; 3) avangar no estabelecimento de uma infraestrutura experimental que permita
realizar experimentos de perturbacao cortical em malha fechada com optogenética. Na
Parte I deste trabalho, sao apresentados o desenvolvimento e a validacao de um maédulo
de software (plugin) para a plataforma Open Ephys dedicado a detecgao de SWRs em
tempo real. O mecanismo de detecgdo de movimento integrado ao plugin foi capaz de
concentrar a atuacgao do sistema de estimulacao nos periodos de sono. Na Parte II, ratos
Wistar foram submetidos a perturbacao de ripples durante o sono apds o aprendizado no
labirinto de Barnes. A memoria foi avaliada 24 horas e 12 dias apds o fim da etapa de
treinamento. Em comparagao com o grupo controle, houve reducao na busca por saidas
e no tempo despendido no quadrante-alvo depois de 12 dias, mas nao apds 24 horas. Os
resultados indicam que apenas a memoria remota foi afetada, sugerindo a participacao
seletiva das SWRs nos mecanismos de consolidacao. Na Parte III é apresentada a padro-
nizacao dos métodos para a realizacao de experimentos futuros de manipulagdo cortical
apés a deteccao de SWRs. Para tal, dois animais-piloto foram submetidos a transfeccao
de uma opsina inibitéria (ArchT) e ao implante de fibra éptica para inibigdo do cortex
pré-frontal medial. O implante desenvolvido, ao contrario dos tradicionais, favorece a ma-
nipulagao optogenética durante longos periodos e em contextos de grande movimentacao
do animal. As andlises de fluorescéncia confirmam a expressao de ArchT, mas trabalhos
futuros de validacao da inibi¢ao ainda sao necessarios. Os resultados deste trabalho contri-
buem para: 1) estabelecer uma infraestrutura experimental que possibilite testar o papel
causal de atividades oscilatorias na consolidagdo da memoria; 2) elucidar os processos de

consolidagao mediados por SWRs.
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Abstract

The process of forming declarative memories seems to involve two stages. Initially, in-
formation is transiently encoded in the hippocampus and then distributed to associative
regions of the cortex, where it is stabilized, integrated and becomes available for long-term
access. Sharp wave-ripples (SWRs), high-frequency oscillatory events recorded in the hip-
pocampus, seem to facilitate the communication of hippocampus-cortical networks, pro-
moting the consolidation of memories during sleep. Several studies have reported impaired
consolidation when SWRs are suppressed during post-learning sleep. In addition, other
studies suggest that SWRs act in synchrony with other cortical oscillatory activities (i.e.
delta and spindles). In this context, we propose the hypothesis that selective disruption
of the neural activities that make up such dialog, both in the hippocampus and the pre-
frontal cortex, results in impaired memory consolidation. The objectives of this work were:
1) to develop a software module for online detection of SWRs; 2) to investigate the effects
of SWR disturbance during post-learning sleep on episodic memory consolidation; 3) to
advance in the establishment of an experimental infrastructure that allows closed-loop
cortical disturbance experiments to be carried out with optogenetics. The Part I of this
work presents the development and validation of a software module (plugin) for the Open
Ephys platform dedicated to detect SWRs in real time. The motion detection mechanism
integrated to the plugin was able to concentrate the stimulation system’s functioning in
the sleep periods. In Part II, Wistar rats were subjected to ripple disruption during sleep
after learning in the Barnes maze. Memory was assessed 24 hours and 12 days after the
end of the training stage. Compared to the control group, there was a reduction in the
search for holes and in the time spent in the target quadrant after 12 days, but not after 24
hours. The results indicate that only remote memory was affected, suggesting the selective
participation of SWRs in the consolidation mechanisms. Part III presents the standard-
ization of methods for carrying out future cortical manipulation experiments following
the detection of SWRs. To this end, two animals were transfused with an inhibitory opsin
(ArchT) and implanted with an optical fiber for the inhibition of the prefrontal cortex.
The developed implant, unlike the traditional ones, favors optogenetic manipulation over
long periods and in contexts in which the animal moves more often. Fluorescence analy-
ses confirm ArchT expression, but future work is still needed to validate the inhibition.
The results of this work contribute to: 1) establish an experimental infrastructure that
makes it possible to test the causal role of oscillatory activities in memory consolidation;

2) elucidate the consolidation processes mediated by SWRs.

Key-words: memory. sleep. sharp wave-ripple. hippocampus. prefrontal cortex.
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1 Introducao

Existem varios processos neurais que nos permitem interpretar o ambiente que nos
circunda e atuar sobre ele de maneira orientada. Dentre eles, a memoria merece destaque.
Memoria pode ser definida como o processo pelo qual é possivel armazenar e recuperar
(evocar) informagoes adquiridas por meio de experiéncias, enquanto que aprendizado é o
processo de aquisicao de novas memorias (SQUIRE, 2009b; BISAZ; TRAVAGLIA; AL-
BERINI, 2014). Como bem colocado por Camina e Giiell (2017), a auséncia de meméria
tornaria a vida repleta de eventos desconectados, de erros que nao conduzem a nenhuma
licao e de emocgoes sem a capacidade de nos lembrarmos delas. Memoria é precisamente a
habilidade que nos permite conectar experiéncias, aprender e atribuir sentido as préprias
agoes (CAMINA; GUELL, 2017).

1.1 O caso do paciente H.M. e o inicio da era moderna do estudo

da memodria

Em 1957, Brenda Milner e William Scoville publicaram um trabalho que veio a se
tornar um importante marco na histéria da neurociéncia comportamental e no estudo da
memoria (SCOVILLE; MILNER, 2009). Nele, é descrito o caso do paciente H.M., que foi
submetido a uma cirurgia de resseccao bilateral de parte do lobo temporal medial como
tratamento para incessantes crises de epilepsia. O procedimento, de fato, contribuiu para
o controle das crises, mas H.M. passou a apresentar grave prejuizo na formacgao de novas
memorias. Mesmo assim, um amplo arcaboucgo de fungoes cognitivas e de memorias remo-
tas foi mantido intacto (SQUIRE, 2009a). Esses achados estabeleceram dois importantes
principios no campo do estudo sobre a meméria: 1) o de que a meméria é uma fungao
cerebral distinta e separada de outros processos cognitivos; 2) o de que as estruturas do

lobo temporal nao sdo o repositério ultimo de memérias remotas (SQUIRE, 2009a).

No caso do paciente H.M., as memorias afetadas foram apenas as declarativas.
Memorias declarativas sdo aquelas que se referem ao conhecimento consciente de fatos
e eventos e que representam modelos do mundo externo (SQUIRE, 2009b). Elas sao
expressas por meio da recordagao e normalmente sao passiveis de serem verbalizadas. A
capacidade de se lembrar da tltima refeicao realizada ou do caminho até a biblioteca mais
préoxima sao exemplos de memorias declarativas. Esse tipo de memoria se opde as nao
declarativas, como as que envolvem o aprendizado de alguma habilidade motora ou que
formam um habito, por exemplo, e que sao expressas pelo desempenho e pela pratica.
De acordo com Squire (2009b), nas memérias nao declarativas, a experiéncia modifica o

comportamento sem demandar a consciéncia de um contetido de meméria ou mesmo a
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experiéncia de que a memoria esteja sendo usada. Andar de bicicleta, por exemplo, é uma
situacado comum de uso de uma memoria nao declarativa. Apesar de o paciente H.M. ter
sido capaz de desempenhar normalmente uma tarefa de aprendizado visomotor (meméria
nao declarativa), ele nao se lembrava de ter realizado tal tarefa ao final dos trés dias de
teste (MILNER, 1965). Esses achados evidenciaram outro importante principio no campo

da neurociéncia comportamental: o de que existem multiplos sistemas de memoria.

Atualmente, a existéncia de multiplos sistemas de memoria é amplamente aceita
(IZQUIERDO et al., 1999; EICHENBAUM; COHEN, 2004; SQUIRE, 2004; CAMINA,;
GUELL, 2017). Em termos funcionais, os sistemas de meméria podem ser definidos em
trés grandes categorias: memorias sensoriais, memorias de curto prazo e meméria de longo
prazo (Figura 1) (CAMINA; GUELL, 2017). A memoria sensorial trata da retencio de
informagoes sensoriais por um breve periodo, imediatamente apods a interrupcao dos es-
timulos que as originaram. Ela tem duracao de algumas centenas de milissegundos e é
classicamente dividida em trés tipos: iconica (visual), haptica (tatil) e ecoica (auditiva).
Ja a memoria de curto prazo é definida como a habilidade de manter uma pequena quan-
tidade de informacgao disponivel por um curto periodo de tempo. Ela se desenvolve em
poucos segundos ou minutos e pode ser acessada por até algumas horas (IZQUIERDO et
al., 1999). De acordo com o modelo mais bem estabelecido, a memoria de curto prazo nao
representa uma etapa intermediaria para a formagao de meméria de longo prazo, mas um
conjunto independente de sistemas (IZQUIERDO et al., 1999; CAMINA; GUELL, 2017).

A memoria de trabalho torna possivel o armazenamento transitorio e a manipula-
¢ao de informacoes necessarias para tarefas cognitivas complexas, tais como compreensao
de linguagem, aprendizado e raciocinio (BADDELEY, 2010). Ela é adquirida imediata-
mente e dura segundos ou poucos minutos (IZQUIERDO et al., 1999). Apesar de sua
natureza temporal de curta duracdo, a memoria de trabalho se distingue daquilo que é
definido como memdria de curto prazo (CAMINA; GUELL, 2017). Ela constitui um sis-
tema de armazenamento e processamento temporario, enquanto que as memorias de curto
e longo prazo sao sistemas cujo objetivo principal é preservar informagoes para o acesso
futuro, quando demandadas (IZQUIERDO et al., 1999).

Ja a memoria de longo prazo se refere ao armazenamento de informagoes que serao
mantidas por longos periodos, até mesmo por uma vida inteira (SQUIRE, 2004; CAMINA;
GUELL, 2017). Os dois subtipos de memoérias de longo prazo sio aqueles ja descritos an-
teriormente: as declarativas (explicitas), cuja formagao foi prejudicada no paciente H.M.
com a ressecgao parcial do lobo temporal, e as nao declarativas (implicitas). As memorias
declarativas episodicas sao aquelas que envolvem informagoes sobre experiéncias e eventos
do dia-a-dia, tipicamente associadas com o tempo e 0 espago em que ocorreram (DICKER-
SON; EICHENBAUM, 2010). J& as declarativas semanticas lidam com a representacao
de conceitos de linguagem, necessarias para atividades como o raciocinio, o planejamento

do futuro ou a reminiscéncia sobre o passado (MAHON; CARAMAZZA, 2008). Por fim,
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Figura 1 — Taxonomia funcional dos sistemas de memoria.

Memory
Short-term Sensory
Declarative Non-declarative . . . .
(explicit) (implicit) Working memory Haptic Echoic Iconic
Episodic = Semantic FLEeE ] Priming Associative Non-associative

(skills and habits)

Fonte: adaptada de Squire (2004) e Camina e Giiell (2017).

e de maneira resumida, as memorias nao declarativas operam na auséncia de consciéncia
e sao divididas em quatro modalidades: procedurais (habilidades motoras), associativas
(condicionamento cldssico e operante), nao associativas (habituagdo e sensibilizacao) e

priming (exposi¢ao prévia a um estimulo influencia na resposta a estimulos posteriores).

1.2 Formacao de memoria e plasticidade neural

Quais seriam as alteragoes celulares que levariam a aquisicao e persisténcia das
memorias? Em se tratando dos mecanismos de aprendizado e formagao de memoria no
nivel celular, é bem aceito o conceito formulado por Hebb (1949) de que as conexoes
entre dois neur6nios ¢ fortalecida quando a ativagdo de um deles (pré-sinaptico) esta con-
sistentemente sincronizada com a ativagdo do outro (pds-sindptico). Esse efeito tornaria
mais provavel a ativacao futura dos neurdnios envolvidos, constituindo um modelo ca-
paz de acomodar a ideia de aprendizado em nivel celular. O fenomeno biolégico que da
sustentacao ao conceito proposto por Hebb foi descrito no inicio da década de 1970 e fi-
cou conhecido como LTP (potenciagao de longo prazo; do inglés, long-term potentiation)
(BLISS; LOMO, 1973). A LTP é caracterizada por um aumento duradouro na eficién-
cia das sinapses entre os neurénios quando estes sao estimulados de maneira recorrente,

sincrona e ordenada (COOKE, 2006).

Atuando de forma oposta a LTP, um fenémeno de enfraquecimento da eficiéncia
sindptica, denominado LTD (depressao de longo prazo; do inglés, long-term depression),
também foi descrito anos mais tarde (LEVY; STEWARD, 1979). Mesmo que possuam
papéis opostos na determinacao da forca de conexdes neuronais, LTP e LTD atuam de

forma complementar quando se trata do processo de formagao de memoéria (VITUREIRA,;
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GODA, 2013). Ambos os fendmenos estao integrados a hipétese de plasticidade sinaptica
e meméria (HPSM), que relaciona trés processos neuronais necessarios e suficientes para a
codificagdo, persisténcia e evocagdo de memorias: 1) ajustes finos das forgas sindpticas ao
longo do tempo; 2) estabilizagdo dos pesos sindpticos e 3) reativa¢ao dos padroes espago-
temporais formados anteriormente (TAKEUCHI; DUSZKIEWICZ; MORRIS, 2014).

Os fenomenos de LTP e LTD estao associados a alteracoes plasticas nos neuronios
que servem de arcabougo para explicar a formacao de memoria em nivel celular. No en-
tanto, e até em razao da complexidade das representagoes de memoria, é dificil entender a
totalidade desse processo sem considerar um modelo de mais alta ordem, que compreenda
a interacao entre diferentes circuitos e regides cerebrais. A secdo a seguir apresenta um

importante modelo de formacao de memoéria em nivel de sistemas.

1.3 Modelo de formacao de memdéria em dois estagios

Desde a publicagao do caso do paciente H.M., muito se avancou na direcao de eluci-
dar os processos de formacao das memorias declarativas. Para que possam ser evocadas no
longo prazo, elas precisam primeiro passar por uma etapa de aquisi¢io (ABEL; LATTAL,
2001). A aquisicdo consiste na captura e na codificagao inicial das diversas impressoes
sensoriais que constituem a experiéncia, configurando o primeiro estagio do aprendizado.
Em seguida, os tragos de memoria recém-formados passam pelo processo de consolidagao.
Consolidagao se traduz na transformacao de uma meméria temporéaria, ainda vulneravel,

em uma representagdo mais estavel, que persiste no longo prazo (SQUIRE et al., 2015).

O modelo mais aceito atualmente para explicar a formagao de memorias declarati-
vas propoe que a aquisi¢ao e a consolidacdo dependam de uma interacao entre hipocampo
e redes neocorticais, que ocorre em duas etapas (MARR, 1971; MCCLELLAND; MC-
NAUGHTON; O’REILLY, 1995; FRANKLAND; BONTEMPI, 2005; BORN; WILHELM,
2012; KLINZING; NIETHARD; BORN, 2019). Em um primeiro momento, as codificagoes
iniciais dos varios aspectos da experiéncia, que se encontram distribuidas em diferentes re-
gides do cérebro, sao reunidas e integradas no hipocampo para formar os primeiros tragos
de memoria. Nessa etapa, a influéncia das projegoes externas no hipocampo é privilegiada
em comparacao com a atividade interna intrinseca, favorecendo o processamento senso-
rial e o fluxo de informacao no sentido do cértex para o hipocampo (HASSELMO, 1999;
GIRARDEAU; ZUGARO, 2011). Na segunda etapa, as representagoes de memoria sao
gradualmente “transferidas” do hipocampo para regioes corticais associativas, onde sao

consolidadas e integradas as redes de representagoes ja existentes (Figura 2).

A palavra “transferidas” serve como um recurso diddtico preliminar, mas ela agrega
imprecisoes que merecem ser melhor elucidadas. Durante o momento da aquisicao, a in-

formagao é codificada paralelamente em redes neocorticais e no hipocampo. Nessa etapa,
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Figura 2 — Modelo de formagao de memoéria em dois estagios. (A) Inicialmente, a repre-
sentacao recém-codificada de uma experiéncia estd distribuida em redes neocorticais e no
hipocampo, o qual integra as caracteristicas da experiéncia e contribui mais ativamente
no processamento inicial da formagao dos tragos de meméria. (B) Em um segundo mo-
mento, as representacoes sao estabilizadas nas redes do neocértex e integradas a outras
memorias ja existentes. Os tragos de memoria ja consolidados sdo estabelecidos em redes
neocorticais e se tornam mais independentes do hipocampo.

Cell ensembles contributing to...

@
-

Recently encoded neocortical part of a representation ./‘ Associated pre-existing representation

Recently encoded hippocampal part of a representation o © Unrelated pre-existing representation

Fonte: adaptada de Klinzing, Niethard e Born (2019).

a construcao dos tragos de memoria é bastante dependente do hipocampo (BORN; WI-
LHELM, 2012). J4 no periodo de consolida¢ao, mudangas graduais no neocértex que
comecaram ainda no momento da aquisicao estabelecem uma memoaria de longo prazo
estavel, por meio do aumento da complexidade, da distribuicdo e da conectividade en-
tre multiplas regides corticais (SQUIRE et al., 2015; DUDAI; MORRIS, 2013). A partir
desse ponto, a medida que o processo de consolidacao ocorre, a memoria se torna cada vez
mais independente dos circuitos hipocampais. Frankland e Bontempi (2005) sintetizam
bem todo esse processo: o hipocampo atua no armazenamento temporario de novas in-
formacoes, mas o armazenamento permanente depende de uma rede cortical amplamente
distribuida.

O processo de formagao de memoria em dois estagios, que envolve a redistribuigao
de representagoes entre diferentes sistemas do cérebro, esta associado ao termo “consoli-
dacao de sistemas” (BORN; WILHELM, 2012). Tal expressao é comumente utilizada em
contraste com a “consolidagao sinaptica”, que implica o fortalecimento de representacoes

de meméria no nivel sinaptico e se refere a mudancgas nas conexdes em circuitos neuronais
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localizados (DUDAI 2004). Além disso, o termo “consolidagao de sistemas” também da
nome a uma importante hipétese que busca explicar, dentro do modelo de dois estagios, os
mecanismos da consolidagdo promovida pelo didlogo hipocampo-cértex (GIRARDEAU;
ZUGARO, 2011). Mais detalhes sobre essa hipdtese serdo elucidados mais adiante neste

texto.

Na interacao entre areas que caracteriza a consolidacao de memoérias declarativas
em nivel de sistemas, é bem conhecido que o hipocampo atua como um dos protagonistas.
Ja dentre as regides neocorticais associativas que participam desse didlogo e, consequen-
temente, da persisténcia da meméria no longo prazo, o cértex pré-frontal medial (mPFC)
merece destaque (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005). A proxima segdo aborda algumas
caracteristicas anatémicas do hipocampo e do mPFC, assim como as conexoes entre essas

duas estruturas.

1.4 Caracterizacao anatomica da via hipocampo-mPFC

A importéancia do didlogo entre hipocampo e mPFC no processo de consolidagao
de memérias declarativas é apontada em diversos estudos (LAROCHE; DAVIS; JAY,
2000; EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012; PRESTON; EICHENBAUM, 2013;
GENZEL et al., 2017). Em modelos animais, por exemplo, a execucdo de tarefas que
envolvem a formagdo de memodrias espaciais (LAROCHE; DAVIS; JAY, 2000; WIRT;
HYMAN, 2017) e contextuais aversivas (ROZESKE et al., 2015; KITAMURA et al.,
2017) estd relacionada com a comunicagao entre o hipocampo e o mPFC. Em humanos,
alteracgoes na interagao hipocampo-mPFC estao diretamente associadas com varios tipos
de prejuizo na formagao de memérias e na execugdo de outras fungoes cognitivas (JIN;
MAREN;, 2015; RUGGIERO et al., 2021).

A caracterizacdo anatomica das vias que conectam hipocampo e mPFC pode con-
tribuir para o entendimento da relevancia da interacao entre essas regioes na formacao
de memoérias. Adicionalmente, também auxilia na compreensao dos mecanismos de comu-
nicagao entre elas e dos fatores de modulagao envolvidos. Antes de abordar as conexdes

entre hipocampo e mPFC, uma breve descricao de tais estruturas é apresentada a seguir.

A formacao hipocampal esta localizada no lobo temporal e é constituida pelas
areas Cornu Ammonis (CA1, CA2 e CA3), pelo giro denteado, pelo complexo subicular e
pelo cortex entorrinal (ANDERSEN et al., 2006; RUGGIERO et al., 2021). Em roedores,
o hipocampo apresenta uma estrutura que se estende da porgao dorsal (septal) até a ven-
tral (temporal), enquanto que nos humanos esse prolongamento se da do eixo posterior
ao anterior (STRANGE et al., 2014; RUGGIERO et al., 2021). Estudos de lesao e de
conectividade indicam uma diferenciagao funcional entre a parte dorsal do hipocampo,

associada principalmente com o processamento de memorias espaciais, e a ventral, res-
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ponsavel pela modulagao de representagoes emocionais (MOSER; MOSER; ANDERSEN,
1993; RISOLD; SWANSON, 1996).

Em se tratando do cértex pré-frontal, vale pontuar que existe ainda um debate
sobre as definigoes anatomicas e funcionais da regidao entre diferentes espécies (CAR-
LEN, 2017; LAUBACH et al., 2018). Aquilo que se considera ser o cértex pré-frontal nos
primatas encontra dificil correspondéncia na definicao aplicada ao cérebro dos roedores
amplamente utilizados nas neurociéncias (CARLEN, 2017). Com base na convencio mais
aceita adotada para roedores (LAUBACH et al., 2018; HOWLAND et al., 2022), o mPFC
pode ser dividido em trés areas principais: o cértex cingulado anterior (ACC, do inglés,

anterior cingulate corter), a regiao pré-limbica (PL) e a regiao infra-limbica (IL).

O hipocampo e o mPFC estao conectados por multiplas vias, tanto diretas (monos-
sindpticas) quanto indiretas (polissinapticas) (SIGURDSSON; DUVARCI, 2016; WIRT;
HYMAN, 2017; RUGGIERO et al., 2021). A Figura 3 sintetiza as conexdes mais rele-
vantes. De maneira resumida, projecoes monossinapticas glutamatérgicas do hipocampo
para o mPFC se originam na regiao de CA1 do hipocampo ventral/intermediario e no
subiculo (SWANSON, 1981). Elas entao alcangam as regidoes ACC, IL e PL do mPFC.
Também ha projecoes indiretas do hipocampo para o mPFC, que passam pelo ntcleo
reuniens, cértex entorrinal e pelo ntcleo dorsomedial do talamo. Neuronios do mPFC,
por sua vez, parecem apresentar projecoes monossinapticas que partem do ACC e atin-
gem as regides de CA1l e CA3 do hipocampo dorsal (dHPC) (RAJASETHUPATHY et
al., 2015). No entanto, evidéncias mais recentes colocam em duvida a existéncia da via
direta mPFC-dHPC (VERTES; LINLEY; VIENA, 2022; ANDRIANOVA et al., 2023).
Interessantemente, projecoes indiretas do mPFC para o dHPC possuem como estruturas
intermediarias as mesmas que integram a via contraria: cortex entorrinal, ntcleo reuni-
ens e nucleo taldmico dorsomedial (WIRT; HYMAN, 2017). Tais regioes intermediarias

caracterizam pontos de conexao reciproca entre hipocampo e mPFC.

Até este ponto do texto, as informagoes trazidas dentro do contexto do modelo de
dois estagios contemplaram, principalmente, as regides envolvidas e as conexoes anato-
micas entre elas. Ou seja, foi abordado brevemente o aspecto do “onde” os processos
de consolidacao das memorias declarativas ocorrem. Mas em quais momentos e de que
maneira esses processos se desenvolvem? As proximas se¢oes apresentam os modelos e
hipéteses que tentam explicar o “quando” e o “como” a consolidacao de memorias decla-

rativas acontece.

1.5 O papel do sono na consolidacdo de memdrias declarativas

No inicio da década de 1920, Jenkins e Dallenbach (1924) replicaram o classico ex-

perimento proposto por Hermann Ebbinghaus, mas com algumas adaptagoes (RIBEIRO,
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Figura 3 — Conexoes relevantes entre hipocampo e mPFC. NR: ntcleo reuniens, MDT:
nucleo dorsomedial do talamo, SB: subiculo, EC: cértex entorrinal.
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Fonte: adaptada de Wirt e Hyman (2017).

2019). O experimento original consistia em apresentar aos participantes uma sequéncia de
silabas cuja retencao seria medida com o passar do tempo. Ebbinghaus ja havia demons-
trado que a memoria desse conjunto de silabas decaia de forma exponencial ao longo do
tempo. A inovacao proposta por Jenkins e Dallenbach foi a inclusdo de um grupo de par-
ticipantes que deveriam dormir apds a tarefa de memorizagao. Curiosamente, a retengao
apds o sono foi bem maior em comparacao com a dos participantes que se mantiveram
acordados (RIBEIRO, 2019). Atualmente, é bem conhecido o papel fundamental que o
sono possui na consolidagdo de memorias declarativas (DIEKELMANN; BORN, 2010;
BORN; WILHELM, 2012; MARSHALL et al., 2020).

1.5.1 Sono

O sono ¢ caracterizado por um estado de inconsciéncia reversivel produzido pelo
corpo, de baixa responsividade a estimulos externos, com reduzida atividade muscular, e
que promove a regulagdo de diversos sistemas fisiologicos (HOBSON; PACE-SCHOTT,
2002; KANDEL et al., 2013; ADAMANTIDIS; HERRERA; GENT, 2019). Em mamiferos,
o sono é dividido em duas fases principais que ocorrem de forma alternada: o sono REM
(do inglés, rapid eye movement) e o sono de ondas lentas (SWS, do inglés, slow-wave
sleep), também chamado de nao-REM (NREM). Nos humanos, cada ciclo NREM-REM
tem duracao entre 90 e 110 minutos (MEMAR; FARADJI, 2018), de modo que uma noite

de sono contém de 4 a 6 ciclos.

O sono NREM esta associado com a redugdao da responsividade a estimulos ex-

ternos, da temperatura corporal, da consciéncia do ambiente e com a estabilizagao da
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Figura 4 — Oscilagoes de EEG tipicas dos estdgios de sono REM e NREM. Registros de
EEG tipicos do sono NREM (a esquerda) e REM (& direita) sdo acompanhados dos sinais
filtrados em diferentes faixas de frequéncia. No sono NREM predominam as oscilagoes de
mais baixa frequéncia e alta amplitude, tais como delta, spindles e ondas lentas. Ja no
sono REM, ha uma presenca mais marcante de teta e de gama, dividida em gama baixo
(30-90 Hz) e gama alto (110-160 Hz). O sinal do eletromiograma (EMG) permanece baixo
durante os dois estagios do sono.

NREM REM
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Fonte: adaptada de Adamantidis, Herrera e Gent (2019).

frequéncia cardiaca (ADAMANTIDIS; HERRERA; GENT, 2019). Em termos de ati-
vidade registrada via eletroencefalograma (EEG), no sono NREM hé o predominio de
oscilagoes de mais baixa frequéncia, tais como spindles (~10-16 Hz), delta (~0,5-4 Hz)
e as ondas lentas (<1 Hz), que dao nome a esse estagio do sono (MEMAR; FARADJI,
2018; ADAMANTIDIS; HERRERA; GENT, 2019; MARSHALL et al., 2020). J4 o sono
REM, também chamado de sono paradoxal pela semelhanca encefalografica com o estado
de vigilia, é caracterizado pelo movimento rapido e irregular dos olhos, pela auséncia de
tonus muscular, pelo aumento da temperatura cerebral e por uma maior irregularidade
nas frequéncias cardiaca e respiratéria (ADAMANTIDIS; HERRERA; GENT, 2019). A
atividade de EEG no sono REM ¢é marcada por oscilagoes de mais alta frequéncia, como
teta (~4-10 Hz) e gama (~30-90 Hz) (MARSHALL et al., 2020). A Figura 4 traz exemplos
de registros de EEG dos estagios de sono REM e NREM.

1.5.2 Privacao de sono e os prejuizos na formacao de memoria

Estudos como o de Jenkins e Dallenbach (1924) e, mais recentemente, de Marshall
et al. (2006), mostram que o sono contribui ativamente para o fortalecimento dos tragos
de memoéria. Mais do que apenas fortalecer, o que diversos trabalhos de privagao de sono
tém mostrado é que esse estado desempenha uma funcao necessaria para a formacao de
memérias (DONGEN et al., 2003; ALHOLA; POLO-KANTOLA, 2007; HAVEKES et al.,
2016; CHEN et al., 2023). De acordo com Ribeiro (2019), o surgimento de evidéncias que

atestam os prejuizos de memoria causados pela privagao de sono teve um boom no final
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da década de 1960.

Em experimentos influenciados pelo classico trabalho de Valatx, Jouvet e Jouvet
(1964), roedores eram colocados sobre uma pequena plataforma circundada por dgua
ap6s uma tarefa de aprendizado. Assim que adormeciam, o ténus muscular dos animais
era reduzido e eles entravam em contato com a agua, despertando logo em seguida. A
depender das dimensoes da plataforma, e pelo fato de a reducdo do tonus muscular ser
mais acentuada no sono REM do que no NREM, era possivel fazer uma privacao completa
do sono ou que se limitasse aos periodos de REM. O que esses trabalhos mostraram ¢é que
a privagao de sono poés-aprendizado gera impactos negativos na formagdo de memorias
(RIBEIRO, 2019).

Uma critica pertinente aos resultados desses estudos iniciais é a de que os possiveis
efeitos do estresse causado pelo método de privacao possam ter sido desconsiderados. No
entanto, estudos mais recentes com métodos de privagao menos estressores tém confirmado
a nogao de que a qualidade da formagao de meméria depende de um sono intacto (para
uma revisdo, ver Stepanski (2002), Alhola e Polo-Kantola (2007), Chen et al. (2023)).
Por exemplo, ao empregar a técnica de gentle handling em camundongos, que consiste em
agitar delicadamente a caixa dos animais quando eles entram no estado de sono, Have-
kes et al. (2016) relataram prejuizo no desempenho de uma tarefa de memoria espacial.
Adicionalmente, os autores mostram que esse prejuizo esteve associado com a reducao de
espinhas dendriticas na regiao de CA1, do hipocampo. Sao varias as possiveis perturbagoes
de mecanismos neurofisiologicos que podem explicar os efeitos deletérios na consolidagao
de memoria. Dentre elas estdo a perturbacao da plasticidade sinaptica, altera¢des nos
neur6nios (danos, neuroinflamagéo, estresse oxidativo, perturbagio da expressao de genes
relacionados, perturbagdes na neurotransmissao) e alteragoes no ciclo circadiano (CHEN
et al., 2023).

1.5.3 A descoberta das place cells: uma ponte entre a vigilia e o sono

Novas possibilidades surgiram para o estudo do papel do sono na formacao da
memoria depois da descoberta das place cells (células de lugar). As place cells, comu-
mente documentadas nas regidoes CA3 e CA1l do hipocampo, sdo neurénios piramidais
que codificam de forma seletiva as posigoes do espaco (O’KEEFE; DOSTROVSKY, 1971;
O’KEEFE; NADEL, 1978). Em outras palavras, esse tipo de neurénio se torna mais ativo
quando o animal entra em uma regiao especifica do ambiente, chamada de place field
(Figura 5). Diferentes place cells codificam diferentes place fields, de modo que a ativagao

sequencial de um conjunto desses neuronios corresponde a representacao de uma trajetoria
no espa¢o (MOSER; ROWLAND; MOSER, 2015).

A descoberta das place cells marcou a histéria das neurociéncias ndo apenas por

revelar uma ligacdo confidvel entre atividade neural e comportamento (MOSER; RO-
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Figura 5 — A atividade sequencial das place cells durante a exploracao espacial é repetida
durante o sono subsequente. Durante o deslocamento em uma trajetoria linear, a oscilagao
teta é registrada no hipocampo (registro verde) e células de lugar sdo sucessivamente
ativadas & medida que o animal entra em seus respectivos place fields (GIRARDEAU;
ZUGARO, 2011). A sequéncia de disparos das place cells é recapitulada durante o sono
(ordem direta) e em momentos de descanso desperto (ordem reversa). Essa recapitulagao
ocorre durante ripples hipocampais.

exploration awake replay sleep replay

O ”—» place fields @ - @
place cells Tﬁ SWR
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Fonte: adaptada de Girardeau e Zugaro (2011).

WLAND; MOSER, 2015), mas também por representar uma ponte entre a experiéncia
ocorrida durante a vigilia e a consolidacao durante o sono. Experimentos com as place
cells mostraram que as mesmas células ativadas durante uma atividade de exploracao es-
pacial sao reativadas durante o sono e em periodos de descanso subsequentes, mantendo
a coeréncia também na sequéncia dos disparos (PAVLIDES; WINSON, 1989; KUDRI-
MOTI; BARNES; MCNAUGHTON, 1999; WILSON; MCNAUGHTON, 1994). A esse
evento de recapitulagao, que ocorre em alta frequéncia, é atribuido o nome de “replay”,

ou recapitulacao (Figura 5).

1.5.4 Replay, plasticidade sinaptica e formacdao de memdria durante o sono

Ainda ha muita discussao acerca dos fendmenos biolégicos que explicam a relagao
entre os replays durante o sono e os processos de plasticidade sinaptica e formagao de
memoria. Existem evidéncias de que o replay promove a consolidagao de memoéria du-
rante o sono (DUPRET et al., 2010; BENDOR; WILSON;, 2012; GIRARDEAU; INEMA;
BUZSAKI, 2017), assim como ha estudos mostrando que a LTP é o mecanismo-chave na
formacao de alguns tipos de memoéria (DRAGOI; HARRIS; BUZSAKI, 2003; PASTAL-
KOVA et al., 2006; WHITLOCK et al., 2006; GOTO et al., 2021; LIAO et al., 2024).
Além disso, foi reportado que o replay de place cells foi capaz de promover LTP na via
CA3-CA1 do hipocampo em momentos especificos durante o sono (SADOWSKI; JONES;
MELLOR, 2016). Porém, ainda faltam estudos que relacionem de forma inequivoca o

fenomeno de recapitulagao aos processos de plasticidade que dao suporte a consolidacao.




Capitulo 1. Introdugdo 30

Atualmente, uma das hipoteses mais influentes que buscam integrar todos esses
fendmenos fisioldgicos é a de consolidagao de sistemas (SCH; do inglés, systems consoli-
dation hypothesis) (FRANKLAND; BONTEMPI, 2005; GIRARDEAU; ZUGARO, 2011;
BORN; WILHELM, 2012; GOTO; HAYASHI, 2023). Ela propoe que a reativagao coor-
denada de grupos celulares durante o sono possibilite a potenciacdo sinaptica em redes
neocorticais associativas, contribuindo para que alguns tracos de memoria se tornem mais
independentes do hipocampo. Por também promoverem a reorganizacao da memoria,
com o neocoértex integrando varias experiéncias relacionadas e sobrepostas, tais processos

resultariam em representagoes de maior nivel de abstragao, generalizagao e eficiéncia (KU-
MARAN; HASSABIS; MCCLELLAND, 2016; KLINZING; NIETHARD; BORN, 2019).

Uma hipotese alternativa a de consolidagao de sistemas e que também vem sendo
discutida ao longo dos ultimos anos é a da homeostase sinaptica (SHY, do inglés, synaptic
homeostasis hypothesis (TONONI; CIRELLI, 2003; TONONI; CIRELLI, 2020). A SHY
defende que a transmissao sinaptica é potencializada durante a vigilia, quando novas in-
formacoes estao sendo adquiridas, e reduzida durante o sono, particularmente no estagio
de NREM. Portanto, o papel do sono na formacao da memoria seria o de reduzir global-
mente a transmissao sindptica, evitando a saturagao da rede e destacando, comparativa-
mente, as conexoes mais relevantes. Evidéncias consistentes com essa hipotese mostram,
por exemplo, que neurdnios do hipocampo aumentam progressivamente a taxa de disparo
durante o estado acordado, a qual é reduzida durante o sono subsequente (MIYAWAKI;
DIBA, 2016). Além disso, eventos oscilatérios associados com o replay durante o sono
NREM geram reducao das forcas sinapticas no hipocampo de maneira semelhante a LTD
(NORIMOTO et al., 2018).

De acordo com Joiner (2019), a SCH e a SHY, apesar de apresentarem diferengas
consideraveis em suas concepgoes, estao ambas inseridas na proposta de particionamento
que é o cerne do modelo de formagao de memoria em dois estdgios. Na SCH, as infor-
magcoes adquiridas durante a vigilia sao processadas predominantemente pelo hipocampo.
Durante o sono, os tracos de memoria recém-formados e ainda frageis sdo estabilizados
no neocoértex por meio de processos de potenciagao sinaptica. Por outro lado, na SHY,
a potenciacao sinaptica que ocorre durante a vigilia é balanceada pela depressao sinap-
tica da rede durante o sono. Isso resultaria na manutencao das forgas sindpticas dentro
de uma faixa fisiologica em que fatores de modulagdo pudessem atuar adequadamente e,
portanto, gerar respostas biologicamente relevantes (TONONI; CIRELLI, 2020). Essas
duas hipoteses nao sdo mutuamente exclusivas e é possivel que funcionem em paralelo no
cérebro. Uma condigdo necessaria para tal é a demonstracao de que um niimero limitado
de sinapses selecionadas pode ser potencializado em um cenario global de reducao da co-
nectividade (GIRARDEAU; ZUGARO, 2011; GOTO; HAYASHI, 2023). Trabalhos como
os de Turrigiano (1999) e Karlsson e Frank (2008), por exemplo, trazem evidéncias que

atendem a essa condigao. Os resultados desses autores sugerem que a LTP durante o sono
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pode estar acompanhada de uma reducao generalizada das forgas sinapticas promovida
pelo mecanismo de plasticidade homeostatica (GOTO; HAYASHI, 2023). No entanto,

trabalhos futuros ainda sao necessarios para melhor integrar essas duas hipdteses.

1.5.5 Consolidacdo da meméria durante o sono REM

As hipdteses de consolidacao de sistemas e de homeostase sinaptica colocam aten-
¢ao especial nos processos que ocorrem durante o sono NREM. No entanto, varios estudos
trazem a luz evidéncias de que o sono REM também participa da formacao de memorias
(SMITH, 1996; RIBEIRO et al., 2002; RIBEIRO, 2007; POE; WALSH; BJORNESS, 2010;
ALMEIDA-FILHO; QUEIROZ; RIBEIRO, 2018; LENDNER et al., 2023). H4 hipdteses
que defendem, por exemplo, que os eventos de LTP sao facilitados durante o sono REM,
contribuindo para a manutencao da plasticidade sindptica ao longo do tempo (RIBEIRO,
2007).

O mecanismo de consolidacao durante o sono REM parece estar bastante relacio-
nado com as oscilagoes teta (DIEKELMANN; BORN, 2010; ALMEIDA-FILHO; QUEI-
ROZ; RIBEIRO, 2018; GIRARDEAU; SANTOS, 2021), que sao observéaveis facilmente
no registro do potencial de campo local (LFP, do inglés, local field potential) do hipo-
campo durante esse estado. Em humanos, a atividade de teta foi aumentada durante o
sono REM subsequente a uma tarefa de memorizagao de pares de palavras (FOGEL;
SMITH; COTE, 2007). Além disso, a atividade de teta no cortex pré-frontal direito, ex-
clusivamente, esta relacionada com a consolidagdo de memérias emocionais (NISHIDA et
al., 2009). Os achados de Popa et al. (2010) em ratos mostram que a coordenagao entre
a amigdala, o mPFC e o hipocampo mediada por teta durante REM pode influenciar na

consolidagao de memoria aversiva.

Um importante estudo que evidencia o papel causal de teta na consolidagao de
memoéria durante o sono REM foi o realizado por Boyce et al. (2016). Os autores silen-
ciaram a atividade de neurdnios liberadores de GABA (4cido gama-aminobutirico) do
septo medial (SM) por meio de inibigdo optogenética. Tais neurdnios atuam na geragao
das oscilagoes teta no hipocampo durante o sono REM. Logo apds a execuc¢ao de uma
tarefa de exploracao espacial, os neurénios SM-GABA de camundongos foram inibidos
durante REM no sono subsequente, reduzindo a atividade de teta nesse periodo. Como
resultado, essa reducao esteve associada com um prejuizo na consolidagado das memorias

de reconhecimento espacial de objetos e contextual aversiva.

Alguns achados ampliam a associacao de teta com fenomenos de reativacao e
mecanismos de plasticidade que parecem dar sustentacao a consolidagao durante REM
(DIEKELMANN; BORN, 2010). Por exemplo, a reativacao de place cells que codificam
um ambiente familiar foi registrada preferencialmente durante o vale das oscilagoes teta

no sono REM apés a exploracao (POE et al., 2000). J& as place cells que codificam lugares
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inéditos exibiram disparos durante os picos das ondas teta. Além disso, ja foi demonstrado
que a indugdo de LTP na regiao de CA1l do hipocampo depende da fase de teta em
que os pulsos sdo aplicados (HOLSCHER; ANWYL; ROWAN, 1997). Em conjunto, essas
evidéncias sao consistentes com a ideia de que no sono REM ha um mecanismo de selecao,
coordenado pelas oscilagoes teta, que promove o fortalecimento sinaptico de circuitos que

codificam novos episddios e o enfraquecimento de redes que codificam eventos familiares
(DIEKELMANN; BORN, 2010).

Atualmente é reforcada a hipétese de que ambos os estagios do sono sao impor-
tantes para a consolidagao das memorias declarativas, sendo que a alternancia entre eles
promove, de maneira conjunta, um estabelecimento gradual e adequado da memoria nas
regioes corticais (GIUDITTA et al., 1995; RASCH; BORN, 2013; GIUDITTA, 2014). Tal
hipétese, conhecida como “hipdtese sequencial do sono”, foi inicialmente proposta por

Giuditta em 1995 e vem agregando evidéncias a seu favor desde entao (SARA, 2017).

1.6  Sharp wave-ripples

O que estaria por tras da coordenacao e geragao dos replays, favorecendo a esta-
bilizacao e a integragao das representacoes de memoria em circuitos corticais, sao ativi-
dades neuronais marcadas por padroes oscilatorios de alta frequéncia denominados sharp
wave-ripples (SWRs) (SADOWSKI; JONES; MELLOR, 2016). As SWRs sao registradas
extracelularmente na regiao de CA1, do hipocampo, e ocorrem principalmente durante o
sono NREM e em periodos de comportamento nao exploratério durante a vigilia (BUZ-
SAKI, 2015). Tais eventos oscilatorios apresentam componentes de frequéncia na faixa de
100 a 250 Hz e duracao entre 50 e 150 ms (BUZSAKI, 2015; DUTTA; ACKERMANN;
KEMERE, 2019; FERNANDEZ-RUIZ et al., 2019). Segundo alguns autores, a frequéncia
intrinseca das ripples parece ser ideal para gerar modifica¢oes sinapticas via mecanismos
de LTP ou de plasticidade sindptica dependente do tempo de disparo (STDP, do inglés,
spike timing-dependent plasticity) (GIRARDEAU; ZUGARO, 2011).

As SWRs sao geradas localmente nos circuitos hipocampais, mas rapidamente se
propagam para regioes-alvo do hipocampo em estruturas corticais e subcorticais (PRIDA,
2020). Elas constituem um complexo oscilatério formado por dois eventos distintos, mas
relacionados: as sharp waves e as ripples (Figura 6). A despolarizagao nao-ritmica de uma
fragdo significativa de neuronios de CA3 atinge células piramidais de CA1 no stratum
radiatum via colateral de Schaffer, resultando nas sharp-waves. Como consequéncia, in-
terneur6nios de CA1 sdo também recrutados e passam a responder de forma sincrona e
em alta frequéncia. A interagdo entre interneuroénios e neurdnios excitatorios na camada
piramidal de CA1 resulta em oscila¢gbes de campo na faixa de 100-250 Hz, denominadas
ripples (GIRARDEAU; ZUGARO, 2011). As SWRs acontecem simultaneamente nos dois

hemisférios do cérebro, mas nao necessariamente sincronizadas em fase (YLINEN et al.,



Capitulo 1. Introdugdo 33

1995).

Figura 6 — LFP do hipocampo e registro de sharp wave-ripples. (A)) Durante periodos de
exploragao, a oscilagdo teta (~4-10 Hz) predomina no LFP do hipocampo. J4 em momen-
tos de sono ou de baixa atividade durante a vigilia, sao registrados eventos de sharp-wave
no stratum radiatum de CA1l. (B) Oscilagoes de alta frequéncia (100-250 Hz) denomi-
nadas ripples ocorrem na camada piramidal de CAl simultaneamente as sharp-waves.
(C) O complexo oscilatorio que constitui as SWRs se inicia com uma despolarizacao dos
neurdnios piramidais de CA3, que se propaga até CAl via colateral de Schaffer e atinge
as ramificacoes dendriticas de neurdnios piramidais na camada do stratum radiatum. A
ativagdo concomitante de interneurdnios de CA1 e a interagdo com os neuronios pirami-
dais geram as ripples. pyr = stratum pyramidale; or = stratum oriens; rad = stratum
radiatum; Im = stratum lacunosum moleculare; DG = giro denteado.
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Fonte: adaptada de Girardeau e Zugaro (2011).

A nocgao de que as SWRs atuam na coordenacao do replay comegou no fim do século
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passado, quando um experimento analisou a atividade de place cells durante SWRs em
periodos de sono NREM antes e apés uma tarefa de exploragdo ambiental (BUZSAKI7
2015). Os neurénios mais ativos na vigilia foram os que mais consistentemente dispararam
durante SWRs no sono subsequente, mesmo que tenham apresentado baixa atividade no
sono antes da exploracao ambiental. Em seguida, foi demonstrado que place cells com
sobreposicao de place fields, cujas atividades eram fortemente correlacionadas durante
a exploragdo, tiveram um aumento significativo de ativacao conjunta durante SWRs no
sono subsequente (WILSON; MCNAUGHTON;, 1994). Essas observagoes foram ampliadas
com a descoberta de que a sequéncia temporal dessa atividade correlacionada durante a
vigilia é preservada durante as SWRs (SKAGGS; MCNAUGHTON, 1996). Tais evidéncias
estabeleceram os fundamentos do fendémeno de replay e de sua relagao com as SWRs (para

uma revisdo mais detalhada, ver Buzsaki (2015)).

O primeiro trabalho a demonstrar o efeito causal da supressao de ripples na con-
solidagdo de memoria foi o de Girardeau et al. (2009). Em um experimento com ratos
Long Evans, os autores suprimiram as SWRs durante o sono NREM apds uma tarefa de
aprendizado espacial no labirinto radial. Tal supressao foi feita por meio da aplicacao de
um estimulo elétrico na comissura do hipocampo ventral (VHC, do inglés, ventral hip-
pocampal commissure). Em comparagdo com animais que receberam o estimulo atrasado
mediante a deteccao das ripples, o grupo submetido a perturbacao de SWRs apresentou
um desempenho reduzido ao longo dos dias de teste. Na conclusao do trabalho, os au-
tores sugerem que “as SWRs sao criticas para a consolidagdo de memoria possivelmente
porque, por comprimir temporalmente as reativagoes de sequéncias de disparos da vigi-
lia no hipocampo, elas permitem que os potenciais de acao ocorram em uma janela de
tempo compativel com a ativacdo de receptores NMDA e com a STDP”!. Experimentos
posteriores de perturbagao das SWRs durante o sono reforcam os achados de Girardeau
et al. (2009), evidenciando prejuizos na formacao de memérias espaciais e também so-
ciais (EGO-STENGEL; WILSON, 2010; NORIMOTO et al., 2018; OLIVA et al., 2020;
ALEMAN-ZAPATA; MORRIS; GENZEL, 2022).

No comecgo das investigagdes sobre o fenomeno de replay, acreditava-se que ele
ocorria preferencialmente na primeira hora de sono apés a exploracao (KUDRIMOTT,
BARNES; MCNAUGHTON, 1999). E por essa razio que a maior parte dos experimentos
de interrupcao de SWRs limitou a intervengao a uma janela breve de tempo, ignorando
periodos tardios do sono (FINDLAY; TONONTI; CIRELLI, 2020). No entanto, um trabalho
mais recente mostra que os replays ocorrem por até 10 horas durante o sono apés uma
experiéncia nova (GIRI et al., 2019). Giri et al. (2019) mostram que a auséncia do fator

“novidade” leva a resultados similares aos encontrados nos primeiros trabalhos, os quais

L “[...] SPW-Rs are critical for memory consolidation, possibly because, by temporally compressing re-

activations of waking firing sequences in the hippocampus, they allow spikes to occur in a time window
that is compatible with activation of the NMDA receptors and spike timing—dependent plasticity.”
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avaliaram o replay em ambiente familiar. Os dados indicam que a novidade é um elemento

modulador da ocorréncia sustentada de replays durante o sono.

1.6.1 SWRs sincronizadas com eventos corticais delta e spindle

Trabalhos mais recentes sugerem que as SWRs atuem em sincronia com atividades
oscilatérias corticais e talamicas para estabelecer uma comunicagao entre areas que pro-
mova a consolidagdo de memorias (STARESINA et al., 2015; MAINGRET et al., 2016;
LATCHOUMANE et al., 2017; HELFRICH et al., 2019). Particularmente, o trabalho de
Maingret et al. (2016) mostra, de forma bastante elegante, que a coordenagao entre SWRs
no hipocampo, ondas delta (0,1 a 4 Hz) no cértex pré-frontal medial e spindles tadlamo-
corticais (10 a 20 Hz) seja importante para a mediacao dos processos de consolidac¢ao de

memorias espaciais.

No experimento elaborado pelos autores (Figura 7), ratos Long Evans executaram
uma tarefa de localizagao espacial de objetos. Os animais foram divididos em dois grupos,
que se diferenciavam quanto ao tempo disponivel para exploragdo da arena durante a
aquisi¢ao (3 e 20 minutos). Na etapa de evocagao, realizada 24 horas depois, os animais que
tiveram mais tempo para explorar o ambiente foram capazes de discriminar a localizagao
dos objetos, indicando formagao de meméria espacial. Além disso, eles apresentaram uma
ocorréncia conjunta aumentada de SWRs seguidas por deltas e spindles no mPFC durante
o sono NREM poés-aquisi¢ao. Os animais do outro grupo, cuja etapa de aquisi¢ao foi mais
curta, nao discriminaram a posicao dos objetos nem apresentaram alteragoes nas taxas

basais de ocorréncia conjunta dos eventos mencionados.

Inspirados por esses resultados, Maingret et al. (2016) fizeram um experimento
posterior que consistia em induzir, com estimulacao elétrica, o aumento de delta e spin-
dle corticais logo apds a deteccao de SWRs. Durante o sono NREM precedido por uma
sessao de aquisicao de 3 minutos, eventos de delta e spindle foram induzidos em sincro-
nia (acoplados) com as SWRs ou em atraso (desacoplados). Surpreendentemente, e em
concordancia com as observagoes do experimento anterior, os animais passaram a discri-
minar os dois objetos quando o estimulo foi aplicado em sincronia com as SWRs, mas nao
quando as oscilagoes corticais foram induzidas fora da janela de tempo adequada (Figura
7C). Esses resultados evidenciam a importancia de uma sintonia temporal fina entre os

eventos hipocampais e corticais para a consolidacdo de memorias espaciais.

Seria o acoplamento temporal entre SWR, delta e spindle uma janela de oportuni-
dade para a consolidagao de memorias declarativas? A coordenacao sequencial e temporal-
mente organizada desses eventos é que proveria, durante o sono, as condi¢oes adequadas
para os processos de plasticidade subjacentes a distribuicao, estabilizacao e integracao das
representacoes de memoria em redes corticais? Os experimentos de interrupc¢ao de rip-

ples no hipocampo mostram que a supressao de um dos interlocutores nessa comunicacao
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Figura 7 — A inducao de delta e spindle no mPFC ap6s SWRs potencializa a consolidagao
de meméria espacial. (A) Exemplo de registros de SWRs no hipocampo (eventos em
azul), além de delta (amarelo) e spindle (vermelho) induzidas no mPFC a partir da
estimulacao elétrica do cortex motor. As ondas delta representam momentos de siléncio
da rede cortical, conforme indicam os registros unitérios. (B) Durante o sono apés a etapa
de aquisicao da tarefa de localizacao espacial de objetos, o estimulo elétrico foi aplicado ou
em sincronia com as SWRs, ou com atraso em relacao a elas. No dia seguinte foi realizada a
etapa de evocacao, quando o animal é novamente exposto a arena, mas com um dos objetos
deslocado de sua posigao original. (C) Na etapa de evocagao, o desempenho na tarefa é
quantificado pelo indice de discriminacao, que mede o tempo relativo de exploragao de
cada objeto. Quando aplicado em sincronia com as SWRs, o estimulo elétrico foi suficiente
para potencializar a consolidagao da memoria espacial. Estimulos aplicados de maneira
nao sincrona, que também sao capazes de elicitar delta e spindle, nao geraram efeitos na
consolidagao.
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prejudica a consolidacao de memoéria. No entanto, quais seriam os efeitos da perturbacao
especifica de regides corticais durante delta e spindle? Ainda ndo ha evidéncias causais

que respondam a essa pergunta.

Uma das formas de se avangar na compreensao dos mecanismos de consolidagao
por tras do didlogo hipocampo-neocértex durante o sono seria, por exemplo, dar continui-
dade ao trabalho de Maingret et al. (2016) e avaliar os efeitos da perturba¢do do mPFC
durante delta e spindle precedidas por SWRs. Conforme demonstrado pelos autores, o
aumento induzido da ocorréncia conjunta desses eventos é suficiente para potencializar a
consolidagao na tarefa de localizacao espacial de objetos. Porém, a utilizagdo dessa mesma

tarefa para testar o envolvimento causal das redes corticais apresenta alguns problemas.

Em primeiro lugar, os trabalhos de interrupcao de ripples nao observaram um
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completo bloqueio da capacidade de formar memérias espaciais (GIRARDEAU et al.,
2009; EGO-STENGEL; WILSON, 2010). O que houve, no entanto, foi um desempenho
reduzido, que foi sendo evidenciado gradualmente ao longo dos dias de teste. A formacao
de memoria nesses cendrios sugere a participacao de outros processos de consolidacao,
até mesmo de carater compensatorio. Portanto, dada a possivel atuacao desses meca-
nismos redundantes, é provavel que o teste de localizacao de objetos, por ser realizado
em um curto espaco de tempo, nao tenha sensibilidade suficiente para detectar efeitos
na memoria que sejam resultado da intervencao proposta. Em segundo lugar, na tenta-
tiva de reproduzir o teste de localizagdo de objetos em nosso laboratério (POLANCZYK,
2023), o desempenho dos animais controle ficou abaixo daquele reportado por Maingret
et al. (2016). Mesmo igualando as condigbes experimentais nos mais variados aspectos
(dimensoes e caracteristicas da caixa e dos objetos, iluminacao da sala, procedimentos
e materiais de higienizacdo entre sessoes, etc.), os animais nao apresentaram indice de
discriminagao proximo daquele reportado por Maingret et al. (2016). Novamente, seria
pouco provavel que os efeitos da perturbacao dos eventos corticais fossem notaveis em
um cenario de baixo aprendizado do grupo controle. Diante disso, uma tarefa de memoria
espacial que se apresenta como adequada para investigar o papel do acoplamento triplo
SWR-delta-spindle é a do labirinto de Barnes.

1.7 Avaliacao da memoria espacial utilizando o labirinto de Barnes

O labirinto de Barnes (BM; do inglés, Barnes maze) foi desenvolvido em 1979
como um substituto menos estressor do labirinto aquatico de Morris (BARNES, 1979). No
BM, os fatores de motivagao sao a aversao natural dos roedores por espacos abertos, com
incidéncia direta de luz, e a preferéncia por abrigos de baixa luminosidade. O teste consiste
em colocar os animais sobre uma plataforma circular suspensa contendo varios orificios,
dentre os quais apenas um leva a um abrigo do ambiente externo. Com a exposi¢ao
repetida ao labirinto, espera-se que os animais aprendam a localizagao do escape e, com
o passar das sessoes, se direcionem a ele de forma mais rapida e eficiente (PITTS, 2018;
GAWEL et al., 2019).

Diversos trabalhos fornecem evidéncia da participacdo do hipocampo e do mPFC
na resolucao do labirinto de Barnes. Como exemplo, em um estudo que analisou a ati-
vidade neuronal em diversas regides do cérebro, Holschneider et al. (2019) reportam um
aumento na atividade das regioes CA1, CA3, subiculo e mPFC (area pré-limbica) durante
a etapa de evocagdo no BM. Mais recentemente, o trabalho de Beraldo (2024) mostrou
que, no primeiro dia de aquisi¢cao da tarefa, hd um aumento nao s6 na ocorréncia isolada
de SWRs no hipocampo e de ondas delta no mPFC, mas também na ocorréncia conjunta
desses eventos no tempo; além disso, um aumento na poténcia de ondas delta no mPFC,

também no primeiro dia, esteve correlacionado com o nivel de desempenho na tarefa.
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Em termos de plasticidade sinaptica, no trabalho de Uriarte, Ogundele e Pardo
(2017), os autores observaram um aumento na densidade de espinhas dendriticas em CAl
e no giro denteado de animais que passaram pelo aprendizado no labirinto, indicando a
ocorréncia de processos de plasticidade no hipocampo. Em contraposicao, os resultados
do estudo de Sadeghian et al. (2019) nao apontaram aumento no potencial excitatorio
pés-sinaptico de campo (fEPSP, do inglés, field excitatory postsynaptic potential) em CA1
apos aprendizado na tarefa, sugerindo auséncia de fortalecimento sindptico. Entretanto, os
proprios autores discutem que a medida de fEPSP pode nao ser adequada para investigar
os possiveis processos de plasticidade relevantes nesse caso, ja que as sinapses envolvidas

na formacao de memoria podem ser poucas e estar distribuidas em diferentes neurdnios

de CAL.

Até os dias atuais, ndo foram encontrados estudos na literatura que testassem a
causalidade dos eventos de SWR, delta ou spindle na consolida¢gdo de memoria espacial
durante o sono apds a aquisicdo no labirinto de Barnes. O trabalho mais préximo de
apresentar evidéncias desse tipo foi o de Binder et al. (2019). Os autores usaram optoge-
nética para silenciar, no mPFC e durante o sono NREM, os terminais axonais de projecoes
oriundas do hipocampo. Tal protocolo resultou em prejuizos de meméria recente (24hs),
mas nao remota (12 dias), além de impedir que os animais empregassem a estratégia
mais eficiente na busca pelo escape durante a etapa de treino. A inibi¢do optogenética, no
entanto, nao se limitou a eventos oscilatérios especificos, mas foi aplicada durante todo o

periodo de sono NREM identificado nas 3 horas de registro pds-aquisigao.

1.8 Proposta e relevancia deste trabalho

Diante do cenario exposto nas tltimas se¢oes, a proposta deste trabalho é investigar
o papel das SWRs durante o sono na formagao de memoria espacial. Mais concretamente,
pretende-se fornecer evidéncias sobre os efeitos da perturbacgao de ripples no sono apos o
aprendizado no BM e, simultaneamente, avancar no estabelecimento de uma infraestru-
tura que permita, em experimentos futuros, testar a relevancia da sincronia entre SWRs,
ondas delta e spindles para a consolidacao de meméria. Avaliar a participacao conjunta e
isolada de tais eventos oscilatérios na comunicagao hipocampo-neocortex é fundamental
para melhor compreender os mecanismos subjacentes a consolidacao da meméria durante

O SOno.

A necessidade de um entendimento mais claro sobre o papel do sono nos mecanis-
mos de formacgao da memoria tem como elemento motivador a possibilidade de melhorar
a vida de pessoas em diferentes condigoes e contextos. Refinar a compreensao desses me-
canismos abre caminhos para o desenvolvimento de farmacos, tratamentos e habitos que
busquem, por exemplo: aumentar o desempenho escolar e laboral; melhorar a qualidade

de vida de pacientes com transtornos psiquiatricos; reduzir a quantidade de acidentes
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que envolvem trabalhadores noturnos e atuar em varidveis que impactem a capacidade de

memoria por meio do controle da qualidade do sono, de um modo geral.

Pessoas com depressao grave e narcolepsia, por exemplo, podem ter o sono iniciado
pela fase REM, pulando uma etapa inicial de NREM que é comum em individuos isentos
dessas condi¢oes (DALGALARRONDO, 2018). Quais efeitos essa inversao pode gerar na
memoria e no aprendizado dessas pessoas? Ainda de acordo com Dalgalarrondo (2018), a
perda de memoria episddica é observada também em individuos com Alzheimer, sindrome
de Wernicke-Korsakoff, esquizofrenia e Parkinson (PAUSE et al., 2013). Sabendo-se mais
claramente sobre os processos de formagao de meméria, hé alguma atuacgao possivel no

sono dessas pessoas para que a perda de memoria seja amenizada?

Mello (2014), que colheu relatos de 400 motoristas de 6nibus interestaduais bra-
sileiros (MELLO et al., 2000), reforga que as caracteristicas do sono de trabalhadores
noturnos resultam, em grande parte das vezes, em prejuizos na capacidade de julgamento,
decisdo, concentragao e memoria. Segundo o autor, a reducao dessas capacidades, além de
contribuir para uma piora na qualidade de vida dessas pessoas, esta fortemente associada
ao aumento do nimero de acidentes de trabalho. Um estudo mais detalhado dos processos
sono-memoria pode fornecer evidéncias que corroborem politicas e praticas voltadas para

a reducao desse nimero.

Nesse contexto, este trabalho de doutorado busca contribuir para a discussao de
questoes ainda pertinentes nas neurociéncias basicas, cuja elucidagao tem potencial para
gerar impactos positivos na saude e na qualidade de vida das pessoas. Algumas dessas
questoes sao: quao relevante é a comunicacao entre hipocampo e cértex durante o sono
para a formacao de memorias espaciais? Qual o papel das SWRs na consolidacao de
memorias declarativas e quais os mecanismos de plasticidade envolvidos? De que forma

as ondas delta e spindles contribuem para a consolidagao?
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2 Objetivos

De maneira geral, a proposta deste trabalho é: 1) preparar uma infraestrutura
experimental que permita realizar experimentos de manipulacao da circuitaria neural, em
malha fechada, a partir da detecgao de SWRs; 2) investigar os efeitos da perturbagao de
SWRs durante o sono subsequente ao aprendizado na tarefa do labirinto de Barnes. Para

isso, trés objetivos foram estabelecidos e abordados nas seguintes partes do trabalho:

Parte I: desenvolver um detector de SWRs em tempo real integrado ao sistema
de registro eletrofisiologico Open Ephys; a deteccao devera ser acurada e em tempo habil
para perturbar tanto SWRs, no hipocampo, quanto a atividade cortical durante eventos

associados (i.e. delta e spindle);

Parte II: realizar experimentos de perturbacao das ripples durante o sono apods a

aquisicao no BM e avaliar os possiveis efeitos na formacao de memoria espacial;

Parte III: estabelecer uma infraestrutura experimental (i.e. padronizagao das téc-
nicas, do implante intracraniano e montagem da estrutura de hardware e software) que
viabilize a realizacao de experimentos futuros em malha fechada com optogenética; a par-
tir disso serd possivel testar os efeitos da inibigdo seletiva do cértex durante ondas delta

e spindles precedidas por SWRs.



Parte |

Desenvolvimento de um plugin para deteccao

de ripples em tempo real
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3 |: Introducao

O primeiro passo para viabilizar os experimentos de manipulagdo da circuitaria
neural em malha fechada é estabelecer um sistema capaz de 1) registrar a atividade
eletrofisiolégica das regioes de interesse, incluindo o hipocampo; 2) detectar as SWRs em
tempo real a partir do LFP da regiao de CA1, do hipocampo, e enviar um comando para
acionamento do sistema de estimulacdo; 3) aplicar a estimulagao elétrica ou optogenética
na regiao-alvo em tempo habil. Uma pega fundamental desse sistema ¢ o médulo dedicado
a deteccao de SWRs e ao acionamento da estimulacao, do qual trata esta Parte I do
trabalho.

Pensando na realidade dos laboratérios nacionais e nos recursos de hardware e
software comumente disponiveis, decidiu-se por implementar a deteccao de ripples na
interface do proprio equipamento de registro eletrofisiolégico utilizado no laboratério: o
Open Ephys. Trata-se de um sistema de registro multicanal de cédigo aberto, cuja estru-
tura modular de software permite a inclusao de blocos funcionais personalizados (STEGLE
et al., 2017). Em detrimento da construcao de circuitos elétricos dedicados, por exemplo,
sao varias as vantagens de se implementar a deteccao de ripples na forma de um plugin ja
integrado a interface grafica (GUI, do inglés, graphical user’s interface) do Open Ephys.
Em primeiro lugar, e por apresentar uma interface grafica simples, o plugin é acessivel e
permite um ajuste facil dos parametros de detecgao pelos experimentadores. Em segundo
lugar, ¢é flexivel o suficiente para permitir a deteccao de outros eventos oscilatérios além
das SWRs, tais como as descargas epileptiformes interictais (IEDs, do inglés, interictal
epileptiform discharges). Mas duas outras vantagens se apresentam de maneira mais ex-
pressiva: 1) o fato de ser um sistema de codigo aberto favorece o acesso pela comunidade
cientifica internacional, contribuindo para o aperfeicoamento coletivo da ferramenta e,
de modo mais importante, para a reprodutibilidade dos experimentos e achados cienti-
ficos; 2) a implementacao do detector de SWRs como plugin da GUI do Open Ephys
favorece consideravelmente a incorporacao de um mecanismo integrado e simultaneo de
deteccao de movimento do animal, importante para reduzir a deteccao de falsos eventos

e a estimulagdo em momentos inapropriados.

O desenvolvimento e validacdo do plugin de deteccao de SWRs foram publica-
dos em 2022 na revista Journal of Neural Engineering (SOUSA et al., 2022). Os c6digos
do plugin também foram disponibilizados para a comunidade cientifica no mesmo ano
(www.github.com/bmsousa91/RippleDetector). A préxima se¢io contém o texto integral
do artigo e, em seguida, é apresentada uma breve discussao complementar contendo al-

gumas atualizagoes desde a sua publicacgao.
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4 |: Desenvolvimento de um plugin para de-
teccao de ripples integrado a GUI do Open
Ephys
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Abstract

Objective. Sharp wave-ripples (SWRs, 100-250 Hz) are oscillatory events extracellularly recorded in
the CA1 subfield of the hippocampus during sleep and quiet wakefulness. Many studies employed
closed-loop strategies to either detect and abolish SWRs within the hippocampus or manipulate
other relevant areas upon ripple detection. However, the code and schematics necessary to replicate
the detection system are not always available, which hinders the reproducibility of experiments
among different research groups. Furthermore, information about performance is not usually
reported. Here, we sought to provide an open-source, validated ripple detector for the scientific
community. Approach. We developed and validated a ripple detection plugin integrated into the
Open Ephys graphical user’s interface. It contains a built-in movement detector based on
accelerometer or electromyogram data that prevents false ripple events (due to chewing, grooming,
or moving, for instance) from triggering the stimulation/manipulation device. Main results. To
determine the accuracy of the detection algorithm, we first carried out simulations in MATLAB
with real ripple recordings. Using a specific combination of detection parameters (amplitude
threshold of 5 standard deviations above the mean, time threshold of 10 ms, and root mean square
block size of 7 samples), we obtained a 97% true positive rate and 2.48 false positives per minute.
Next, an Open Ephys plugin based on the same detection algorithm was developed, and a
closed-loop system was set up to evaluate the round trip (ripple onset-to-stimulation) latency over
synthetic data. The lowest latency obtained was 34.5 4 0.5 ms. The embedded movement
monitoring was effective in reducing false positives and the plugin’s flexibility to detect
pathological events was also verified. Significance. Besides contributing to increased reproducibility,
we anticipate that the developed ripple detector plugin will be helpful for many closed-loop
applications in the field of systems neuroscience.

1. Introduction ensembles and contribute to the integration and
stabilization of memory representations (Buzsdki
2015). Regarding their oscillatory features, most

SWR events last from 50 to 150 ms, and their fre-

Sharp wave-ripples—electrophysiological oscilla-
tions in the local field potential (LFP) of the hip-

pocampal CAl region—are thought to coordin-
ate the repetitive reactivation of memory-related

© 2022 IOP Publishing Ltd

quency components are within the 100-250 Hz range
(Csicsvari et al 1999, Buzsaki 2015, Adamantidis et al
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2019, Dutta et al 2019, Ferndndez-Ruiz et al 2019).
Studies that investigate the causal link between SWRs,
learning, and memory consolidation during sleep
have usually employed closed-loop, real-time ripple
disruption experiments using electrical stimulation
(Girardeau et al 2009, Ego-Stengel and Wilson 2010,
Maingret et al 2016) or, more recently, optogenetic
techniques (Kovécs et al 2016, Norimoto et al 2018,
Oliva et al 2020). Closed-loop strategies have also
been used to disrupt SWRs during quiet wakefulness,
a period in which the awake animal presents slow
movement or immobility (Jadhav et al 2012, Roux
et al 2017). The module responsible for the real-time
ripple detection is often contained within propri-
etary, dedicated hardware (table 1). Additionally,
the detailed schematics and source code necessary
to build a similar detection setup are rarely readily
available. This makes it difficult to reproduce results
obtained across different laboratories.

It is also worth mentioning that not all stud-
ies report the accuracy and latency of ripple detec-
tion (table 1). If the reason is the non-execution of
prior performance tests, investigators may be inad-
vertently applying an excess stimulation due to more
false-positive events. In some cases, closed-source
solutions may limit the feasibility of tests to evalu-
ate the effects produced by variations in the detec-
tion parameters, and make it challenging to execute
a system-level analysis of the detection perform-
ance. Therefore, the trade-offs between performance
and over-stimulation side-effects, such as tissue dam-
age, seizures, and plasticity induction, may not be
fully understood and controlled by the investigator
(Dutta et al 2019).

Valuable efforts have been applied to provide a
real-time ripple detector whose closed-loop, system-
level performance is known so that investigators can
be aware of the limitations and possibilities offered
by such a tool (Dutta et al 2019). Nevertheless, the
scientific community still lacks open-source, pub-
licly available ripple detection modules already integ-
rated with widely used electrophysiological record-
ing platforms. Additionally, the increasingly common
long-lasting recordings in vivo demand built-in, auto-
matic strategies capable of restricting ripple-triggered
experimental interventions only to periods of low
movement (including sleep and quiet wakefulness),
when ripple events are most likely to occur. Move-
ment artifacts during the active phase of rats and
mice, for instance, occur frequently and can result
in unspecific stimulation, interfering with the exper-
imental protocol. Although most of the closed-loop
studies on SWRs carry out interventions only dur-
ing the initial periods of sleep (Kudrimoti et al 1999),
new evidence shows that associated replay activity
occurs over a much longer timespan (Giri ef al 2019).
Moreover, even in experimental protocols in which
stimulation is applied only during the first few hours
of the post-learning sleep, it is expected that the
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animal presents periods of wakefulness due to the
polyphasic nature of its sleep-wake cycle (Mong and
Cusmano 2016).

We developed a ready-to-use, real-time ripple
detector plugin for the Open Ephys graphical user’s
interface (GUI) (Siegle et al 2017). The built-in
algorithm to detect movement based on electromyo-
gram (EMG) or accelerometer data offers the pos-
sibility to prevent ripple events from being detected
during periods of high activity, where they are likely
to be false alarms. A 3-axis accelerometer is already
embedded in many headstage models commonly
used in conjunction with the Open Ephys acquisi-
tion board; thus, movement detection can be per-
formed without using additional implants or a video
tracking apparatus. First, to evaluate the dependence
of our algorithm’s detection accuracy on multiple
combinations of parameters, we conducted an off-
line MATLAB (MathWorks) simulation of the plu-
gin over pre-recorded real hippocampal CA1 data
(hc-3 dataset; Mizuseki et al 2013). Next, to evalu-
ate the round trip (event-to-stimulation) latency, a
closed-loop architecture similar to the one used in
real-time experiments was arranged. In this case, the
living animal (or tissue) is replaced by the synthetic
data converted to an audio signal and connected dir-
ectly to an Intan headstage. This closed-loop structure
also made it possible to examine the effects of vary-
ing other influencing parameters, i.e. the data buf-
fer length and the number of samples considered in
the root mean square (RMS) calculation. To valid-
ate the mechanism’s functioning that blocks ripple
events when movement is detected, we first charac-
terized its operation with accelerometer recordings
and then analyzed the reduction of events during
periods of activity based on EMG recordings of an
implanted rat. To demonstrate that the developed
plugin can be easily adapted to detect other neural
events, we conducted the detection of interictal epi-
leptiform discharges (IEDs) in a kindling model of
epilepsy. Finally, although the developed plugin does
not perform multichannel ripple detection, various
instances of the module can be combined to build
a multichannel logic that results in reduced false-
positive rates.

2. Methods

2.1. Implementation of the detection algorithm

The ripple detector was implemented in C++ as a
plugin for the Open Ephys GUI v0.5.5 (figure 1(a)).
We used the Microsoft Visual Studio 2019 plat-
form to develop and debug the code. Researchers
interested in using the ripple detector must down-
load the source code and compile the plugin fol-
lowing the instructions available in the Developer
Guide section at https://open-ephys.github.io/gui-
docs/. The plugin’s source code is publicly available
at www.github.com/bmsousa91/RippleDetector. The



Table 1. Overview of experimental details in studies using closed-loop systems based on ripple detection. For other related information, see Aleman-Zapata et al (2021).

Detection codes/

Graphical interface
for adjusting

Manipulation disabled

Animal SWRrecording  Online ripple detection  circuits are publicly  the detection Ripple-triggered Detection accuracy and round  during wakefulness/
Authors model region components available? parameters? manipulation trip latency movement?
Girardeau eral  Rats CAl pyramidal Power1401 acquisition =~ No Yes * Single-pulse comissural TPR: 86.0 & 1.3%; stimulation ~ Yes—disabled
(2009) layer (dorsal system + Spike2 electrical stimulation ~ delay < 15 ms * manually or when the
hippocampus)  software (CED) speed was >5cm s~ *
Ego-Stengel and Rats CA1 pyramidal KrohnHite3384 analog  Does not apply Does not apply Burst of biphasic Not found Not found
Wilson (2010) layer filters and FHC Window electrical pulses on
Discriminator CALl afferents
(threshold crossing)
Jadhav et al Rats CA1 (dorsal NSpike data acquisition  No Not found Biphasic, single-pulse  Ripple oscillation terminated Yes—online speed filter
(2012) hippocampus)  system comissural electrical within 25 ms of SWR onset prevented false positive
stimulation detections during high
speed periods
(threshold from 5 to
10 cms™h)
Nokia et al Rabbits Right Custom-made hardware Yes Does not apply Light pulses from three 89% of SWR events identified No
(2012) hippocampus LED:s placed in front of offline were detected online
the rabbit
Stark et al Mice/Rats CAl pyramidal Programmable Digital ~ No Not found Optogenetic Median detection lag: 15 ms; Not found
(2014) layer Signal Processor manipulations range 12-24 ms; median false
RX6 + RPvdsEx negative rate, 27%; range:
(Tucker-Davis 7%—45%; Bayes error of the
Technologies) classifier: 16% (median; range:
9%—28%)
de Lavilléon Mice CAl pyramidal Power1401 acquisition =~ No Not found Train of electrical The authors reported spike Not found
et al (2015) layer system + Spike2 pulses sorting performance
software (CED)
Papale et al Rats CAL layer NSpike data acquisition No Not found Biphasic, single-pulse  Not found Not found
(2016) (dorsal system (Jadhav et al electrical stimulation
hippocampus)  2012)
Novitskaya et al Rats CAl pyramidal Power1401 acquisition =~ No Not found Trains of biphasic Not found Not found
(2016) layer (dorsal system + Spike2 electrical pulses

hippocampus)

software (CED)

(Continued.)
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Table 1. (Continued.)

Graphical interface

Detection codes/ for adjusting Manipulation disabled
Animal SWRrecording  Online ripple detection  circuits are publicly  the detection Ripple-triggered Detection accuracy and round  during wakefulness/
Authors model region components available? parameters? manipulation trip latency movement?
Maingretetal  Rats CA1l pyramidal Power1401 acquisition ~ No Yes * Single-pulse electrical ~ Same as Girardeau et al (2009)"  Same as Girardeau et al
(2016) layer system + Spike2 stimulation (2009) *
software (CED)
Koviécs et al Mice CAl pyramidal ~Custom-made hardware Yes Does not apply Optogenetic Not found No
(2016) layer (dorsal (Nokia et al 2012) manipulations
hippocampus)
Talakoub eral ~ Rhesus CA1/2 and Programmable Digital ~ No Not found Biphasic, single-pulse  FPR estimate: 12% No—but artifacts in
(2016) monkeys  CA3/DG Signal Processor HPP electrical stimulation control electrodes
(Macaca (Neuralynx, outside the
mulatta) Inc) + FPGA hippocampus blocked
ripple detection
vande Ven etal Mice CA1l pyramidal Dual-stage amplifier No Not found Optogenetic True positive: 80.1% =+ 1.0%; No—but artifacts in
(2016) layer (dorsal (Sensorium manipulation Mean Latency: 7.68 £ 0.30 ms control electrodes
hippocampus)  Inc.) + computer with before ripple peak power outside the
real-time kernel hippocampus blocked
ripple detection
Roux et al Mice CAl pyramidal Programmable Digital ~ No Not found Optogenetic TPR: 83 + 4%; FPR: 63 £ 4%;  No
(2017) layer (dorsal Signal Processor manipulation Detection latency:
hippocampus)  RX6 + RPvdsEx median + SD = 16 £ 20 ms
(Tucker-Davis
Technologies) (Stark
etal 2014)
Rangel Guerrero Mice CA1l pyramidal Custom-made hardware Yes Does not apply Optogenetic Not found No
etal (2018) layer (dorsal (Nokia et al 2012) manipulation
hippocampus)
Dutta et al Rats CAl Open Ephys and Partially (analysis Yes Digital pulse from a Data acq. latency: 7.5-13.8 ms No
(2019) SpikeGadgets codes available; BeagleBone and 1.35-2.6 ms for USB and
acquisition systems codes for online microcontroller ethernet, respectively.

detection not
identified)

Algorithmic latency approx.
20—66 ms, TPR >95% and <10
FP min~', depending on the
parameters.

(Continued.)
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Table 1. (Continued.)

Graphical interface

Detection codes/ for adjusting Manipulation disabled
Animal SWRrecording Online ripple detection  circuits are publicly the detection Ripple-triggered Detection accuracy and round  during wakefulness/
Authors model region components available? parameters? manipulation trip latency movement?
Norimoto etal ~ Mice CAl pyramidal Programmable Digital ~ No Not found Optogenetic 23 4 12 ms delay for stimulation No
(2018) layer Signal Processor manipulation after ripple onset; FPR:
RX6 + RPvdsEx 19.2 4 1.0%; False negative rate:
(Tucker-Davis 2.3+ 1.8%
Technologies) (Stark
etal 2014)
Michon et al Rats CAl pyramidal DigiLynx acquisition No Not found Biphasic electrical S3 figure in Michon et al (2019) No—but hippocampal
(2019) layer system + Falcon stimulation ripple detections were
software ignored if they fell
around spurious
detections in the
cortical signals
Ferndndez-Ruiz Rats CAl pyramidal Programmable Partially (analysis Not found Optogenetic Not found Yes—ripples detected
etal (2019) and stratum processor + Spike2 codes available; manipulation only during immobility
radiatum layers  software (CED) codes for online (speed <5 cm s~ 1) and
detection not found) low-theta power
periods
Oliva et al Mice CA2 Programmable No Not found Optogenetic Not found No—but artifacts in
(2020) processor manipulation control electrodes
(CED) + custom-made outside the
hardware hippocampus blocked
ripple detection
Gridchyn etal  Rats CAl pyramidal Data acquisition system  Yes No Optogenetic Reaction time (from first spike to Not found
(2020) layer (Axona Ltd) + Python manipulation LFP deflection caused by the
software light pulse): 1.04 ms £ 0.09 ms
Aleman-Zapata Rats CAl pyramidal  Open Ephys acquisition  Yes Yes Electrical stimulation ~ Not found Not found
et al (2020, layer system + Cython
Preprint)
Igata et al Rats CAl Cerebus recording No Not found Single-pulse electrical ~ Not found Yes—ripples detected
(2021) system + custom stimulation only during immobility

created C code

(speed <5 cm )

* Not found in the manuscript; informed by the authors.
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Figure 1. Ripple detector plugin for the Open Ephys platform. (a) Through the plugin’s graphical interface (highlighted in red),
users can adjust the detection parameters. The red arrows indicate detected ripple events. The data shown in this figure were
downloaded from the CRCNS website (hc-18 dataset; Drieu et al 2018a, 2018b). (b) Step-by-step flowchart of the detection
algorithms. Data must be previously filtered in the ripple band. (c) Illustrative example of RMS threshold crossing and ripple
detection. Continuous black line: filtered ripple data; red line: RMS envelope of the filtered data; dashed lines: amplitude and time
thresholds for ripple detection. (d) Illustrative example of movement detection. Continuous black line: filtered accelerometer or
EMG data; red line: RMS envelope; dashed black lines: amplitude and time threshold for movement detection; dashed blue lines:
define the minimum period of immobility to restore the plugin’s ability to raise detection events. The area in red represents the
period in which ripple events are silenced due to motion detection.

synthetic dataset used in section 3.2 and more details
on how to use the plugin are available on the same
website.

2.2. Ripple detection algorithm and
movement-driven silencing of events

Real-time detection algorithms must operate with
minimal delay while maintaining acceptable accuracy

levels. Furthermore, investigators benefit from a
more straightforward detection logic since the effects
of adjusting specific parameters are more predict-
able. Aiming at those features, our ripple detection
algorithm was implemented based on the RMS of
the filtered signal (figure 1(b)). The ripple detector
does not perform any filtering internally and there-
fore requires that signals are pre-filtered in the ripple
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frequency band, which may be achieved by using the
built-in Bandpass Filter module (second-order But-
terworth filter) in the Open Ephys GUI. The RMS val-
ues of the incoming samples provide a rough envel-
ope of the ripple-band filtered data (they can also be
thought of as a recurring estimation of the standard
deviation if the mean is considered zero). Initially,
a calibration period—the first 20 s of recording—
defines the baseline, when RMS mean and standard
deviation are calculated. Subsequently, RMS values
are compared against amplitude and time thresholds
during the online detection stage. The amplitude
threshold is defined by a fixed number of standard
deviations above the mean. RMS values must exceed
the amplitude threshold and remain above it for a
minimum period—defined as the time threshold—
to detect a ripple event (figure 1(c)). The time
threshold reduces false detections due to brief peri-
ods of RMS augmentation in the ripple frequency
band that do not correspond to true ripple oscillation
(e.g. artifacts).

The movement detection algorithm (figure 1(b))
is very similar to the ripple detection one. It oper-
ates on filtered EMG or accelerometer data to dis-
able ripple events when movement is detected. If
the accelerometer is selected to detect movement,
the magnitude of the 3D acceleration vector is cal-
culated before the RMS computation. Ripple events
are blocked when the RMS values cross the corres-
ponding amplitude and time thresholds. Reactivating
detection requires a minimum period of immobility
(i.e. a sequence of RMS values below the amplitude
threshold) (figure 1(d)).

2.3. Synthetic ripple data

Synthetic data was created by adding simulated ripple,
fast ripple, and spiky events to a pink noise back-
ground signal (figure S1(a)). The corresponding fea-
tures to simulate those events were extracted from
prior characterization studies (Buzsdki et al 1992,
Bragin et al 1999, Nguyen et al 2009, Buzsaki 2015).
Ripples were represented as pure sinusoidal signals
whose frequency distribution followed a Gaussian
process with ;1 =200 Hz and o =25 Hz. Its amp-
litude was limited by a sinusoidal envelope whose
duration was determined by a Gaussian process with
(=100 ms and o = 25 ms. The signal-to-noise ratio
was around 18 dB. Fast ripples were thought to sim-
ulate higher frequency activity in the hippocampus
(e.g. seizure onset). They were generated similarly to
the ripples but with a shorter duration (¢ = 60 ms;
0 =15 ms), higher amplitude, and increased fre-
quency content (y =425 Hz; o =50 Hz). Finally,
artificial spiky events were synthesized as Gaussian
curves with high amplitude and low standard devi-
ation (o = 0.0003 ms) to simulate a brief and express-
ive increase in the ripple-band power. The non-
ripple events (fast ripples and spiky events) test the
algorithm’s ability to reject spurious activities that

7

B M de Sousa et al

contaminate the ripple frequency band correctly. The
final duration of the synthetic data was 10 min
(30 kHz sampling rate), and one of those three events
was injected every 1.5 s, with a likelihood of 33.3%
each. There were 400 events: 139 ripples, 124 fast
ripples, and 137 spiky events.

2.4. Hippocampal CA1 recordings from the hc-3
dataset

To evaluate the plugin’s performance over real ripple
recordings (section 3.1), pre-recorded hippocam-
pal CAl data from the hc-3 dataset were down-
loaded at the CRCNS website (https://crens.org/data-
sets/hc/he-3). The hc-3 dataset contains LFP and
multiunit recordings from different hippocampal
regions of male Long Evans rats (3-8 months old,
250-400 g) while animals performed several tasks
(Mizuseki et al 2013, 2014). The authors used 4-, 8-,
12- or 16-shank silicon probes, each shank containing
eight recording sites (160 m? each site, impedance of
1-3 MQ). Recording sites formed a two-dimensional
arrangement and were separated by 20 um vertic-
ally. We considered LFP recordings from the animal
ec014, day 42, during the sleep sessions ec014.42.794,
ec014.42.796, and ec014.42.798 (figure 2(a)). Data
from each sleep section was concatenated to result in
a 30 min long single recording (1.25 kHz sampling
rate). In all experiments using the hc-3 dataset, the
selected recordings were captured from the silicon
probe shank 1, channel 8 (indicated by the data-
set providers as the shank 1 channel with the most
pronounced ripples). To test the multichannel ripple
detection strategy (section 3.4), channels 6 and 4 from
the same shank were additionally considered.

2.5. Prior identification of candidate ripple events
The classification of ripple events in the hc-3 data-
set was preceded by a prior identification of candid-
ate ripple events. A modified version of a previously
reported detection algorithm was applied (Taxidis
et al 2015). First, the LFP is bandpass filtered at 100—
250 Hz using an FIR filter with a linear phase. The
squared values of the filtered LFP are then computed,
averaged with a zero-phase FIR filter (order 62),
and standardized. Ripple events are initially detec-
ted when this standardized power average crosses the
threshold of 1 SD (calculated over the entire data).
Consecutive events separated by less than 50 ms are
merged, and those with a final duration outside the
50-450 ms range are discarded. Finally, only the
events with a peak power between 2 and 250 SDs are
considered ripple candidates to be further approved
or rejected by visual inspection.

2.6. Closed-loop setup to measure the round trip
delay

To measure the round trip delay—the time from
the ripple onset to the stimulation—we set up a
closed-loop architecture constituted by an Intan
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RHD2132 headstage, the Open Ephys acquisition
board (open-ephys.org), a BNC-to-HDMI conver-
sion board, the Pulse Pal device (an open-source pulse
generator, www.sanworks.io), and a computer (Intel
i5-8300H, 2.3 GHz, 12 GB RAM) running Windows
10 (figure 4(a)). The synthetic data was converted
to a .flac audio file and played directly to an Intan
headstage channel via custom-made cable and con-
nectors. The acquisition board receives data from the
headstage via SPI cable and streams it to the Open
Ephys GUI through a USB 3.0 connection. A pro-
cessing pipeline in the Open Ephys GUI was built to
filter the incoming data in the 100-250 Hz frequency
range before supplying it to the ripple detector plu-
gin. Additional plugins were inserted into the pro-
cessing chain to record (Record Node) and visual-
ize (LFP Viewer) the data, as well as to communicate
with the Pulse Pal hardware (Pulse Pal). The detec-
ted events trigger the Pulse Pal module, generating
a brief digital pulse (single 5 V monophasic pulse,
100 s duration) sent back to the Open Ephys acquisi-
tion board. The synthetic signal captured by the head-
stage, the moments of ripple detection, and the digital
pulses generated by Pulse Pal were logged to compute
the round trip delay.

2.7. Accelerometer data

The 3-axis accelerometer data used to validate the
mechanism that silences ripple events after detecting
movement was obtained from a public database avail-
able at the buzsakilab.nyumc.org/datasets/ website
(Petersen et al 2020). We selected the TingleyD data-
set (Tingley and Buzsdki 2018), folder D12, session
DT12_4032um_2232um_190806_090411. The accel-
erometer data segment was extracted from the auxil-
iary.dat file.

2.8. TPR and FPR

Three indices were calculated to characterize the
detection performance: TPR, FPR, and round trip
latency. For both the synthetic and pre-recorded
real data, the TPR for a particular set of paramet-
ers (e.g. amplitude and time thresholds, RMS block
size, buffer length) is given by the fraction between
the sum of ripple events correctly detected and the
total number of events previously classified as ripples
(equation (1)). In particular, a detection event is con-
sidered in the TPR computation when it occurs dur-
ing the time window that defines the ripple dura-
tion. For the synthetic data, the duration of each
ripple is intrinsically known since the simulation of
the corresponding event was produced under previ-
ously established conditions. Regarding the real data,
the time window that constitutes the boundaries of
a ripple activity was defined during the prior clas-
sification of candidate events. In other words, for
un-merged ripples, the duration corresponds to the
period in which the power average is above the 1
SD threshold (section 2.5). For merged events, the
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duration comprises the onset of the earlier event and
the end of the latter. Two or more consecutive detec-
tions of the same ripple event were considered once
for the TPR calculation. The FPR was computed as
the sum of the detection events in a non-ripple period
divided by the total recording duration in minutes
(equation (2)). We opted to provide the FPR as the
number of false detections per unit of time because
the determination of a denominator that represents
the total number of false events (false ground events),
albeit it could be defined according to some criteria,
may generate a tricky, barely tangible result when the
outputs of different experiments are compared.

Total of ripple events detected

TPR [%] = x 100%,

(1)

Total of non-ripple events detected

Total of ripple events

FPR t in| = .
[events/min] Total recording duration (min)

()

2.9. Interictal epileptiform discharges and ripples
dataset from a kindling experiment

To examine the performance of our plugin for the
detection of pathological events (section 3.5), we
used a different dataset from a kindling experi-
ment performed in adult male Wistar rats (Zacharias
2019). The experiments were carried out at the Prof.
Dr Joao Pereira Leite’s laboratory, University of Sao
Paulo (USP), Brazil. All protocols were approved
by the Committee on Animal Research and Ethics
of the Medicine School of Ribeirao Preto, USP. In
short, the animals were anesthetized with ketamine
(100 mg kg™, i.p.) and xylazine (10 mg kg™, i.p.)
and tungsten monopolar electrodes were chronic-
ally implanted for LFP recordings in the medial pre-
frontal cortex (mPFC) and in the CA1 subfield of the
hippocampus. Additionally, a tungsten electrode was
positioned on the nuchal muscle for EMG recording
and movement monitoring. A bipolar electrode was
implanted into the basolateral amygdala for electrical
stimulation (kindling induction). One week after the
surgical procedure, the animals were habituated to
the experimental box for three consecutive days. On
the fourth day, the animals were connected to the
data acquisition system and the baseline LFP record-
ings were performed for 6 h. The kindling protocol
was performed in the next three days, which consisted
in the delivery of 10 trains of pulses (10 s duration,
at 50 Hz) every 20 min. Kindling sessions were per-
formed in the morning (09:00 AM) and lasted around
3 h. LFP signals were continuously recorded before,
during and after the kindling sessions. The emer-
gence of IEDs usually occurred from the second day
of kindling. For this study, we used the CA1 LFP sig-
nal recorded between the second and third kindling
sessions from an experimental (kindled) rat (animal
ID: R2). LFP signals were filtered and pre-amplified
(0.1-1000 Hz, gain 1000x, A-M Systems 3600) before
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being digitized at 4 kHz (PowerLab 16/30). Elec-
trical stimuli to induce kindling were applied using
the S88X stimulator (Grass Instruments, EUA) with
biphasic pulses.

2.10. Dataset with EMG recordings

To validate the mechanism that prevents ripple detec-
tion based on movement monitoring (section 3.3,
figure 6), we used hippocampal and EMG recordings
of freely behaving adult male Wistar rats. The record-
ings were carried out at the Prof. Dr Cleiton Lopes
Aguiar’s laboratory, Federal University of Minas
Gerais (UFMG), Brazil. All protocols were approved
by the Committee on Animal Research and Eth-
ics of UFMG. In short, the animals were anesthet-
ized with ketamine (100 mg kg™!, i.p.) and xylazine
(50 mgkg™!,i.p.) and tungsten monopolar electrodes
were chronically implanted for LFP recordings in the
mPFC and in the CA1 subfield of the hippocam-
pus. Additionally, a tungsten electrode was positioned
on the nuchal muscle for EMG recording and move-
ment monitoring. One week after the surgical proced-
ure, animals were habituated to the recording arena
(an acrylic box) for three consecutive days before the
beginning of the recording session. On the fourth day,
the animals were connected to the acquisition system
and LFP recordings were performed for 9 h (from
8:00 AM to 5:00 PM). Animals were maintained in
a 12 h/12 h light/dark cycle (lights on at 07:00 AM)
and had access to water and food ad libitum. For this
study, we used the CA1 LFP, the mPFC LFP and the
EMG signals recorded during the first 4 h (animal ID:
R23). The electrophysiological signals were filtered
and pre-amplified (0.1-1000 Hz, gain 1000x, A-M
Systems 3600) before being digitized at 4 kHz (Power-
Lab 16/30).

2.11. Brain states classification

To classify the brain states of the animal, we first
divided the CAl, mPFC and EMG recordings into
10 s epochs. A visual classification of 40 randomly
chosen epochs was carried out by experts. Epochs in
which the animal was classified as awake were those
that presented increased EMG activity, as well as an
increase in the power of the CAl LFP theta band
(5-9 Hz) and in the power of oscillations above 20 Hz
in the mPFC. Epochs classified as NREM sleep were
defined by low EMG activity and high power in the
mPFC delta band (1-4 Hz). REM sleep was identified
when low EMG activity occurred simultaneously to
high hippocampal theta band power. Finally, epochs
in which it was not possible to clearly define a state
were classified as N/I (not identified).

The epochs classified according to the criteria
aforementioned served as reference for an automatic
classification of the remaining epochs based on the
Gaussian Mixture Model (GMM) algorithm. The
GMM operates with the theta/delta ratio calculated
from the hippocampal LFP and with the EMG
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RMS to define the probability distribution of each
10 s epoch to be included in three different data
clusters. Each cluster represents a brain state: awake,
NREM or REM. Finally, representative epochs of
the three clusters were visually inspected to determ-
ine a posteriori probability threshold for labeling the
remaining epochs.

3. Results

The ripple detector module contains a straightfor-
ward, user-friendly graphical interface (figure 1(a))
that allows investigators to select the input and out-
put channels, adjust the detection thresholds and set
a few more detection parameters, such as the num-
ber of samples for RMS calculation and the refract-
ory time (period after detection during which new
events are blocked). The refractory time is partic-
ularly important to avoid redundant output events
during long ripples. By clicking the ‘Calibrate’ but-
ton in the GUI, investigators can redefine the detec-
tion threshold by recalculating the baseline mean
and standard deviation. Additionally, the embed-
ded movement detector prevents ripple events from
being raised when the animal is most active, redu-
cing inappropriate stimulation due to movement arti-
facts. Because the ripple detector module is open-
source, users with sufficient programming skills in
C++ can modify the original source code to add new
features and address specific requirements of their
research.

3.1. Offline simulation in MATLAB with real data

Initially, we verified the accuracy of the detection
algorithm over synthetic ripple data and obtained
satisfactory detection rates (100% TPR and 0.1
FP min~! for a specific combination of thresholds,
for example; figure S1). However, although synthetic
data provide a reasonable idea about the plugin’s
behavior and performance, it is essential to valid-
ate the detection algorithm over real ripple record-
ings. Distinct ripple events share common oscillat-
ory features, but they are heterogeneous in duration,
power, shape, frequency range, and frequency dis-
tribution (Nguyen et al 2009, Fernandez-Ruiz et al
2019). This heterogeneity may represent a challenge
for detection algorithms. We downloaded a data-
set publicly available on the CRCNS website that
contains real hippocampus recordings from a Long-
Evans rat to test the plugin’s detection (hc-3 dataset).
LFP data from the superficial layer (stratum oriens)
of the CA1 hippocampal region was selected from a
period when the animal was asleep. To label the ripple
events for TPR calculation, we first ran a prior detec-
tion algorithm based on previous work (Taxidis et al
2015). After this initial ripple identification, experts
visually inspected and curated each candidate event
to guarantee that no spurious oscillation (e.g. move-
ment or chewing artifacts) would be classified as a
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Figure 2. Characterization of real, pre-recorded ripple data (hc-3 dataset) and corresponding ROC curves for offline simulations
of the plugin in MATLAB. (a) Example of an LFP segment. Two real ripple events are highlighted. (b) Duration of ripple events
(n = 345 events, Kolmogorov-Smirnov normality test, null hypothesis rejected with p = 0.0003; median = 144 ms, interquartile
range = 111.2 ms). (c¢) Amplitude (maximum value of the ripple RMS envelope) specified in SDs of the background noise
(z-scores) (Kolmogorov—Smirnov normality test with p = 0.9444; mean = 10.07 z-units, SD = 2.63 z-units). (d) Peak frequency
of ripple events (Kolmogorov—Smirnov normality test, null hypothesis rejected with p = 0.0112; median = 169.25 Hz;
interquartile range = 29.25 Hz). (e) Scatter plot of amplitude versus duration of ripple events (Pearson’s corr. R = 0.423185,
Student’s t-test with p < 107°). The red line indicates a linear fit of the data. (f) Visual Pearson’s correlation matrix for amplitude,
duration, and frequency of ripple events. (g) ROC curves for offline MATLAB simulations of the plugin. The color bar and the
respective color dots represent different time threshold values (ms). Various amplitude threshold values (specified in SDs) are
represented by different curve line colors (blue: SDs = 2, orange: SDs = 3, yellow: SDs = 4, purple: SDs = 5, green: SDs = 6, light
blue: SDs = 7, red: SDs = 8). The dashed square is a zoom of the top left corner of the ROC graph. The dashed line indicates the
closest point (97.9% TPR and 2.29 FP min~!) to the optimal reference.

true ripple event. The end-up number of confirmed

ripples was 345 (11 events per minute). Then, mul-
tiple simulation sessions of the developed algorithm
were conducted in MATLAB with different amplitude
and time thresholds to obtain the corresponding ROC
curves (figure 2(g)). Many combinations of threshold

values resulted in satisfactory detection rates, and the
closest to the optimal cut-off point of the ROC graph,
considering the Euclidean distance of the normal-
ized coordinates, was 97.9% TPR and 2.29 FP min—!
(amplitude threshold of 4 SDs and time threshold
of 12 ms).
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Figure 3. The effects of calibrating the detection algorithm during different brain states on the detection accuracy. Details about
the recordings and the classification of brain states are described in sections 2.10 and 2.11, respectively. (a) Raw and
bandpass-filtered (100-250 Hz) CA1 LFP in three calibration windows: during awake, NREM sleep and REM sleep. RMS mean
and standard deviation of the filtered signals are reported for each calibration epoch. (b) Sensitivity (TPR) and FPR curves as a
function of the amplitude threshold (reported as SDs above the average) for each calibration scenario. The time threshold was

It is worth noting that the sensitivity and the
specificity of the detection may vary depending on
the recording conditions or the brain state during
the algorithm’s calibration period (figure 3). Since the
amplitude threshold is set in terms of standard devi-
ations above the average, a calibration window with
increased power in the ripple band produces more
selective (higher) detection thresholds. This is the
case, for instance, when the calibration stage occurs
while the animal is awake: due to a general increase in
the ripple band power, the sensitivity and FPR curves
are anticipated (shifted to theleft) regarding the amp-
litude threshold (figure 3(b)). Prior to the conduction
of valid recordings, it is recommended the standard-
ization of calibration moments among the experi-
mental subjects and the execution of pilot recordings
for adjusting the threshold according to the experi-
mental requirements.

3.2. Real-time, closed-loop experiments using
Open Ephys with synthetic data

Offline simulation offers an acceptable output of the
detection algorithm when its purpose is to perform

a preliminary validation of the theoretical concepts
behind the implemented logic (e.g. adjusting sens-
itivity by changing the detection thresholds). The
MATLAB implementation of the detection algorithm
does not mimic with fidelity some aspects of the
recording setup with Open Ephys, such as small ran-
dom fluctuations in the data buffer delivery, commu-
nication delays between the hardware components,
and contamination by different sources of electrical
noise. Therefore, some performance indicators are
more reliable when obtained from an experimental
scenario similar to that used during real experiments.
One of these performance indicators is the round
trip latency: the delay between the ripple onset and
the stimulation/manipulation command in closed-
loop systems. In most experiments that sought to
interfere in neuronal circuits in a real-time, ripple-
dependent manner, the round trip delay must be as
minimum as possible without impacting negatively
and significantly the detection rates (TPR and FPR).
Those experiments commonly include SWR disrup-
tion itself (Girardeau et al 2009, Jadhav et al 2012 and
many other studies shown in table 1), but also the
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Figure 4. Performance evaluation of the closed-loop architecture for ripple detection and stimulation using synthetic data.
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(a) Components of the closed-loop setup. Highlighted in blue is the LFP signal processing, and the stimulation signal processing
is highlighted in orange. Synthetic LFP data containing simulated ripple events are converted to an audio file and streamed
directly to the Intan headstage. The Open Ephys acquisition board sends the data to the computer running the Open Ephys GUI,
where it is stored and filtered before it is forwarded to the developed ripple detector plugin. When a ripple is identified, the plugin
produces an event that triggers a digital pulse via the Pulse Pal module. The acquisition board captured this stimulation pulse and

stored it for further analysis (especially for latency computation). (
Values are given regarding the ripple onset (b) and the ripple peak

TPR (%), and the FPR (FP min—!) is indicated by the red line. (e)

applied before the ripple peak. Each line color represents different time threshold values (red = 0 ms, blue = 10 ms,
black = 20 ms, magenta = 40 ms). We used the Windows Audio device with a sampling rate of 48 kHz. (d) TPR and FPR for
different buffer lengths. Amplitude and time threshold were fixed to 5 SDs and 10 ms, respectively. The blue line indicates the

line: TPR (%); red line: FPR (FP min—1!). (f) Round trip latency for different values of RMS block size. Filtered ripple and artifact
data are illustrated with their respective envelopes for an RMS block size of 16 (g) and 512 samples (h).

(b) and (c)) Round trip latencies of the closed-loop setup.
(c). Negative values in (c) indicate that the stimulation was

Detection rates for different values of RMS block size. Blue

manipulation of different brain areas associated with
ripple activity and its biological functions (Maingret
etal 2016).

A closed-loop architecture was assembled to
measure the round trip latency (figure 4(a)), and the

LFP of the living animal was replaced by the synthetic
data converted to an audio signal. The data acquisi-
tion system recorded the stimulation command back.
Because the time threshold theoretically imposes an
intrinsic algorithmic delay to the ripple detection,
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we initially sought to confirm the impact of increas-
ing this parameter on the round trip latency. In this
case, the amplitude threshold was fixed to 5 stand-
ard deviations above the mean. Increments in the
time threshold are followed by an almost equivalent
increase in the latency (figures 4(b) and (c)). Buffer
length also plays an important role in the round trip
delay. This parameter can be manually adjusted in
the Open Ephys GUI at runtime, and it was observed
that higher buffer lengths increased the round trip
latency, probably due to the intrinsic additional time
to accumulate more data samples. By setting the time
threshold to 0 ms, a mean delay of around 35 ms
(34.5 £ 0.5 ms) from the beginning of the ripples
(figure 4(b)) or around 15 ms (15.9 £ 0.8 ms) before
the ripple peak (figure 4(c)) was obtained when buffer
length was minimal (3 ms). It is worth noting that, for
the synthetic data, the ripple power peak matches half
the duration of the event. Buffer length also affects
on the detection rates, worsening TPR and FPR as
it approaches the maximum tested value of 42.7 ms
(figure 4(d)).

The detection algorithm operates with the ripple-
band filtered signal envelope given by the RMS val-
ues of sequential blocks of samples. To verify how the
quality of the RMS contour may affect latency and
detection rates, the plugin’s performance was checked
for different values of RMS window lengths (number
of samples used to calculate this metric). The amp-
litude threshold was then fixed to 5 SDs, the time
threshold to 10 ms, and the buffer length to 21.3 ms.
Shorter RMS sample blocks (i.e. 16 or 32 samples)
produce a fast-tracking envelope that constantly
resets the algorithm before the time threshold is fully
accomplished, resulting in lower TPR (figures 4(e)
and (g)). On the other hand, extremely large RMS
blocks (i.e. 512 samples) extend spike duration and
contribute to increasing FPR (figures 4(e) and (h)).
Regarding the latency, we initially thought that lar-
ger RMS blocks would result in higher detection (and
thus stimulation) delay. However, the results do not
indicate a rising latency trend following increments in
the RMS length (figure 4(f)). Instead, smaller blocks
seem to impose an additional delay due to the reset-
ting mechanism.

It is worth noting that the RMS block length must
be adjusted according to the sampling frequency to
avoid the drawbacks of selecting extreme values. We
suggest 2.5 RMS values per period of the lowest fre-
quency in the ripple band for an acceptable envelope.
Because 100 Hz was the lowest ripple-band frequency
used in this study (period of 10 ms), it corresponds
to 4 ms of data comprised in each RMS value. With
a sampling frequency of 30 kHz (the same used to
build the synthetic data), the recommended RMS
length would include 120 samples. For other values
of sampling frequency (Fs) and lowest ripple-band
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frequency (Lf), the suggested RMS block length can
be calculated as:

Fs
2.5 x Lf

RMS block length [samples] = (3)

Based on the results obtained with the synthetic
and real datasets tested in this work, our recom-
mendation of parameters for general ripple detec-
tion is 5 SDs for amplitude threshold, 10 ms for time
threshold, 21.3 ms for the buffer length, 140 ms for
the refractory time, and an RMS block length that fol-
lows equation (3). Those values led to 97% of TPR
and 2.48 FP min~! for the real data. Regarding the
synthetic data, the same detection parameters res-
ulted in 100% of TPR, 0.5 FP min~!, and a mean
round trip latency of 55.7 ms from the ripple onset or
5.3 ms from the ripple peak. Although it is possible
to decrease the latency even more by reducing the
amplitude and time thresholds, investigators must be
aware of the trade-offs concerning the detection rates,
especially the FPR. Finally, we recommend execut-
ing prior recordings to optimally adjust the detection
parameters according to the experimental require-
ments and conditions. The File Reader plugin from
the Open Ephys GUI can be used for the initial calib-
ration of the ripple detector parameters. For this pur-
pose, MATLAB scripts that convert the recorded data
to a File Reader compatible file are available at www.
github.com/open-ephys/analysis-tools.

3.3. Disabling ripple detection by monitoring
movement in real-time

In vivo experiments involving long-lasting elec-
trophysiological recordings and real-time, ripple-
triggered manipulations may benefit from an auto-
matic mechanism that prevents events from being
raised when movement is detected. Especially when
stimulation must be performed only during sleep
or immobile wakefulness, the ripple-band power
augmentation caused by movement artifacts may
generate spurious events that interfere with the
experimental protocol. To initially verify and char-
acterize the mechanism that blocks ripple events
based on movement detection, we used real 3-
axis accelerometer data publicly available (Petersen
et al 2020). The accelerometer data was converted
to an appropriate file and loaded in Open Ephys
GUI with the File Reader module. The detection
algorithm first calculates the magnitude of the accel-
eration vector based on its 3-axis filtered data (100—
250 Hz) and then proceeds with RMS computa-
tion, calibration, verification of threshold crossing,
and, if necessary, event blockage (detailed descrip-
tion in section 2.2). As expected, higher amplitude
thresholds decrease the plugin’s ability to detect
small changes in acceleration (figure 5(b) compared
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Figure 5. Characterization of the movement monitoring mechanism that disables ripple events. (a)—(f) Six scenarios of event
blockage produced by different combinations of time threshold, amplitude SDs, and minimum immobility period. Blue lines:
magnitude of the accelerometer vector. Areas highlighted in red: periods in which ripple events are silenced after movement is
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to (e)). This decreased sensitivity favors experi-
mental scenarios in which stimulation should be
applied despite small movements during brief peri-
ods of micro-arousals (Dos Santos Lima et al 2019),
for example. It was also observed that an increase
in the time threshold permits only longer, persist-
ent speed-changing movements disable ripple events
(figure 5(b) compared to (f)). Finally, increments
in the minimum period of immobility required to
restore the plugin’s capacity to trigger stimulation res-
ult in longer-lasting blockage (figures 5(a)—(d)). The
minimum period of immobility controls the exten-
sion of the silencing, and it can be adjusted, if neces-
sary, to prevent LFP transients during short periods of
immobile wakefulness from triggering stimulation.

After characterizing the operation of the
movement-based algorithm that prevents ripple
detection, we validated its capacity to reduce detected
events during periods of motion. We used record-
ings of the CA1 LFP, the EMG of the nuchal muscle
and the mPFC LFP from a freely behaving Wistar
rat during the first 4 h of the light phase (details
in section 2.10) (figure 6(a)). Movement was mon-
itored based on the bandpassed (100-300 Hz) EMG
signal. The mPFC data were particularly helpful for
the offline classification of the animal’s brain states
(section 2.11).

The interruption of detection during periods of
mobility was effective in reducing the number of
events particularly during wakefulness (figure 6(c)).
This reduction occurred not only by preventing the
detection of movement artifacts (see an example in
figure 6(a)) and other types of false positives, but

also by limiting the detection of true awake ripples
(figure 6(d)). We also compared the global FPR for
three distinct detection strategies: (1) plugin with
movement monitoring enabled; (2) plugin without
movement monitoring; and (3) a modified version
of the algorithm described by Taxidis et al (2015)
which is used in this work for the prior identific-
ation of ripples. Although the latter was not spe-
cifically designed for online detection and contains
a different subset of parameters, it is still threshold-
based. This condition reasonably allows us to verify
the influence of a common parameter—the amp-
litude threshold—on the FPR. For different values of
amplitude threshold, the developed plugin presented
reduced FPR, especially when movement detection
was enabled (figure 6(e)). The considerable reduc-
tion in the FPR provided by the movement detec-
tion occurred without significant impairment on the
TPR during the NREM sleep (figure 6(f)). Further-
more, by using the movement monitoring strategy,
it is possible to obtain better NREM accuracy with
lower amplitude threshold (for instance, 89% TPR
and 4 FP min~! for SDs = 2 with movement mon-
itoring compared to 83.7% TPR and 6.1 FP min~!
for SDs = 3 without movement monitoring). It is
worth noting that, whenever it is acceptable from
the perspective of the detection accuracy, the choice
of lower amplitude thresholds is preferable since it
favors decreased round trip latencies.

3.4. Multichannel ripple detection
Electrophysiological recordings of the hippocampus
are commonly carried out using multiple electrode

14



I0P Publishing

J. Neural Eng. 19 (2022) 046040

B M de Sousa et al

Motion during awake

Motion —

Immobility —-

a 1 >»r—-————— - - - - — = l
|
CA1 LFP ‘ 2mv
| | 0.2mv
| 16.6 min 100 ms
|
CA1LFP I
100-250 Hz

|
EMG oy
100-300 Hz m
|

'q"'q'-##ﬁh"wn;F"'n\"h"ﬂmhun e

I I
I I
I I
I I
I I
I I
‘ 1mv l |o2mv l
I %u I
I I
I I
I I
I I
I I

=== Plugin + Mov. Detection

40 Taxidis et al. (2015)

TT=16ms

FP/min

0
0

2 4 6 8 10 12
Amp. threshold (SDs)

REM
'
b 100 2 c d
— 4% Total of events per state Ripples detected per state
9
80 17% 2000, ) 600 I Ripple events
[} I Plugin B Plugin
£ 60 o 1500 I Plugin + Mov. Detection [ Plugin + Mov. Detection
£ 77% ? @ 400
5 1< SDs=5,TT =8 ms € SDs=5,TT=8ms
o % B Awake Q 1000 Q
° . NREM w w55
20 W REM 500
[V ..
0 0
States Awake NREM REM Awake NREM REM
50
100 4
@ Plugin
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artifacts. (b) Classification of brain states for the entire recording period (N/I = state not identified). (c¢) Number of events
generated by the plugin during each state considering or not the blockage of events by movement detection. The amplitude
threshold for ripple detection was fixed to 5 SDs and the time threshold to 8 ms. (d) Number of ripples detected by the plugin
during each state considering or not the blockage of events by movement detection. The total number of ripple events per state is
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16 ms. (f) ROC curves for offline MATLAB simulations of the plugin. The TPR was calculated considering only ripples during
NREM sleep. The color bar and the respective color dots represent different amplitude threshold values (SDs). The blue line
indicates the results of the plugin without movement detection, while the red line represents a scenario in which movement
detection is considered. The time threshold for ripple detection was fixed to 16 ms.
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arrays. Ripples are commonly observed in the CAl
pyramidal layer, and their shape varies with the
depth of the implant (Buzsaki 2015, Ramirez-Villegas
et al 2015). In this scenario, a multichannel ripple
detection logic offers the possibility to enhance
the detector’s accuracy. We verified the combined
ripple detection performance for amplitude threshold

values using three simultaneous CA1 recordings from
hc-3, the same dataset used in section 3.1. The cor-
responding electrode tips were vertically 40 ;m apart
from one another, and the silicon probe shank was
aligned parallel to the septo-temporal axis (45° para-
sagittal) (Mizuseki et al 2014). Because the audio
output is limited to 2 channels, the File Reader

15



I0P Publishing

J. Neural Eng. 19 (2022) 046040

B M de Sousa et al

CHs

RIPPLE DETECTOR 1

CHe RIPPLE DETECTOR 2

RIPPLE DETECTOR 3
~
~

TmMm—-A—-—r Tw®w

TO
STIMULATION

M- - —r Tw

CH4

DIMAr —mT wW®wn>» V0O =Z>»w

— o~ -RippleDetector 1

— o~ -RippleDetector 2

— o~ -RippleDetector 3
X =—@==Combined (AND)
N

TPR [%)]
FP/min

3 5 8
Amplitude Threshold (SDs)

Amplitude Threshold (SDs)

Figure 7. Multichannel ripple detection analysis. Three simultaneous CA1 recordings from the hc-3 dataset were used (a distance
of 40 um between the recording sites). (a) Schematic representation of the multichannel ripple detection processing chain built in
the Open Ephys GUL (b) TPR for single and multichannel detections. Different amplitude thresholds were tested (3, 5, and 8
SDs). Each single-channel detection is represented by one dashed line (red = ripple detector 1, channel 8; blue = ripple detector
2, channel 6; magenta = ripple detector 3, channel 4). The continuous black line shows the combination of the three detector
outputs using a boolean AND logic (ripple detector 1 AND ripple detector 2 AND ripple detector 3). (c) FPR for single and

multichannel detections.

module was used to stream the 3-channel data. An
Open Ephys processing chain was set up to combine
the outputs of 3 ripple detector modules in a boolean
AND logic, each detector applied over a different
single channel (figure 7(a)). The Logic Gate module,
a third-party plugin developed for the Open Ephys
GUI, was used for the logical processing of the indi-
vidual outputs (Buccino et al 2018). As expected by
using the AND expression, the TPR of the combined
strategy was limited by the lowest sensitivity of an
individual detector (figure 7(b)). Moreover, by trig-
gering an event only when all the individual detect-
ors identify a ripple simultaneously, the global FPR
can be reduced (figure 7(c)). We intend to implement
a customizable, multichannel algorithm internally in
future releases of our ripple detector.

3.5. Detecting other neural events using the plugin:
a case study for IEDs

Since the detection algorithm is based on RMS
threshold crossing, it should be possible to detect
other types of neural events by adapting the detection
parameters and the cutoff frequencies of the band-
pass filter module. We tested the use of the developed
plugin to detect IEDs in the hippocampus of a kind-
ling model of epilepsy (see section 2.9 for more
details). IEDs are pathological markers associated

with cognitive impairment, including many aspects of
memory formation, and are used to identify epileptic
brain regions (Gelinas et al 2016, Horak et al 2017).
They are characterized by abrupt, spiky changes in the
LFP and can be easily differentiated from ripples in
the frequency domain due to their lower frequency
components (60-80 Hz; figure 8(a)).

Initially, we identified IED events offline by using
the algorithm described in the work of Gelinas et al
(2016). Each event detected was visually inspec-
ted to ensure that it was not noise (a total of 394
events, 13.8 per minute, were confirmed as IEDs).
The performance of the developed algorithm to detect
[EDs was first evaluated by running multiple simu-
lation sessions in MATLAB with different combina-
tions of thresholds. The detection rates closest to the
optimal cut-off point of the ROC graph correspon-
ded to 87.9% TPR and 4.48 FP min~! (amplitude
threshold of 2 SDs and time threshold of 12 ms)
(figure 8(e)). As for the ripple detection, it is pos-
sible to adjust the detection thresholds to balance
sensitivity and FPR. Higher amplitude thresholds, for
example, can be used not only to reduce the global
number of false-positive events, but also to discard
eventual ripples that leaked the IED frequency band
(figure 8(f)). Finally, we verified the operation of
the plugin running into the Open Ephys GUI for
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Figure 8. Using the developed plugin to detect IEDs. (a) Examples of IEDs (red) and ripples (black). (b) Duration of IED events
(n = 394 events, Kolmogorov—Smirnov normality test, null hypothesis rejected with p = 0.00006; median = 66 ms, interquartile
range = 22 ms). (c¢) Amplitude (maximum value of the IED RMS envelope) specified in SDs of the background noise (z-scores)
(Kolmogorov—Smirnov normality test with p = 0.00002; median = 10.76 z-units, interquartile range = 11.35 z-units). (d) Peak
frequency of IED events (Kolmogorov—Smirnov normality test, null hypothesis rejected with p < 10-12; median = 50.75 Hz;
interquartile range = 5.25 Hz). (e) ROC curves for offline MATLAB simulations of the plugin. The color bar and the respective
color dots represent different amplitude threshold values (SDs). Various time threshold values (specified in ms) are represented by
different curve line colors (blue: TT = 0 ms, red: TT = 6 ms, orange: TT = 12 ms, purple: TT = 18 ms, green: TT = 24 ms). The
dashed square is a zoom of the top left corner of the ROC graph. (f) Percentage of ripples detected as a function of the amplitude
threshold. The time threshold was fixed to 0 ms. (g) Example of IEDs detected by the plugin in the Open Ephys GUI. The red
arrows indicate detected IED events. (h) Comparison of IED detection rates (TPR, FPR and percentage of ripples detected)
between simulated MATLAB sessions and the plugin running in the Open Ephys GUI. The time threshold was fixed to 0 ms.

17



I0P Publishing

J. Neural Eng. 19 (2022) 046040

the same dataset. IEDs were successfully detected
and the accuracy was similar to that observed in the
MATLAB simulations for the subset of parameters
tested (figures 8(g) and (h)).

4. Discussion

We presented the development and the validation
of a ripple detector plugin integrated with the
Open Ephys data acquisition platform. The plugin
has a user-friendly graphical interface that allows
investigators to adjust some detection parameters
to balance round trip delay versus detection accur-
acy. Furthermore, its open-source nature allows
community-aided improvements, and the adaptation
of the internal algorithms for particular needs. In
addition, to reduce spurious stimulation and enhance
the quality of the experiments that investigate the
importance of SWRs to memory and other processes,
we developed a built-in, automatic on/off mechanism
based on movement detection.

The results suggest an important interaction
between the detection parameters and the perform-
ance trade-offs (i.e. round trip delay and detection
accuracy). An increase in the time threshold, for
instance, reduces the false-positive rate while impos-
ing more delay to generate the stimulation. The con-
sequences of varying other parameters than those
directly related to the detection thresholds (i.e. buf-
fer length and RMS block size) must also be con-
sidered. As shown in this work, the RMS block size
affects the quality of the envelope and should be
adjusted to avoid both the signal shifting and the
over-representation of ripple cycles. Likewise, shorter
buffer lengths may not contain the appropriate num-
ber of samples to calculate the RMS, while the longer
ones are associated with increased stimulation delay.
The mutual interaction between the parameters and
the detection trade-offs are probably unknown by the
investigators, as suggested by the absence of perform-
ance reports (table 1), and can impair their exper-
imental protocols and the associated results. In a
worst-case scenario, the effects observed in experi-
mental groups may result from the excessive interven-
tion itself due to a detection algorithm with low spe-
cificity. Similarly, rapidly-triggered but insufficient
manipulations due to a low-sensitivity detection may
contribute to the absence of effect between groups.
It is worth noting that the choice between accuracy
and latency is intimately connected to the hypothesis
being tested and the experimental design. Depend-
ing on the study, it may be acceptable or even desir-
able to prioritize one of those features over the other
without major impairments. In any case, the detec-
tion system must be previously well-characterized to
the setup being used.

Another important aspect we addressed was the
need to avoid movement artifacts from triggering
the stimulation/manipulation system. The integrated
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algorithm that prevents ripple events from being
raised during mobility periods reduces false positives
and the effects of inappropriate stimulation. We
also demonstrated that our plugin is able to per-
form unsupervised ripple detection specifically dur-
ing sleep. Furthermore, because our plugin has an
automatic mechanism of disabling ripple detection
during movement, it exempts investigators from
the continuous inspection and manual on/off inter-
vention, supporting the execution of simultaneous
recordings in different animals. To date, there is no
other available (and ready-to-use) tool that provides
this possibility of performing automatic real-time
ripple detection during sleep.

One advantage of implementing movement
detection based on the accelerometer or EMG data,
as proposed in this work, is that those signals are usu-
ally already present in memory and sleep studies to
determine the animal states (wakefulness or sleep)
(Boyce et al 2016, Koike et al 2017, Dos Santos Lima
et al 2019). However, different strategies have been
used throughout the literature to prevent move-
ment artifacts from resulting in false detection. One
of those strategies is to implement a speed filter
based on the live image of the behaving animal to
block the generation of stimulation events when
the animal’s speed crosses a predefined threshold
(around 5 cm s~ table 1). The limitations of this
approach reside in the inability to detect move-
ment artifacts while the animal’s position remains
unchangeable. That includes chewing, grooming, and
headstage knocking against the box, for example.
Another strategy is based on positioning a refer-
ence or control electrode outside the hippocampal
formation to detect common LFP transients that leak
the ripple frequency range (Talakoub et al 2016, van
de Ven et al 2016, Oliva et al 2020). The simultan-
eous occurrence of these high-frequency transients
in a non-hippocampal region is used to cancel the
‘ripple’ detection in the hippocampal recording chan-
nel. Besides demanding an additional implant, this
scheme may present a disadvantage when used in
experiments of selective manipulation during sleep.
Since the LFP of the control electrode may remain
smooth during wake periods of low mobility, awake
ripples are detected without distinction. With none or
a few extra programming lines in the plugin’s source
code, it is possible to use the control channel to turn
off stimulation as it provides EMG data. Indeed, what
the movement detection algorithm generically does is
to verify significant changes in the RMS of the selected
channel using the logic of threshold crossing already
described. An alternative approach is to use an addi-
tional plugin instance on the control electrode chan-
nel to implement a cortical ‘NOT’ and block ripple
events.

The lowest round trip latency mean reported in
our closed-loop experiments was 34.5 £ 0.5 ms for a
buffer length of 3 ms, amplitude threshold of 5 SDs,
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and no time threshold (figure 4(b), red line). This
latency corresponds to 15.9 = 0.8 ms before the ripple
peak. Apart from the time threshold, that imposes
an intrinsic algorithmic delay (figure 4), one of the
most significant components of the round trip latency
is the USB communication that links the computer
executing the Open Ephys GUI to the data acquisi-
tion system and the Pulse Pal module. This USB over-
head is around 20 ms (Siegle et al 2017). Investig-
ators interested in reducing the round trip latency
can achieve it by lowering the amplitude threshold,
the time threshold and/or the buffer length, but they
should keep in mind the possible consequences on the
detection rates. Because the plugin is open-source, it
is also possible to integrate it with devices that accept
communication protocols faster than USB (i.e. Ether-
net or PCI express). For example, Neuropixels probes
(which use a PCle-based acquisition system; Jun et al
2017, Putzeys et al 2019) readily integrate with the
Open Ephys GUI and would therefore be immediately
compatible with our ripple detection system. Addi-
tionally, other initiatives (Open Ephys 2016) and a
new generation of the Open Ephys acquisition sys-
tem are being developed to support submillisecond
closed-loop systems with PCI express (open-ephys.
github.io/onix-docs/). Although the USB overheads
impose an intrinsic, considerable delay, the final
latency is acceptable for many applications that are
not usually accessible to neuroscientists (Siegle et al
2017). That includes brain-machine interface systems
and experiments involving ripple-triggered manipu-
lations, whether in the hippocampus or other brain
areas.

Finally, we showed that the plugin can be adap-
ted to detect IEDs in a kindling model of epilepsy.
Because it is based on RMS threshold crossing, we
believe that even other electrophysiological events,
whether physiological (e.g. thalamocortical spindles)
or pathological ones (e.g. electrographic seizures),
can be detected after appropriate adjustments in the
bandpass frequencies and in the detection paramet-
ers. In this case, and in order to have a representative
envelope of the filtered signal, one of the key para-
meters that must be adjusted is the RMS length (see
equation (3)).

For future work, we intend to implement mul-
tichannel detection inside the plugin’s structure and
evaluate how additional channels impact the round
trip latency. In addition, testing different boolean
equations is important to achieve better accuracy. In
experiments that demand the operation of the plu-
gin for long periods, the parameters calculated in
the calibration stage might become less representative
over time. Although the calibration button in the plu-
gin’s GUI allows the recalculation of RMS mean and
standard deviation, it would be useful to develop and
test an algorithm for continuously estimating these
parameters.
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Figure S1. Characterization of synthetic ripple data and corresponding ROC curves for
offline simulations of the plugin in MATLAB. (a) Example of a synthetic data segment.



Simulated events (spiky events, ripples, and fast ripples) are inserted into a pink noise
background signal. (b) Duration of ripple simulated events (n = 139 events, Kolmogorov-
Smirnov normality test with p = 0.5206; mean = 100.4 ms, SD = 25.6 ms). (c) Amplitude
(maximum value of the ripple RMS envelope) of simulated ripple events specified in SDs
of the background noise (Kolmogorov-Smirnov normality test with p = 0.7856; mean =
20.11 z-units, SD = 1.07 z-unit). (d) Peak frequency of ripple simulated events
(Kolmogorov-Smirnov normality test with p = 0.93; mean = 201.71 Hz; SD = 23.81 Hz).
(e) Scatter plot of amplitude versus duration of simulated ripple events. The red line
indicates a linear fit of the data. A small correlation was observed (Pearson’s corr. R =
0.236423, Student’s t-test with p = 0.005078). (f) Visual Pearson’s correlation matrix for
amplitude, duration, and frequency of simulated ripple events. (g) ROC curves for
multiple simulations with different pairs of threshold values (amplitude and time
thresholds). The color bar and the respective color dots represent the time threshold
(ms). Different amplitude thresholds (specified in SDs) are represented by different curve
line colors (blue: SDs = 2, orange: SDs = 3, yellow: SDs = 4, purple: SDs = 5, green:
SDs = 6, light blue: SDs = 7, red: SDs = 8). The dashed square is a zoom of the top left
corner of the ROC graph (the optimal cut-off point), where the TPR is maximum (100%),
and the FPR is minimum (0 FP/minute). The closest point achieved corresponds to 100%
of TPR and 0.1 FP/min (time threshold of 6 ms and amplitude threshold of 6 SDs).
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5 |: Discussao complementar

Desde a publicagao do plugin de deteccao de ripples e do artigo em 2022, alguns
grupos de pesquisa entraram em contato para saber mais sobre a ferramenta e tirar da-
vidas sobre como melhor utilizd-la. Os contatos vieram de pesquisadores da University
College London (Londres, Inglaterra), da Caltech (Pasadena, EUA), da Ecole Normale
Supérieure (Paris, Franga) e de um grupo interessado em detectar SWRs em primatas
no Center for Primate Brain Research (Songjiang, Xangai, China). Esses exemplos mos-
tram que, de fato, a possibilidade de uso da ferramenta desenvolvida tem despertado
interesse em membros da comunidade cientifica internacional e representa uma potencial

contribuicao para pesquisas futuras e ja em andamento.

Além disso, depois de interagoes com a equipe de desenvolvimento do Open Ephys,
o plugin de deteccao de ripples foi incorporado de forma nativa a interface do sistema de
aquisicao. Isso significa que, ao fazer o download do software para registro eletrofisiologico
com o Open Ephys, o préprio sistema ja disponibiliza a opgao para que o usudrio instale
o plugin (Figura 8). Tendo em vista a grande popularidade do Open Ephys atualmente
no mundo, sendo usado em mais de 230 laboratérios em 41 paises (www.oeps.tech), esse
é um passo importante para ampliar o acesso a ferramenta desenvolvida e que contribui

para a reprodutibilidade dos experimentos baseados na deteccao de ripples.

Na préxima parte deste trabalho, o modulo de deteccao de ripples desenvolvido e
integrado ao sistema de estimulagdo em malha fechada é utilizado em experimentos de

perturbacao de ripples durante o sono pés-aprendizado no labirinto de Barnes.
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Figura 8 = GUI do Open Ephys, com destaque para a janela que disponibiliza a instalagao
do plugin de deteccao de ripples
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Perturbacao de ripples durante o sono

pos-aprendizado no labirinto de Barnes
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6 Il: Introducao

O sistema de deteccao de ripples desenvolvido e validado na Parte I é essencial para
que os experimentos de intervencao seletiva na atividade de populacoes neuronais sejam
executados. Em especial, o uso integrado do plugin ao sistema de registro e estimulacao
em malha fechada permite investigar, por meio da perturbacao de SWRs, o envolvimento
causal desses eventos oscilatorios na formacao de memoria do labirinto de Barnes durante

O SONno.

A ideia de que a perturbacdo de SWRs poderia prejudicar a consolidagdo da me-
moria durante o sono passa pelo entendimento de sua estreita relagao como fenémeno de
replay (ver segdo 1.6). Suprimir os eventos de SWRs resultaria na interrupcao do replay
subjacente e, consequentemente, na perturbacao dos mecanismos de plasticidade que con-
tribuem para a distribuicao e a estabilizacao dos tragos de memoria em regioes corticais.

Nesse contexto, Buzsaki (2015) aponta que

“[...] talvez a mais importante caracteristica das SWRs seja seu contetdo
de spikes. Apesar de sua aparéncia supersincrona, neurdnios que partici-
pam dos eventos de SWRs sdo sequencialmente organizados e a estrutura
ordenada desses eventos reflete uma versao temporalmente comprimida
dos padrées sequenciais de disparos neuronais no animal desperto.”!

Em consonancia com o modelo de formacao de memoria em dois estagios, Buzséki
(2015) propde que, em um primeiro momento, durante o aprendizado na vigilia, a ati-
vidade aferente oriunda do neocértex/cértex entorrinal cause alteragoes transientes dos
pesos sindpticos nas regidves de CA3, do hipocampo, onde a informacao aprendida é tempo-
rariamente armazenada. Em um segundo momento, durante periodos de comportamento
consumatorio e no sono de ondas lentas, as sharp-waves originadas espontaneamente em
CA3 e a formagao subsequente do complexo SWR sdo responsaveis por transferir a in-
formagao recém-adquirida do hipocampo para o neocortex. Enquanto isso, os repetidos
eventos de SWR continuam a potenciar as mesmas sinapses que deram origem as mu-
dancas sinapticas durante o processo de aprendizado. Curiosamente, ainda que as SWRs
nao ocorram exclusivamente no sono, aquelas registradas durante a vigilia ndo parecem
estar envolvidas na consolidacao de memoéria, mas em fungoes complementares, tais como
a tomada de decisao guiada pela memoéria (FOSTER; WILSON, 2006; DIBA; BUZSAKI,
2007; CARR; JADHAV; FRANK, 2011; JADHAV et al., 2012; GIRARDEAU; CEI; ZU-
GARO, 2014; DECEUNINCK; KLOOSTERMAN, 2024).

1

“[...] perhaps the most important feature of SPW-Rs is its spike content. Despite its super-synchronous
appearance, neurons participating in SPW-R events are sequentially organized and the orderly struc-
ture of these events reflects a temporally compressed version of the sequential neuronal firing patterns
in the waking animal.”
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Estudos de interrupc¢ao de ripples durante o sono relatam efeitos deletérios na
formagao de memoéria (GIRARDEAU et al., 2009; EGO-STENGEL; WILSON, 2010;
ALEMAN-ZAPATA; MORRIS; GENZEL, 2022), mas nenhum deles verificou a relevancia
desses eventos para a consolidacao no labirinto de Barnes, especificamente. Além disso, nao
foram feitos experimentos que buscassem diferenciar os possiveis efeitos sobre memoria
remota e memoria recente. A realizacao de experimentos desse tipo tem como motivacao a
ideia de que alteracoes no sono podem gerar efeitos tardios na cognicao, imperceptiveis no
tempo presente, como alguns trabalhos tém sugerido (BLACKWELL et al., 2014; LENG
et al., 2024).

Nesse sentido, a proposta desta Parte II do trabalho é realizar experimentos de
perturbacgao das SWRs durante o sono apds o aprendizado no labirinto de Barnes e avaliar,
em momentos distintos, seus possiveis efeitos na consolidag¢ao da memoria espacial. Atestar
a participacao das SWRs no didlogo hipocampo-cértex por tras do aprendizado nessa
tarefa é também um importante passo antes de se prosseguir com experimentos futuros

de perturbacao cortical durante delta e spindle.
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7 1l: Objetivos

Para testar a hipotese de que a perturbacao de ripples durante o sono pos-aquisicao
prejudica a consolidagdo de memoria espacial da tarefa do BM, os seguintes objetivos

foram estabelecidos:

1) realizar experimentos de interrupcao seletiva de ripples por estimulagao elétrica

durante as primeiras horas do sono subsequente ao treinamento no labirinto;

2) analisar o desempenho do grupo submetido & supressao de ripples e comparé-lo

com o de animais controle ndo implantados;

3) investigar possiveis alteragoes na estrutura do sono decorrentes da estimulagao

elétrica;

4) quantificar a ocorréncia de ripples antes e apds a exposicao a tarefa, bem como

avaliar a eficacia do protocolo de interrupcao dessas oscilagoes.
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8 IlI: Métodos

8.1 Sujeitos experimentais

Foram utilizados 14 ratos Wistar machos adultos com peso entre 300g e 340g pro-
venientes do Centro de Bioterismo do ICB-UFMG (CEBIO), sendo 8 pertencentes ao
grupo controle (animais naive, ndo implantados) e 6 ao grupo em que houve perturbagao
de ripples. Os animais foram mantidos no biotério de experimentacao do Laboratério Ins-
titucional de Neurociéncias Molecular e Comportamental (LANEC) da UFMG sob um
ciclo claro/escuro com alternancia a cada 12 horas (inicio do ciclo claro as 7h). A tempe-
ratura do biotério era regulada entre 20 °C e 25 °C. As caixas de polipropileno em que
os animais foram acomodados possuiam dimensoes de 41 x 34 x 18 ¢m e o assoalho era
coberto por maravalha. Objetos de diferentes texturas e formatos, tais como tubulagoes
de PVC e anéis de madeira, eram constantemente introduzidos na caixa como fatores
de enriquecimento ambiental. Os animais receberam agua e racao balanceada ad libitum
antes e durante todo o periodo experimental, além de serem submetidos diariamente ao
protocolo de handling por 10 minutos, pelo menos, para habituagao com os experimenta-
dores, com os movimentos de preparacao cirturgica e com o deslocamento até os locais de
experimentagao e/ou registro. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, protocolo 41/2017.

8.2 Cirurgia estereotaxica

Os 6 animais do grupo de perturbacao de ripples foram submetidos ao procedi-
mento de cirurgia estereotaxica, sob anestesia, para implantagao de eletrodos de registro

eletrofisiologico e estimulacao elétrica.

8.2.1 Anestesia

Os componentes usados para a anestesia geral foram a cetamina (cloridrato de
cetamina 10%, diluido em veiculo estéril q.s.p.) e a xilazina (cloridrato de xilazina 2%,
diluido em veiculo estéril ¢.s.p.), aplicadas por via intraperitoneal ou intramuscular. A
dosagem padrao foi calculada de acordo com o peso do animal e era composta por 1
mL/kg de cetamina e 0,5 mL/kg de xilazina. A primeira administragao foi feita por via
intraperitoneal contendo 70% da dose (0,7 mL/kg de cetamina e 0,35 mL/kg de xilazina),
seguida por uma aplicagdo intramuscular complementar de 50% da dose (0,5 mL/kg de
cetamina e 0,25 mL/kg de xilazina) apés 10 minutos. A profundidade da anestesia era

continuamente monitorada durante a cirurgia pela verificacdo da auséncia de atividade



Capitulo 8. 1I: Métodos 74

motora espontanea ou oriunda de reflexos, elicitados por meio do pingamento da cauda
e das patas traseiras. Administracoes complementares de 30% de cetamina pela via in-
traperitoneal foram realizadas ao longo do procedimento cirirgico conforme a resposta
do animal. Adicionalmente a anestesia geral, foi aplicado cerca de 0,1 mL de lidocaina
(cloridrato de lidocaina 2% e bitartarato de epinefrina 0,001% diluidos em veiculo aquoso

estéril q.s.p.) para anestesia local do escalpo antes da incisao.

8.2.2 Cirurgia estereotaxica e implante dos eletrodos

Apos a etapa de anestesia geral do animal foi realizada a tricotomia do escalpo e
a fixagao da cabega no aparelho estereotaxico (Bonther, Brasil). Durante toda a cirurgia,
a temperatura corporal foi monitorada com um termdémetro retal e mantida em torno de
37 °C por meio de uma manta térmica posicionada sob o animal. Além disso, os olhos
foram mantidos hidratados com gel oftdlmico e protegidos da incidéncia direta de luz. Em
seguida, foi realizada a assepsia do escalpo com iodopovidona 10% e aplicada lidocaina
por via subcutanea, entre o cranio e o escalpo. A superficie do cranio foi entao exposta a
partir de uma incisao de aproximadamente 1,5 cm préxima da linha medial da cabeca, no
sentido dntero-posterior (AP), seguida pela remogao do tecido conjuntivo com peréxido
de hidrogénio 3%.

O cranio do animal foi nivelado de modo que a diferenga entre as coordenadas de
Bregma e Lambda no eixo dorso-ventral (DV) nao ultrapassasse 0,1 mm. As coordenadas
de Bregma nos eixos AP e médio-lateral (ML) serviram como referéncia para a realizagao
de craniotomias que permitiram a insercao de eletrodos nos seguintes alvos: regiao pré-
limbica do mPFC: AP = +3,0, MLL = -0,5, DV = -3,5 mm; regiao de CA1 do hipocampo
dorsal: AP = -54, ML = -4,6, DV = -2,3 mm; comissura do hipocampo ventral (VHC,
do inglés, ventral hippocampal commissure): AP = -1,3, ML = +1,0, DV = -3.8 mm
(Figura 9A) (PAXINOS; WATSON, 2009). Adicionalmente, foram realizadas outras 6
craniotomias para a fixacdo de parafusos (1,6 mm de didmetro) no crénio, sendo 2 no
0sso occipital, para aterramento e referéncia, e 4 nos ossos parietal e frontal, para suporte
da estrutura do conector (Figura 9B). Os parafusos de aterramento e referéncia foram
ligados ao conector do implante por meio de fios de prata (didmetro de 0,381 mm; A-M
Systems, EUA).

Durante o procedimento de posicionamento dos eletrodos, os respectivos registros
de LFPs eram feitos em tempo real para auxiliar na aproximacao até os alvos. Os eletrodos
foram confeccionados com fios de tungsténio revestidos por Teflon (didmetro de 76,2
nm sem revestimento e 114,3 pm com revestimento; A-M Systems, EUA). No mPFC
foi inserido 1 fio de tungsténio, enquanto que na comissura e na regiao de CA1 foram
inseridos 2 e 3 fios trancados, respectivamente. Em particular, as extremidades dos 3 fios

que formavam o eletrodo de CA1 foram espacadas em 500 pm, aproximadamente, de modo
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Figura 9 — Referéncias para o posicionamento dos eletrodos durante a cirurgia este-
reotaxica e detalhes da construgdo do implante. (A) Os pontos vermelhos marcam as
regioes-alvo para registro eletrofisiolégico (mPFC, CA1) e estimulacao elétrica (VHC).
(B) Mapa de localizagao das craniotomias. Pontos vermelhos: inser¢ao de eletrodos; pon-
tos pretos: parafusos de aterramento (G) e referéncia (R); marcagbes em “x”: parafusos
para estabilidade e suporte do implante. (C) Detalhe do eletrodo inserido na regiao de
CA1, do hipocampo. Os 3 fios individuais trancados possuem suas extremidades espaca-
das em cerca de 500 um. (D) Imagem do implante finalizado. A fita de cobre atua como
uma gaiola de Faraday, revestindo os eletrodos de registro e separando-os do eletrodo de
estimulagao, que possui um conector préprio. Conectados ao implante estao os fios para

estimulacao, a esquerda, e o headstage, a direita.

Fonte: (A) e (B) adaptadas de Paxinos e Watson (2009); (C) e (D) elaboradas pelo
autor.

que a distancia entre a extremidade mais superficial e a mais profunda fosse de 1 mm
(Figura 9C). Um fio de tungsténio também foi colocado no musculo da regiao occipital

posterior para registro do EMG.

Apo6s serem posicionados na regiao de interesse, os eletrodos foram fixados no
cranio com resina acrilica autopolimerizante e conectados aos terminais do implante. Uma
fita de cobre em contato com o parafuso de aterramento foi usada para isolar os eletrodos
de registro do de estimulacdao e, consequentemente, reduzir o ruido durante o registro
(Figura 9D). Apés o término da cirurgia, os animais foram hidratados com aplicagao
subcutanea de 1,6 mL de solu¢ao salina (cloreto de sédio 0,9%). Também receberam
aplicacao de 0,2 mL de pentabiético intramuscular e de 0,5 mL/kg de anti-inflamatério
por via subcuténea (Banamine; 5 mg/mL). Antes de serem submetidos aos experimentos,

todos os animais passaram por um periodo de recuperacao cirurgica de, no minimo, 7
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dias.

8.3 Lesao eletrolitica, extracao e fixacao dos encéfalos

Apébs passarem pelo protocolo experimental, os animais tiveram seus encéfalos
removidos para verificagdo do posicionamento dos eletrodos. Para isso, os animais foram
inicialmente anestesiados com cetamina e xilazina (70% da dose por via intraperitoneal)
e, apos confirmada a auséncia de reflexos, submetidos a lesao eletrolitica no encéfalo por
meio dos eletrodos implantados. A lesdo, que auxilia na identificagdo do posicionamento
dos eletrodos, é formada pela aplicacdo de um pulso simples de corrente continua com
duracao de 1 s e amplitude de 1 mA. Em seguida, os animais receberam uma sobredose de
cetamina e xilazina (300% a 500% da dosagem anestésica padrdo por via intraperitoneal)
e, apos verificada a auséncia de reflexo, foram submetidos ao procedimento de perfusao
intracardiaca (ventriculo esquerdo) para fixacdo do tecido. A perfusao foi feita com 250
mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, do inglés, phosphate-buffered saline)
seguida por 250 mL de paraformaldeido (PFA) 4%.

Logo apos a extracao, os encéfalos foram submersos em solucao de PFA por 24
horas e, nos dias seguintes, transferidos para solugao de sacarose a 15% e a 30%, nessa
ordem, permanecendo em cada uma por 24 horas. Por fim, foram congelados por submer-
sao em isopentano a -80 °C por 30 s e entdao armazenados em um freezer a -80 °C até que

fossem fatiados no criostato.

8.4 Histologia

Os encéfalos congelados foram levados ao criostato do CAPI (Centro de Aquisigao
e Processamento de Imagens - ICB/UFMG) e seccionados a -20 °C em fatias de 50 pm
de espessura para que fosse possivel identificar as regides onde os eletrodos foram posici-
onados. As fatias proximas das regioes-alvo foram transferidas para laminas previamente
gelatinizadas e passaram por um procedimento de coloragao com cresil violeta. Em re-
sumo, o protocolo de coloracao consiste em imersoes sequenciais de 3 minutos de duracao
nas seguintes solugoes: etanol a 100%, 90%, 80%, 70% e 50%, nessa ordem; agua filtrada;
solugdo de cresil violeta (tempo suficiente para ocorrer a coloragao); dgua destilada; etanol
100%; etanol 100% + xilol 100% (1:1); xilol 100%. Em seguida, as laminas foram montadas
com laminulas e meio de montagem (Permount). Por fim, foram armazenadas em freezer
-20 °C até que fossem encaminhadas para o scanner de laminas do CAPI ICB/UFMG,

onde tiveram suas imagens capturadas para posterior identificacao do local das lesoes.
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8.5 Labirinto de Barnes

8.5.1 Aparato experimental

O aparato do labirinto consistiu em uma plataforma circular de madeira com 120
cm de didmetro suspensa a 150 cm do ch@o por um pedestal também de madeira (Figura
10A). Na periferia da plataforma, a 5 cm da borda, havia 12 orificios (10 cm de didmetro
cada) equidistantes e simetricamente posicionados no labirinto, sendo que apenas um deles
dava acesso a uma caixa de escape. Os outros eram “falsas saidas”, tampadas por baixo
com uma placa de MDF recoberta por férmica preta que impedia o acesso a parte inferior
da plataforma. A caixa de escape possuia dimensoes de 17 x 23 x 11 cm e tinha o piso
e as paredes internas recobertos por um plastico transparente e resistente. Os animais
se locomoviam em cima de uma superficie de borracha preta removivel, que se ajustava
ao formato do labirinto e era colocada sobre ele para facilitar a higienizagdo apods cada

Sessao.

8.5.2 Local e condicoes de experimentacao

O recinto do labirinto (3 x 3 m) era iluminado por 4 lampadas brancas de 45
W posicionadas nos cantos da sala e orientadas para as paredes. Além delas, havia uma
lampada branca de 30 W posicionada no centro do labirinto a uma altura de 1,5 m acima
da plataforma. A intensidade luminosa medida no centro da superficie do labirinto era de
~130 lux. Préximo as paredes da sala estavam afixadas pistas visuais estaveis de diferentes
tamanhos, cores e formatos, tais como: cartaz, armario, televisor, mangueira, tampa de
caixa d’dgua e outros. Essas pistas foram mantidas na mesma posi¢do durante todas as
etapas do teste, servindo como referéncias visuais para a construgdo do mapa espacial. O
experimentador também permanecia imovel dentro da sala durante todo o experimento
e ocupava sempre a mesma posicao. Todas as sessoes foram gravadas por uma webcam
(1920 x 1080 px, 30 fps) posicionada no teto da sala e conectada via USB ao computador

de registro.

8.5.3 Protocolo experimental

Tanto os animais do grupo controle quanto os submetidos a perturbacgao de ripples
realizaram a tarefa do labirinto de Barnes. Os experimentos no BM compreenderam 6 dias
nao consecutivos e foram divididos em duas etapas: aquisi¢cao (ou treino) e teste (Figura
10B). Todas as sessoes tiveram inicio entre 8h e 9h e, antes do inicio dos experimentos,
o animal era retirado do biotério em sua caixa e colocado na sala do labirinto, onde
permanecia por 10 minutos para habituacao. Na etapa de aquisi¢cao, que compreendeu
os 4 primeiros dias (D1 a D4), o animal era colocado em uma caixa plastica retangular

opaca (29 x 18 x 13 cm) e entao posicionado no centro do labirinto com a caixa sobre ele.
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Figura 10 — Protocolo experimental do labirinto de Barnes. (A) Imagens de uma sessao
de treino (aquisi¢ao) no labirinto. A suspensao da caixa pléstica opaca (esquerda) marca o
inicio da sess@o e o animal tem até 3 minutos para encontrar o buraco de escape (direita).
(B) As sessoes de treino (3 por dia) acontecem por 4 dias consecutivos (D1-D4). Nos
dias D5 e D16 sao realizadas sessoes unicas de teste com duracao de 2 minutos. No caso
especifico dos animais do grupo experimental (perturbacao de ripples), os registros eletro-
fisiol6gicos acontecem um dia antes do inicio dos experimentos (registro de referéncia ou
de linha de base) e durante os dias D1-D4, logo ap6s a aquisigao, quando ha a interrup¢ao
das ripples por meio de estimulacao elétrica.

B 3x (< 3 min) 1x (2 min) ~ BM: probe
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M ooooo
1«1 ) °
7;*"11_ OOOOO
baseline - DI —> D2 —> D3 —> D4 —
recording

Fonte: (A) elaborada pelo autor; (B) adaptada de Beraldo (2024); algumas imagens foram
obtidas em biorender.com.

A orientacao da caixa era escolhida de modo pseudo-aleatério a cada sessao para evitar
que ela se tornasse uma pista. Apds 15 segundos, a caixa era removida manualmente pelo
experimentador e ao animal era permitido explorar livremente o labirinto por 3 minutos
ou até que entrasse na abertura de escape. O momento de remocao da caixa marcava o
inicio da contagem de tempo da sessao. Caso nao entrasse no escape antes desse intervalo,
o animal era gentilmente conduzido até la. Apds permanecer dentro da caixa de escape
por 1 minuto, ele era removido e colocado em sua caixa original, que ficava na sala do
labirinto durante todo o periodo do experimento. Cada animal foi submetido a 3 sessoes
de aquisicao por dia, espacadas por um intervalo de 5 minutos. As posicoes do escape,
do experimentador e da caixa trazida do biotério foram mantidas em todas as sessoes de

aquisicao de todos os animais.
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Na etapa de teste, realizada nos dias D5 e D16 (respectivamente, 24 horas e 12
dias ap6s o fim da etapa de aquisi¢ao), os animais exploravam o labirinto por 2 minutos
em uma Unica sessao diaria. Nessa etapa, a caixa de escape foi removida e o orificio
correspondente foi bloqueado por uma placa de MDF idéntica as utilizadas para tampar os
demais orificios. Como consequéncia, nao havia nenhum escape disponivel para o animal.
Além disso, para evitar a orientacao por possiveis pistas olfativas, a plataforma do labirinto

foi rotacionada em 180° antes do inicio da sessao de teste.

Entre cada sessao de aquisicao referente a um mesmo animal foi realizada a hi-
gienizacao com etanol 20% das seguintes areas do aparato: interior da caixa de escape,
superficie de borracha que cobria a plataforma, buracos do labirinto e a caixa plastica por
meio da qual o animal era colocado no labirinto. Ao fim de uma sessdo de teste ou das trés
sessOes diarias de aquisicdo, as mesmas regides do aparato foram higienizadas com etanol
70%. Esse procedimento de higienizacao buscava eliminar quaisquer pistas olfativas que
estivessem presentes no labirinto, sejam as deixadas pelo mesmo animal durante a sessao

anterior ou por animais diferentes que executaram o teste no mesmo dia.

8.5.4 Breve epilogo metodolégico: adaptacdes no protocolo do labirinto de

Barnes

A primeira padronizacao da tarefa do labirinto de Barnes no laboratério foi rea-
lizada no trabalho de Régo (2014), cujos achados foram reproduzidos mais recentemente
no trabalho de Beraldo (2024). Os autores submeteram cada animal a 4 sessoes diarias do
teste na etapa de aquisi¢io. No quinto dia (D5), e apenas nele, foi realizada uma sessao
de teste. No presente trabalho, duas modificagoes foram empregadas nesse protocolo: 1)
a reducao para 3 tentativas didrias na fase de aquisi¢do e 2) a adigdo de uma sessao de

teste no décimo sexto dia (D16, 12 dias apds o fim da etapa de aquisigdo).

A razado da primeira modificacao é a tentativa de induzir nos animais uma curva
de aprendizado mais lenta em comparacao com o protocolo anteriormente utilizado. Os
resultados de Régo (2014) e Beraldo (2024) mostram que houve um avango bastante
pronunciado no desempenho dos animais entre o primeiro e o ultimo dia de aquisicao.
Esse avanco ficou evidente pela reducao da laténcia, da distancia percorrida, dos erros
primario e secundario e pelo aumento no uso da estratégia direta. No entanto, o que alguns
trabalhos de supressao de ripples tém mostrado é que os prejuizos de aprendizado espacial
nao ocorrem de forma brusca e evidente logo a partir dos primeiros dias de intervencao
(GIRARDEAU et al., 2009; EGO-STENGEL; WILSON, 2010; JADHAV et al., 2012). Em
vez disso, o que se tem ¢ uma curva de desempenho que vai se distanciando gradualmente
da curva do grupo controle ao longo dos dias de treinamento. No caso do protocolo do
BM usado anteriormente no laboratério, em que ha um aprendizado bastante notavel

em um intervalo relativamente curto, pode ser que os possiveis efeitos da perturbacao de
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ripples nao fossem observaveis no periodo de 4 dias que constitui a fase de aquisicao. Por
isso, na tentativa de aumentar a sensibilidade para detectar diferencas no desempenho
dos animais sujeitos a intervencao, neste trabalho foram realizadas 3 sessoes diarias de

aquisicao no labirinto.

A segunda modificacdo no protocolo do BM consiste na adigdo de uma sessao de
teste 12 dias apds o fim da aquisigdo (dia D16, na cronologia do protocolo). A ideia é
avaliar a persisténcia de memorias espaciais mais remotas do labirinto apds a intervencao
seletiva no sono poés-treinamento. Uma das motivagoes para a inclusao de um dia extra
de teste foi o fato de que poucos trabalhos com perturbacao de ripples trazem anélises
sobre a manutencao da memoria remota. Uma segunda razao, e que também justifica
a escolha especifica do dia D16, é poder comparar os resultados obtidos neste trabalho
com os reportados por Binder et al. (2019). Os autores também avaliaram a meméria
no labirinto de Barnes nos dias D5 e D16 apds uma intervencao durante o sono NREM
pos-aprendizado, apesar de tal intervengao nao ter se restringido apenas aos eventos de

ripples.

8.6 Analise dos videos das sessoes no labirinto de Barnes

8.6.1 Pré-processamento dos videos

Os videos passaram por uma etapa de pré-processamento (software DaVinci Re-
solve 17) que consistia, principalmente, em delimitar e extrair apenas o intervalo compre-
endido entre o inicio e o fim das sessdes do experimento. Considerou-se como inicio da
sessao o ultimo frame em que o animal estivesse dentro da caixa plastica de contencao
(Figura 10A, quadro a esquerda). J& o fim da sessdo foi definido por uma de duas condi-
¢oes possiveis: i) entrada total do animal no escape; ii) término do tempo de exploragao (3
minutos para a aquisigdo ou 2 minutos para o teste). Por fim, os videos foram exportados

em formato “mp4” com uma resolucao de 1280 x 720 px e taxa de 30 fps.

8.6.2 Estimacao automatica de pose com o DeeplLabCut

A partir dos videos pré-processados das sessoes do BM foi possivel estimar a pose
dos animais com o DeepLabCut (DLC) v2.3.5 (MATHIS et al., 2018). O DLC é um
software de cédigo aberto que utiliza redes neurais artificiais profundas para identificar,
automaticamente, as posi¢oes de diferentes partes do corpo do animal em cada frame
do video. A rede utilizada neste trabalho foi baseada na mesma rede treinada e descrita
por Beraldo (2024). Trata-se de uma rede de topologia ResNet-50, inicializada com os
mesmos pardmetros da rede usada por Beraldo (2024), mas adicionalmente treinada com

250 frames extraidos de 10 sessdes no BM. O niimero total de iteracoes foi de 1,55 x 10°.
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Figura 11 — Estimacao de pose usando o DeepLabCut e extragao de parametros compor-
tamentais. (A) Identificagiao dos orificios do labirinto e de partes do corpo do animal pelo
DeepLabCut. A obtencao das coordenadas frame a frame permite tracar a trajetoria de
diferentes partes do animal ao longo do experimento. (B) Trajetéria do focinho durante
uma sessao de aquisi¢ao. (C) Trajetéria do centro do corpo durante a mesma sessao e
tempo de permanéncia em cada ponto do labirinto. Cada um dos quadrantes (Q1-Q4)
contém 3 orificios distintos, sendo Q1 o quadrante onde se localiza o escape. (D) Posigao
do centro do corpo do animal por quadrante durante a sessao.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A rede foi treinada para identificar as coordenadas de cada um dos orificios do
labirinto e das seguintes partes do animal: focinho, cabeca, orelhas direita e esquerda,
pescoco, centro do corpo, laterais esquerda e direita do corpo, base da cauda, meio da
cauda e extremidade da cauda. Cada uma das sessoes no BM foi avaliada pela rede
treinada e, ao fim do processo, o DLC gerou um arquivo no formato HDF5 (do inglés,
Hierarchical Data Format v5) com as coordenadas frame a frame de cada parte (Figura
11A).

8.6.3 Extracdo de métricas comportamentais

Em posse do arquivo HDF5 contendo as coordenadas frame a frame, foi utilizado
um conjunto de codigos desenvolvidos na linguagem Python para obter a trajetoria dos
animais e calcular as seguintes métricas de desempenho na tarefa: i) tempo necessario para
encontrar o escape pela primeira vez (laténcia priméria); ii) quantidade de falsas saidas
visitadas antes de encontrar o escape, podendo variar de 0 até 11 (erro primério); iii)
nimero de revisitas a falsas saidas previamente visitadas (erro secundério); iv) distancia
percorrida até o encontro do escape (distdncia priméria); v) velocidade média na sessao

até o encontro do escape; vi) tipo de estratégia de orientagao utilizada para encontrar o

271 1.10
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escape; vii) niumero de vezes em que cada orificio foi visitado (ou, do inglés, head dips); viii)
percentual do tempo da sessdo despendido nos diferentes quadrantes do labirinto. Cada
quadrante compreende trés orificios, sendo o quadrante-alvo aquele que compreende o
orificio de escape e seus vizinhos diretos (Figura 11C). As Figuras 11B, C e D apresentam
exemplos de trajetoérias obtidas a partir dos dados gerados pelo DeepLabCut e analisados
por meio de cédigos em Python. As coordenadas do focinho foram usadas para os calculos
de laténcia primaria, dos erros primario e secundario, da quantidade de vezes em que cada
abertura foi explorada e para a identificacao da estratégia de orientacao. Ja as coordenadas
do centro do corpo foram usadas para calculo da distancia total percorrida, da velocidade

média e do tempo de permanéncia em cada quadrante.

A estratégia utilizada para encontrar o escape em cada sessao foi classificada como
direta (espacial), serial ou aleatéria. Os critérios de classificacao foram: 1) estratégia di-
reta: deslocamento até o escape ou até um de seus vizinhos diretos imediatamente antes do
escape; 2) estratégia serial: exploracao sequencial de saidas adjacentes no sentido horério
ou anti-horario antes de encontrar o escape; pelo menos 75% da exploracdo deve ocor-
rer dessa maneira para que seja classificada como serial; 3) estratégia aleatéria: qualquer

comportamento exploratério que nao tenha sido classificado nas demais estratégias.

Para calcular algumas dessas métricas, ha autores que consideram o momento de
entrada no escape como o marcador do fim da sessao (ReGO, 2014; NEGRON-OYARZO
et al., 2018; BINDER et al., 2019). No entanto, conforme explicado por Gawel et al.
(2019), é comum que alguns animais percam a motivagdo para entrar na caixa de escape
depois de algumas sessoes de aquisi¢ao. Isso ocorre porque eles se familiarizam com o
ambiente aversivo de alta luminosidade do labirinto. Muitos comegam uma nova sessao
se direcionando até o local do escape, posicionando a cabeca no escape como forma de
garantir que ele ainda esteja 14 e, em vez de entrarem logo em seguida, preferem explorar
o restante do labirinto. Portanto, considerar como término da sessao o momento de en-
trada no escape pode afetar algumas das métricas de desempenho e levar a interpretacoes
equivocadas dos resultados. Conforme recomendado e aplicado em varios outros estudos
(por exemplo, Harrison et al. (2006), Locklear e Kritzer (2014), Gawel et al. (2019)),
neste trabalho foi considerado como fim da sessdo o momento em que o animal encontra

o escape pela primeira vez.

Os codigos em Python usados para o calculo das métricas de desempenho foram os
mesmos desenvolvidos no trabalho de Beraldo (2024), os quais se encontram disponiveis

em github.com /ikaro-beraldo/barnes-maze-python-routines.
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8.7 Registro e estimulacdo em malha fechada

8.7.1 Arquitetura de hardware

A arquitetura de hardware usada para registro e estimulagdo em malha fechada é
semelhante a abordada na Parte I e estd ilustrada na Figura 12. Os sinais eletrofisiologicos
de CA1, do mPFC e do EMG sao inicialmente filtrados, amplificados e digitalizados por
um headstage Intan RHD2132. Os dados sdo entao transmitidos para a placa de aquisi¢dao
do Open Ephys via protocolo serial por meio de cabos SPI (do inglés, serial peripheral
interface) (SIEGLE et al., 2017). O sistema de aquisi¢gao do Open Ephys é conectado via
USB a um computador com processador Intel Core i5-7400 3.00 GHz, 16 GB de memoria
RAM e sistema operacional Windows 10. Nesse computador esta instalada a GUI do Open
Ephys, por meio da qual sao feitas a configuragao do fluxo dos dados e a deteccao de ripples
em tempo real. Os comandos de estimulagao gerados a partir da deteccao de ripples sao
transmitidos via USB ao Pulse Pal (Sanworks), um dispositivo gerador de pulsos, que faz
interface com um estimulador S88 (Grass Instrument) responsével pela geragao da tensao
elétrica de estimulagdo. A saida do Pulse Pal também ¢é enviada de volta ao sistema
de aquisigdo por meio de uma placa entrada/saida para registrar o momento em que a
estimulacao de fato ocorreu. Por fim, os pulsos de tensao sdo convertidos em pulsos de

corrente por um isolador éptico PSIU6 (Grass Instrument) e aplicados ao animal.

8.7.2 Registro eletrofisiolégico

Os sinais eletrofisiologicos do mPFC (1 canal), da regiao de CA1 do hipocampo
(3 canais) e do EMG do misculo da regiao occipital posterior (1 canal) foram registrados
a uma taxa de 30 kHz por 5 dias consecutivos: um dia antes do inicio dos experimentos
no labirinto de Barnes (registro de linha de base ou de referéncia) e nos quatro dias
seguintes, apds as sessoes de aquisigao (dias D1-D4). Os registros comegaram entre 9h e
10h, a depender do dia e do animal, e terminaram as 17h. Os animais foram registrados em
uma caixa plastica de dimensoes 20 x 30 x 40 cm, com o assoalho coberto por maravalha,
e tinham acesso livre a agua e racao. A sala de registro era separada dos outros recintos do
laboratoério e reservada exclusivamente para esse fim, ndo havendo a presenca de nenhum

outro animal além do que estava sendo registrado.

8.7.3 Deteccao de ripples em tempo real e estimulacao

A deteccao de ripples em tempo real ocorreu durante as 4 primeiras horas de
sono pos-aquisi¢ao no labirinto de Barnes (dias D1-D4). Ela foi feita por meio do plugin
desenvolvido na Parte I e recebe, como entrada, o registro de um dos trés canais do
hipocampo filtrado na faixa de 100 Hz a 250 Hz. O canal escolhido variou de animal

para animal, sendo selecionado aquele que exibia mais claramente os eventos de ripples
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Figura 12 — Sistema para registro e estimula¢do em malha fechada. (A) Figura ilustra-
tiva do posicionamento dos eletrodos de registro (mPFC, CAl e EMG) e de estimulagdo
(VHC). A detecgao de ripples em CA1 dispara um comando para estimulagao elétrica na
VHC. (B) Esquema de hardware e software para estimulacao em malha fechada. Inici-
almente, os sinais eletrofisiologicos sao pré-processados pelo headstage, que transmite os
dados digitalizados para o sistema de aquisi¢ao do Open Ephys. Os registros sao armaze-
nados em memoria nao-volatil para andlises posteriores. A GUI do Open Ephys executa
em tempo real o plugin de deteccao de ripples desenvolvido no escopo deste trabalho,
que envia um comando para o Pulse Pal quando um evento de ripple é detectado. Na
sequéncia, ao receberem o sinal do Pulse Pal, o estimulador e o isolador 6ptico geram um
pulso de corrente elétrica que é aplicado na comissura do hipocampo ventral do animal.
O sinal do Pulse Pal também é registrado de volta pelo sistema de aquisi¢ao para fins de
analise.
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Fonte: adaptada de Sousa et al. (2022) com imagens de diversas fontes:

https://stock.adobe.com /search?k=rat+drawing&asset_ id=180482892; open-ephys.org;
www.a-msystems.com/t-grass_stimulators.aspx; intantech.com; biorender.com

e/ou cujas caracteristicas da sharp-wave associada indicassem maior proximidade com a
camada piramidal. Os parametros de deteccao foram: niimero de pontos para calculo do
RMS = 128; periodo refratario = 140 ms; limiar de amplitude = 4 desvios-padrao; limiar

de tempo = 8 ms.

Por estar vinculada a deteccao das ripples, a estimulacao foi habilitada somente
durante as 4 primeiras horas de sono nos dias D1-D4. Ela é disparada automaticamente
a partir da deteccao de um evento de ripple e foi aplicada por meio de um par de ele-
trodos trangados posicionados na VHC. Os pulsos de corrente continua aplicados eram

monofasicos, com 500 ps de duragao e amplitude minima necessaria para interromper as
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ripples (entre 30 pA e 300 pA, a depender do animal; uma excecao foi o R5, cuja corrente
aplicada foi de 500 1A). A intensidade da corrente de estimulacao foi ajustada para cada

animal no inicio do respectivo periodo de sono do dia D1.

Em paralelo a deteccao de ripples estava habilitado o mecanismo de detecgao de
movimentagao do animal, responsavel por silenciar os comandos de estimulacao durante
os periodos de mais alta atividade motora. O propdsito desse silenciamento é evitar que
um artefato de movimento (mastigagao, impacto do headstage contra a caixa de registro,
etc.) fosse erroneamente interpretado como uma ripple e disparasse a estimulacao. A iden-
tificacao de movimento esta incorporada ao plugin de deteccao de ripples e foi feita com
base no sinal de EMG filtrado na faixa de 100 Hz a 250 Hz. Os parametros de deteccao
eram ajustados no inicio do registro do dia D1 e variaram ligeiramente entre os animais,
sendo, em linhas gerais: limiar de amplitude = 4 desvios-padrao; tempo minimo em re-
pouso para reabilitar a estimulagao = 5 s; tempo minimo em movimento para bloquear a

estimulacao = 30 ms.

8.8 Classificacdo dos estagios do ciclo sono/vigilia

A classificagdo dos estégios do ciclo sono/vigilia foi feita por meio de uma to-
olbox de codigo aberto desenvolvida pelo nosso grupo para andlise da arquitetura do
sono de roedores (MENDES, 2021) (disponivel em github.com/ikaro-beraldo/sleep-stages-
classification). Essa mesma toolboz foi amplamente usada em outros trabalhos do grupo
para avaliar a estrutura do sono pos-aprendizado no labirinto de Barnes e no teste de loca-
lizagdo de objetos, bem como em experimentos com manipulagao farmacolégica (REGO,
2022; POLANCZYK, 2023; BERALDO, 2024). Ela foi validada por meio da compara-
¢ao com a classificagdo manual, atingindo niveis de eficdcia acima de 90% (BERALDO,
2021). Desenvolvida em Matlab, a toolbox realiza o pré-processamento dos dados, divide
o registro em trechos consecutivos de 10 segundos (épocas) e os classifica de forma semi-
supervisionada como vigilia, sono REM ou sono NREM. Neste trabalho, a classificacao
foi feita a partir do registro de EMG do musculo nucal e do LFP de um dos canais
do hipocampo. O canal selecionado foi o mesmo escolhido para a deteccao de ripples,
considerando-se que seria o mais proximo da camada piramidal de CA1l. As préximas

secoes descrevem brevemente o algoritmo de classificacao empregado na toolbox.

8.8.1 Pré-processamento dos registros

Antes de serem submetidos ao algoritmo de classificagdo, os registros do LFP de
CA1l e do EMG passam por uma etapa de pré-processamento no Matlab que inclui: i)
reamostragem do sinal de 30 kHz para 1 kHz com a fun¢ao decimate, que aplica um filtro

passa-baixas antes da reamostragem para evitar aliasing (frequéncia de corte: 400 Hz); ii)
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subtragao da média do sinal (fungao detrend); iii) filtragem do LFP na faixa de 0,7 a 250
Hz e do EMG na faixa de 85 a 200 Hz; iv) separacao do sinal em épocas de 10 segundos.

Nos registros de alguns animais houve a necessidade de um passo adicional de
pré-processamento logo apds a reamostragem, que consistiu na substituicao do artefato
de estimulacdo por uma interpolagao linear. Essa substituicdo evitou que o artefato de
estimulacao, por vezes proeminente, gerasse uma classificagdo equivocada do estado do
animal, seja pelo aumento do RMS do EMG ou pela alteracao do perfil espectral do sinal
de CA1. A interpolagdo iniciou-se no instante da aplicagdo do estimulo elétrico e cobriu
uma janela de 300 ms adiante. Mesmo apods esse tratamento, épocas que apresentassem
alguma amostra cujo valor absoluto estivesse 12 desvios-padrao acima da média eram

desconsideradas da classificagao pela presenca de artefato.

8.8.2 Calculo de poténcia de banda e de RMS do EMG

Para cada época de 10 segundos do LFP foi calculada a densidade de poténcia es-
pectral (PSD, do inglés, power spectral density) usando a fungao “pwelch” (HAYES, 1996)
(comprimento da janela = 125 amostras, fator de sobreposi¢ao = 0, nimero de pontos da
FFT = 2500). Em seguida, a poténcia de cada componente de frequéncia foi normalizada
pela soma das poténcias de todas as componentes do sinal, sendo desconsiderada da soma
aquelas na faixa de 58 a 62 Hz (frequéncia da rede elétrica). As poténcias na faixa de
delta (1 a 4 Hz) e teta (5 a 12 Hz) foram somadas e a razao teta/delta foi obtida para

cada uma das épocas.

No caso do EMG, o valor RMS de cada época foi calculado apds a remocao dos
componentes de frequéncia na faixa do sinal da rede elétrica (filtro “notch” nas bandas de
58 a 62 Hz, 118 a 122 Hz e 178 a 182 Hz). Esse procedimento evita que o ruido da rede

elétrica interfira no cdlculo do RMS.

8.8.3 GMM e classificacao dos estados

A classificagao dos estados é feita com base no modelo de misturas Gaussianas
(GMM; do inglés, Gaussian mizture model), que atribui a cada amostra uma probabi-
lidade de pertencer a um determinado cluster (REYNOLDS, 2009). As densidades de
probabilidades sao modeladas conforme distribui¢coes Gaussianas, centralizadas nos clus-
ters identificados no conjunto de dados. Neste trabalho os dados foram categorizados em
3 clusters, cada um correspondendo um diferente estado do animal: vigilia, sono REM e
sono NREM. Cada amostra do conjunto de dados representa uma época e as variaveis de

entrada sdo o valor RMS do EMG e a razao teta/delta normalizados.

Na toolbox, o GMM foi implementado por meio da funcao fitgmdist, que recebe

como argumento da posi¢ao inicial dos clusters os valores de média e covariancia de curvas
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Gaussianas extraidas previamente de um registro de referéncia (MENDES, 2021). Em
outras palavras, foram classificadas manualmente todas as épocas do registro, ajustadas
as curvas Gaussianas sobre os clusters formados e os parametros de tais curvas foram
usados como valores iniciais para todos os outros registros futuros. A partir desses valores
iniciais, a funcao fitgmdist determina os modelos de Gaussianas para o conjunto de dados
a ser classificado. Cada época passa a ter, portanto, uma probabilidade associada de

pertencer a cada um dos clusters (estados).

Ainda que os autores tenham treinado o algoritmo do GMM, é necessario realizar,
antes de cada nova classificacdo, um processo supervisionado de identificagao de 20 épocas
em cada estado. Essa classificagdo manual feita pelo usuario é necessaria para estabelecer
o limiar de probabilidade a partir do qual uma época sera considerada como pertencente
a um determinado estado (limiar de probabilidade posterior). Para isso, a classificagdo
feita pelo usuario é tomada como padrao-ouro e comparada com a classificacao realizada
de forma automatica pelo GMM. Para cada estado sao calculadas as taxas de verdadeiro
positivo (TPR; do inglés, true positive rate) e falso positivo (FPR; do inglés, false positive
rate) obtidas pelo GMM para diferentes valores de limiar de probabilidade posterior.
Com essa relagao de entrada (limiares de probabilidade posterior) e saida (TPR e FPR)
é possivel entdo determinar, para cada estado, o limiar que resultou no par (FPR,TPR)
mais préximo do ponto (0,1); isto é: 0% de FPR e 100% de TPR. Portanto, épocas cujo
valor de probabilidade posterior estejam acima desse limiar para um determinado estado

sao classificadas como parte desse mesmo estado.

Em linhas gerais, no que diz respeito ao resultado da classificacao, épocas com alto
valor de RMS do EMG e baixa ou moderada razao teta/delta foram classificadas como
vigilia; épocas com baixo valor RMS do EMG e alta razao teta/delta foram classificadas
como sono REM e, por fim, épocas com baixo valor RMS do EMG e baixa razao teta/delta

foram classificadas como sono NREM (Figura 13).

8.9 Analises estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas por meio dos softwares R v4.3.3 e Graph-
Pad Prism v9.5.0. Os testes estatisticos empregados variam de acordo com o tipo de
comparagao e a natureza dos dados. Em todos eles, considerou-se que as hipdteses nulas
seriam rejeitadas quando o valor de p encontrado foi menor do que a = 0,05. Os detalhes
de cada teste e os resultados obtidos estdao apresentados em tabelas ao longo do texto,
logo apds os graficos com os respectivos dados. Em alguns casos foi utilizado o teste 2way
art-ANOVA; mais detalhes sobre ele podem ser encontrados em Wobbrock et al. (2011).
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Figura 13 — Classificacao do ciclo sono/vigilia. (A) Exemplos representativos do LFP
da regiao de CA1l do hipocampo durante os estados de vigilia, sono NREM e sono REM.
(B) Identificagdo dos clusters correspondentes aos estados. Cada ponto do grafico de
dispersao representa uma época e é formado pelo valor RMS do EMG (abscissa) e pela
razao teta/delta do LEP do hipocampo (ordenada). (C) Exemplo de um hipnograma
gerado a partir da classificacado de um trecho de registro. Estao indicados os valores RMS
do EMG e a razao teta/delta do LFP do hipocampo no mesmo periodo.
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Fonte: adaptada de Beraldo (2024).

8.10 Analise de eventos eletrofisiologicos

8.10.1 Deteccao offline de ripples

A deteccao offline de ripples foi realizada por meio de uma simulagao em Matlab do
plugin desenvolvido na Parte I deste trabalho. Essa simulagao ¢ a mesma utilizada na secao
3.1 do artigo publicado (Segao 4, Sousa et al. (2022)) e busca reproduzir todas as etapas
do algoritmo de deteccao em tempo real. Em resumo, os dados sao disponibilizados ao
algoritmo em blocos que simulam o buffer, os quais sao filtrados na banda de ripples (100-
250 Hz) por um filtro Butterworth de segunda ordem, semelhante ao implementado no
bloco “Bandpass Filter”, da GUI do Open Ephys. Em seguida, os dados sao divididos em
sub-blocos e sao calculados os valores RMS para cada um deles, de modo que constituam
um “envelope” do sinal filtrado. A calibracao do algoritmo, que consiste no cédlculo da
média e do desvio padrao dos valores RMS, é feita sobre os dados dos primeiros 20
segundos de registro. A partir disso, a deteccao de um evento de ripple ocorre quando
valores RMS consecutivos permanecem acima do limiar de amplitude de detec¢ao (média

+ desvios-padrao) por um tempo minimo (limiar de tempo).

Os parametros para detecgao offline (limiar de amplitude e limiar de tempo) foram
ajustados individualmente para cada animal, de modo a minimizar a diferenca entre as
detecgoes realizadas pelo plugin em tempo real, durante o periodo de estimulagao, e as
realizadas pela simulagao do detector no mesmo periodo. De maneira geral, eles ficaram
proximos daqueles utilizados durante a detecgao em tempo real. Além desses parametros,
o nimero de pontos para calculo do RMS foi ajustado em 5, como forma de readequar o

calculo do contorno do sinal filtrado diante da frequéncia de reamostragem (1 kHz).
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8.10.2 Calculo de duracao das ripples

A duracao das ripples foi definida de maneira semelhante a descrita na secao 2.5
do artigo publicado (Segao 4, Sousa et al. (2022)). Inicialmente, o registro de LFP de
CA1 (30 kHz) foi filtrado na banda de ripples (100-250 Hz) e o sinal resultante foi entao
elevado ao quadrado. Sobre o sinal ao quadrado foi calculada uma média mével com um
filtro FIR de fase zero, de ordem 1501, normalizada logo em seguida. A duracao de cada
evento de ripple é definida como o periodo em que a média mével normalizada fica acima

do limite de 5 (desvios-padrao).
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O |l: Resultados e analises

9.1 Desempenho no labirinto de Barnes

Para estudar o aprendizado espacial dos animais foi utilizada a tarefa do labirinto
de Barnes. Na etapa de aquisi¢cao, que compreende os dias D1-D4, os animais aprendem

a localizacao do escape, que é testada posteriormente nos dias D5 e D16 (etapa de teste).

9.1.1 Etapa de aquisicao

Inicialmente, foram consideradas as seguintes métricas de desempenho para avaliar
o aprendizado espacial dos animais ao longo dos dias de aquisi¢ao: laténcia para encon-
trar o escape, nimero médio de falsas saidas visitadas (erro primdrio) e nimero médio
de revisitas a falsas saidas (erro secundario). A redugao dessas métricas é um indicio da
formacao de memoria da posi¢cao do escape no labirinto. Uma comparacao entre os grupos
nao foi capaz de evidenciar diferencas significativas entre eles no que diz respeito a esses
pardmetros (Figuras 14A, B e C). No entanto, uma andlise intragrupo revela que apenas
os animais controle apresentaram reducao de laténcia, de erros primarios e de erros se-
cundarios em relagao ao primeiro dia de aquisi¢ao (Figuras 14D, E e F, respectivamente).
Os resultados dos testes estatisticos que embasam essas observagoes estao indicados na
Tabela 1.

Ainda que nao tenha sido encontrada diferenca significativa entre as laténcias dos
dois grupos no dia D1, é curioso notar que a mediana e a dispersao dos dados no grupo
perturbacao de ripples é menor que as do grupo controle nesse dia. E dificil atribuir algum
motivo a essa diferenca que nao seja o procedimento cirtrgico, a colocacdo do implante
ou a realizacao do registro de linha de base, ja que as manipulagoes experimentais que
distinguem os dois grupos s6 comegaram apoés a realizacao da tarefa nesse dia. Interessan-
temente, um resultado semelhante foi encontrado por Binder et al. (2019), nesse caso entre

o grupo sham (implantado, mas sem manipulagdo) e um grupo com inibi¢ao optogenética.

Em seguida, foram analisadas a velocidade média e a distancia percorrida pelos
animais no labirinto até o encontro do escape. Essas varidveis sdo importantes nao sé
por indicarem um possivel aprendizado, mas também porque servem como indicadores
de capacidade locomotora. Animais com prejuizo de locomocao podem apresentar dificul-
dades para explorar o labirinto e, consequentemente, para aprender a tarefa, mesmo que
tenham plenas condigbes cognitivas para tal. Além disso, alteragoes na velocidade e na
distancia percorrida também podem indicar comportamento do tipo ansioso ou auséncia

de motivagao. Em se tratando dessas variaveis, nao foram detectadas diferencas significa-
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Figura 14 — Laténcia primaria, erro primario e erro secundario durante os dias de aquisi-
¢ao no labirinto de Barnes. (A) Tempo médio despendido para encontrar o escape, (B)
contagem média dos erros primarios e (C) contagem média dos erros secundérios até o
encontro do escape (mediana + faixa interquartil). (D) Valores individuais de laténcia
primaria, (E) da contagem de erros priméarios e (F) da contagem de erros secundarios
(média das 3 tentativas ocorridas no dia). Os bozx plots indicam os valores minimo e
maximo, a mediana, o primeiro quartil e o terceiro quartil. Os testes estatisticos e os
respectivos resultados sao apresentados na Tabela 1.
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Fonte: elaborada pelo autor.

tivas entre os grupos ao longo dos dias de aquisigao (Figuras 15A e B). Tanto os animais
controle quanto os animais submetidos a perturbacao de ripples apresentaram reducao
na distancia percorrida (Figura 15C). No caso da velocidade média, o grupo controle nao
apresentou variacoes ao longo dos dias, enquanto que no grupo perturbacao de ripples foi
detectada uma diferenca entre os dias D1 e D3 (Figura 15D). Os resultados dos testes

estatisticos que embasam essas observacoes estao indicados na Tabela 2.

O ponto central do labirinto de Barnes nao é apenas verificar a capacidade do
animal de encontrar o escape, mas a eficiéncia com que o faz ao longo dos dias. Para
um animal apto a realizar a tarefa plenamente, espera-se que ele encontre o escape cada
vez mais rapidamente e que siga uma trajetoria orientada, em oposicao a realizar uma
busca aleatoria ou que se utilize de outros artificios cognitivos que demandem menos da

memoria espacial. Nesse contexto, uma variavel que permite inferir sobre o aprendizado
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Figura 15 — Distancia primaria e velocidade média durante os dias de aquisicao no
labirinto de Barnes. (A) Distancia percorrida e (B) velocidade média até o encontro do
escape (média £ erro padrao da média). (C) Valores individuais da distancia percorrida e
(D) da velocidade média (média das 3 tentativas ocorridas no dia). Os testes estatisticos
e os respectivos resultados sao apresentados na Tabela 2.
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espacial dos animais ¢ a estratégia utilizada para encontrar o escape. Trés estratégias foram
consideradas neste trabalho: espacial (ou direta), serial e aleatéria (GAWEL et al., 2019).
Na estratégia espacial, que indica um aprendizado espacial mais bem fundamentado, o
animal se dirige diretamente ao orificio de escape ou a um de seus vizinhos diretos antes
de encontrar o escape. Ja na estratégia serial, o animal encontra um orificio diferente
do escape e de seus vizinhos diretos e percorre uma trajetéria sequencial até o escape,
visitando orificios adjacentes no sentido horario ou anti-horario. Por fim, na estratégia
aleatéria nao ha uma trajetoria bem definida e as visitas aos orificios sao feitas de forma

desorganizada.

A andlise das estratégias utilizadas pelos animais revela que o grupo controle apre-
sentou aumento no uso da estratégia espacial ao longo dos dias de aquisi¢ao, acompanhado
de uma redugao no uso da estratégia aleatoria (Figuras 16A, B, C e D). Além disso, no

D4, o uso da estratégia espacial foi significativamente predominante em relacdo ao uso
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Figura 16 — Estratégias usadas para encontrar o escape durante a fase de aquisi¢cao no
labirinto de Barnes. (A) Contagem total do nimero de sessdes em que as estratégias
espacial, serial e aleatéria foram usadas pelos animais do grupo controle. (B) Valores in-
dividuais da contagem de sessoes em que as estratégias espacial, (C) serial e (D) aleatéria
foram utilizadas pelos animais controle. (E) Contagem total do nimero de sessoes em que
as estratégias espacial, serial e aleatoria foram usadas pelos animais do grupo perturbacao
de ripples. (F) Valores individuais da contagem de sessdes em que as estratégias espacial,
(G) serial e (H) aleatéria foram utilizadas pelos animais submetidos a interrupc¢ao das
ripples. Os boz plots indicam os valores minimo e maximo, a mediana, o primeiro quartil
e o terceiro quartil. Os testes estatisticos e os respectivos resultados sao apresentados na

Tabela 3.
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Fonte: elaborada pelo autor.

das demais estratégias. J&4 no grupo submetido a perturbacao de ripples a situacao foi
diferente: nao foi observada diferenca significativa entre os dias de aquisicdo quanto ao
uso das estratégias. Os resultados dos testes estatisticos que embasam essas observacoes

estao indicados na Tabela 3.

Em resumo, os resultados da etapa de aquisi¢cao no labirinto mostram que os ani-
mais com perturbacao de ripples apresentaram uma evolucao de desempenho reduzida em

relacao ao grupo controle. Na proxima se¢ao sao avaliados os impactos dessa diferenca de
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aprendizado na evocagao da memoria de localizagao do escape.

Tabela 1 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 14. Signif. = Significativo;
Estim. = Estimativa; ns = nao significativo; x : p < 0,05; #x : p < 0,01; %% : p < 0,001;

# :p <0,0001

Figura Teste Fator/Comparagio Estatistica Valor p  Signif.?

A 2way art-ANOVA Grupo F(1,12) = 4,4671 0,0562 ns

2way art-ANOVA Dia F(3,36) =10,7360 <0,0001 #

2way art-ANOVA Grupo x Dia F(3,36) = 2,3026 0,0935 ns

B 2way art-ANOVA Grupo F(1,12) = 0,0001 0,9914 ns

2way art-ANOVA Dia F(3,36) =6,5912 0,0012 *ok

2way art-ANOVA Grupo x Dia F(3,36) =1,1684 0,3353 ns

C 2way art-ANOVA Grupo F(1,12) = 0,4733 0,5046 ns

2way art-ANOVA Dia F(3,36) = 5,1659 0,0045 *k

2way art-ANOVA Grupo x Dia F(3,36) =0,6264 0,6027 ns

D Tukey Controle: D1-D3 Estim. = 27,3750 0,0020 K%

Tukey Controle: D1-D4 Estim. = 27,7500 0,0017 Kk

Tukey RippleDisr: D1-D2:D4  Estim. = < 20,0000 > 0,1268 ns

E Tukey Controle: D1-D4 Estim. = 21,938 0,0147 *

Tukey RippleDisr: D1-D2:D4  Estim. = < 21,083 > 0,0684 ns

F Tukey Controle: D1-D4 Estim. = 22,88 0,0282 *

Tukey RippleDisr: D1-D2:D4 Estim. = < 12,83 > 0,7020 ns

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 2 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 15. Signif. = Significativo;
Dif. = Diferenca; ns = nao significativo; % : p < 0,05; *x : p < 0,01; x*x*x : p < 0,001;

4 p<0,0001

Figura Teste Fator/Comparagao Estatistica Valor p  Signif.?

A RM 2way ANOVA Grupo F(1,12) =0,3128 0,5863 ns

RM 2way ANOVA Dia F(2,151,25,81) = 13,21  <0,0001 #

RM 2way ANOVA Grupo x Dia F(3,36) =0,5611 0,6442 ns

B RM 2way ANOVA Grupo F(1,12) =0,7017 0,4186 ns

RM 2way ANOVA Dia F(1,979,23,75) = 4,126 0,0293 *

RM 2way ANOVA Grupo x Dia F(3,36) = 1,016 0,3969 ns

C Dunnett Controle: D1-D3 Dif. média = 219,9 0,0339 *

Dunnett Controle: D1-D4 Dif. média = 277,2 0,0037 *ok

Dunnett RippleDisr: D1-D3 Dif. média = 190,7 0,0220 *

D Dunnett Controle: D1-D2:D4 Dif. média = < -3,196 > 0,1114 ns

Dunnett RippleDisr: D1-D3 Dif. média = -2,595 0,0307 *

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 3 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 16. Signif. = Significativo;
Dif. = Diferenca; Res. = Residuo; ns = nao significativo; x : p < 0,05; xx : p < 0,01;
sk p <0,001; # :p <0,0001

Figura Teste Fator/Comparagcao Estatistica Valor p  Signif.?
A x> - x%(6) =20,15  0,0026 Kok
Bonferroni D4: espacial Res. = 3,7055 00,0025 *ok
B Friedman Dia Q=13,25 0,0041 *k
Dunn D1 vs D4 Dif. = -14,50 0,0150 *
C Friedman Dia Q =1,056 0,7878 ns
D Friedman Dia Q =9,643 0,0219 *
Dunn D1 vs D2 Dif. = -4,000 >0,9999 ns
Dunn D1 vs D3 Dif. = 6,500 0,6244 ns
Dunn D1 vs D4 Dif. = 9,500 0,1975 ns
E Teste exato de Fisher - - 0,0837 ns
F Friedman Dia Q =4,765 0,1982 ns
G Friedman Dia Q =1,583 0,7122 ns
H Friedman Dia Q = 6,667 0,0787 ns

Fonte: elaborada pelo autor.

9.1.2 Etapa de teste

As sessoes de teste da tarefa foram realizadas nos dias D5 e D16 para avaliar,
respectivamente, a evocagao 24 horas apos a etapa de aquisicao e apés um periodo mais
longo desde a tultima exposicao ao labirinto. Foram analisados, inicialmente, o tempo em
que cada grupo passou no quadrante onde antes havia o escape (quadrante-alvo). No dia
D5 nao foi encontrada diferenca significativa entre os grupos no que diz respeito ao tempo
de exploragdo do quadrante-alvo (Figura 17A). Ambos permaneceram nesse quadrante
por mais do que 25% do tempo da sessao (Figura 17B); esse tempo corresponderia a uma
situacao em que os animais exploram igualmente cada um dos quadrantes. Além disso, o
tempo de exploragao do quadrante-alvo acima do nivel do acaso é acompanhado por uma
preferéncia por esse quadrante, ja que nenhum outro teve um tempo de exploragao acima
de 25% (Figura 17B). Esses resultados sugerem que a interrupcao das ripples nao afetou

a evocagao de memoria no dia Db5.

Entretanto, algumas diferengas foram encontradas na sessao de teste do dia D16: a
comparagao entre grupos revela que os animais submetidos a perturbacao de ripples explo-
raram o quadrante-alvo por menos tempo que os animais controle (Figura 17C). Enquanto
o grupo controle apresentou indiferenca em relagdo aos quadrantes no que diz respeito ao
tempo de exploracao, o grupo perturbacao de ripples permaneceu, curiosamente, menos
tempo que o nivel do acaso no quadrante-alvo (Figura 17D). Esse mesmo grupo apresen-
tou um tempo elevado de permanéncia no quadrante Q3, oposto ao quadrante-alvo, ainda
que os testes estatisticos nao tenham confirmado a preferéncia. Os resultados dos testes

estatisticos que embasam essas observacoes estao indicados na Tabela 4.
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Figura 17 — Tempo despendido em cada quadrante durante a etapa de teste no labirinto
de Barnes. (A) Percentual do tempo despendido no quadrante-alvo para os grupos con-
trole e perturbagao de ripples nos dias D5 e (C) D16. (B) Valores individuais do tempo
despendido em cada quadrante para cada grupo nos dias D5 e (D) D16. A linha tracejada
indica o percentual de tempo de 25%. Em todos os graficos, os pontos e/ou barras indicam
média + erro padrao da média. (E) Identificacdo do posicionamento de cada quadrante
no labirinto. O orificio indicado com um “x” no quadrante Q1 (alvo) indica a posigao do
escape durante a etapa de aquisicao. Os testes estatisticos e os respectivos resultados sao
apresentados na Tabela 4.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Pela trajetéria dos animais na sessao do dia D16 (Figura 18) é possivel notar que, de
fato, grande parte dos animais do grupo perturbacao de ripples se locomove pouco (e por
pouco tempo) na area delimitada pelo quadrante-alvo. Alguns deles também apresentam
trajetorias bastante concentradas na regiao do quadrante oposto. Além disso, as trajetérias
e os respectivos tempos de locomocgao parecem sugerir que ha uma dinamica na exploracao
do labirinto ao longo do tempo que nao deve ser ignorada. Na tentativa de compreender
melhor essa mesma dinamica, alguns trabalhos reportam o tempo de permanéncia nos
quadrantes de forma fracionada, analisando-o em intervalos mais curtos (ReGO, 2014;
BERALDO, 2024).

Diante disso, os tempos de permanéncia nos quadrantes Q1 (alvo) e Q3 (oposto)

Q1
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Figura 18 — Trajetéria dos animais na sessao de teste do dia D16. As trajetorias foram
construidas a partir das coordenadas frame a frame do focinho dos animais. A escala de
cores indica o tempo decorrido desde o inicio da sessdo até seu término (duragdo de 2
minutos). O quadrante-alvo esta localizado a direita na plataforma.
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Fonte: elaborada pelo autor.

durante a sessao do dia D16 foram analisados em intervalos de 30 segundos. Nota-se
que o grupo controle explorou ambos os quadrantes por tempos semelhantes desde o
inicio da sessdo (Figura 19A). Além disso, o tempo de exploragao de cada um deles niao
ficou acima do percentual de acaso em nenhum dos intervalos analisados, evidenciando a
auséncia de preferéncia por qualquer um dos dois quadrantes ao longo de toda a sessao
(Figura 19B). No caso do grupo perturbagao de ripples, os animais comegam por explorar
igualmente os dois quadrantes, mas gradualmente passam a exibir uma preferéncia pelo

quadrante oposto em detrimento nao apenas do quadrante-alvo, mas também em relacao
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Figura 19 — Tempo despendido nos quadrantes Q1 e Q3 em intervalos de 30 segundos na
sessao de teste do dia D16. (A) Percentual de tempo despendido pelos grupos controle
e (C) perturbagao de ripples. (B) Valores individuais do percentual de tempo despen-
dido nos quadrantes Q1 e Q3 pelos grupos controle e (D) perturbagao de ripples. Em
todos os graficos, a linha tracejada indica o percentual de tempo de 25% e os pontos
e/ou barras indicam média + erro padrao da média. (E) Identificacdo do posicionamento
dos quadrantes Q1 e Q3 no labirinto. O orificio indicado com um “x” no quadrante Q1
(alvo) indica a posigao do escape durante a etapa de aquisi¢ao. Os testes estatisticos e os
respectivos resultados sao apresentados na Tabela 5.
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Fonte: elaborada pelo autor.

a referéncia de 25% (Figuras 19C e D). Os resultados dos testes estatisticos que embasam

essas observagoes estao indicados na Tabela 5.

Apesar de ser uma métrica valida para avaliar a memoria espacial dos animais na
sessao de teste, o tempo de permanéncia em cada quadrante nao reflete, integralmente,
uma atividade orientada a exploracao dos buracos em busca do escape. Comportamentos
de grooming, por exemplo, também estao incluidos na contabilizacao desse tempo. Um
outro indicador de memoria espacial que busca minimizar esse problema é o nimero de
vezes em que cada orificio foi visitado (head dips) (BINDER et al., 2019). Neste trabalho,

os head dips foram contabilizados por quadrante.

As Figuras 20A e B mostram que, na sessao de teste do dia D5, nao houve di-
ferenca entre os grupos controle e perturbagao de ripples quanto ao total de head dips

no quadrante-alvo, e ambos visitaram mais os orificios desse mesmo quadrante em com-

Q1
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paragdo com os demais. Esse resultado é compativel com a manutencao da meméria de
localizagdo do escape no dia seguinte ao término da aquisi¢ao. Ja no dia D16, de maneira
semelhante ao que foi observado em relagdo ao tempo despendido nos quadrantes, os ani-
mais controle apresentaram uma quantidade maior de head dips no quadrante-alvo em
comparagao com os do grupo perturbagao de ripples (Figura 20C). Nesse mesmo dia e
considerando-se integralmente o periodo da sessao, nenhum grupo apresentou preferéncia

por algum quadrante especifico no que se refere a visita dos orificios (Figura 20D).

Assim como no caso do tempo despendido em cada quadrante, a analise da quan-
tidade de head dips em intervalos de 30 segundos revela uma dinamica ao longo da sessao
que diferencia os dois grupos. Comparando o niimero de head dips no quadrante-alvo com
a média dos outros quadrantes, os testes estatisticos mostram que ha uma diferenca sig-
nificativa na interagao quadrante-tempo (2way ANOVA) para o grupo controle, mas nao
foram capazes de identificar diferencas no grupo perturbagao de ripples (Figuras 20F e
G). A diferenga observada no grupo controle, mesmo que nao tenha sido discriminada no
teste post-hoc, indica que a visita dos orificios do quadrante-alvo por esse grupo é maior
no inicio da sessao. Os resultados dos testes estatisticos que embasam essas observacoes

estao indicados na Tabela 6.

Uma analise da velocidade média e da distancia total percorrida nas sessoes de teste
se faz necessaria pelos mesmos motivos que aqueles expostos na secao de aquisi¢ao. Nao
foram encontradas diferencas entre os grupos nem entre os dias de teste para essas duas
varidveis (Figura 21). Os resultados dos testes estatisticos que embasam essas observagoes

estao indicados na Tabela 7.

Por fim, na tentativa de relacionar o desempenho dos animais no teste do dia
D16 com o desempenho no tltimo dia de aquisicao da tarefa (D4), foram calculadas as
correlagoes entre indicadores da etapa de aquisi¢do (laténcia priméria, erros primério e
secunddrio, uso da estratégia espacial e uso da estratégia aleatéria) e indicadores da fase de
teste (tempo despendido e nimero de head dips no quadrante-alvo). As correlagoes foram
calculadas considerando-se tanto a duragao completa da sessao de teste (2 minutos) quanto
o primeiro intervalo de 30 segundos. Nao foram encontradas correlagoes significativas entre

nenhuma das varidveis testadas (Apéndices A e B; Figuras 38 e 39).

De maneira geral, os resultados do experimento no labirinto de Barnes indicam que
a interrupcao de ripples durante o sono pés-aprendizado gerou alteracoes no desempenho
durante a etapa de treinamento e na sessao de teste do dia D16, quando a meméria remota
¢ avaliada. Entretanto, a manipulagao realizada parece ter sido incapaz de prejudicar a
evocacao de mais curto prazo, testada um dia apds o fim da aquisicdo. Na proxima se¢ao
sao analisadas a estrutura do sono dos animais antes e ao longo dos dias de aquisi¢ao no

labirinto.
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Figura 20 — Numero de head dips nas sessoes de teste dos dias D5 e D16. (A) Total de
visitas dos grupos controle e perturbacao de ripples a orificios do quadrante-alvo nos dias
D5 e (C) D16. (B) Numero de visitas em cada orificio nos dias D5 e (D) D16. As linhas
tracejadas agrupam os orificios pertencentes ao quadrante-alvo. (E) Identificacao do po-
sicionamento dos quadrantes no labirinto. O orificio indicado com um “x” no quadrante
Q1 (alvo) indica a posi¢ao do escape durante a etapa de aquisi¢ao. (F) Namero de head
dips dos grupos controle e (G) perturbacao de ripples no quadrante-alvo em comparagao
com a média dos outros quadrantes para cada intervalo de 30 segundos da sessao do dia
D16. Em todos os graficos, os pontos e/ou barras indicam média + erro padrao da média.
Os testes estatisticos e os respectivos resultados sao apresentados na Tabela 6.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 21 — Velocidade e distancia percorrida dos na etapa de teste do labirinto de Barnes.
(A) Velocidade média e (B) distancia total percorrida até o fim das sessdes dos dias D5
e D16 (média + erro padrao da média). Os testes estatisticos e os respectivos resultados
sao apresentados na Tabela 7.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 4 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 17. Signif. = Significativo; ns
= nao significativo; * : p < 0,05; *xx : p < 0,01; x %% : p < 0,001; # : p <0,0001

Figura  Teste Fator/Comparagao Estatistica Valor p  Signif.?

A Teste t  RippleDisr vs Controle ¢(12) = 1,230 0,2424 ns

B Teste t Controle Q1 vs 25% t(7)=3,889  0,0060 *ok
Teste t  Controle Q2 vs 25% t(7)=2,529  0,0393 *
Teste t  Controle Q3 vs 25% t(7) =1,562  0,1622 ns
Teste t  Controle Q4 vs 25% t(7) =3,152  0,0161 *
Teste t  RippleDisr Q1 vs 25%  t(5) = 4,936  0,0043 *ok
Teste t  RippleDisr Q2 vs 25%  t(5) =1,992  0,1030 ns
Teste t  RippleDisr Q3 vs 25%  t(5) = 3,240  0,0230
Teste t  RippleDisr Q4 vs 25%  t(5) = 3,583  0,0158

C Teste t  RippleDisr vs Controle ¢(12) = 2,773  0,0169

D Teste t Controle Q1 vs 25% t(7) = 0,9449  0,3762 ns
Teste t  Controle Q2 vs 25% t(7)=1,367 0,2138 ns
Teste t  Controle Q3 vs 25%  ¢(7) =0,9791  0,3602 ns
Teste t  Controle Q4 vs 25%  t(7) =0,7365 0,4854 ns
Teste t  RippleDisr Q1 vs 256%  t(5) = 3,753  0,0133 *
Teste t  RippleDisr Q2 vs 25%  ¢(5) = 0,2049  0,8457 ns
Teste t  RippleDisr Q3 vs 25%  t(5) =2,234  0,0758 ns
Teste t  RippleDisr Q4 vs 25%  t(5) =2,025  0,0987 ns

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 5 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 19. Signif. = Significativo;
Interv. = Intervalo; Dif. = Diferenga; ns = nao significativo; % : p < 0,05; *x : p < 0,01;
x %% 1 p < 0,001; # :p <0,0001

Figura Teste Fator/Comparacao Estatistica Valor p  Signif.?
A RM 2way ANOVA Grupo F(1,14) = 0,0406 0,8431 ns
RM 2way ANOVA Interv. tempo F(2,365,33,12) = 0,4604  0,6671 ns
RM 2way ANOVA  Grupo x Interv. tempo F(3,42) = 1,843 0,1541 ns
B Teste t Q1: 0-30 vws 25% t(7)=1,149 0,2882 ns
Teste t Q1: 30-60 vs 25% t(7) = 1,286 0,2394 ns
Teste t Q1: 60-90 vs 256% t(7) = 0,0187 0,9856 ns
Teste t Q1: 90-120 ws 25% t(7) =0,1572 0,8795 ns
Teste t Q3: 0-30 vs 25% t(7) = 1,599 0,1537 ns
Teste t Q3: 30-60 vs 256% t(7) = 10,3576 0,7312 ns
Teste t Q3: 60-90 vs 25% t(7) = 1,762 0,1214 ns
Teste t Q3: 90-120 vs 25% t(7) = 0,4352 0,6766 ns
C RM 2way ANOVA Grupo F(1,10) = 10,36 0,0092 *x
RM 2way ANOVA Interv. tempo F(2,454,24,54) = 0,7725  0,4970 ns
RM 2way ANOVA  Grupo x Interv. tempo F(3,30) = 3,090 0,0419 *
Bonferroni Q1-Q3: 0-30 Dif. média = -11,72 >0,9999 ns
Bonferroni Q1-Q3: 30-60 Dif. média = -25,11 0,5911 ns
Bonferroni Q1-Q3: 60-90 Dif. média = -46,20 0,1236 ns
Bonferroni Q1-Q3: 90-120 Dif. média = -60,39 0,0175 *
D Teste t Q1: 0-30 vs 25% t(5) =1,243 0,2689 ns
Teste t Q1: 30-60 vs 25% t(5) =1,152 0,3014 ns
Teste t Q1: 60-90 vs 25% t(5) = 2,225 0,0767 ns
Teste t Q1: 90-120 vs 25% t(5) = 4,565 0,0060 *%
Teste t Q3: 0-30 vs 25% t(5) =0,3389 0,7484 ns
Teste t Q3: 30-60 vs 26% t(5) =1,225 0,2751 ns
Teste t Q3: 60-90 vs 256% t(5) = 2,036 0,0974 ns
Teste t Q3: 90-120 vs 25% t(5) = 3,210 0,0237 *

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 6 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 20. Signif.

= Significativo;

Quadr. = Quadrante; ns = nao significativo; * : p < 0,05; *x : p < 0,01; **xx : p < 0,001;

# :p <0,0001
Figura Teste Fator/Comparagao Estatistica Valor p  Signif.?
A Teste t unicaudal  RippleDisr vs Controle t(12) = 0,1304 0,4492 ns
B RM 1way ANOVA Controle: Quadrante F(1,482,10,38) = 20,24 0,0005 * ok ok
Dunnett Controle: Q1 vs Q2 Dif.média = 8,375 0,0035 *%
Dunnett Controle: Q1 vs Q3 Dif.média = 9,000 0,0058 *ok
Dunnett Controle: Q1 vs Q4 Dif.média = 9,375 0,0044 *ok
RM lway ANOVA  RippleDisr: Quadrante — F(2,203,11,02) = 13,26 0,0010 * K ok
Dunnett RippleDisr: Q1 vs Q2 Dif.média = 8,167 0,0242 *
Dunnett RippleDisr: Q1 vs Q3 Dif.média = 9,833 0,0114 *
Dunnett RippleDisr: Q1 vs Q4 Dif.média = 9,333 0,0162 *
C Teste t unicaudal  RippleDisr vs Controle t(12) = 2,023 0,0329 *
D RM 1way ANOVA Controle: Quadrante F(2,304,16,13) = 2,645 0,0957 ns
Dunnett Controle: Q1 vs Q2 Dif.média = 3,875 0,0606 ns
Dunnett Controle: Q1 vs Q3 Dif.média = 2,125 0,4636 ns
Dunnett Controle: Q1 vs Q4 Dif.média = 1,375 0,7340 ns
RM lway ANOVA  RippleDisr: Quadrante — F(2,098,10,49) = 1,977  0,1861 ns
Dunnett RippleDisr: Q1 vs Q2 Dif.média = —1,500 0,8701 ns
Dunnett RippleDisr: Q1 vs Q3 Dif.média = —5,667 0,0607 ns
Dunnett RippleDisr: Q1 vs Q4 Dif.média = —1,333 0,6644 ns
F RM 2way ANOVA Quadrante F(1,14) = 2,446 0,1402 ns
RM 2way ANOVA Interv. tempo F(2,441,34,17) = 2,919  0,0579 ns
RM 2way ANOVA  Quadr. x Interv. tempo F(3,42) = 3,950 0,0144 *
Bonferroni Q1 vs Q2-Q4: 0-30 Dif. média = 1,917 0,0730 ns
Bonferroni Q1 vs Q2-Q4: 30-60 Dif. média = 0,9167 0,6369 ns
Bonferroni Q1 vs Q2-Q4: 60-90 Dif. média = -0,2083 >0,9999 ns
Bonferroni Q1 ws Q2-Q4: 90-120 Dif. média = -0,1667 >0,9999 ns
G RM 2way ANOVA Quadrante F(1,10) = 2,046 0,1831 ns
RM 2way ANOVA Interv. tempo F(2,078,20,78) = 0,5855  0,5720 ns
RM 2way ANOVA  Quadr. x Interv. tempo F(3,30) = 0,4560 0,7150 ns

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 7 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 21. Signif. = Significativo; ns
= nao significativo; * : p < 0,05; *xx : p < 0,01; x %% : p < 0,001; # : p < 0,0001

Figura Teste Fator/Comparagao Estatistica Valor p  Signif.?

A RM 2way ANOVA Grupo F(1,12) = 0,4122 0,5329 ns
RM 2way ANOVA Dia F(1,12) = 0,002963 0,9575 ns
RM 2way ANOVA Grupo x Dia F(1,12) =0,03418  0,8564 ns

B RM 2way ANOVA Grupo F(1,12) = 0,5646 0,4669 ns
RM 2way ANOVA Dia F(1,12) = 0,1962 0,6657 ns
RM 2way ANOVA Grupo x Dia F(1,12) = 0,002038  0,9647 ns

Fonte: elaborada pelo autor.
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9.2 Estrutura do sono

O primeiro conjunto de analises realizado a partir dos registros eletrofisiologicos
foi o de caracterizagao do ciclo sono/vigilia antes e apés o treinamento no labirinto de
Barnes. Tais andlises permitem verificar, em primeiro lugar, se houve ou nao alteragoes
associadas ao aprendizado comparaveis com aquelas reportadas na literatura. Em segundo
lugar, possibilitam avaliar alguns possiveis impactos da manipulagao elétrica na estrutura
do sono. E importante garantir que os estimulos aplicados com o intuito de perturbar
as ripples nao tenham interferido no sono dos animais. Nesse caso, poderia-se questionar
se as alteragdes comportamentais observadas seriam consequéncia da reducao do tempo
de sono ou de sua maior fragmentacao, e nao da perturbacao seletiva do mecanismo de
consolidagdo. Sao varias as evidéncias na literatura que associam mé qualidade do sono a
prejuizos na formagdo de meméria espacial (STEPANSKI, 2002; CHEN et al., 2023).

Inicialmente, foi realizada a classificagao dos estagios do ciclo sono/vigilia a partir
do registro eletromiografico do musculo nucal e do registro de LFP da regiao de CAl
do hipocampo dorsal. Tal classificacao foi feita por meio de uma toolbox desenvolvida e
validada pelo nosso grupo de pesquisa (MENDES, 2021; BERALDO, 2024). O registro foi
dividido em trechos consecutivos de 10 segundos de duragao, denominados neste trabalho
como “épocas”, e sobre eles é que se deu a classificagdo. A titulo de exemplo, a Figura
22 apresenta o hipnograma de dois animais em dias distintos. Nota-se que, em geral, o
inicio dos registros é marcado por épocas de vigilia, caracterizadas por valores mais altos
no RMS do eletromiograma. Isso ocorre tanto no registro de linha de base (Figura 22A)
quanto no registro pds-aquisicao (Figura 22B). Progressivamente, os periodos de vigilia
dao espaco aos estados de sono, em que ha uma atividade mais baixa do eletromiograma.
E possivel diferenciar as épocas de sono REM das de NREM pois as primeiras apresentam
uma razao teta/delta mais elevada. Os gréficos de densidade de poténcia espectral (PSD,
do inglés, power spectral density) mostram a predomindncia relativa de teta durante o
sono REM e de oscilagoes lentas durante o sono NREM (Figuras 22C e D). Para o dia
de aquisi¢do no labirinto de Barnes, estda destacado também o periodo em que houve
perturbacgao de ripples. Ele corresponde as 4 primeiras horas de registro apds o inicio do

SOono.

A partir da identificagdo dos estados dos animais foi possivel analisar mais de-
talhadamente a estrutura do ciclo sono/vigilia apds a realizagao da tarefa, avaliando-se
também os possiveis efeitos da estimulagao elétrica aplicada. Vale destacar que, entre os
diferentes animais, houve variagdes no momento de inicio do registro: enquanto um animal
teve seu registro iniciado 5 minutos apds a colocacao na caixa, outro passou a ser regis-
trado apo6s 15 minutos, por exemplo. Varia¢oes no inicio do registro também ocorreram
entre os diferentes dias. Por essa razao, optou-se por considerar nas analises desta secao

apenas as 6 horas de registro logo ap6s o inicio do sono de cada animal, marcado por pelo
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Figura 22 — Exemplos representativos de hipnogramas e PSDs de dois animais. (A)
Hipnograma do animal R28, registro de linha de base. (B) Hipnograma do animal R25,
registro apds aquisicdo no quarto dia (D4) do labirinto de Barnes. A barra horizontal
vermelha compreende o periodo de perturbacao de ripples, que abrangeu as 4 primeiras
horas de registro apés o inicio do sono. A classificagdo dos estados leva em consideragao
os valores RMS do registro de eletromiografia do musculo nucal e a razao teta/delta do
LFP da regiao de CA1l do hipocampo dorsal. (C) PSD médio (20 épocas classificadas
manualmente) do animal R28 (linha de base) e (D) do animal R25 (D4) para cada um
dos estados. As faixas de frequéncia correspondentes as oscilagoes delta (0,5-4 Hz) e teta
(4-10 Hz) estao indicadas pelas dreas em azul e cinza, respectivamente.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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menos 2 épocas consecutivas (20 segundos) de sono NREM ou REM.

Em relac¢ao ao percentual de tempo despendido em cada estado (vigilia, NREM e
REM), nao foram encontradas diferengas entre a linha de base e os dias de realizagdo da
tarefa (Figuras 23A, D e G). Esse resultado é similar ao encontrado em outro trabalho
do nosso grupo, que também avaliou a estrutura do sono apés aquisicao no labirinto de
Barnes, mas em animais que ndo passaram por nenhum tipo de intervencao (BERALDO,
2024). Os resultados dos testes estatisticos que embasam esse e outros achados apresen-

tados na Figura 23 estao indicados na Tabela 8.

O problema de uma analise que considera todo o periodo de registro é que ela,
por prover informagoes mais globais, acaba por omitir a dindmica de permanéncia nos
estados ao longo das 6 horas de sono pés-aquisicao. Um olhar mais cuidadoso para essa
dindmica talvez possa revelar alteragoes importantes na estrutura do sono dos animais.
Nesse sentido, ao dividir o registro de sono em intervalos consecutivos de 1 hora de dura-
¢ao, foi observado um aumento do tempo despendido em sono REM ao longo das horas
nos dias D2, D3 e D4 (Figura 23H; comparagoes feitas em relagdo a primeira hora). Esse
aumento é compativel com o que se espera da dinamica natural do sono ao longo do tempo
(SIMASKO; MUKHERJEE, 2009). Nos dias D2 e D3, o aumento de tempo em REM foi
acompanhado por uma reducao do tempo em vigilia (Figura 23B), mas em relagao ao sono
NREM néo foi possivel identificar nenhuma diferenca entre a primeira hora de registro e

as demais (Figura 23E).

As comparacoes realizadas até agora consideraram o periodo inteiro de registro
(Figuras 23A, D e G) ou, quando colocadas de hora em hora, avaliaram a linha de base
e os dias de aquisicdo separadamente (Figuras 23B, E e H). Surge entdo a pergunta:
existe alguma diferenca entre a linha de base e os dias de aquisicao quando os intervalos
de 1 hora sao comparados par-a-par? A resposta para essa pergunta poderia fornecer
evidéncias de que, por exemplo, as primeiras horas poés-aquisicao apresentariam mais
tempo em sono NREM comparativamente com o registro de referéncia. Ou entao, de que
a estimulacao elétrica, cuja aplicagao foi habilitada pelas 4 primeiras horas do sono pos-
aquisicao, pudesse gerar um desbalanco no perfil de tempo gasto em cada estado. Para
responder a essa pergunta, os dias de aquisicao foram agrupados e comparados com o de
referéncia. Foram observadas variagoes no fator “horas” para os estados de vigilia e sono
REM, reforcando a existéncia de uma dinamica ao longo das horas, mas nao no fator “dia”,
o que indica auséncia de diferenca entre a linha de base e os dias de aquisi¢ao seguidos por
perturbagao de ripples (Figuras 23C, F e I). Esses resultados também indicam que, em
relacdo ao registro de referéncia, os periodos de estimulagao elétrica nao geraram efeitos

observaveis nos tempos despendidos em cada estado.

Outra métrica a ser analisada em conjunto com o percentual de tempo em cada

estado é o numero de bouts. O bout é definido como um bloco continuo de épocas clas-
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Figura 23 — Tempo despendido em cada estagio do ciclo sono/vigilia ao longo dos dias de
aprendizado no labirinto de Barnes. (A) Percentual do tempo total nos estados de vigilia,
(D) sono NREM e (G) sono REM para cada dia de registro, considerando-se um periodo
total de 6 horas apos o inicio do sono. Os pontos individuais correspondem aos diferentes
animais. (B) Percentual de tempo (média de todos os animais) nos estados de vigilia,
(E) sono NREM e (H) sono REM ao longo das 6 horas de registro. (C) Comparacao
entre a linha de base e os dias de realiza¢ao da tarefa (D1 ao D4) no que diz respeito ao
percentual de tempo nos estados de vigilia, (F) sono NREM e (I) sono REM. Em todos
os graficos, os pontos e/ou barras de dados indicam média + erro padrao da média. BL =
linha de base, D1 = dia 1, D2 = dia 2, D3 = dia 3, D4 = dia 4. O periodo de estimulacao
esta destacado pelas barras horizontais vermelhas. Os testes estatisticos e os respectivos
resultados sao apresentados na Tabela 8.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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sificadas em um mesmo estado. Um aumento no niimero de bouts pode indicar maior
fragmentacao do sono e varios trabalhos tém mostrado a relagao entre a fragmentagao de
sono e prejuizos na formagao de memoéria (ROLLS et al., 2011; JOINER, 2019; OKUDA
et al., 2021).

No contexto deste trabalho e considerando todo o periodo de registro, nao foi
observada reducao nem aumento na taxa de bouts em cada estado apds aquisicao no
labirinto (Figuras 24A, D e G; testes estatisticos na Tabela 9). Além disso, com base na
andalise de hora em hora, verifica-se que ha um aumento na taxa de bouts em REM ao
longo das horas em todos os dias de registro pos-aquisigao (Figura 24H). Esse aumento
parece nao estar relacionado a uma maior fragmentagdao do sono, mas sim ao incremento

natural nos periodos de REM ao longo do dia (SIMASKO; MUKHERJEE, 2009).

Ao comparar a linha de base com os dias de aquisi¢ao, a andlise de hora em hora
também indica que a taxa de bouts em sono NREM e REM aumenta ao longo do tempo de
registro, mas nao revela nenhuma diferenga entre linha de base e pds-aquisi¢ao (Figuras
24F e I). J& para o estado de vigilia, a taxa de bouts permanece inalterada no decorrer
das horas (Figura 24C). A auséncia de diferenca entre a linha de base e a aquisicao,
principalmente nas 4 primeiras horas, evidencia que a aplicagao dos estimulos elétricos

nao gerou fragmentacao de sono.

Ainda com o intuito de verificar se os estimulos elétricos aplicados possam ter
promovido a transicao do estado de sono para o de vigilia e, portanto, contribuido para os
efeitos comportamentais observados mais pela perturbagao do sono e menos pela interrup-
¢ao seletiva das ripples, foram avaliados os estados em torno dos eventos de estimulacao
(Figura 25). Um trecho representativo mostra que a estimulagao se concentra durante o
sono e que, durante esse periodo, ndo ha aumento da atividade do EMG comparativamente

ao de vigilia (Figura 25A).

A maior parte dos estimulos foi aplicada durante o sono NREM, como pode ser
verificado na Figura 25B. Essa predominancia nao se deve, no entanto, ao fato de o
animal ter passado proporcionalmente mais tempo em sono NREM: enquanto o sono
NREM ocupa menos de 60% das 4 horas iniciais de registro (Figuras 23E e F), que é
quando houve estimulacao, um percentual mais alto de estimulos foi aplicado durante esse
mesmo estado (81,3% na média dos dias). Trata-se de uma concentragao dos estimulos nos
periodos de sono NREM que nao é proporcional ao tempo que esses periodos ocupam.
Esse resultado é esperado, tendo em vista que as ripples ocorrem predominantemente

nessa etapa do sono.

Pela Figura 25B ¢é possivel notar também que o primeiro dia de aquisigdo apresenta
uma particularidade em relagao aos demais: diferentemente dos dias D2, D3 e D4, em que
os estimulos aplicados durante o estado de vigilia correspondem a, no maximo, cerca de

16% do total, no dia D1 esse nimero sobe para 23%. Esse maior nimero de estimulos
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Figura 24 — Taxa de bouts em cada estagio do ciclo sono/vigilia ao longo dos dias de
aprendizado no labirinto de Barnes. (A) Numero de bouts por minuto em que o animal
se encontrava em estado de vigilia, (D) sono NREM e (G) sono REM para cada dia de
registro, considerando-se um periodo total de 6 horas apds o inicio do sono. Os pontos
individuais correspondem aos diferentes animais. (B) Taxas de bouts (média de todos os
animais) em cada uma das 6 horas de registro nos estados de vigilia, (E) sono NREM e
(H) sono REM. (C) Comparacao entre a linha de base e os dias de realizacao da tarefa
(D1 ao D4) no que diz respeito a taxa de bouts nos estados de vigilia, (F) sono NREM
e (I) sono REM. Em todos os gréficos, os pontos e/ou barras de dados indicam média +
erro padrao da média. B, = linha de base, D1 = dia 1, D2 = dia 2, D3 = dia 3, D4 = dia
4. O periodo de estimulagao esta destacado pelas barras horizontais vermelhas. Os testes
estatisticos e os respectivos resultados sao apresentados na Tabela 9.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 25 — Verificagao dos estados em torno dos eventos de estimulagao: a aplicagdo dos
estimulos ndo promove transigao de estados. (A) Exemplo de registros (animal R25, dia
D2) do EMG do miusculo nucal e do LFP do hipocampo, acompanhados pela classificacao
dos estados e pela indicacdo dos momentos em que houve estimulacao elétrica. O zoom
de um periodo mais curto, interno ao trecho considerado, esta destacado a direita. (B)
Percentual de estimulos aplicados em cada estado para cada dia de registro pos-aquisicao
(NI = estado nao identificado). Os valores omitidos no grafico sao: REM: D1 = 22, D2 =
21, D3 =28, D4 =33; NI: D1 = 0,3, D2 = 1,8, D3 = 0,3, D4 = 0,6. (C) Percentual de
estimulos aplicados durante o sono NREM seguidos por épocas de sono REM ou NREM
em cada dia de registro pos-aquisicao. Os valores acima das barras indicam o percentual
total de estimulos aplicados em NREM seguidos por épocas de sono. D1 = dia 1, D2 =
dia 2, D3 = dia 3, D4 = dia 4.
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Fonte: elaborada pelo autor.

durante a vigilia no primeiro dia se deve, provavelmente, ao periodo de ajuste do detector
de movimento do plugin. Enquanto os parametros de deteccao de movimento nao sao
corretamente estabelecidos, muitos dos artefatos de movimento que possuem componentes
significativos na banda de frequéncia das ripples acabam gerando uma resposta de disparo
do estimulo pelo plugin (ver Figura 6 do artigo publicado, Parte I). Como esse ajuste
ocorreu no inicio do registro do primeiro dia, ¢ natural que tenham sido aplicados mais

estimulos enquanto o animal se movimentava.

Por fim, é importante verificar o estado das épocas que imediatamente sucederam
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a aplicacdo do estimulo. Se os estimulos de fato tivessem contribuido para despertar
os animais, a maior parte das épocas subsequentes deveria ter sido classificada como
vigilia. Para essa analise optou-se por desconsiderar os estimulos aplicados ja durante
a vigilia. Portanto, se forem considerados apenas os estimulos aplicados durante o sono
NREM, 94,8% deles, na média de todos os dias, foram acompanhados por épocas também
classificadas como sono (Figura 25C). Na composi¢ao desse percentual, mais de 90% das
épocas que sucederam tais estimulos mantiveram o estado de NREM. Pode-se assumir que
as outras, classificadas como NREM ou vigilia, se devem a transi¢des que ja ocorreriam
normalmente. Esses resultados reforcam que os estimulos aplicados em NREM com o
intuito de interromper as ripples nao provocaram a transi¢cao nem para o estado de vigilia,

conforme observado durante a realizagdao dos registros, nem para o de sono REM.

De maneira geral, os resultados da analise da estrutura do sono evidenciam que nao
houve diferencas significativas entre o registro de referéncia e os registros pos-aquisicao
no que diz respeito ao tempo despendido e ao nimero de bouts em cada estado. A apli-
cagao dos estimulos elétricos com o intuito de interromper as ripples também nao gerou
alteragoes nesses parametros nem promoveram o despertar dos animais, o que poderia ser
um fator de confusao na validacao dos resultados comportamentais. A préxima secao traz

uma analise da ocorréncia de ripples durante o sono pos-aquisicao.
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Tabela 8 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 23. Signif. = Significativo;
Dif. = Diferenca; ns = nao significativo; % : p < 0,05; *x : p < 0,01; x*x % : p < 0,001;

# :p <0,0001
Figura Teste Fator/Comparacao Estatistica Valor p  Signif.?
A RM lway ANOVA Dia F(2,493,12,46) = 0,5519 0,6260 ns
B (BL) RM 1way ANOVA Hora F(2,763,13,81) = 0,5251 0,6584 ns
B (D1-4) RM 2way ANOVA Dia F(2,222,11,11) = 0,596 0,5842 ns
RM 2way ANOVA Hora F(2,392,11,96) = 4,442 0,0312 *
RM 2way ANOVA Hora x Dia F(2,823,14,11) = 1,228 0,3345 ns
Dunnett D2: h1-h5 Dif. média = 23,70 0,0169 *
Dunnett D3: h1-h3 Dif. média = 35,09 0,0027 *k
Dunnett D3: hl-h4 Dif. média = 34,81 0,0191
Dunnett D3: h1-h6 Dif. média = 26,34 0,0352
C RM 2way ANOVA  Dia: BL vs D1-4 F(1,28) = 0,08888 0,7678 ns
RM 2way ANOVA Hora F(4,303,120,5) = 3,386 0,0098 ok
RM 2way ANOVA Hora x Dia F(5,140) = 0, 5587 0,7315 ns
Dunnett D1-4: hl-outros Dif. média > 13,76 < 0,0208 *
D RM 1way ANOVA Dia F(2,394,11,97) = 0,5773 0,6053 ns
E (BL) RM 1lway ANOVA Hora F(2,596,12,98) = 0, 2492 0,8346 ns
E (D1-4) RM 2way ANOVA Dia F(1,866,9,330) = 0, 3505 0,6993 ns
RM 2way ANOVA Hora F(2,441,12,21) = 1,737 0,2149 ns
RM 2way ANOVA Hora x Dia F(3,268,16,34) = 0,7746 0,5345 ns
F RM 2way ANOVA  Dia: BL vs D1-4 F(1,28) =0,4888 0,4982 ns
RM 2way ANOVA Hora F(4,165,116,6) = 1,203 0,3133 ns
RM 2way ANOVA Hora x Dia F(5,140) = 0,5005 0,7754 ns
G RM lway ANOVA Dia F(1,895,9,474) = 1,107 0,3662 ns
H (BL) RM lway ANOVA Hora F(2,605,13,03) = 2,260 0,1349 ns
H (D1-4) RM 2way ANOVA Dia F(1,817,9,087) =0,7614  0,4827 ns
RM 2way ANOVA Hora F(2,325,11,62) = 16,81 0,0003 * K %k
RM 2way ANOVA Hora x Dia F(3,270,16,35) = 1,895 0,1672 ns
Dunnett D2: h1-h4 Dif. média = -13,89 0,0187 *
Dunnett D2: h1-h5 Dif. média = -18,84 0,0059 Kk
Dunnett D2: h1-h6 Dif. média = -17,96 0,0038 Kk
Dunnett D3: h1-h2 Dif. média = -6,667 0,0175 *
Dunnett D3: h1-h3 Dif. média = -17,41 0,0009 * ok ok
Dunnett D3: hl-h4 Dif. média = -16,57 0,0087 ok
Dunnett D3: h1-h5 Dif. média = -9,815 0,0054 *%
Dunnett D3: h1-h6 Dif. média = -18,15 0,0049 Kk
Dunnett D4: h1-h3 Dif. média = -12,36 0,0326
Dunnett D4: h1-h5 Dif. média = -16,48 0,0403
I RM 2way ANOVA  Dia: BL vs D1-4 F(1,28)=1,134 0,2959 ns
RM 2way ANOVA Hora F(4,109,115,0) = 10,83  <0,0001 #
RM 2way ANOVA Hora x Dia F(5,140) = 0, 3859 0,8578 ns
Dunnett D1-4: hl-outros Dif. média < -7,442 < 0,0008 * % ok

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 9 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 24. Signif. = Significativo;
Dif. = Diferenca; ns = nao significativo; % : p < 0,05; *x : p < 0,01; x*x % : p < 0,001;

# :p <0,0001
Figura Teste Fator/Comparacao Estatistica Valor p  Signif.?

A RM 1way ANOVA Dia F(1,302,6,510) = 1,859 0,2243 ns
B (BL) RM 1way ANOVA Hora F(3,170,15,85) = 0,8879 0,4735 ns
B (D1-4) RM 2way ANOVA Dia F(1,201,6,003) = 0,6255 0,4881 ns
RM 2way ANOVA Hora F(2,056,10,28) = 3,364 0,0743 ns

RM 2way ANOVA Hora x Dia F(3,331,16,65) = 1,323 0,3014 ns

C RM 2way ANOVA  Dia: BL vs D1-4 F(1,28)=3,134 0,0876 ns
RM 2way ANOVA Hora F(4,572,128,0) = 1,764 0,1310 ns

RM 2way ANOVA Hora x Dia F(5,140) = 0,7339 0,5992 ns

D RM 1way ANOVA Dia F(2,930,14,65) = 0,1374 0,9331 ns
E (BL) RM 1way ANOVA Hora F(2,734,13,67) = 0,9478 0,4375 ns
E (D1-4) RM 2way ANOVA Dia F(2,169,10,84) = 0,08875  0,9277 ns

RM 2way ANOVA Hora F(2,737,13,68) = 4,101 0,0308 *

RM 2way ANOVA Hora x Dia F(3,739,18,70) = 1,332 0,2947 ns

Dunnett D3: h1-h3 Dif. média = -0,07500 0,0405 *

Dunnett D3: h1-h6 Dif. média = -0,1667 0,0065 ok

F RM 2way ANOVA  Dia: BL vs D1-4 F(1,28) =0,1201 0,7315 ns
RM 2way ANOVA Hora F(4,635,129,8) = 4,377 0.0014 *ok

RM 2way ANOVA Hora x Dia F(5,140) = 0, 4857 0,7865 ns
Dunnett D1-4: h1-h6 Dif. média = -0,09671 0,0002 K % %

G RM 1way ANOVA Dia F(2,125,10,62) = 0,4322 0,6714 ns
H (BL) RM 1way ANOVA Hora F(2,639,13,19) = 1,908 0,1810 ns
H (D1-4) RM 2way ANOVA Dia F(2,027,10,14) = 0,4346 0,6616 ns
RM 2way ANOVA Hora F(2,269,11,34) = 16,47 0,0003 * ok

Dunnett D1: h1-h2 Dif. média = -0,07222 0,0101 *

Dunnett D1: h1-h5 Dif. média = -0,1222 0,0048 *ok

Dunnett D2: h1-h4 Dif. média = -0,1444 0,0208 *

Dunnett D2: h1-h5 Dif. média = -0,1694 0,0071 *ok

Dunnett D2: h1-h6 Dif. média = -0,1583 0,0044 *%

Dunnett D3: h1-h2 Dif. média = -0,09167 0,0222 *

Dunnett D3: h1-h3 Dif. média = -0,2000 0,0016 *ok

Dunnett D3: hl-h4 Dif. média = -0,1917 0,0076 ok

Dunnett D3: h1-h5 Dif. média = -0,1194 0,0015 *ok

Dunnett D3: hl-h6 Dif. média = -0,1778 0,0064 Kk

Dunnett D4: h1-h5 Dif. média = -0,1472 0,0449 *

I RM 2way ANOVA  Dia: BL vs D1-4 F(1,28) =0,1192 0,7325 ns
RM 2way ANOVA Hora F(4,146,116,1) = 8,918 <0,0001 #

RM 2way ANOVA Hora x Dia F(5,140) = 0, 8188 0,5382 ns
Dunnett D1-4: hl-outros Dif. média < -0,07986 < 0,0002 * % ok

Fonte: elaborada pelo autor.

9.3 Andlise das SWRs

Neste trabalho, a deteccao de ripples em tempo real foi feita por meio do plugin de-

senvolvido na Parte I, responsavel por entao disparar um comando de estimulacao elétrica

na VHC com o intuito de interrompé-las (GIRARDEAU et al., 2009; EGO-STENGEL;
WILSON, 2010). A Figura 26 apresenta uma captura de tela do sistema de registro e

estimulacao em funcionamento.
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Figura 26 — Capturas de tela do sistema de registro e estimulacdo em funcionamento.
(A) Exemplo de um evento de ripple (retdngulo branco; animal R25, linha de base). (B)
Exemplo de perturbacao de um evento de ripple (retangulo branco; animal R16, dia D1).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Diversos trabalhos tém mostrado que a ocorréncia das ripples aumenta durante
o sono subsequente ao aprendizado espacial (ESCHENKO et al., 2008; GIRARDEAU;
CEIL; ZUGARO, 2014; BINDER et al., 2019; MARSHALL et al., 2020). No caso especifico
da tarefa no labirinto de Barnes, os estudos de Binder et al. (2019) e de Beraldo (2024)
confirmam essas mesmas observagoes. Adicionalmente, o aumento da ocorréncia de ripples
também ¢é observado em resposta a aplicacao de estimulos elétricos para interrompé-las
durante o sono pés-aquisigao (GIRARDEAU et al., 2009).

Com o intuito de verificar se também haveria um aumento na ocorréncia de 7ip-
ples subsequente ao aprendizado no labirinto, todas as ripples detectadas durante o sono

NREM nas 6 horas apds o inicio do sono foram contabilizadas. Nas 4 primeiras horas,
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que coincidem com o periodo de estimulagao, foram consideradas as detecgoes feitas pelo
proprio plugin durante o registro. J4 nas 2 horas finais e em todo o registro de linha de
base, o plugin havia sido desabilitado para impedir a geracao de comandos de estimulacao.
Nesses casos, portanto, as ripples foram detectadas offline por meio de uma simulacao do

plugin implementada em Matlab, a mesma utilizada na secao 3.1 do artigo da Parte 1.

A Figura 27A mostra um exemplo de ripple detectada em um registro de linha de
base. Em relacao a ocorréncia total de ripples, nao foram encontradas diferencas signifi-
cativas entre a linha de base e os registros pds-aquisicao (Figura 27B). Esses resultados,
entretanto, negligenciam a existéncia de uma dinamica nessa variavel ao longo das horas,
que pode ser vista na Figura 27C. Para todos os dias, com exce¢do do dia D1, nota-se
que ha uma reducao na ocorréncia de ripples ao longo do tempo em relagdo a primeira
hora de sono. Os coeficientes lineares das retas ajustadas aos dados de cada animal nao s
confirmam essa tendéncia, como também indicam a redu¢ao na ocorréncia de ripples para
o dia D1 (Figura 27D). Curiosamente, essa tendéncia de queda ao longo das horas condiz
com a hipotese de que as SWRs estejam vinculadas ao processo de homeostase sinaptica
durante o sono (NORIMOTO et al., 2018; FINDLAY; TONONI; CIRELLI, 2020). Os
resultados dos testes estatisticos que embasam tais observacoes estao indicados na Tabela

10.

O gréafico da Figura 27B e as barras de erro no grafico da Figura 27C revelam
uma grande variabilidade na taxa de ocorréncia de ripples entre os animais, em especial
no registro de referéncia. Essa alta variabilidade pode prejudicar uma comparacao entre
a linha de base e os dias de aquisicao quando a taxa de ripples é avaliada de hora em
hora. Uma alternativa para superar esse problema ¢é considerar, nos dias de aquisi¢ao, os
dados de cada animal como um percentual da hora correspondente no registro de linha
de base. Por exemplo, a taxa de ripples do animal R28 na hora 2 do dia D3 (10,76 ripples
por minuto de NREM) passa a ser de 209,85%, que corresponde ao percentual relativo
ao valor da taxa desse mesmo animal na hora 2 do registro de linha de base (5,13 ripples
por minuto de NREM, tomada como 100%).

Sendo assim, uma comparacao dos dados normalizados revela que, nas 4 primeiras
horas de sono poés-aquisi¢ao, que coincidem com o periodo de estimulacao, a ocorréncia de
ripples é maior do que na linha de base (Figura 27E). Nao foram encontradas diferengas
nas 2 horas finais de registro. Esse efeito é resultado da prépria perturbacao de ripples,
que acaba por induzir a geragao de mais eventos desse tipo, como demonstrado em outros
trabalhos (GIRARDEAU et al., 2009; GIRARDEAU; CEI; ZUGAROQO, 2014; BINDER et
al., 2019). Em linha com esses achados, Girardeau, Cei e Zugaro (2014) mostram que o
aumento na taxa de ripples ocorre apenas durante o periodo de interrupcao, mas nao

antes nem depois.

A intensidade da corrente elétrica aplicada para interromper as ripples foi ajustada
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Figura 27 — Ocorréncia de ripples antes e durante a fase de aquisicdo no labirinto de
Barnes. (A) Exemplo de ripple detectada (animal R25, registro de linha de base). Os
canais estdo ordenados do mais superficial (LFP1) até o mais profundo (LFP3). O re-
gistro em vermelho corresponde ao LFP3 filtrado na faixa de ripples (100-250 Hz). (B)
Ocorréncia de ripples por minuto de sono NREM durante as 6 horas apds o inicio do sono
nos registros de linha de base e pés-aquisicao. Os bozx plots indicam os valores minimo
e maximo, a mediana, o primeiro quartil e o terceiro quartil. (C) Taxa de ripples em
intervalos de 1 hora, totalizando 6 horas. (D) Coeficiente angular da reta ajustada aos
dados de ocorréncia de ripples em intervalos de 1 hora para cada animal. (E) Taxa de
ripples em intervalos de 1 hora normalizada pela linha de base. Em todos os graficos, com
excecao de (B), os pontos e/ou barras de dados indicam média + erro padrao da média.
BL = linha de base, D1 = dia 1, D2 = dia 2, D3 = dia 3, D4 = dia 4. O periodo de
estimulacao esta destacado pelas barras horizontais vermelhas. Os testes estatisticos e os
respectivos resultados sao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Testes estatisticos dos dados exibidos na Figura 27. Signif. = Significativo;
Dif. = Diferenca; ns = nao significativo; % : p < 0,05; *x : p < 0,01; x*x % : p < 0,001;
# :p <0,0001

Figura Teste Fator/Comparacao Estatistica Valor p  Signif.?
B Friedman Dia Q =0,2667 0,9919 ns
C (BL) RM 1way ANOVA Hora F(2,024,10,12) = 4,232 0,0458 *

Dunnett h1-h4 Dif. média = 3,641 0,0075 Kk
Dunnett h1-h5 Dif. média = 4,710 0,0065 Kok
Dunnett h1-h6 Dif. média = 4,651 0,0406 *
C (D1-4) RM 2way ANOVA Dia F(2,127,10,64) = 0,1690  0,8585 ns
RM 2way ANOVA Hora F(1,668,8,338) = 21,46 0,0007 * ok %
RM 2way ANOVA Hora x Dia F(3,082,15,41) = 0,8091  0,5107 ns
Dunnett D1 Dif. média < 8,951 > 0,0750 ns
Dunnett D2: h1-h2 Dif. média = 3,353 0,0303
Dunnett D2: h1-hb Dif. média = 9,902 0,0269
Dunnett D2: h1-h6 Dif. média = 11,11 0,0356
Dunnett D3: hl1-h5 Dif. média = 8,841 0,0065 *k
Dunnett D3: h1-h6 Dif. média = 9,256 0,0104 *
Dunnett D4: h1-h2 Dif. média = 3,352 0,0031 *ok
Dunnett D4: h1-h5 Dif. média = 12,39 0,0116 *
Dunnett D5: h1-h6 Dif. média = 12,50 0,0099 *k
D Teste t BL vs 0 t(5) = 3,726 0,0136
Teste t D1 ws0 t(5) = 2,803 0,0378
Teste t D2 ws 0 t(5) = 4,077 0,0096 ok
Teste t D3 ws 0 t(5) = 5,316 0,0032 *k
Teste t D4 vs 0 t(5) = 5,107 0,0037 *%
E Teste t hl vs 100% t(23) = 2,379 0,0260
Teste t h2 vs 100% t(23) = 2,275 0,0325
Teste t h3 vs 100% t(23) = 2,419 0,0239
Teste t h4 vs 100% t(23) = 2,388 0,0255
Teste t h5 vs 100% t(23) =1,234 0,2296 ns
Teste t h6 vs 100% t(23) = 0,096 0,9244 ns

Fonte: elaborada pelo autor.

individualmente para cada animal. O valor escolhido foi o minimo suficiente para: 1)
elicitar uma deflexdo pods-estimulo semelhante a observada no trabalho de Girardeau et
al. (2009), que corresponde a um periodo de silenciamento neuronal, e/ou 2) interromper o
padrao caracteristico da ripple no LFP. Correntes muito acima desse valor minimo podem
gerar, além de saturacao do sinal de LFP, lesdes no tecido. A Figura 28 apresenta dois
exemplos da aplicagao de estimulos de diferentes intensidades na tentativa de interromper
as ripples. No primeiro caso (Figura 28A), é possivel notar o surgimento da deflexdo pés-
estimulo no LFP e a abolicao do evento a partir de 30 pA. J4 no segundo caso (Figura
28B), ainda que a deflexdo ndo estivesse presente, verifica-se a interrupgao do padréao

oscilatério da ripple comecando a partir de 100 pA.

E importante verificar de modo mais sistematico se a estimulagao elétrica foi, de
fato, capaz de interromper os eventos de ripples. Uma das formas de se prosseguir com essa
verificacao ¢é identificar e contabilizar, quando possivel, os potenciais de acao de diferentes

neurénios presentes na camada piramidal de CA1l logo apds a estimulacao. Conforme
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Figura 28 — Abolicdo de ripples: efeitos no LFP em resposta a aplicagao de estimulos
elétricos de diferentes intensidades. (A) Exemplos de ripples estimuladas a 10, 30, 50, 80
e 150 A (animal R28). Coluna da esquerda: média dos LEPs centrados no momento da
estimulacgao; coluna do meio: exemplo de ripple estimulada e zoom do respectivo evento;
coluna da direita: LFP da coluna do meio filtrado na faixa de ripples (100-250 Hz), em que
a linha tracejada indica o momento da estimulacao. (B) Exemplos de ripples estimuladas
a 10, 50, 100, 150 e 200 A (animal R11).
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Fonte: elaborada pelo autor.
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mostram alguns trabalhos, a interrup¢do bem-sucedida das ripples é acompanhada por
uma redugao dos spikes (EGO-STENGEL; WILSON, 2010), sejam de interneurdnios ou
de neurénios piramidais (GIRARDEAU et al., 2009).

Outra forma de se atestar a interrupcao das ripples é avaliar a duracao média
dos eventos. Em tese, um protocolo de interrup¢ao adequado deve produzir, como efeito,
ripples mais “curtas”. A dificuldade dessa abordagem se da, no entanto, pelo fato de que
o préprio estimulo gera oscilagoes estereotipadas no sinal filtrado do LFP, contaminando
a medida de poténcia da ripple durante um periodo de até 60 ms apods a estimulacao
(EGO-STENGEL; WILSON, 2010). Torna-se dificil definir a extensao das ripples pois,

em muitos casos, elas sao confundidas com o préprio artefato de estimulacao.

Para transpor essa janela de interferéncia e verificar se o estimulo foi capaz de
reduzir a duracao das ripples neste trabalho, as ripples com duracao acima de 100 ms
foram contabilizadas durante o periodo de estimulacao. Entende-se que a reducao na
ocorréncia de ripples “longas” seja uma evidéncia da eficacia da estimulagdo. A Figura
29A apresenta um exemplo de ripple longa em comparagao com uma ripple estimulada,
cuja duracao final se mostra mais reduzida (animal R25). Uma anélise revela que, ja no
primeiro dia de estimulacgao, a taxa de ripples longas ¢ menor que a do periodo equivalente
no registro de linha de base (Figura 29B; teste t pareado, t(4) = 4,679, p = 0,0095). O
animal R16 foi excluido dessa analise, j4 que no dia D1 houve momentos de queda da
energia elétrica que interromperam a aplicagdo do estimulo elétrico (dia 24 de outubro de
2023, entre 10h24 e 14h, prédio da FAFICH-UFMG); ainda que os periodos de interrupgao
tenham sido curtos, eles podem interferir na contagem de ripples longas. Para esse mesmo
animal, uma comparacao entre o dia D2 e a linha de base confirma uma queda na taxa de
ripples longas durante as 4 primeiras horas de sono, atestando a validade da interrupg¢ao
(BL: 5,7037 ripples longas por minuto de NREM; D2: 4,5885).

E interessante notar que a ocorréncia de ripples longas, apesar de ter sido reduzida
com os estimulos elétricos, ndao foi completamente extinta. Um dos motivos que explicam
esse resultado é o fato de que, em alguns casos, o estimulo foi aplicado ja ao final da ripple,
como mostram os exemplos na Figura 29C. Eventos de ripple cuja poténcia aumenta de
forma lenta sao detectados mais tardiamente, atrasando também a aplicacdo do estimulo.
Nesses casos, nao é possivel afirmar que a ocorréncia de uma ripple longa se deva a
ineficacia do estimulo, mas sim ao atraso no sistema de detecgdo e estimulacao. Somado
a isso estd a propria contaminacao do sinal filtrado pelo estimulo, que prolonga a duragao
de um evento que ja estava proximo do fim e faz com que ele seja considerado na contagem

de ripples longas.

De modo geral, as andlises desta se¢do mostram que a concentracao de ripples
no sono NREM diminui ao longo das horas de sono. Além disso, em comparac¢ao com o

registro de referéncia, ha um aumento na taxa de ripples nas primeiras 4 horas de sono
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Figura 29 — Estimulacao elétrica na VHC interrompe os eventos de ripples. (A) Exemplo
de uma ripple interrompida pelo estimulo elétrico a esquerda e de uma ripple intacta a
direita (animal R25, D1 e linha de base, respectivamente). As dreas em cinza compreendem
o periodo de 1 ms antes do estimulo até 10 ms apds o estimulo. Para a ripple estimulada, os
trechos pré- e pés-estimulo do LFP filtrado foram calculados separadamente para evitar a
contaminacao do sinal pelo artefato de estimulacao. No caso da ripple intacta, em que nao
houve estimulagao, considerou-se o momento teédrico de aplicagao do estimulo, calculado
com base na diferenca média entre detecgao e estimulagao no dia D1 para o mesmo animal
(26,474 £ 0,068 ms). (B) Namero de ripples longas (duragao acima de 100 ms) por minuto
de sono NREM nas 4 primeiras horas de sono no registro de linha de base e no dia D1.
Os pontos e/ou barras indicam média + erro padrao da média. BL. = linha de base, D1
= dia 1. (C) Exemplos de ripples cuja estimulagao ocorreu apés um longo periodo e/ou
contribuiu para que fossem consideradas longas.
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Fonte: elaborada pelo autor.

ap6s o aprendizado no labirinto de Barnes, periodo que corresponde a interrupc¢ao das
ripples. Esses resultados, juntamente com as evidéncias da efetividade do protocolo de
estimulacgao, tanto reforcam os achados ja presentes na literatura quanto sustentam os

efeitos observados na tarefa de memoria espacial.

9.4 Histologia

Conforme especificado na secao 8.4 dos Métodos, utilizamos o protocolo padrao
para verificacao histologica do posicionamento dos eletrodos. A Figura 30 apresenta ima-
gens de fatias que incluem as regides-alvo, com destaque para a lesao indicativa do posi-
cionamento dos eletrodos. Tomando o conjunto das fatias inspecionadas, as imagens do
hipocampo indicam que o eletrodo foi corretamente posicionado préximo a camada pira-

midal de CA1. As lesoes no mPFC também confirmam o posicionamento do eletrodo na
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regiao, apesar de revelarem uma maior variabilidade quanto a subarea (R5: infralimbica;
R7: cértex cingulado anterior; R16: pré-limbica). Também no caso da comissura do hipo-
campo, as duas fatias avaliadas indicam o correto posicionamento do eletrodo nessa area.

As demais analises histologicas ainda estao em andamento.
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Figura 30 — Verificacao histolégica do posicionamento dos eletrodos. Cortes histologicos
coronais evidenciando a lesao que indica o posicionamento do eletrodo nas regioes de
CA1l, mPFC e VHC. Na primeira linha, que contém imagens de fatias de referéncia, os
pontos marcados em vermelho representam as coordenadas-alvo, enquanto que as areas
delimitadas pelos retangulos pretos sao as exibidas nas imagens das fatias extraidas. Nas
demais linhas sao apresentadas as fatias de cada animal, com destaque para as lesoes
eletroliticas (elipses vermelhas).

vHPC commissure

R11

R16

: elaborada pelo autor.
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10 |l: Discussao

A proposta desta parte do trabalho era avaliar o envolvimento causal das ripples
na formacao de memoria espacial do labirinto de Barnes durante o sono. Pelo fato de
esses eventos representarem uma janela de oportunidade para que as representagoes de
memoria sejam estabilizadas no neocédrtex, a hipotese sob teste é a de que a perturbacao
seletiva das SWRs, no hipocampo, geraria também impacto nos mecanismos de consoli-

dacao subjacentes, afetando a formacgao de memoria.

Os resultados dos experimentos com o labirinto de Barnes mostram que os animais
expostos a interrupg¢ao de ripples apresentaram alteragbes na memoria remota, acessada
no dia D16, mas nao na memoria testada 24hs apds a ultima sessao de treinamento
(D5). Essas observagoes fornecem, pela primeira vez, a evidéncia de que a perturbagao
seletiva de SWRs durante o sono apods o aprendizado, restrita a um periodo limitado de
aquisicao, gera impactos tardios, mas nao recentes, na memoria espacial. Além disso, as
andlises complementares sugerem que os efeitos comportamentais observados tém como
causa exclusiva a interrupcao de ripples, nao podendo atribui-los a altera¢oes na estrutura

do sono decorrentes da aplicagao dos estimulos elétricos.

As alteracoes observadas na memoria podem ser resultado da interrupg¢ao das rea-
tivagdes neuronais que ocorrem durante as SWRs, como argumentam também outros tra-
balhos semelhantes (GIRARDEAU et al., 2009; OLIVA et al., 2020; ALEMAN-ZAPATA,;
MORRIS; GENZEL, 2022). Oliva et al. (2020) mostraram, por exemplo, que a perturbagao
optogenética especificamente de SWRs, mas nao a perturbacao em instantes aleatorios,
aboliu o replay em CA1 durante o sono. Partindo desse pressuposto, e como efeito da in-
terrupcao das reativagoes, a potenciacao sindptica de circuitos hipocampais e/ou corticais
pode ter sido afetada, prejudicando a transferéncia de informagao entre areas e a estabi-
lizacao das representagoes de memoria em redes corticais. Essa interpretagao se encaixa
na hipétese de consolidacao de sistemas (SCH). O “rebote” de SWRs observado durante
o periodo de estimulagao parece representar um mecanismo compensatorio, configurado
ainda na etapa de aprendizado por alteragdes plasticas e marcagdo sinaptica (synaptic
tagging) dependentes de receptores NMDA (GIRARDEAU; CEIL; ZUGARO, 2014). Esse
“rebote” indicaria, portanto, que de fato houve perturbacao das reativagoes sequenciais,

o que pode ter sido a causa do prejuizo de memoria observado.

Uma outra possivel explicagao para os efeitos observados na consolidagao é a de que
a interrupgao das SWRs tenha afetado a reducao generalizada dos pesos sinapticos durante
o sono, como indicam os achados de Norimoto et al. (2018). De acordo com a hipdtese
da homeostase sindptica (SHY), essa renormalizagdo sindptica é necessaria para que a

consolidagdo da memoria ocorra de maneira adequada. Com andlises complementares
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futuras, em especial as que se debrucem sobre marcadores de homeostase sindptica, sera
possivel determinar o modelo que melhor explica os fendmenos observados ou mesmo
validar uma abordagem conjunta, que inclua aspectos tanto da SHY quanto da SCH.
Nesse caso, as SWRs e as reativagoes, ao mesmo tempo em que promoveriam LTP para
fortalecer sinapses relevantes, facilitariam a depressao sinaptica generalizada e o aumento

da relagao sinal/ruido da rede.

O que explicaria a manutengao seletiva da memoria recente (24hs), mas nao a re-
mota? Uma hipotese é a de que a perturbacao de SWRs pode ter impactado a distribuicao
e estabilizag¢ao das representacoes de memoria nas redes corticais em um momento critico
para isto, mas as manteve ainda ancoradas nos circuitos hipocampais até, pelo menos, o
primeiro dia de teste (D5). Outra hipdtese envolve a participagdo do sono REM em um
processo global, integrado e sequencial de consolidagao durante o sono. A interrupcao das
SWRs, ainda durante o sono NREM, pode ter gerado alteracoes seletivas na dindmica de
diferentes processos moleculares e celulares que ocorrem durante o REM subsequente e
que contribuem para a consolidagdo. Como sugerem alguns estudos (ALMEIDA-FILHO;
QUEIROZ; RIBEIRO, 2018), a realocacao das representacoes de informagao em diferen-
tes estruturas cerebrais é feita de maneira progressiva, sendo modulada por mecanismos

moleculares que ocorrem durante o REM.

10.1 Aprendizado no labirinto de Barnes: didlogo com outros tra-
balhos

10.1.1 Aspectos comportamentais

Considerando-se apenas o grupo controle, os animais apresentaram uma evolucao
no desempenho da tarefa comparavel a reportada em trabalhos anteriores no laboratério
(ReGO, 2014; BERALDO, 2024). Na etapa de aquisi¢ao, Régo (2014) observou uma re-
ducao significativa na laténcia para entrada no escape e na distancia percorrida, enquanto
Beraldo (2024), além de reforgar esses achados, também apontou redugdo no ntimero de
erros primario e secundario e aumento no uso da estratégia direta. Confirmando o apren-
dizado dos animais, os dois autores observaram uma preferéncia pelo quadrante-alvo na
etapa de teste (composta apenas pelo D5). Ainda que no presente trabalho o nimero de
sessoes diarias tenha sido reduzido para 3 com a intengao de atrasar a curva de aprendizado
dos animais, essa alteracao nao impediu que fossem encontradas diferencas significativas
nas mesmas métricas de desempenho entre os dias D1 e D4 do periodo de aquisi¢ao. A
preferéncia evidente pelo quadrante-alvo no teste do dia D5 também indica que a etapa
de treinamento foi capaz de induzir a formacao de memoria espacial nesses animais. Em
conjunto, todos esses resultados atestam a reprodutibilidade do protocolo do labirinto de

Barnes no laboratorio, cujos achados estao também alinhados com os de outros grupos
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de pesquisa (HARRISON et al., 2006; NEGRON-OYARZO et al., 2018; BINDER et al.,
2019; GAWEL et al., 2019; GE et al., 2023).

No que diz respeito ao grupo submetido a interrupcao das ripples, os tinicos indi-
cadores de aprendizado na etapa de aquisicao vieram da analise intragrupo, que revelou
aumento da velocidade média e redugao da distancia percorrida (Figuras 15C e D). Mesmo
que o numero de variaveis indicativas de aprendizado durante o treinamento tenha sido re-
duzido, os animais apresentaram uma clara preferéncia pela exploragao do quadrante-alvo
no dia D5, marcada tanto pelo tempo despendido na regiao quanto pelo niimero efetivo de
exploragao das saidas (Figuras 17 e 20). O mesmo comportamento nao foi observado no
dia D16, indicando que a interrupgao de ripples durante o sono poés-aprendizado impacta
a formacao de memoria remota, mas nao aquela testada 24 horas apos a tltima sessao de

aprendizado.

De forma muito interessante, esses ultimos resultados dialogam com alguns dos
obtidos por Binder et al. (2019). O trabalho realizado por eles foi o tinico encontrado até
a presente data que testa a manipulacdo da via hipocampo-mPFC durante o sono pos-
aprendizado no labirinto de Barnes. Os autores aplicaram o teste do labirinto de Barnes
em camundongos e, durante o sono NREM subsequente, inibiram optogeneticamente os
terminais axonais das proje¢des do hipocampo no mPFC, mas de maneira nao associada
as ripples. Durante a fase de treinamento, tanto os animais controle quanto os animais
submetidos ao silenciamento optogenético apresentaram reducao da laténcia, do erro pri-
mario e da distdncia, mas um aumento no uso da estratégia direta s6 foi observado no
grupo controle. Os autores entao analisaram o nuimero de head dips dos dois grupos na
etapa de teste, que ocorreu nos dias D5 e D16. Os resultados comportamentais observados
foram, em certa medida, contrarios aos obtidos no presente trabalho: no dia D5, apenas
o grupo controle apresentou preferéncia por explorar a saida onde antes havia o escape,
enquanto que no dia D16 ambos os grupos apresentaram preferéncia pela sondagem dessa
mesma saida em relacao as demais. Os pesquisadores sintetizam os achados, dizendo que
“o silenciamento durante SWS prejudica seletivamente a memoria recente, mas nao a

meméria remota, na auséncia de efeitos na taxa de erro e nas laténcias de escape’.

Entretanto, é preciso ter cautela antes de se realizar uma comparagiao entre este
trabalho e o de Binder et al. (2019). Sdo intimeras as variagoes entre as condigbes experi-
mentais empregadas nos dois estudos. Elas vao desde o modelo animal utilizado, passando
pelas caracteristicas do protocolo do BM (niimero de orificios do labirinto, quantidade de
sessoes didrias de aquisi¢do e o intervalo entre elas, etc.), até a forma de se calcular al-
gumas das métricas de desempenho. Entretanto, a que parece ser a mais fundamental
para explicar as diferencas nos resultados é o tipo de intervencao experimental realizada.

Diferentemente deste trabalho, em que a perturbacao elétrica atingiu especificamente a

L «]..] silencing during SWS selectively impaired recent but not remote memory in the absence of effects

on error rate and escape latencies.”
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atividade hipocampal associada as ripples, a manipulagao optogenética empregada por
Binder et al. (2019) atingiu os terminais hipocampais que chegam no mPFC de forma
temporalmente inespecifica, aplicada durante todo o periodo de sono NREM identificado

nas 3 primeiras horas de registro.

Algumas caracteristicas da intervencao realizada por Binder et al. (2019) dificul-
tam uma comparacao direta entre os resultados obtidos pelos autores e os encontrados
neste trabalho. A primeira delas é que tal manipulagao, por ser menos especifica tempo-
ralmente, pode ter interferido em outros processos neurofisiolégicos atuantes durante o
sono NREM e que impactam de maneira distinta a consolidagao de memorias remotas e de
memorias mais recentes. Portanto, é dificil isolar os efeitos de uma perturbacao das reati-
vagoes que ocorrem durante as ripples daquilo que é resultado de outros processos. Outro
aspecto diz respeito as regioes envolvidas: ainda que os inputs do hipocampo no mPFC
tenham sido silenciados, as projegoes hipocampais para outras regioes conectadas com o
mPFC e relacionadas com a consolidacao de memoérias dependentes do hipocampo foram
mantidas intactas. Nesse caso, e ao contrario da intervencao centralizada na atividade
hipocampal subjacente as ripples, os efeitos das reativagoes hipocampais se propagariam
para essas outras regioes, potencialmente atingindo a circuitaria do mPFC de forma indi-
reta. Os proprios autores discutem que vias como a HPC-entorrinal-mPFC (KITAMURA
et al., 2017) e as que tém como intermedidrio o nicleo reuniens do tdlamo (LOUREIRO

et al., 2012) podem contribuir para a consolidacao de diferentes aspectos da tarefa.

De maneira geral, esse conjunto de evidéncias reforca a hipétese da existéncia de
mecanismos independentes e paralelos de consolidagao de memoéria recente e remota, ainda
que um certo grau de sobreposi¢ao entre eles nao possa ser descartado (IZQUIERDO et
al., 1999; CAMINA; GUELL, 2017). Na importante revisao de Izquierdo et al. (1999), os
autores trazem uma série de trabalho cujos resultados sustentam a diferenciacao entre os
mecanismos de formagao de trés tipos de memoria: memoria de trabalho (MT; imediata,
poucos segundos ou minutos), memoria de curto prazo (MCP; dura¢ao de varias horas)
e meméria de longo prazo (MLP; consolida-se lentamente e é relativamente permanente).
De acordo com os autores, “o conceito popular de que a memoéria de curto prazo é apenas
uma etapa de passagem para a de longo prazo ¢ errado; assim como ¢ a ideia de que
a memoria de trabalho pode de alguma forma constituir um tipo de memoria de curto
prazo. Nesse ponto, é seguro afirmar que MT, MCP e MLP pertencem e sao reguladas

92

por subsistemas separados do cérebro [...]”%. Trabalhos posteriores e publicados até mais

recentemente continuam a fornecer evidéncias a favor dessa hipétese (YOON et al., 2008;
KIM et al., 2024; SHIN; PARRA-BUENO; YASUDA, 2024).

2

“The popular concept that STM is just a passageway to LTM certainly is wrong; as is the idea that
WM may in any way constitute a sort of STM. At this stage it is safe to say that WM, STM and
LTM pertain to and are regulated by separate subsystems of the brain |[...]”
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10.1.2 Arquitetura do sono pds-aprendizado

Alguns trabalhos na literatura reportam aumento no tempo de sono NREM (TA-
KASHIMA et al., 2006; HELLMAN; ABEL, 2007) e REM (VERTES; EASTMAN, 2000;
DATTA, 2000; FOGEL; SMITH; COTE, 2007; PETERS; SMITH; SMITH, 2007) apés a
execucao de tarefas que demandam a formacdo de memorias declarativas e procedurais.
Hellman e Abel (2007), por exemplo, observaram um acréscimo de 1 hora no tempo des-
pendido em sono NREM apds uma unica exposicao de camundongos a tarefa de medo
condicionado. Outros estudos, no entanto, nao relataram alteragdes nos tempos despendi-
dos em cada estado, apesar de alguns deles apontarem mudancas em outras caracteristicas
do sono (SMITH; NIXON; NADER, 2004; BINDER et al., 2019; POLANCZYK, 2023).
E diffcil tirar conclusdes mais generalistas sobre a relagao entre o tempo em um estado
especifico de sono e a formacao de memoria sem considerar a infinidade de outras variaveis
envolvidas. Por exemplo, como apontado por Fogel, Smith e Cote (2007), as alteragoes na
duracao de cada estagio do sono variam substancialmente a depender do tipo de tarefa

que o precede.

No caso do labirinto de Barnes, o presente trabalho nao detectou alteracoes no
tempo total despendido em cada estado (vigilia, sono NREM e sono REM) nos registros
pés-aprendizado em comparacao com a linha de base (Figura 23). Fazendo um paralelo
com o trabalho de Beraldo (2024), que também nao encontrou diferengas desse tipo em
animais livres de qualquer manipulacao, esse resultado reforga as evidéncias ja apresen-
tadas na se¢ao 9.2 de que a estimulacao elétrica foi indcua para a geracao de mudancas
macroestruturais no sono. Um outro trabalho que poderia confirmar ou refutar esses acha-
dos é o de Binder et al. (2019), mas os autores apresentam apenas uma comparagao entre

grupos, e nao entre a linha de base e os dias de aquisicao.

Uma andlise da dinamica do tempo despendido em cada estado ao longo das horas
de registro pos-aprendizado revelou, de maneira global, um aumento gradual em sono
REM e uma reducao no estado de vigilia (Figura 23). No sono NREM, entretanto, nao
foram detectadas variagoes significativas. Esse aumento de tempo em sono REM também
foi encontrado por Beraldo (2024), assim como a redugao no tempo em vigilia. Tomados
em uma perspectiva conjunta, esses resultados indicam que as dinamicas dos estados de
REM e vigilia também nao foram afetadas pela perturbagao de ripples, que constitui a
principal diferenca entre os protocolos experimentais dos dois trabalhos. Porém, no caso do
sono NREM, um acréscimo brusco a partir da primeira hora foi observado no trabalho de
Beraldo (2024), seguido de uma tendéncia que sugere uma leve queda. H4 que se investigar
se essa diferenca na dinamica do sono NREM corresponde, efetivamente, ao impedimento
de algum mecanismo homeostatico causado pela interrupc¢ao das ripples, em linha com
os achados de Norimoto et al. (2018), ou se ela é apenas resultado de consideragoes

metodologicas diferentes: enquanto neste trabalho o periodo de andlise comeca a partir
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do primeiro episédio de sono, no de Beraldo (2024) ele comega a partir do inicio do
registro, quando o animal ainda estd acordado. E importante verificar se o deslocamento

temporal dos dados nao seria a razao dessa diferenca.

Em relacao ao nimero de bouts, indicativo de fragmentacao do sono, alguns traba-
lhos tém mostrado uma relacao tanto correlacional (DJONLAGIC et al., 2012; OKUDA
et al., 2021) quanto causal (ROLLS et al., 2011; LIU et al., 2019) dessa métrica com pre-
juizos na consolidagao de memorias. Rolls et al. (2011), por exemplo, mostram que a frag-
mentacao do sono em camundongos gerada pela manipulagdo optogenética de neuronios
hipocretinérgicos e orexinérgicos apds uma tarefa de reconhecimento de objetos reduziu o
desempenho dos animais no dia seguinte. O protocolo de fragmentacao empregado pelos
autores nao promoveu altera¢des nem no tempo total de sono nem nos tempos despendidos
em REM e NREM. Baud, Magistretti e Petit (2015) atribuem os efeitos da fragmentagao
de sono a falha em entrar em estagios de sono mais profundos, os quais sao necessarios

para os beneficios cognitivos do sono.

Neste trabalho nao foram encontradas alteragoes no nimero total de bouts em ne-
nhum dos estados do ciclo sono/vigilia apds a aquisi¢ao no labirinto de Barnes, indicando
que a combinacao dos fatores aprendizado e perturbacao de ripples via estimulagao elétrica
nao resultaram em fragmentacao do sono. Essa conservagao da taxa de bouts no estado de
vigilia contrasta apenas com um aumento pontual encontrado por Beraldo (2024) no dia
D1. O préprio autor discute que, apesar de tal aumento indicar uma maior fragmentacao
do sono no primeiro dia da tarefa, ela nao se traduziu em prejuizo no desempenho dos

animais.

Outro resultado encontrado neste trabalho ¢é a tendéncia de aumento no nimero de
bouts de sono REM ao longo das horas nos registros pos-treinamento. Em conjunto com
os dados da Figura 23H, que mostram um aumento também no tempo de sono REM,
tal tendéncia parece estar mais associada ao incremento natural dos episdédios de sono
REM ao longo da segunda metade do periodo claro do que a algum tipo de fragmentacao
causada pelo estimulo elétrico. Essa ideia pode ser corroborada com os achados de Simasko
e Mukherjee (2009), que caracterizaram o ciclo sono/vigilia de ratos Sprague-Dawley em
condigoes de controle. Os autores relatam um aumento do tempo em sono REM entre
as horas iniciais e finais do periodo claro, acompanhado de uma redugao na duracgao dos
episddios de REM. Ou seja, se os intervalos sao mais curtos mas o tempo total aumenta, o
resultado é que também o nimero de episddios (bouts) cresce ao longo do tempo. A divida
que resta é com relagdo ao registro de linha de base, em que essa tendéncia de aumento
nao foi confirmada. Nesse caso, a auséncia de diferenca estatisticamente significativa pode
ser explicada pela alta variabilidade dos dados, e o incremento do tamanho amostral em

experimentos futuros pode ajudar a confirmar ou nado esse resultado.

Por fim, reforcando os resultados obtidos no presente estudo, os trabalhos de per-
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turbacao de ripples que analisaram os efeitos da estimulagao elétrica na estrutura do sono
também nao relataram alteragoes causadas por esse tipo de intervencao (GIRARDEAU
et al., 2009; EGO-STENGEL; WILSON, 2010). Girardeau et al. (2009) mostram que
a razao REM/NREM dos tempos despendidos nesses estados se manteve a mesma nos
grupos controle (estimulacao atrasada) e interrupgao de ripples, sendo que apenas esse
ultimo apresentou prejuizo de meméria. J& no estudo de Ego-Stengel e Wilson (2010), os
parametros analisados foram o niimero e a duragao dos episédios de sono REM em um

intervalo de 1 hora.

10.1.3  Ocorréncia e duracao das ripples

Os trabalhos de Binder et al. (2019) e de Beraldo (2024) avaliaram as caracte-
risticas de atividades oscilatorias e de marcadores eletrofisioldgicos envolvidos no proces-
samento de memoéria apds a aquisicao no BM. Em relagao as ripples, especialmente, os
dois estudos reportaram aumento na densidade de eventos (eventos por minuto de sono
NREM) no primeiro dia de aquisi¢ao em relagao ao registro de linha de base. Esse aumento
de ripples apos o aprendizado ja é bem documentado na literatura para outros tipos de
tarefas e, em alguns casos, estd associado também a um maior desempenho (ESCHENKO
et al., 2008; RAMADAN; ESCHENKO; SARA, 2009; GIRARDEAU; CEI; ZUGARO,
2014; NORIMOTO et al., 2018; BINDER et al., 2019).

No presente trabalho, foi observado um aumento na ocorréncia de ripples apds o
aprendizado durante as 4 primeiras horas de registro, que coincidem com o periodo de
estimulacao elétrica e de interrupcao dessas oscilagoes. Resultados similares foram encon-
trados em trabalhos anteriores de perturbagao de ripples (GIRARDEAU; CEIL; ZUGARO,
2014) e de silenciamento da via HPC-mPFC durante o sono NREM (BINDER et al., 2019).
Curiosamente, o aumento de ripples em resposta a prépria interrupcao desses eventos é
observado apenas depois de atividades que resultam efetivamente em aprendizado, tais
como uma tarefa de memoria espacial ou a exploracdo de um novo ambiente, mas nao
em condigoes controle de nao-aprendizado como a exploracao de um ambiente familiar,
por exemplo (GIRARDEAU; CEI; ZUGARO, 2014; BINDER et al., 2019). Experimentos
farmacolégicos indicam que essa fendomeno compensatorio é dependente da atividade de
receptores NMDA durante o aprendizado, que possivelmente atuam “marcando” as re-

des mais relevantes e promovendo alteragoes plasticas que depois servirao para regular a
consolidagao mediada pelas ripples (GIRARDEAU; CEI; ZUGARO, 2014).

Se tanto o aprendizado no BM quanto a interrupc¢ao das ripples no sono sub-
sequente potencializam a taxa de ripples, qual seria a parcela de contribuicao de cada
um desses fatores no aumento observado em relagdo a linha de base? Para responder a
essa pergunta, e ja como sugestao de trabalhos futuros, uma das maneiras seria adicionar

ao conjunto de experimentos um grupo controle sham. Trata-se de animais implantados,
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submetidos ao mesmo protocolo de aprendizado no labirinto, mas que nao recebem ne-
nhum estimulo elétrico durante o sono, de forma que as ripples sejam mantidas intactas.
Nesse caso, um provavel aumento na taxa de ripples semelhante ao observado por Beraldo
(2024) seria resultado exclusivo do aprendizado. O que impede a comparagao direta com
os dados obtidos por esse autor sao algumas diferengas no protocolo do BM (ntimero de

sessoes didrias) e na quantidade e local dos eletrodos inseridos.

Outro resultado interessante obtido por Beraldo (2024) foi o aumento na ocorrén-
cia de ripples longas (> 100 ms) durante o sono apds a aquisi¢ao do dia D1 em relagao ao
registro de referéncia. Esse aumento apresentou uma correlagao positiva com o tempo de
exploracao do quadrante-alvo no primeiro minuto da sessao de teste do dia D5, indicando
uma formacgao mais consistente de memoria do local do escape. Em linha com esse resul-
tado, alguns trabalhos tém mostrado uma associacao entre o desempenho em tarefas que
demandam a formacao de memoéria dependente do hipocampo e o aumento da duracao
das ripples durante o sono pés-aprendizado (ESCHENKO et al., 2008) ou mesmo durante
a execucdo da tarefa (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2019). Fernandez-Ruiz et al. (2019),
por exemplo, usaram um sistema de manipulacao optogenética em malha fechada para
prolongar a duragao das ripples durante o aprendizado em um labirinto “M” e, com isso,

aumentar o desempenho dos animais na tarefa.

Neste trabalho, apesar de nao ter sido possivel quantificar a duragao natural das
ripples depois do aprendizado em razao justamente do protocolo de interrupcao, foi ob-
servada uma redugdao na taxa de ripples longas ja no dia D1 em comparacao com a
linha de base. Essa evidéncia de “encurtamento” das ripples e os efeitos comportamen-
tais decorrentes da estimulagao elétrica encontram sustentagao nos achados dos trabalhos
mencionados anteriormente. Isto é, a interrupcao das ripples parece nao apenas ter im-
pedido o aumento natural de ripples longas pos-aprendizado, que estariam associadas a
promocao da consolidacao, mas também promoveu uma reducgao em relacdo aos niveis

basais.

10.2 Decaimento na taxa de SWRs ao longo das horas e homeos-

tase sinaptica

Ainda em relagao a ocorréncia de SWRs (ripples por minuto de NREM), foi ob-
servada uma tendéncia de queda gradual ao longo das horas de registro (Figuras 27C e
D). Esse mesmo decaimento foi reportado no trabalho de Beraldo (2024), que também
observou uma tendéncia semelhante em relacdo a ocorréncia de eventos delta no mPFC e
a poténcia de oscilagoes lentas, tanto no mPFC quanto na regiao de CA1, do hipocampo.
A queda gradual na ocorréncia de ripples e na poténcia de oscilagoes lentas ao longo do

sono encontra respaldo na hipétese de homeostase sinaptica (SHY).
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Desde o inicio da elaboragao da SHY, é proposto que o decaimento das oscila¢oes
lentas esta associado ao processo gradual de renormalizagao dos pesos sinapticos fortale-
cidos durante a vigilia, especialmente quando hé experiéncias de aprendizado (TONONT;
CIRELLI, 2003; VYAZOVSKIY et al., 2008; CIRELLI; TONONI, 2022). Mais recente-
mente, ao reportar que as SWRs atuam na redugdo dos pesos sinapticos da circuitaria
hipocampal durante NREM, o trabalho de Norimoto et al. (2018) integra tais eventos ao
arcabougo da SHY. Portanto, nesse cenario, o decaimento de SWRs pode ser um reflexo
do processo gradual de depressao sindptica da rede promovido em conjunto com as osci-
lagoes lentas. O que os resultados do presente trabalho indicam, no entanto, é que essa
dindmica se manteve, mesmo diante da perturbacao das ripples e do consequente prejuizo
na formacao de memoria remota. Portanto, e com base apenas nas analises realizadas
neste trabalho, mesmo que as ripples estejam associadas ao mecanismo de homeostase si-
naptica que da suporte ao aprendizado, o prejuizo observado na consolidacao da memoria
remota talvez nao possa ser explicado por esse processo. Analises futuras, incluindo as
de oscilagoes lentas no hipocampo e no mPFC, sdo necessarias para a compreensao mais

ampla dessa questao.

10.3 Preferéncia do grupo perturbacao de ripples pelo quadrante

oposto

Em relacao ao tempo despendido em cada regiao do labirinto no dia D16, o au-
mento gradual da preferéncia pelo quadrante oposto no grupo perturbacao de ripples é
intrigante e enseja a formulacao de perguntas e hipéteses. Qual a razao da preferéncia pelo
quadrante Q3, e ndo de outro? A primeira hipdtese é a de que haveria pistas olfativas na
borda do antigo escape que estivessem atraindo os animais até 1a. Um dos procedimentos
realizados antes das sessoes de teste para evitar que possiveis pistas olfativas guiassem os
animais até a posicao do escape foi rotacionar a plataforma do labirinto em 180°. Logo,
a antiga saida de escape, agora tampada em sua parte inferior da mesma forma que as
demais saidas, passou a ser localizada no quadrante Q3. Entretanto, considerando que o
procedimento de higienizagao do labirinto foi 0 mesmo em todas as sessoes, essa hipotese
pode ser descartada com base nos dados apresentados na Figura 17: os animais controle
nao apresentaram preferéncia pelo quadrante oposto no dia D16; além disso, no dia D5,
ambos os grupos exploraram preferencialmente o quadrante Q1, indicando que a trajetéria

até o escape foi guiada via meméria espacial, nao olfativa.

Outra hipotese é a de que os animais submetidos a interrupcao de ripples nao
formaram memoria nem da localizacdo do escape, como evidenciam os dados de tempo
despendido e de head dips, nem de que havia um escape no labirinto. Nesse sentido, come-
caram por explorar o labirinto ao acaso e gradualmente foram apresentando preferéncia

pelo quadrante Q3, que é o mais proximo do local onde ficava a caixa trazida do bioté-
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rio. As pistas olfativas e/ou visuais da localiza¢ao da caixa poderiam indicar um possivel
refugio do ambiente aversivo do labirinto. Os animais controle, por apresentarem ainda
algum resquicio de memoria da localizacao e da existéncia do escape, como evidenciam os
dados de head dips (Figura 20), despenderam tempo também nas demais areas do labi-
rinto em busca do escape. Uma das formas de se prosseguir no teste dessa hipotese seria,
por exemplo, alterar a localizacao da caixa do biotério e avaliar se o grupo perturbacao

de ripples ainda apresentaria preferéncia pelo quadrante mais préximo dela.

10.4 Perspectivas futuras: experimentos complementares com o

BM

Uma importante frente de continuidade deste trabalho é aumentar o tamanho
amostral, tanto para o grupo controle quanto para o grupo com interrupc¢ao de ripples. O
nimero de animais utilizados (8 para o grupo controle e 6 para o grupo perturbacao de
ripples) fornece dados bastante promissores de prejuizo da consolidagao, mas que poderao
ter sua robustez aumentada por meio de um acréscimo na quantidade de animais sob
experimentacao. Esse acréscimo pode ser importante tanto para reforcar os alguns achados
deste trabalho quanto para revelar potenciais diferencas sutis entre os grupos, em especial

no que se refere as métricas de desempenho no labirinto.

Outro avango necessario e que ja comegou a ser realizado no laboratério sao os ex-
perimentos com aplicacao tardia do estimulo elétrico. Ou seja, os animais que constituem
esse grupo controle adicional passam pelas mesmas etapas dos protocolos a que foram
submetidos os animais do grupo de perturbacao de ripples, com a diferenca de que o esti-
mulo elétrico é aplicado com atraso apds a deteccao das ripples. A intencao é diferenciar
os efeitos da aplicacao do estimulo elétrico em si daqueles que resultam da interrupcao
efetiva das ripples e do mecanismo subjacente de replay. Esse tipo de grupo controle foi
introduzido ja no primeiro trabalho de supressao de ripples descrito na literatura (GI-
RARDEAU et al., 2009) e também adotado por outros publicados posteriormente, que
abordam tanto a interrupcao de ripples quanto a intervengao em outras areas, mas cujo

gatilho é a deteccao dessas oscilagoes (ver Aleman-Zapata, Meij e Genzel (2022)).

Ainda no conjunto de experimentos complementares com o labirinto de Barnes,
outro grupo que comecou a ser testado no laboratério é o sham. Ele é composto por
animais que foram implantados da mesma maneira que os submetidos aos experimentos
de perturbacao de ripples, mas que nao receberam nenhum tipo de estimulo elétrico apés
a detecgdo dessas oscilagoes. A importancia desse grupo se justifica pela necessidade de
identificar os possiveis efeitos comportamentais causados pelo procedimento cirtrgico e
pela insercao do implante em si, sem nenhum tipo de manipulagao com estimulo elétrico.

Além disso, a analise dos eventos eletrofisiologicos desse grupo pode permitir a mensuragao
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da parcela de contribuicao que o fator aprendizado, de forma isolada, possui no aumento
de ripples durante o sono subsequente a aquisicao. Os dados desses animais ainda estao
em processo de coleta e andlise e, até o momento de escrita desta tese, sdo insuficientes

para que se tire qualquer conclusao.

O dltimo grupo, também ja em andamento no laboratoério, busca investigar e dife-
renciar o grau de aprendizado espacial baseado nas pistas visuais distais da sala (navega-
cao alocéntrica) daquele que se apoia em outras estratégias, tais como as dependentes de
informagao olfativa ou de regras autorreferenciadas que possuam uma parcela de apren-
dizado motor, do tipo “va até a borda do labirinto e entao siga no sentido anti-horéario”.
Com essa inten¢ao, e também visando a criacdo de um controle negativo, foram realiza-
dos alguns experimentos iniciais que consistiram na rotagao da plataforma do labirinto
de maneira aleatoéria a cada sessao, de modo que o escape era sempre posicionado em
um local diferente daquele em que se encontrava anteriormente. A ideia por tras dessas
alteragoes sucessivas é impedir a formacao de memoria da posicao do escape com base
no mapeamento espacial da sala. O que foi observado, ainda que de forma preliminar
(3 animais), é que a laténcia para encontrar o escape diminuiu ao longo dos dias, mas
o uso crescente da estratégia serial foi predominante em relacao as demais. Esses dados
sugerem uma separacao entre a memoria da existéncia do escape no labirinto, ainda que

em posigoes variadas, e a memoria de sua localizagdo especifica.

Sao varias as possibilidades de estudos futuros que buscam investigar os processos
neurofisioldgicos especificos por tras de cada uma das estratégias empregadas. De acordo
com Grech, Nakamura e Hill (2018), ainda que a auséncia de pontos de escolha no la-
birinto de Barnes incentive a adocao de estratégias alocéntricas, ha evidéncias sugerindo
que estratégias egocéntricas podem também ser utilizadas. Em uma breve revisao, os
autores citam trabalhos cujas evidéncias apontam que os mecanismos neurofisiolégicos
subjacentes a esses dois tipos de aprendizado sao distintos, ainda que nao parecam ser
mutuamente exclusivos (EKSTROM; ARNOLD; TARIA, 2014). Experimentos de inter-
rupc¢ao das ripples em cenarios variados podem ajudar a elucidar os mecanismos neurais

por tras do aprendizado e do uso das diferentes estratégias de navegacao.
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11 [ll: Introducao

Os experimentos de interrupgao de ripples durante o sono pés-aprendizado atestam
o papel causal que essas oscilagoes desempenham no aprendizado espacial do labirinto de
Barnes. E bem provével que o mecanismo de consolidacio mediado pela interacdo entre
hipocampo e cortex também atue nesse caso, envolvendo a fina sincronia temporal entre
as ripples e as oscilagoes delta e spindle no mPFC. A proposta desta Parte 3 do traba-
lho ¢ diferente das anteriores: com um carater mais metodolégico, ela busca documentar
as tentativas iniciais de preparagao e padronizagao das técnicas que serao utilizadas nos
experimentos de perturbacao cortical apds a ocorréncia de ripples. Com isso sera possivel
testar a hipotese central que motivou a realizacao deste trabalho: a de que essa per-
turbacao, por prejudicar os processos de plasticidade neuronal e o fluxo de informacoes

hipocampo-cortex, resulta em redugao na consolida¢gao da memoria durante o sono.

11.1 Manipulacao cortical em malha fechada com optogenética

A manipulagdo do mPFC logo apés a ocorréncia de ripples pode ser feita de di-
versas maneiras. Algumas delas s@o por meio de abordagens farmacoldgicas, que acabam
se tornando impraticaveis pela dificuldade de se interferir na atividade neural de forma
temporalmente seletiva, em um intervalo curto e preciso. Por se tratar da perturbacao de
atividades especificas como delta e spindle, ¢ necessaria uma interven¢ao cujo inicio se
dé rapidamente, na escala de dezenas ou centenas de milissegundos, e que também cesse
com agilidade. Quaisquer intervengoes que nao atendam a esses requisitos correm o risco
de gerar impacto em outros mecanismos fisiologicos operantes durante o sono, e cujo pos-
sivel efeito na consolidacao de memoria possa ser erroneamente atribuido a perturbacao

de delta e spindle.

A estimulacao elétrica, em contraposicao a abordagem farmacologica, pode ser
realizada em momentos bastante especificos e controlados. Porém, alguns inconvenientes
dessa técnica sao a baixa resolugao espacial e a inespecificidade em relagao ao tipo celular.
Soma-se a isto a incerteza quanto ao padrao estimulatorio a ser aplicado capaz de impactar
a atividade oscilatéria e prejudicar a consolidacao de meméria. O trabalho de Cota et al.
(2021), ainda que esteja inserido em outro contexto de pesquisa, é um exemplo interessante
de como altera¢oes no padrao e na distribuicao dos estimulos elétricos podem gerar efeitos

bastante distintos em animais modelo de epilepsia.

A técnica de optogenética se apresenta como uma boa alternativa as intervengoes
farmacolégicas ou por estimulagao elétrica, capaz de fornecer maior precisdo espacial,

temporal e celular (YIZHAR et al., 2011). Como o préprio termo sugere, essa técnica se
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utiliza da integracao de tecnologias Opticas e genéticas para promover ganho ou perda de
fungao de eventos bem definidos dentro de células especificas (YIZHAR et al., 2011). Por
exemplo, o controle 6ptico dos potenciais de acao de neurdénios de um tipo especifico pode
ser realizado a partir da introducao de genes de opsinas microbianas. Como consequéncia
da expressao desses genes, torna-se possivel manipular o potencial de membrana dos
neurdnios de forma temporalmente precisa por meio da incidéncia de luz. A regiao de
manipulagdo fica restrita ao alcance do estimulo luminoso, comumente conduzido por
uma fibra optica posicionada préximo da coordenada-alvo, e os neurénios afetados se

limitam aqueles em que houve expressao da opsina.

No caso da perturbacao dos eventos corticais delta e spindle com a técnica de
optogenética, ha que se decidir o tipo neuronal a ser manipulado e as caracteristicas da
opsina que devera ser expressada. Tal decisao depende da composicao celular da regiao-
alvo (mPFC) e da dindmica das atividades unitarias que ocorrem durante esses eventos.
Em termos de composicao celular, o mPFC é formado predominantemente por neuronios
piramidais excitatérios, que representam cerca de 80 a 90% do total (XU et al., 2019).
Os outros 10 a 20% sdo compostos por interneurénios GABAérgicos de diversos tipos:
parvalbumina-, somatostatina- e colecistoquinina-positivos, além de interneuronios que
expressam o peptideo intestinal vasoativo (KAWAGUCHI, 1997; GABBOTT et al., 1997,
XU et al., 2019).

Ja no que diz respeito a atividade neuronal subjacente as ondas delta, especifica-
mente, o trabalho de Todorova e Zugaro (2019) mostra que elas nao representam periodos
de absoluto siléncio das redes do mPFC, como se admitia até entao (Figura 31). Em
12% dos eventos de delta foi detectada atividade unitaria consistente de alguns poucos
neuronios, enquanto a maioria restante permanecia em siléncio. Nao obstante, a ativi-
dade dessa parcela reduzida de neurénios parece nao representar mero ruido neuronal,
mas sim parte do processamento de informagao neuronal que da suporte a consolidacao
de memoéria. Os autores propoem que o siléncio sincronizado da maior parte do cortex,
marcado pelas ondas delta, isola a rede da competicao por estimulos de entrada enquanto
uma seleta subpopulagao de neuronios mantém padroes de disparo relevantes, alternando
entre épocas de transferéncia de informagao hipocampo-cértex e épocas de plasticidade e

reorganizacao da rede cortical.

Considerando-se esse contexto, uma proposta inicial de experimento que busque
testar o papel causal das oscilagoes corticais acopladas com ripples na consolidacao de
memoria comecga por induzir, via inibicdo optogenética, o silenciamento dos neuronios
excitatorios do mPFC apds a ocorréncia de ripples. A ideia por tras dessa intervencao é
atingir as subpopulacoes de neurdnios que estao ativas durante delta e que participam do

processo de consolidagao, conforme revelado no trabalho de Todorova e Zugaro (2019).
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Figura 31 — Disparos seletivos durante delta. Exemplo de onda delta nao silente. As
curvas coloridas indicam LFPs registrados em diferentes canais no mPFC. As barras
verticais indicam os potenciais de acao emitidos por unidades neuronais e registrados
simultaneamente. A cor dos disparos de um dado neurdnio representa o canal a partir
do qual aquele neurénio foi identificado. As linhas verticais tracejadas indicam o inicio e
o fim de ondas delta. Disparos seletivos foram registrados durante a segunda onda delta
(circulo preto), enquanto o restante da rede permaneceu em siléncio. Barras de calibracao:
0,5 s (horizontal) e 1 mV (vertical).

mPFC LFP

mPFC units

Fonte: Todorova e Zugaro (2019).

11.2 Implante fibra-eletrodo: transferéncia de tecnologia e reducao

de custos

Um dos pontos centrais desta Parte III trata da constru¢ao do implante intracra-
niano que permitira realizar a inibi¢ao optogenética dos neuronios do mPFC e, de forma
simulténea, registrar a atividade eletrofisiolgica nessa mesma regiao. A grande particu-
laridade deste implante é que a fonte de luz, um pequeno LED (do inglés, light-emitting
diode) de alto brilho, é acoplada diretamente a cabega do animal. Ao contrario dos setups

tradicionais, em que a fibra Optica se estende desde o equipamento gerador da fonte de
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luz até a cabega do animal (SPARTA et al., 2012), esse implante é acionado por meio de
condutores elétricos comuns (fios de cobre, por exemplo). Por isso, o meio de condugao do
comando de inibigao/ativagdo é mais flexivel e menos sujeito a quebrar, como ocorre com
a fibra Optica. Essa caracteristica torna-se uma vantagem em contextos de grande movi-
mentacao do animal e em tarefas espacialmente extensas. Ainda que nos experimentos de
manipulacao cortical durante o sono a intervencao optogenética ocorra em um periodo
de baixa atividade motora do animal e em espago reduzido, o uso de um implante com
essas caracteristicas é bastante justificavel: sua construcao, implantagao e teste represen-
tam uma boa oportunidade para ampliar as perspectivas e possibilidades de experimentos
futuros no laboratorio, principalmente daqueles que busquem investigar o papel causal de

atividades neurais especificas durante o aprendizado.

A construgao e o aprimoramento deste implante sao alguns dos varios resultados da
experiéncia obtida com o doutorado sanduiche no laboratério do Dr. Michaél Zugaro, no
Collége de France, em Paris, na Franca (PRPG 01/2021, processo 23072.205129/2021-05,
CAPES/PrInt), e contaram com a ajuda fundamental dos pesquisadores Dr. Guillaume
Dugué e Dr. Thomas Pujol (Ecole Normale Supérieure de Paris - ENS PSL). A confecgao
e o uso do implante em experimentos no laboratério concretizam uma transferéncia de
tecnologia bastante promissora, em especial por apresentar um custo reduzido em com-
paracao com os modelos comerciais existentes. Nesse sentido, e com o objetivo de servir
como um guia para os colegas do LANEC e de outros laboratérios, a secao de Resultados
descreve com detalhes o passo-a-passo da construcao do implante e apresenta algumas

recomendacoes praticas.
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12 1ll: Objetivos

Os objetivos desta Parte III do trabalho sao:

1) documentar as etapas de constru¢ao do implante intracraniano para registro
eletrofisiologico e manipulacao optogenética;
2) realizar a infusdo do vetor viral em dois animais-piloto e verificar a expressao

da opsina inibitéria (ArchT) apds os testes com o sistema de registro e estimulagao;

3) implantar o conjunto fibra-eletrodo nos dois animais-piloto e realizar testes

preliminares do sistema de manipula¢ao optogenética em malha fechada.
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13 |ll: Métodos

13.1 Sujeitos experimentais

Para fazer os experimentos-piloto de inibi¢ao cortical com optogenética em malha
fechada, foram utilizados 2 ratos Wistar machos adultos (identificagdes R22 e R23). Am-
bos ja haviam passado pelo teste de memoria espacial no labirinto de Barnes e, naquela
ocasiao, fizeram parte do grupo controle. Os animais foram mantidos no biotério de expe-
rimentagao do LANEC sob um ciclo claro/escuro com alternancia a cada 12 horas (inicio
do ciclo claro as 7h), além de receberem agua e ragao balanceada ad libitum durante todo
o periodo de permanéncia no biotério. As condigoes em que foram acomodados e mantidos
(caracteristicas da caixa, temperatura do ambiente e handling) sao as mesmas descritas

na se¢ao 8.1 da Parte II.

13.2 Protocolo experimental

As etapas do protocolo experimental ao qual os animais foram submetidos estao
ilustradas na Figura 32. Os animais R22 e R23 foram submetidos a cirurgia estereotéxica
para infusdo do vetor viral no mesmo dia (D0, 9 de fevereiro de 2024) e pesavam 380
g e 410 g, respectivamente. Em seguida, passaram por uma nova cirurgia estereotaxica
para implante da fibra éptica e dos eletrodos de registro nos dias D46 (R22) e D49 (R23).
Nos dias D53 (R22) e D55 (R23) foram realizados os registros de teste do sistema, que
duraram cerca de 1h30 cada, e que incluiram o acionamento automatico e em tempo real
do estimulo luminoso para inibi¢ao cortical logo apds a deteccao de ripples. Ja nos dias
D83 e D96, respectivamente, os animais R22 e R23 foram eutanasiados e tiveram seus
encéfalos extraidos, fixados e conservados, conforme o protocolo descrito na secao 8.3 da
Parte II.

13.3 Cirurgia estereotaxica

Os 2 animais de teste foram submetidos ao procedimento de cirurgia estereotéxica
em dois momentos distintos com as seguintes finalidades: 1) infusdo do vetor viral contendo
os genes da opsina inibitéria e 2) implantagao da fibra éptica e dos eletrodos de registro

eletrofisiologico.
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Figura 32 — Protocolo experimental. Os animais R22 e R23 foram submetidos a duas
cirurgias estereotdxicas em momentos distintos para, primeiro, injetar o vetor viral no
mPFC e, depois, realizar o implante intracraniano da fibra éptica e dos eletrodos. Cerca
de 1 semana depois foram realizados os registros de teste do sistema com deteccao de
ripples em tempo real seguida da ativagao do estimulo luminoso para inibir os neuronios
do mPFC. A dltima etapa foi a de extragao dos encéfalos para, posteriormente, verificar
a expressao da opsina no cortex.

;[} ® 1,1’1 g/ )>:
c- = -

virus implant test recording brain
injection surgery and opto. stim. extraction

R22

R23

Fonte: elaborada pelo autor com imagens de biorender.com.

13.3.1 Cirurgia para infusdo do vetor viral

Os procedimentos iniciais da cirurgia para infusao do vetor viral foram idénticos
aos da cirurgia para implante de eletrodos descrita na secao 8.2 da Parte II. Em resumo,
apés a indugao anestésica com cetamina e xilazina, foram realizadas a fixacao da cabeca do
animal no aparelho estereotéxico, a incisao préxima da linha medial do cranio, a remocao

de tecido conjuntivo e o nivelamento do cranio.

Especificamente em relagao a essa cirurgia, foi realizada apenas uma craniotomia
para a infusdao unilateral do vetor viral na regiao pré-limbica do mPFC, nas coordena-
das AP = +3,0, ML = -0,5, DV = -3,5 mm relativas ao Bregma. Foi injetado 1 nL do
constructo AAV5-CamKII-ArchT-GFP (> 7 x 10" vg/mL; AddGene) a uma taxa de
0,1 pL/min por meio de uma micropipeta de vidro acoplada a uma bomba de infusao
automatica (MICRO2T, World Precision Instruments). Antes da infusao do vetor viral,
a extremidade da micropipeta foi inserida até 0,1 mm abaixo do alvo (DV = -3,6 mm) e
mantida por 30 s para a criacdo de uma cavidade de acomodacao da solugao viral. Apos
o retorno da micropipeta para a coordenada-alvo e a infusao do constructo viral, a micro-
pipeta foi mantida imével por 8 minutos para permitir a difusdo da solugao antes de ser
lentamente removida. Ao término da cirurgia, a pele sobre o cranio do animal foi suturada
e foram aplicadas solucao salina por via subcutanea, pentabiotico por via intramuscular e

anti-inflamatorio por via subcutanea, de forma idéntica a descrita na secao 8.2.2 da Parte
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IT.

13.3.2 Cirurgia para implante da fibra dptica e dos eletrodos de registro

A cirurgia de implante da fibra optica e dos eletrodos seguiu os mesmos passos
descritos na secao 8.2 da Parte II, com excecao da quantidade de craniotomias realizadas
e do tipo de elemento de transdugao/atuagao inserido. Como ilustrado na Figura 33A, as
craniotomias feitas nesta cirurgia tiveram como alvos a regiao pré-limbica do mPFC (AP
= 43,0, ML = -0,5, DV = -3,5 mm), para inser¢ao do conjunto fibra-eletrodo, e a regiao
de CA1 do hipocampo (AP = -54, ML = -4,6, DV = -2,3 mm), para colocagdo de um
estereotrodo de tungsténio do tipo par trancado (fios individuais com didmetro de 76,2
pm sem revestimento e 114,3 pm com revestimento; distancia de 500 pm entre eles; A-M
Systems, EUA). Foram feitas outras 5 craniotomias para fixagdo de parafusos no crénio,
sendo 2 no osso occipital, para aterramento e referéncia, e 3 nos ossos parietal, para suporte
da estrutura do conector. O conjunto fibra-eletrodo inserido no mPFC é composto por uma
fibra éptica de 300 pm acoplada a um estereotrodo de tungsténio semelhante ao inserido
em CA1 (fios individuais com didmetro de 50,8 pm sem revestimento e 101,6 pm com
revestimento). O eletrodo foi acoplado a fibra de modo que um dos canais foi posicionado
acima da extremidade da fibra e o outro abaixo (ver Figura 35B). Adicionalmente, um

eletrodo para registro de EMG foi colocado sobre o musculo nucal do animal.

13.4 Arquitetura de hardware e software

Os componentes de hardware e software que constituem o sistema de manipulacao
optogenética em malha fechada sao, em grande parte, os mesmos utilizados na Parte II
deste trabalho para a perturbacao de ripples. A diferenca se dé na porcao final da malha,
em que o estimulador e o isolador 6ptico foram substituidos por um Arduino UNO e
um driver de LED (T-Cube, Thorlabs; Figura 33B). O Arduino recebe o comando do
Pulse Pal via entrada de interrupcao e dispara um pulso monofésico na entrada do driver,
ajustado para gerar a corrente nominal de alimentacdo do LED acoplado a fibra 6ptica do
implante. A presenca do Arduino no sistema permite a introdugao de um atraso varidvel
e controlado entre o comando do Pulse Pal e a aplicagdo do estimulo optogenético. Essa
funcionalidade sera de grande importancia em experimentos futuros que busquem isolar os
efeitos da inibi¢ao em si, aplicando-a apds as ripples mas em janelas de tempo posteriores

a ocorréncia dos eventos corticais delta e spindle.

13.5 Imageamento de fluorescéncia

Antes de realizar o imageamento de fluorescéncia para verificar a expressao de

ArchT, os encéfalos dos animais R22 e R23 foram extraidos apds perfusao intracardiaca
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Figura 33 — Sistema para registro e manipulacdo optogenética em malha fechada. (A)
Figura ilustrativa do posicionamento dos eletrodos de registro (mPFC, CA1 e EMG) e da
fibra 6ptica (mPFC). A deteccao de ripples em CA1 dispara um comando para a inibigao
optogenética no mPFC. (B) Elementos de hardware e software que compoem o sistema
em malha fechada.
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Fonte: elaborada pelo autor com imagens de diversas fontes:
https://stock.adobe.com /search?k=rat+drawing&asset id=180482892; open-ephys.org;
www.a-msystems.com/t-grass_stimulators.aspx; intantech.com; biorender.com.

de solugao de PFA, fixados e conservados de maneira idéntica a descrita na secao 8.3 da
Parte II. Os encéfalos foram entao seccionados a -20 °C em fatias de 50 pm de espessura
no criostato do Ntcleo de Neurociéncias ICB/UFMG. Em seguida, as fatias foram trans-
feridas para laminas previamente gelatinizadas e sobre elas foi aplicada uma solucao de
DAPI (dilui¢ao 1:25000) para marcagao dos nicleos dos neuronios. Apds 10 minutos de
contato da solucao de DAPI com as fatias, as laminas foram lavadas por imersao em PBS

(2x, 5 minutos cada) antes de serem fechadas e armazenadas a -20 °C.

As laminas ja prontas foram levadas ao CAPI (ICB/UFMG) para a realizacdo
do imageamento de fluorescéncia com um microscopio confocal LSM 880 da ZEISS. As
imagens objetivaram a identificacdo das marcacoes de DAPI e de GFP. Porém, uma
avaliacao inicial das imagens revelou que nao houve marcacao adequada com DAPI e, por

isso, apenas as imagens de GFP foram consideradas nas anélises.
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14 1llI: Resultados e analises

14.1 Construcao do implante para registro eletrofisiolégico e ma-

nipulacao optogenética

14.1.1 Materiais e custos

Os materiais e equipamentos necessarios para a construcao do implante de fibra
6ptica (sem os eletrodos de tungsténio para registro), assim como os respectivos custos
aproximados e os enderecos eletronicos dos websites de fornecedores, estao indicados nas
Tabelas 11 e 12. Enquanto o preco de um modelo comercial semelhante! fica préximo de
R$ 830,76 reais (150,00 USD, cotagao de 23 de setembro de 2024, transporte e impostos
nao inclusos), cada unidade do implante descrito neste trabalho custa cerca de R$ 75,52
(Tabela 11). Esse custo unitério desconsidera os montantes despendidos com a aquisi¢ao
de equipamentos para a preparacao das fibras e para a medi¢do da poténcia luminosa,
que somam por volta de R$ 19.477,59, mas que j& estavam disponiveis no LANEC ou em
laboratérios parceiros. Ainda assim, as despesas com a aquisicao dos equipamentos sao

compensadas caso sejam produzidas mais do que 24 unidades do implante.

Tabela 11 — Materiais de consumo e equipamentos necessarios para a construcao do im-
plante de fibra dptica. Pregos obtidos no dia 22/09/2024. Unid. = unidade.

ID Material /Equip. Referéncia Prego (RS) Prego Unid. (R$)
1 Fibra 6ptica 300 pym (10 m) FT300UMT 26,03 0,52
2 Ferrule para fibra de 300 pm (10) CF340-10 689,37 68,94
3 Adesivo éptico UV NOAS81 44770 4,48
4 Led SMD verde (100) 2835 Verde K2488 63,31 0,63
5 Adesivo opaco UNO Preto 77,32 0,77
6 Fio 28 AWG (100 m) - 62,03 0,06
7 Estanho para solda - 12,28 0,12

Total (unid.): 75,52

8 Medidor de poténcia luminosa PM120VA 17.699,77 -
9 Desencapador de fibra T16S31 872,19 -
10 Ponteira p/ clivagem de fibra S90C 905,63 -

Total: 19.477,59

Fonte: elaborada pelo autor.

L Doric Lenses; Single LED+Fiberoptic Cannula, LFC_525_400/430-0.66_ 6mm
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Tabela 12 — Enderecos eletronicos dos websites de fornecedores dos componentes para a
construcao do implante de fibra éptica.

ID Link

1 https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=FT300UMT

2 https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=CF340-10

3 https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=NOA81

4 https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-1193868276-100-
pecas-led-alto-brilho-led-05w-3v-2835-verde-k2488-_ JM

5 https://www.crifix.com.br/shopping/cola/pegatanke-epoxi-super-
cola-alta-temperatura-preta-branco
6 https://www.malhadeprata.com.br/cabos-rolos/cabinho-flexivel-
estanhado-0-10mm-tiaflex-rolo-100m
7 https://www.usinainfo.com.br/estanho-para-solda/estanho-para-

solda-fio-10mm-6337-22g-cobix-8293.html
8  https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=PM120VA
9 https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=T16S31
10 https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=S90C

Fonte: elaborada pelo autor.

14.1.2 Preparacdo da fibra 6ptica

A fibra 6ptica é formada por 1) um niicleo de silica altamente transparente, por
onde a luz é conduzida, 2) uma casca com indice de refragao ligeiramente inferior ao do
nicleo, que o reveste e impede o escape da luz, e 3) uma capa polimérica protetora (Figura
34A). A fibra usada neste trabalho foi a FT300UMT (Thorlabs; multimodo, didmetro
do nucleo = 300 + 6 pm, didmetro com casca = 325 4+ 10 pm, abertura numérica =
0,39). O primeiro passo consiste em remover a capa protetora azul da fibra com uma
ferramenta desencapadora (Figura 34B). E importante que as dimensoes da ferramenta
sejam adequadas ao diametro da fibra para evitar danos a casca. Por exemplo, fibras com
o diametro maior que o da ferramenta desencapadora podem sofrer arranhoes na casca

que prejudicarao a condugao eficiente da luz.

O processo seguinte é um dos mais importantes: trata-se da clivagem da fibra, que
consiste em “cortd-la” em um segmento mais curto, de modo que a extremidade cortada
da fibra apresente uma superficie totalmente plana, sem irregularidades nem fragmentos
de silica, e perpendicular ao eixo do comprimento da fibra (Figura 34C). Para isso, a fibra
desencapada ¢é afixada em uma superficie sélida e plana (de vidro ou metal, por exemplo)
por meio de uma fita adesiva. Enquanto a fibra é puxada, faz-se necessario aplicar uma
leve pressao com a caneta de clivagem até que a fibra se parta. Se a pressao aplicada
for maior que a ideal, a fibra serda quebrada em vez de clivada e a superficie resultante
apresentara irregularidades que diminuirao a qualidade de condugao da luz. Esse processo
de clivagem pode ser feito tanto manualmente, conforme descrito neste paragrafo, quanto
por meio de equipamentos automaticos proprios para esse fim. Em todos os casos, o uso
de 6culos de protecao é indispensavel durante toda esta etapa. As extremidades das fibras

clivadas podem ser inspecionadas por meio de uma lupa.
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Figura 34 — Preparacao dos componentes para a construcao do implante de registro
eletrofisiolégico e manipulagdo optogenética. (A) Composigao da fibra éptica. O nticleo
transparente de silica é envolto por uma casca de silica modificada (TECS, Technology
Enhanced Clad Silica; Thorlabs) com indice de refracao ligeiramente menor. Todo o con-
junto é protegido por uma capa polimérica azul. (B) Ferramenta desencapadora de fibra.
(C) Clivagem da fibra a esquerda e alguns possiveis resultados na coluna da direita. A
superficie da extremidade da fibra deve ser plana, transparente, perpendicular ao eixo do
comprimento da fibra e sem irregularidades. (D) Ferrule desbastado (em cima) e com
ranhuras que facilitam a adesao e fixagao da resina acrilica (embaixo). As setas vermelhas
indicam os locais dos entalhes. (E) Inser¢ao da fibra no ferrule. Ao final, a ponta da fibra
deve estar totalmente alinhada com a superficie do ferrule. (F) Resultado da soldagem
dos fios de alimentacao no LED.
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Fonte: (A) adaptada de thorlabs.com; (B-F) elaborada pelo autor.

Usualmente, na construgao de implantes intracranianos com fibra éptica, apenas
uma das extremidades da fibra é clivada. Essa extremidade é inserida no cérebro do
animal, enquanto que a outra ¢é acoplada ao ferrule e polida com filmes abrasivos de graos
sucessivamente mais finos (por exemplo, 5 ym, 3 pm, 1 pm e 0,3 pm). A extremidade

polida é entao conectada a fonte de luz por meio de um cabo de fibra 6ptica. Entretanto,
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no caso do implante abordado neste trabalho, em que o LED é acoplado diretamente sobre
a superficie do ferrule, é desejavel que a fibra seja capaz de captar e conduzir a maior
quantidade possivel de fotons. As restrigcoes de tamanho, dissipacao de calor e poténcia
do LED impostas pela propria estrutura do implante demandam um aproveitamento
maximo da luz gerada por ele, e mesmo uma extremidade de fibra bem polida pode ser
menos eficiente se comparada a uma ponta clivada. Portanto, para este implante, ambas
as extremidades da fibra foram clivadas. O comprimento final aproximado da fibra foi

calculado por:
C' = DV + 1 (espessura do crdnio) + 2 (espago para resina acrilica) + F'L,

em que C é o comprimento da fibra, DV é a coordenada no eixo dorso-ventral da regiao-

alvo e FIL é o comprimento do ferrule, totalizando 17 mm.

14.1.3 Preparacao do ferrule

Neste trabalho foram utilizados ferrules inteiros de ceramica do modelo CF340-
10 (Thorlabs; didmetro do furo = 340 pum, didmetro do ferrule = 2,5 mm, comprimento
= 10,5 mm). E desejavel, quando possivel, que o excesso de material do ferrule seja
removido antes da insercao da fibra e da fixacao do LED, tornando-o mais leve, curto e
menos espesso. Isso resultara na economia de espago na superficie do cranio e na reducao
do peso final do implante. O desbaste e o corte de ferrules de aco inoxidavel podem ser
realizados com uma micro retifica e recomenda-se que, ao final do processo, pequenas
ranhuras sejam feitas na superficie lateral do ferrule para que a adesao da resina acrilica
e a fixagdo do ferrule no cranio sejam reforgadas (Figura 34D). No caso de ferrules de
ceramica, a remocao de material e a confeccao de ranhuras sao mais dificeis e devem ser

feitas com ferramentas de ponta diamantada.

14.1.4 Insercao da fibra no ferrule

O passo seguinte consiste na insercao da fibra no ferrule. Ela ¢é feita pela extre-
midade do ferrule que possui o furo de maior didmetro. E importante que a fibra seja
encaixada com cuidado para que nao haja danos nas extremidades ja clivadas. Apos a
insercao dos primeiros milimetros de fibra, uma pequena quantidade de epdxi é colocada
na entrada do ferrule, em contato com a fibra, para que o segmento restante a ser inserido
possa aderir internamente ao canal do ferrule. Ao término da insercdo, a extremidade da
fibra que atingiu o lado oposto do ferrule (o que estara em contato com o LED) é ajustada

para ficar no mesmo nivel que a superficie do ferrule (Figura 34E).

Se um instrumento de inspecao de fibra optica estiver disponivel, é possivel usa-lo
para verificar a superficie da fibra apds o tempo de secagem do epdxi. Ela deve possuir um

formato arredondado e uma superficie limpa e transparente, sem nenhum tipo de irregula-
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ridade ou material que possa prejudicar a condugao da luz. A luz emitida pelo instrumento
de inspecao e que sai pela outra extremidade da fibra deve apresentar uma area circular
bem definida. Essa inspecao preliminar do formato da luz de saida fornece uma ideia da
qualidade da clivagem e, caso se constate que a area é irregular, é recomendével descartar

o conjunto fibra-ferrule em questao.

14.1.5 Preparacao e posicionamento do LED

Com a fibra ja inserida no ferrule, a proxima etapa é a de posicionamento e fixacao
do LED na superficie do ferrule. O modelo utilizado é o LED 2835 verde K2488 (0,5 W de
poténcia, 150 mA de alimentacao, comprimento de onda de 520-530 nm, fluxo luminoso
de 40-45 Im, dimensoes: 2,8 x 3,5 mm), cuja fonte de emissao de luz é concentrada em
um pequeno ponto. Antes disso, é necessario soldar nos terminais do LED os dois fios
de alimentagao (Figura 34F). E recomendado que os fios sejam soldados verticalmente
para economizar espago nas laterais do implante. Na outra extremidade dos fios devem

ser soldados os conectores que se encaixarao no cabo de alimentacao do LED.

Depois que os fios de alimentacao sao soldados, o LED é entao posicionado sobre
a superficie do ferrule. O objetivo é encontrar a posicao que maximiza a poténcia da luz
na saida da ponta da fibra, para entao fixa-lo no ferrule com epdxi opticamente transpa-
rente. Para esta etapa, sao necessarios um aparelho estereotaxico, um driver de LED, um
medidor de poténcia luminosa e um amperimetro. O driver é usado para ligar o LED e o
amperimetro para medir a corrente elétrica que passa por ele. A corrente fornecida pelo
driver deve ser ajustada de modo que nao seja nem muito alta, evitando a queima do
LED e a geracao excessiva de calor, nem muito baixa, para que nao comprometa a faixa
de medigao de poténcia no momento do posicionamento do LED. O valor utilizado neste
trabalho foi de cerca de 70% da corrente nominal do LED (~100 mA).

O conjunto fibra-ferrule deve ser preso a alguma estrutura que o mantenha imaével
e estavel (Figura 35A). Além disso, a extremidade da fibra que serd inserida no cérebro
do animal deve ser posicionada logo acima da superficie sensivel do sensor de poténcia
luminosa. E desejével a instalacdo de um anteparo que impeca que a luz emitida pelo LED
alcance o sensor de poténcia por outro meio que nao seja a fibra éptica. Em seguida, o LED
deve ser preso ao braco do aparelho estereotaxico e posicionado bem préximo da superficie
do ferrule, quase a tocando. Com o LED e o medidor de poténcia luminosa ligados, as
coordenadas da posi¢cao do LED nos eixos ML e AP devem ser ajustadas até que a poténcia
méaxima seja obtida. Uma vez encontrada, o LED deve ser erguido (movimento no eixo
DV) para a colocagao de uma pequena quantidade de epdxi opticamente transparente na
superficie do ferrule. Por fim, o LED ¢é baixado novamente até tocar levemente no epdxi
e na superficie do ferrule, mantendo-se nas mesmas coordenadas nos eixos AP e ML. O

epOxi deve entdo ser curado (recomenda-se o epdxi de cura rapida por luz ultravioleta)
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Figura 35 — Posicionamento do LED sobre o ferrule e resultado final do implante. (A)
Estrutura montada para posicionamento do LED. O medidor de poténcia deve ficar logo
abaixo da extremidade da fibra que é inserida no cérebro do animal. O anteparo colocado
entre o LED e o medidor evita que o escape de luz por fora da fibra interfira na medicao.
O conjunto fibra-ferrule deve estar bem preso ao aparato, de modo que apenas o LED
se mova enquanto a posi¢do de méxima poténcia é encontrada. (B) Fixacao do eletrodo
de registro na fibra. (C) Resultado final do implante. A luz de saida deve apresentar um
formato circular e uniforme. A imagem a direita é a do implante utilizado no animal R22.

Fonte: elaborada pelo autor.

e o formato da luz de saida deve ser arredondado, como explicado na secao anterior. A

poténcia luminosa final na saida da fibra ficou proxima de 1,5 mW.

14.1.6 Fixacao do eletrodo na fibra optica

A fixacao dos eletrodos de registro na fibra 6ptica pode ser feita com epoxi de cura
por luz UV e refor¢ada por resina acrilica na base do ferrule (Figura 35B). Neste trabalho,
foi acoplado a fibra um estereotrodo com uma diferenca de aproximadamente 500 pm entre
as pontas dos eletrodos individuais de tungsténio (fios individuais com didmetro de 50,8
pm sem revestimento e 101,6 pm com revestimento; A-M Systems, EUA), de modo que
uma delas foi posicionada acima do plano de emissao de luz pela fibra e a outra abaixo

desse mesmo plano (Figura 35B).



Capitulo 14. III: Resultados e andlises 150

14.1.7 Finalizacao do implante com epéxi opaco

Por fim, a etapa de finalizagdo do implante consiste em revestir o LED com um
epoxi opaco. Isso evita que o vazamento de luz do LED favoreca o despertar do animal
durante o registro de sono ou sirva como estimulo interferente nos experimentos compor-
tamentais, desviando o foco atencional do animal durante a tarefa ou prejudicando outros
aspectos do experimento. A quantidade de epdxi aplicada deve ser a minima suficiente
para bloquear o escape de luz. O excesso de deposicao de epdxi resulta em um aumento
do volume do implante, reduzindo a area sobre o cranio disponivel para o implante de

outras fibras e eletrodos, por exemplo.

14.2 Experimentos preliminares de inibicao cortical em malha fe-

chada

Ainda que a maior parte dos componentes do sistema de registro e manipulacao
optogenética em malha fechada seja a mesma utilizada na Parte II, a substituicao de
alguns equipamentos justifica a realizagdo de uma nova verificacao antes de se prosseguir
com os experimentos principais. Para realizar a validacao do sistema, dois animais trans-
fectados com genes de ArchT no mPFC e implantados com fibra 6ptica na mesma regiao
foram registrados por cerca de 1h (animais R22 e R23; eletrodos de registro no mPFC e
em CA1). A opsina ArchT é uma bomba de prétons sensivel a luz e apresenta condugao
maxima de protons para fora da célula quando o comprimento de onda do estimulo lu-
minoso estd entre 550 e 600 nm (HAN et al., 2011). Durante o periodo de registro, um
estimulo 6ptico com duracgao de 1 s era aplicado automaticamente assim que uma ripple
era detectada. A Figura 36A apresenta um exemplo de registro que inclui um trecho de

aplicacao do estimulo luminoso apés um evento de ripple.

Pela Figura 36A é possivel constatar que o feixe de luz foi aplicado imediatamente
apoés a ripple, atestando que a inclusao do Arduino e do driver de LED no sistema néo re-
sultou em um atraso capaz de comprometer o tempo de atuagdo sobre os eventos corticais
subsequentes. Esse resultado ja era esperado, tendo em vista que o tempo para processa-
mento do comando de interrupgao no Arduino é da ordem de centenas de nanossegundos
(processador Atmel ATmega328, clock de 16 MHz) (ATMEL, 2015) e o tempo de aciona-
mento do driver de LED ¢é de algumas dezenas de microssegundos (THORLABS, 2023).
Ainda na mesma figura, os espectrogramas calculados sobre o LFP do mPFC indicam
os momentos em que hd maior poténcia na faixa de delta e de spindles (espectrogramas
obtidos com base no sinal filtrado nas faixas de 0,1-6 Hz e 8-22 Hz, respectivamente).
O aumento da poténcia nas respectivas bandas de frequéncia sdo apenas uma sugestao
inicial da presenca de eventos delta e spindle no registro em questao, que deve ser con-

firmada por andlises complementares que levem em consideragao os critérios descritos na
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Figura 36 — Experimento-piloto de inibi¢ao optogenética em malha fechada. (A) Exemplo
de deteccao de ripple seguida do acionamento do estimulo luminoso, que é conduzido
até o mPFC via fibra 6ptica intracraniana para inibicao optogenética (animal R22). Os
tracados do mPFC e de CA1 apresentados foram decimados até uma taxa de 1 kHz. Os
espectrogramas de delta e spindle foram criados com base no LFP do mPFC filtrado nas
faixas de 0,1-6 Hz e 8-22 Hz, respectivamente. A linha vertical tracejada indica o inicio
da aplicacao do estimulo luminoso. (B) Trechos de registro do mPFC nos animais R22 e
(C) R23. Os canais LFP1 e LFP2 correspondem, respectivamente, aos eletrodos acima e
abaixo da superficie da fibra. O sinal criado pela diferenca entre LFP1 e LFP2 e filtrado
na faixa de 300-5000 Hz, indicativo da MUA, é exibido abaixo do LFP2. Os instantes de
aplicacao do estimulo luminoso estao indicados pelas barras verdes.
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Fonte: elaborada pelo autor.

literatura para a correta identificacao desses eventos.

Dada a correta expressao da opsina inibitéria pelos neuronios excitatérios do
mPFC, uma importante verificacdo que deve ser feita para atestar o funcionamento da
técnica de optogenética ¢ a de redugao da atividade neuronal durante a incidéncia da luz.
Uma das formas de se prosseguir com essa verificagao ¢ por meio da andlise da atividade
multiunitaria (MUA; do inglés, multiunit activity). O registro de MUA contém assinatu-

ras extracelulares dos potenciais de acao individuais de neurdnios proximos do eletrodo
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de registro. Nos registros realizados, nao foi possivel verificar visualmente uma reducao
da MUA durante a incidéncia da luz (Figuras 36B e C). A principio, ndo houve queda na
taxa de disparos detectados no animal R22 e, em relagdo ao animal R23, uma aparente
relagdo sinal-ruido baixa parece ter impedido a detecgao global de potenciais de acao,
dificultando a avaliacao dos efeitos do estimulo luminoso sobre a atividade unitaria. No
entanto, sao necessarias analises quantitativas para confirmar ou refutar essas observacoes

iniciais.

14.3 Expressao de ArchT

Uma das verificagdes necessarias para se prosseguir com os experimentos principais
de manipulagao optogenética em malha fechada é a de expressao da opsina inibitoria nos
neurénios do mPFC. Para isso, os encéfalos dos animais transfectados com o virus foram
fatiados e levados ao CAPI-ICB/UFMG para a producao de imagens de fluorescéncia. O
constructo viral utilizado foi o AAV5-CamKII-ArchT-GFP, que ja inclui o cédigo para

expressao de uma proteina fluorescente (GFP) acoplada & opsina.

A Figura 37A apresenta imagens de duas se¢des de fatias do cérebro do animal
R22. E possivel identificar diversas estruturas axonais e diferentes pontos de aglomeracao
da opsina, indicando a expressao de GFP e de ArchT. Tal expressao foi mais acentuada
no hemisfério esquerdo, onde houve a transfeccao do virus e a implantagdo do conjunto
fibra~eletrodo, como mostram as Figuras 37B e C. As lesoes provocadas pela inser¢ao da

fibra e do eletrodo também sdo visiveis.

Pelas imagens da fatia do animal R22 (Figura 37B), nota-se que a expressao da
opsina se concentrou em uma area proxima da regiao-alvo, onde a fibra éptica e o eletrodo
foram inseridos, mas também se espalhou ao longo do eixo DV em direcao a por¢ao mais
ventral, préximo do limite que divide os dois hemisférios. No caso do animal R23 (Figura
37C) parece ter havido uma superexpressao de ArchT, mas ainda preferencialmente no
hemisfério-alvo. O que pode explicar esse excesso de expressao proteica e a diferenca entre
os dois animais sao os respectivos intervalos entre a cirurgia de infusdo do vetor viral e a
extracao dos encéfalos: para o animal R22, esse intervalo foi de 83 dias (09/02/2024 até
02/05/2024); no caso do animal R23, que apresentou superexpressao de ArchT, o intervalo
foi de 96 dias (09/02/2024 até 15/05/2024). Nesse ultimo caso, uma hipétese é a de que

o prolongamento do intervalo pode ter favorecido o acimulo de opsinas no tecido.
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Figura 37 — Imagem de fluorescéncia (GFP) de fatias dos encéfalos dos animais R22 e
R23 confirmando a expressao de ArchT. (A) Imagens de zoom da fatia do animal R22,
evidenciando a expressao de ArchT ao longo de estruturas axonais e em pontos especificos,
provavelmente préximo aos corpos celulares. (B) Fatias dos animais R22 e (C) R23, com
destaque para o local de insercao do conjunto fibra-eletrodo. R: hemisfério direito; L:

hemisfério esquerdo.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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15 |ll: Discussao

De maneira geral, os resultados desta Parte III atestam a expressao de ArchT
no mPFC, ainda que mais testes sejam necessarios para ajustar e padronizar o nivel de
expressao. Além disso, foi verificado o funcionamento do sistema de manipulagdo optoge-
nética em malha fechada, que é capaz de atuar em tempo habil para interferir nas redes
corticais apos a deteccao de ripples no hipocampo. Também esta contemplada nesta parte
uma descricao detalhada das etapas necessarias para a construgao do implante de fibra
Optica, que tem a particularidade de possuir a fonte emissora de luz acoplada ao pré-
prio implante e, por isso, simplifica e facilita a estimulacao optogenética em tarefas de
grande locomocao do animal e por periodos prolongados. Esses resultados pavimentam
o caminho para a execuc¢ao de experimentos futuros no laboratorio que busquem testar
uma parte importante da hipdtese condutora deste trabalho: a de que a perturbacao cor-
tical da comunicag¢ao hipocampo-cértex durante o sono gera prejuizo na consolidagao de

memoria.

Um ponto que ainda deve ser verificado de forma mais criteriosa é a capacidade
do estimulo luminoso de gerar a inibicdo dos neurénios do mPFC. Pelos testes prelimi-
nares com o registro de MUA do animal R22 (Figura 36B) e considerando que o sinal de
fato apresenta potenciais de a¢do em sua composicao, nao ha reducao visivel da taxa de
disparos durante a incidéncia da luz, como foi observado, por exemplo, no trabalho de
Gilmartin et al. (2013). Uma das razdes possiveis seria a expressao reduzida da opsina no
momento em que os registros foram realizados. Ainda que a expressao tenha sido confir-
mada pelas imagens de fluorescéncia, elas indicam a presenca de opsina 30 dias apds o
teste de inibicdo, que foi quando houve a extracao e fixacao do encéfalo do animal R22.
Portanto, o retrato da expressao fornecido pelas imagens de fluorescéncia pode nao repre-
sentar bem as condigoes presentes no instante do teste. Esses resultados, em conjunto com
a aparente superexpressao da opsina no animal R23, indicam a necessidade de readequar
o cronograma experimental de modo a considerar os intervalos 6timos entre a infusdo do

vetor viral, a execucado dos experimentos de inibicao e a extragdo dos encéfalos.

Outro fator que pode ter impedido a reducao de disparos no mPFC é a poténcia do
estimulo luminoso na extremidade da fibra, que pode ter ficado abaixo do que é suficiente
para elicitar uma fotoinibicao significativa. Nos implantes construidos neste trabalho, a
poténcia medida foi de cerca de 1,5 mW (irradidncia aproximada de 5,3 mW /mm? calcu-
lada em web.stanford.edu/group/dlab/cgi-bin/graph/chart.php; Aravanis et al. (2007)).
Em alguns artigos que fizeram o uso da mesma opsina e conseguiram uma redugdo na
taxa de spikes, a poténcia medida variou consideravelmente: de 1 a 18 mW (STEFANIK
et al., 2013; VEN et al., 2016; BABL; RUMMELL; SIGURDSSON, 2019; LAFFERTY
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BRITT, 2020; VOGEL et al., 2022; DHAWAN et al., 2023). Porém, no trabalho de Babl,
Rummell e Sigurdsson (2019), os pesquisadores testaram diferentes intensidades de esti-
mulo luminoso (0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 16 mW na extremidade da fibra dptica) e reportam
uma inibi¢do de quase metade dos neurénios a partir de 1 mW, atingindo um nivel quase
assintético de 50% de reducao na taxa de disparos ja em 2 mW. Também no trabalho de
Jiang et al. (2017), os autores reportam inibigdo com 1 mW utilizando Arch, uma opsina

menos sensivel que sua sucessora ArchT.

Apesar da hipotese inicial de que o valor de poténcia luminosa utilizado neste
trabalho tenha ficado abaixo do suficiente para gerar fotoinibi¢ao, alguns dos trabalhos
citados anteriormente indicam que é possivel inibir uma parcela relevante dos neuronios
com poténcias a partir de ImW. Mesmo assim, sabendo que o volume de tecido cerebral
sob influéncia da luz e o alcance da inibicado aumentam a medida que a poténcia também
aumenta, uma sugestao para os implantes futuros é a utilizagdo de LEDs de mais alta
poténcia. Existem modelos disponiveis no mercado que possuem as mesmas dimensoes do
LED utilizado neste trabalho, mas que oferecem maior poténcia luminosa'. OQutras carac-
teristicas dos componentes do implante, tais como o comprimento de onda do estimulo
luminoso (mais inserido no espectro amarelo/ambar, préximo dos 590 nm) e as especifica-
¢oes da fibra 6ptica (dimensoes e abertura numérica), também podem ser alteradas com

a finalidade de se obter uma fotoinibicado mais efetiva.

1 LED 2835 verde K2686 (1W de poténcia, 300-350 mA de alimentagdo, comprimento de onda de 520-525
nm, fluxo luminoso de 70-80 lm, dimensdes: 2,8 x 3,5 mm)
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16 Conclusoes gerais

A comunicacao entre o hipocampo e redes neocorticais tem, sem duvida, grande
relevancia na consolidagao de memorias declarativas durante o sono. Nesse didlogo entre
areas, a participacao das SWRs, assim como sua interagao com eventos oscilatérios corti-
cais, parece representar uma janela de oportunidade para que os processos de consolidacao
acontecam. O que este trabalho mostra é que os mecanismos de consolidacao mediados
por SWRs atuam na formagao de memoria espacial do labirinto de Barnes. A interrupgao
de tais atividades oscilatorias durante o sono pés-aprendizado indica alteragoes na for-
macao de memoria remota, mas nao recente. Mais especificamente, em comparagao com
o grupo controle, os animais submetidos a perturbacao de ripples exploraram menos o
quadrante-alvo (regido do escape) apenas no teste realizado 12 dias apés o fim da etapa
de aprendizado (D16, na cronologia do protocolo experimental). Além disso, foram reve-
ladas alteragoes na dinamica de exploragao do labirinto na sessao do dia D16 que indicam
um possivel prejuizo de memoria. Este é o primeiro trabalho a mostrar que os efeitos da
interrupcao seletiva de ripples durante o sono sao percebidos varios dias depois do periodo

de aprendizado, mas nao quando avaliados ap6s 24 horas (D5).

Para realizar os experimentos que forneceram tais evidéncias, foi necessario cons-
truir uma infraestrutura de hardware e software para registro eletrofisiologico e estimu-
lagdo em malha fechada. Uma importante parte dessa construcao foi o desenvolvimento
de um moédulo de deteccao de SWRs integrado a interface do sistema de aquisicio Open
Ephys. O plugin desenvolvido, por ser capaz de detectar SWRs em tempo hébil, viabili-
zou os experimentos de intervencao na atividade neural enquanto esses eventos oscilatérios
ainda aconteciam. A publicacao do plugin e sua posterior incorporagao na interface nativa
do Open Ephys representam um avanco no esforco de contribuir para a reprodutibilidade
dos experimentos baseados na deteccao online de SWRs. Por fim, os experimentos-piloto
com optogenética abrem caminho para avaliar, em trabalhos futuros do laboratério, a
relevancia da interagao entre SWRs, ondas delta e spindles na consolidagao de memorias

durante o sono.
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17 Limitacoes do trabalho

As alteragoes comportamentais observadas na sessao do dia D16 no labirinto de
Barnes parecem representar, de fato, um efeito do protocolo de perturbacao de ripples.
Entretanto, ha que se ter cautela ao afirmar que houve um prejuizo inequivoco da memo-
ria remota em comparacao com o grupo controle, especialmente quando é tomado como
referéncia apenas o tempo despendido no quadrante-alvo. Mesmo que tenha havido dife-
renca entre os grupos, o grupo controle nao permaneceu mais do que 25% do tempo no
quadrante-alvo, o que indica auséncia de preferéncia pelo local do escape e de formacao
de memoria. Em relacdo ao nimero de head dips, é dificil estabelecer um nivel de acaso,
mas nao houve exploracao preferencial das saidas do quadrante-alvo em relacao aos de-
mais, também apesar da diferenca entre os grupos. O que parece revelar um resquicio de
memoria no grupo controle é a dinamica de exploragao ao longo da sessao do dia D16:
os animais comecam por explorar preferencialmente as saidas do quadrante-alvo e, ao
constatarem a inexisténcia do escape, ampliam a busca em outras se¢oes do labirinto.
Além disso, a permanéncia do tempo de exploracao desse quadrante em 25% ao longo
de toda a sessao pode indicar uma insisténcia em encontrar o escape, contrastando com
o comportamento dos animais do grupo experimental. Ainda assim, outras métricas de
desempenho na sessao de teste, tais como a estratégia utilizada até o encontro do antigo
local do escape, o nimero de erros e a laténcia, podem contribuir para uma anélise mais
completa do comportamento do animal e ajudar na elucidagdo dos efeitos provocados pela

interrupc¢ao das ripples na formacao de memoria.

Outro ponto diz respeito a etapa da formagao de meméria (aquisi¢ao, consolidagao
ou evocagao) efetivamente prejudicada pela perturbacao desses eventos. Conforme mos-
tra o trabalho de Norimoto et al. (2018), a interrup¢ao de ripples antes do aprendizado
prejudica a renormalizacao dos pesos sinapticos e gera prejuizo na formagao de memoria,
muito provavelmente por saturar as redes e impedir que a aquisi¢ao de novas informacoes
ocorra eficientemente. Esses resultados estao alinhados com a SHY. No caso do presente
trabalho, é dificil determinar se a interrupg¢ao prejudicou, de fato, a potenciacao sinaptica
na via hipocampo-cortex e a consolidagao durante o sono pés-aprendizado, ou a redu-
cao global das forgas sindpticas e a aquisi¢ao/evocacao no dia seguinte. Alteragdes no
protocolo utilizado ou o emprego de outros testes comportamentais sao necessarios para

identificar os efeitos da interrupc¢ao de ripples em cada uma dessas etapas isoladamente.

Por fim, e ainda em relagdo aos experimentos com o BM, as alteragoes compor-
tamentais observadas no grupo experimental tém como referéncia um grupo controle nao
implantado e, portanto, nao submetido a estimulagao elétrica. Todos esses fatores — ci-

rurgia, implante e estimulo elétrico — atuam como varidveis nao controladas no desenho
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experimental e podem contribuir para uma interpretacao equivocada dos resultados. A
realizacao de um grupo controle que também receba os estimulos na comissura, mas apli-
cados com um certo atraso apés as SWRs, permitira diferenciar o efeito da interrupgao
das ripples, durante as quais ha o processo de replay neuronal, daquele que possa ser o
do estimulo elétrico em si. Além disso, iguala os possiveis efeitos causados pelo implante

e pelo procedimento de cirurgia estereotaxica.
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18 Sugestoes de trabalhos futuros

Mesmo que este trabalho fornega evidéncias importantes acerca dos mecanismos
de consolidagdo de meméria durante o sono, existe ainda muito espaco para tornar mais
robustos os resultados encontrados. Nesse sentido, e conforme discutido na segao 10.4
da Parte II, uma das primeiras providéncias seria aumentar o tamanho amostral para
reduzir a variabilidade e melhorar a confiabilidade dos testes estatisticos. Outro ponto
importante, que também foi discutido na mesma secdo, trata da inclusao de experimentos
controle. Além do grupo com aplicacao do estimulo fora do intervalo de ocorréncia das
ripples, dois outros importantes sao o sham, composto por animais implantados que nao
recebem estimulo elétrico, e um grupo controle negativo de aprendizado espacial no BM.
O grupo sham permitira a caracterizagao eletrofisiolégica do sono pés-aprendizado sem
qualquer tipo de estimulo elétrico. Ja o outro grupo seria exposto a variacées do protocolo
experimental em que a localizagao do escape nao permaneceria constante entre as sessoes.
A ideia é avaliar o provavel uso de estratégias alternativas que nao se apoiem na memoria
espacial. Além disso, como apontado no trabalho de Beraldo (2024), a realizacio desse
experimento se justifica, inclusive, pela possibilidade de distinguir as alteracgoes eletrofi-
siologicas que sao resultado do aprendizado espacial daquelas que emergem apenas pela

simples exposicao ao labirinto, em condig¢oes que nao promovam o aprendizado.

Ainda com os dados coletados neste trabalho, diversas andlises complementares
podem ser feitas para melhor investigar a interacao entre hipocampo e mPFC na consoli-
dacdo da memoria durante o sono. E vélido lembrar que, apesar de ndo ter sido utilizado
neste trabalho, o LFP do mPFC também foi registrado. As andlises poderiam comecar,
por exemplo, pela caracterizagao da ocorréncia de eventos delta e spindle no mPFC, tanto
de forma isolada quanto em associacao temporal com SWRs. Além disso, outras medidas
de conectividade entre hipocampo e mPFC, tais como coeréncia espectral e causalidade
de Granger, poderiam trazer mais pistas sobre o funcionamento e a relevancia da relagao

entre essas areas na consolidagdo durante o sono.

Sao varios os estudos que apontam a importancia do sono REM para os proces-
sos de consolidacao. Serd que, de algum modo, as caracteristicas oscilatorias dessa fase
do sono foram afetadas com a interrupcao das SWRs em NREM? Haveria algum meca-
nismo compensatério via oscilagoes teta, por exemplo, que estivesse correlacionado com
o desempenho individual dos animais na tarefa? Analises complementares que busquem
contribuir para a elucidagao de questoes desse tipo também podem ser realizadas a partir

dos dados coletados neste trabalho.

Por fim, uma das principais frentes de continuidade deste trabalho sao os experi-

mentos de perturbacao do mPFC durante eventos de delta e spindle sincronizados com as
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SWRs hipocampais. Para isso, um dos requisitos é a validacao da inibicao optogenética
com o implante descrito na Parte I1I. Se a sincronia entre ripple, delta e spindle representa,
de fato, uma janela de oportunidade para a estabilizacao de representacoes de memoria
nas redes corticais, é esperado que a interferéncia seletiva e localizada em tais redes gere

prejuizo na consolidacdo durante o sono.
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APENDICE A - Figura 38

Figura 38 — Correlagao entre indicadores de desempenho da aquisi¢ao (D4) e o tempo
despendido no quadrante-alvo na etapa de teste (D16). Pontos pretos: animais controle;
pontos vermelhos: animais perturbacao de ripples. As retas continuas correspondem a um
modelo de regressao linear dos dados e as curvas pontilhadas indicam o erro.

Acquisition D4 vs time in the target quadrant D16 (entire probe trial)
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APENDICE B - Figura 39

Figura 39 — Correlagao entre indicadores de desempenho da aquisi¢ao (D4) e o niimero de
visitas a buracos do quadrante-alvo na etapa de teste (D16). Pontos pretos: animais con-
trole; pontos vermelhos: animais perturbacao de ripples. As retas continuas correspondem
a um modelo de regressao linear dos dados e as curvas pontilhadas indicam o erro.

Acquisition D4 vs head dips in the target quadrante D16 (entire probe trial)
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elaborada pelo autor.
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