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“Monograms on the brain

Decide what's working and what's moved on
To the last phase”
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Resumo

O Hipocampo € uma estrutura altamente relacionada a formacao e resgate da
memoria. A neurofisiologia aponta grandes evidéncias para existéncia de uma
segregacao espaco temporal de microcircuitos nessa regido e um dinamismo
quanto a atividade regido por eventos de plasticidade sinaptica. A partir da
neurobiologia computacional, é possivel combinar parametros eletrofisiolégicos
e anatdbmicos a estudos comportamentais e modelos matematicos capazes de
elucidar novos caminhos em busca do conhecimento do funcionamento do
cérebro. Em nosso trabalho nos baseamos na hipotese de segregacdo de
microcircuitos da regido CAl1 do Hipocampo para procurar diferencas na
susceptibilidade de vias a se potencializarem frente a estimulacdo de alta
frequéncia. Encontramos padrfes de geracdo de LTP que sugerem uma
susceptibilidade intrinseca de potencializacdo da via ativada, quando
estimulamos em uma posicado fixa e registramos em posi¢cdo variada, que
independe de valores basais de fEPSP e da distancia da posicao de registro.
Ao aplicarmos trés estimulos tetanicos sequencias em intervalos de 15 minutos
nao encontramos padrfes plausiveis gque se encaixem em um cenario
homogéneo de populacdes neuronais. Futuras analises permitirdo estudar esse
fenbmeno, que a principio sugere uma possivel segregacao espaco-temporal
de vias, quanto a susceptibilidade de potencializacdo evocada por TBS na

regido dorsal de CA1 do Hipocampo.



Abstract

Hippocampus is highly correlated with memory formation and rescue.
Neurophysiogy shows great evidences for the existence of a spatio-temporal
segregation of microcircuits in this region a dynamism regarding its activity
dictated by synaptic plasticity events. By computational neurobiology, it is
possible to combine electrophysiological and anatomical partterns to behavioral
studies and mathematical models that are able to elucidate new directions on
the way for the knowledge of brain’s physiology. In our study we based on the
hypothesis of microcircuits segregation on CA1 region of Hippocampus to look
for differences in the susceptibility of microcircuits to potentiate in front of high
frequency stimulation. We found patterns of LTP that suggest an intrinsic
susceptibility of potentiation of the activated microcircuit, when we stimulate in a
fixed position and register in a varied position, that is independent of basal
values of fEPSP and the distance of the registration position. By three
consecutive tetanic stimuli, with 15 minutes intervals, we did not find plausible
patterns that fit into a homogeneous setting of neuronal populations. Future
analyzes will allow the study of this phenomenon, which at first suggests a
possible space-time segregation of microcircuits regarding its susceptibility of

potentiation evoked by TBS in the dorsal CA1 region of Hippocampus.
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1. Introducéo

1.1. O Hipocampo

O Hipocampo sempre foi uma das estruturadas preferidas de estudo entre
neurocientistas, principalmente por seu alto grau da organizagdo anatbmica,
que garante um estudo ideal de fisiologia sinaptica e funcionamento de
neurbnios e pela alta evidéncia de sua correlacdo com padrbes
comportamentais que envolvem principalmente eventos de memoria
(Shepherd, 1990).

Foi descrito pela primeira vez em 1587 pelo anatomista Aranitus em referéncia
ao que é denominado hoje como Giro Dentado. A traducdo do grego se refere
ao animal cavalo-marinho, e a uma criatura mitolégica grega metade cavalo e
metade sereia. O termo ‘Cornus Ammons’, do latim, chifre de Amon, referente
as subestruturas CA1, CA2, CA3 e CA4 do Hipocampo foi descrito pela
primeira vez em 1742 por Garengeot em referéncia ao deus egipicio Amon, “o
oculto”, a personificacdo dos ventos, representado como possuindo chifres de
carneiros (Walther, 2002)

Mas foi na década de 1950 que o Hipocampo teve sua popularidade
significativamente ampliada, apés o famoso caso do paciente H.M. Um caso
cirrgico de remocdo do Hipocampo e parte do Lobo temporal em um grande
esforco de se curar um quadro intratavel de epilepsia tirou desse paciente
também a capacidade de se formar novas memorias declarativas, entretanto a
memoria formada anteriormente a cirurgia ‘permaneceu intacta’ o que foi

considerado entdo um caso de amnesia anterégrada (Squire, 2009).

Em pequenos roedores, especialmente camundongos, utilizados em nosso
trabalho, o Hipocampo esta altamente envolvido com a memoria espaco-
temporal. Estudos de eletrofisiologia in vivo concomitante a testes
comportamentais de navegacdo sugerem uma especificidade de células

piramidais CA1 em disparar em locais especificos (Ahmed, 2007).



1.2. Anatomia e Conectividade

A Formacdo Hipocampal € uma estrutura componente do Sistema Limbico,
localizada no l6bulo temporal medial do Cérebro. E composta pelo Hipocampo,
Giro Dentado, Subiculum, Parasubiculum e Cortex Entorrinal. Internamente o
Hipocampo pode ser subdividido em quatro regides (CA1l, CA2, CA3, CA4).
Areas especificas dentro dessas sub-regides usualmente séo classificadas em
relacdo ao eixo sagital do Hipocampo, Dorsal ou Ventral, ou em relacdo a
proximidade com a regido conectada justaposta, como por exemplo CAl
proximal ou CA1 distal a CA3 (Andersen, 2007).

A maior fonte de abastecimento sindptico para o Hipocampo é o Cortex
Entorrinal. Esta estrtra € subdividida em relacdo ao eixo axial, como Cortex
Entorrinal Medial e Lateral e coronariamente em bandas dorsolateral,
intermediaria e ventromedial. As camadas mais superficiais recebem
informacdes do cértex, que sdo transmitidas para o Hipocampo, enquanto que
as informacdes provenientes do Hipocampo abastecem as camadas mais

profundas do Cértex Entorrinal.(Canto,2008).
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Figura 2 — O Hipocampo. llustracdo tridimensional da Formagdo Hipocampal, a esquerda,
retirada de Allen Mouse Brain, modificada. Esquema ilustrativo do loop conectivo entre CA3,
CA1 T: CA1 Temporal; CA1 S: CA1 Septal, Subiculo, DG: Giro Dentado e as camadas II, Il M:
Il Medial; Il L: 1l Lateral, V e VI do Cortex Entorrinal.



A circuitaria basica na Formacdo Hipocampal se conecta em um circuito
fechado em forma de loop. Entradas sinapticas provenientes de vias sensorias
abastecem o Coértex Entorrinal. Das camadas Il e Ill do Cortex Entorrina as
projecbes de Células Estreladas e Piramidais se conectam com Celulas
Granulares do Giro Dentado através de uma via chamada Perforant Path
(Steward, 1976). As Células Granulares do Giro Dentado projetam seus
axonios a regido CA3 em fibras denominadas como Mossy Fiber (Claiborne,
1986). Enquanto os axodnios das Células Piramidais de CA3 projetados ao
Stratum Radiatum e Stratum Oriens de CAl s&o chamados de Schaffer
Collateral (Shepherd, 1990). A maior parte dos axdnios de CAL se projeta ao
Subiculum e de la o fluxo de Inputs segue paras as camadas V e VI do Cortex
Entorrinal. No Cértex Entorrinal as camadas profundas se conectam as

camadas superficiais, fechando o loop (Kohler, 1986; Brown e Zador, 1990).
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Figura 2 — Loop do Hipocampo. Representacdo da conectividade em uma fatia do
Hipocampo dorsal. Em laranja o Giro Dentado (DG), Azul CA3, Rosa CA1, Roxo Subiculo (SB)
e verde as proje¢fes para o Cortex Entorrinal (EC). Sc: schaffer collarel; mf: mossy fiber. No
quadro a direita estdo mostradas as divisdes da camada CA1, SO: Stratum oriens, SP: Stratum
pyramidale, SR: Stratum radiatum, SLM: Stratum lacunosum-moleculare, em relagdo a um

neurdnio piramidal.



Obviamente a arquitetura eletrbnica na Formacdo Hipocampal ndo é tao
simples como descrita acima. Outputs excitatorias se comunicam com as
estruturas adjacentes ao Hipocampo a partir de todas as sub-regibes
supracitadas, e se comunicam dento do Hipocampo, ndo exclusivamente
transversalmente, mas também seguindo o eixo sagital. (Swason, 1978, Yang,
2014)

Existe também uma extensa malha inibitéria exercida por pelo menos 13 tipos
de interneurdnios dispostos heteregoeneamente em todo o Hipocampo,
classificados a partir de marcadores de membrana e diferenciados pelo modo
como seus dendritos e axdnios se projetam (Somogyi, 2005). Na regido de CAl
os interneurénios mais bem caracterizados sédo as Basket cells, que formam
sinapses inibitérias com os dendritos e corpos celulares dos neurdnios
piramidais e recebem inputs excitatérias dessas mesmas células, mediando
inibicdo feedforward e feedback (Brown e Zador, 1990). Apesar da quantidade
relativamente pequena de interneurbnios, sua conectividade inibitéria é
essencial para regular os aspectos de operagdo, fluxo de informacdo e
oscilagao de toda a rede hipocampal (Sik, 1995).

O foco desse trabalho se concentra nas sinapses CA3-CAl de Schaffer
Collateral no Stratum Radiatum. A regido de CAL1 é dividida em Stratum Oriens
onde se projetam os dendritos basais e 0s axonios dos neurdnios piramidais;
Stratum Pyramidale,a camada de corpo celular; Stratum Radiatum e Stratum
lacunosum-moleculare onde se projeta a arvore dendritica apical dos neurdnios
piramidais (Cajal, 1911).



1.3. Memoria e Navegacdao Espacial

Em 2014 John O’Kefee, May-Britt e Edvard Moser dividiram o Prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia pela descoberta das Place e Grid cells na formacéo
hipocampal a partir de estudos de eletrofisiologia in vivo concomitante a testes
comportamentais de navegacdo. Um grande avanco no entendimento de
memoéria espacial e redes neurais. Place cells no Hipocampo CAl sédo
neurdnios piramidais cuja frequéncia de disparo se altera especificamente
guando um roedor em navegagao passa por um determinado ponto do espaco.
As demais células piramidais, que ndo possuem essa especificidade em
responder a navegacao, sdo chamadas entdo de Silent cells. (Ahmed, 2007).
Mais de dois tercos das células piramidais de CA1 ndo possuem place fields,
ou seja, ndo disparam enquanto um roedor navega, € por iSso S&o

consideradas silenciosas (Thompson, 1989).

Neurénios que codificam informacédo espacial na formagéo hipocampal também
podem ser classificadas como Head direction cells, que disparam quando o
individuo encara uma direcao particular (Taube, 1990) e Border cells que
responde a regides de bordas e barreiras de um ambiente fechado (Hartley,
2013).

As Grid cells descritas por Moser estdo no Cortex Entorrinal e também
respondem a lugares especificos, mas diferentemente das Place cells de CA1,
disparam em mais de um lugar. S&o chamadas de Grid pois sua
susceptibilidade de ativacdo em resposta a navegacédo se dispdem em forma
de grade, formando triangulos equilateros ao longo da superficie do ambiente
(Moser, 2015). Evidéncias sugerem que as Grid cells no Coértex Entorrinal
medial sdo as principais fontes de inputs para as Place cells no Hipocampo
(Solstad, 2007).



B A é;‘
: u
Farl

Q)
s

Figura 3 - Place e Grid Cells. Padrdo em grade triangular da relacado de disparo de uma Grid
cell observada por eletrofisiologia in vivo, de um roedor em movimento, a esquerda. Padréo de
disparo de Grid e Place cells (pontos vermelhos), em relagéo a trajetdria (tracos pretos), direita
acima, e mapa de codificacdo para estas células, mostrando em cores quentes alta atividade e

cores frias baixa atividade (Moser, 2015).

by

A soma dos inputs a regido CAl, e o balanco entre inibicdo e excitagao,
determina se uma célula funciona como Place cell ou permanece silenciosa. A
regido de CA1 mais préxima a CA3 recebe maior parte de inputs da camada |l
do Cortex Entorrinal Medial, formado por uma combinacédo entre Grid cells e
Head direction cells, enquanto a regido mais distante de CA3 recebe maior
parte dos inputs da camada Il do Cértex Entorrinal Lateral, uma regido com
pouca codificacao espacial descrita. Ndo coincidentemente, 0 maior nimero de
Place cells de CAl esta na regido dorsal, enquanto a regido ventral apresenta
place fields de 4 a 5 vezes maiores que a parte dorsal (Ahmed, 2009). A
coativacdo via Cortex Entorrinal e CA3 aumenta a taxa de despolarizacao
dendritica em CAL, em relacéo a ativacéo via sinapse unitaria, levando a maior
probabilidade de geracdo de potenciais de agbes dendiriticos, prevenindo a
taxa de filtragem dendritica e diminuindo a chance de inibicdo desses sinais via
inputs inibitérios concomitantes, levando assim a um aumento na probabilidade
dessa despolarizacao elétrica da membrana dendritica se propagar ao corpo
celular do neur6nio piramadial CA1 e eventualmente engatilhar o disparo de um

potencial de acao axonal (Jarsky, 2005).



A modulacao da atividade destes neurénios codificadores de memdria espacial,
em curtas e longas escalas temporais esta relacionada a eventos de
plasticidade sinaptica e metaplasticidade. Como por exemplo a diminuicdo
observada no tamanho de place fields com o tempo de exposi¢cdo de um animal
ao ambiente e o aumento na taxa de disparo de place cells nos primeiros

momentos de exposi¢cao de um animal aguele place field (Ahmed, 2009).

Interneurbnios também possuem place fields, com altas taxas de disparos e
ativacdo em quase todo o percurso de navegacgao (Wilent, 2007). A estimativa
de que a quantidade de sinapses inibitérias a CAl seja pelo menos o dobro
daqueles excitatorios leva ao entendimento de um regime inibitério dominante
nessa regido. E um regime inibitério dominante pode explicar o grande namero
de Silent cells e a quase nula taxa de dispara de um neurdnio piramidal fora de
seu place field (Ahmed, 2009).

Diferencas entre neurbnios piramidais de CAl dorsais e ventrais também
existem quanto a excitabilidade intrinseca. As células da regido ventral sdo
intrinsicamente mais excitaveis que na regido dorsal, devido a maior resisténcia
de entrada e a um potencial de repouso mais despolarizado observado no
corpo celular e nos dendritos apicais dos neurénios ventrais. Morfologicamente
0s neurdnios da regido dorsal apresentam uma maior superficie dendritica, o
gue pode afetar a diferenca desses parametros eletrofisiolégicos (Dougherty,

2012).



1.4. Ritmo

Andlises de Eletroencefalograma de roedores durante navegacao e exploracéo
espacial demonstram um padrao de oscilagdo em torno de 6~10 Hz, chamado
ritmo Theta, acoplado a uma oscilacdo mais rapida de frequéncia entre 30~90
Hz, Gamma, na regido CAl (Allen, 2016). Esse padrao € gerado principalmente
pela combinacéo de Inputs via Cértex Entorrinal, CA3 e por correntes de Ca?*
via canais dependentes de voltagem dos dendritos das células piramidais de
CA1 (Buzsaki, 2002).

Amplas evidéncias sugerem o0 envolvimento de interneurbnios no
processamento fasico do ritmo de oscilagdo hipocampal. Por exemplo, na
camada de células piramidais esses neurbnios disparam na fase descendente
da onda Theta e consequentemente sugeridos como responsaveis pela
magnificacdo da onda Gamma dessa fase (Bragin, 1995). Entretanto existem
diversas populagdes de interneurdnios espalhadas pelas demais camadas da
regido CA1l que ndo atendem ao mesmo padrdo de ativacdo em relacdo a
oscilacdo na mesma rede, e provavelmente estdo atribuidos a outras funcdes
(Klausberger, 2008)
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Figura 4 — Relagao espaco-temporal de células piramidais e interneurénios. Diferentes
padrdes de conectividade entre as subpopulagfes de interneurénios em CALl com células
piramidais a esquerda. Taxa de disparo desses interneurdnios em relacao a oscilacéo tetanica,
histograma a direita (Klasuberger, 2008).



A amplitude e a fase da oscilacdo tetdnica se alteram de acordo com a
profundidade, atingindo amplitude méxima e frequéncia mais regular no
Stratum lacunosum-moleculare, entretanto ndo apresenta variacdo em relacao

ao eixo sagital do tecido (Buzsaki, 2002).

Uma place cell tende a disparar cada vez mais cedo dentro do ciclo de
oscilagdo tetanica, quando o animal entra no place field desta célula. Este
processamento fasico quanto ao tempo do disparo € capaz de gerar um codigo

temporal em funcéo da posicédo do animal no ambiente (Ahmed, 2009).

Acredita-se que o ritmo tetanico seja um mecanismo ideal para sinalizar a
plasticidade sinaptica capaz de unir temporalmente a despolarizacdo pés-
sinaptica nos dendritos das células piramidais de CA1 com os potencias de

acdo que invadem esses dendritos retrogadamente (Buzséaki, 2002).

Dessa forma protocolos de estimulacdo de alta frequéncia utilizados para
inducdo de potencializagdo sinptica na regido de CA1 mimetizam a frequéncia
de oscilacdo endbgena tetanica, estimulos repetidos em alta frequéncia (100
Hz) agrupados e separados entre si em frequéncia menor (5 Hz) e de
experimentos relatam que estes protocolos sdo mais efetivos na inducéo de

potencializacdo de longa duracdo em CAl(Larson, 2015).



1.5. Plasticidade Sinéaptica

A mais de um século atras, neurofisiologistas comecavam a estudar coativacéo
de processos cerebrais, definidos como atividade sindptica, para explicar
fendmenos de aprendizagem associativa (James, 1890; Tanzi, 1893). O
conceito de “Plasticidade sinaptica” surgiu em 1928, quando Wood-Jones e
Portens propuseram uma hipotese biofisica de plasticidade baseada na
“‘diminuicdo da resisténcia entre conexdes fibrosas” que facilitaria a
transmisséo de impulsos nervosos e estaria correlacionada com o aprendizado
(Wood-Jones e Portens, 1928). Em 1949 Hebb elaborou a hipdtese que
possivelmente desencadearia esse fortalecimento, baseada em alteracGes
metabdlicas nas células pré e pos- sinapticas, que aumentariam a eficicia da
célula pré-sinaptica desencadear o disparo na célula pés-sinaptica (Hebb,
1949).

De acordo com Hebb, a proposta para formacao e armazenamento de memaria
estaria baseada na duracdo da alteracdo desses padrdes sinapticos
desencadeados durante o aprendizado. Desde entdo, o avanco na
neurociéncia permitiu o desenvolvimento dessa hipétese de niveis qualitativos
a quantitativos, ao que é conhecido atualmente como mecanismo sinaptico
Hebbiano (Brown,1990).

1.6. Potencializacdo de Longa Duracéo - LTP

Em 1973, Bliss e Lomo relataram pela primeira vez um fenbmeno de
potencializacdo sinaptica induzida por estimulacdo elétrica em alta frequéncia,
no Giro dentado, regido do encéfalo ja conhecida por participar na formacéo da
memoria. Esse evento foi denominado de “Potencializacdo de Longa Duracao”,
abreviado em inglés como LTP (Bliss, 1973). A relativa facilidade
eletrofisiolégica, capacidade de manipulacdo, e gigantesca capacidade de
correlagcado desse tipo de experimentagdo com outros tipos de experimentos,
tais como estudos comportamentais e farmacoldgicos, tornaram a LTP uma

ferramenta muito popular entre os neurocientistas.
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Andlises a fundo quanto a Potencializacdo sinaptica induzida por estimulo de
alta frequéncia corroboram a teoria de plasticidade sinaptica proposta por
Hebb. Com o passar dos anos estudos de LTP se expandiram a todo encéfalo,
mas sua popularidade continua a cerca da fisiologia sinaptica no Hipocampo, e
a busca da correlacdo desse tipo de evento com a aprendizagem e a memoria
(Nicoll, 2017).

1.7. LTP Biofisica e Bioquimica

Classicamente a Potencializacdo sinaptica entre CA3-CAl é descrita como
dependente de NMDAR (Receptor N-metil-D-aspartato), AMPAR (Receptor a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico), KAR (Receptor cainato), e
VGCC (Canais de calcio dependentes de voltagem) na membrana pdés-
sinaptica. NMDAR, AMPAR e KAR sdo receptores para glutamato

classicamente descritos com funcao ionotrépica. (Bliss, 2011).

NMDA também ¢é ativado por variagdo no potencial de membrana, como sao 0s
VGCC, porém por mecanismos distintos. No caso de receptores NMDA, sua
sensibilidade a voltagem é essencial para liberar Mg?* que ocupa o poro do
receptor NMDA enquanto a membrana plasméatica esta em um potencial de
repouso. Mg?* deve ser excluido do poro, coincidentemente a ligacdo do
glutamato ao receptor para que seja possivel o fluxo catiénico. Por isso, LTP
em Schaffer colaterals é usualmente descrita como um fenémeno associativo

quanto a atividade de NMDA.

A despolarizacdo necessaria capaz de liberar Mg?* de NMDAR é relativamente
forte, o que leva a crer em uma necessidade de ativagcdo concomitante de
varios axonios pré-sinapticos para que haja inducdo de LTP, por sua vez um

fendmeno descrito como cooperativo (Siegelbaum, Kandel; 2014).
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O Glutamato liberado pelo neurdnio pré-sinaptico, em um botdo sinaptico, se

liga a seus receptores supracitados, e desencadeia um influxo de cétions,

principalmente Ca?* e Na* na célula pés-sindptica. A entrada de carga positiva

para dentro da célula gera uma despolarizacdo da membrana plasmatica capaz

de ativar canais sensiveis a voltagem e intensificar esse influxo ibnico. O

influxo de Ca?*, por sua vez, é capaz de ativar cascatas de sinalizacdo

essenciais para a plasticidade sinaptica (Blaustein, 2012). Especificamente

para esse sistema a entrada de Ca?* via VGCC se da principalmente por

corrente do tipo-L (Westenbroek, 1990; Moosmang, 2005).

J Inward
@ current
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Transcription and/or

translation
“® for long-term
maintenance

Figura 4 — Sinalizacdo para a LTP em um bot8o sindptico. llustracdo de uma célula

piramidal a esquerda e ilustracdo da via classica simplificada da geracao de LTP a partir da

sinalizacdo por Ca?* via ativacdo de NMDAR e AMPAR.
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A curto prazo, Ca?* promove o trafego de receptores AMPA, de vesiculas
intracelulares, @ membrana plasmética. Esse aumento de disponibilidade de
receptores aumenta a resposta pdés-sinaptica a determinada quantidade de
neurotransmissor. Quanto a potencializacdo sinaptica de longa duracédo, séo
descritas varias vias secundarias de ativacdo genética, mRNA, e sintese de
novos receptores, e dendritogénese via sinalizagdo de Ca?*, por calpaina,

CamKIl, PKC e tirosinas-quinase, por exemplo (Blaustein, 2012).

Existem também grandes indicios de que potenciais de acdo dendriticos
participem nessa regulacédo da flutuacdo do potencial de membrana dendritica
e regulem o fluxo de carga, via NMDA e VGCC, e sinalizacao intracelular
(Bono, 2017).

Como nosso trabalho se restringe a andlise dessa variagdo de potencial
extracelular pés-singptico, ndo entramos a fundo nas vias bioquimicas da LTP,
tanto quanto no participacdo pré-sinaptica desse tipo de evento apesar de
diversos trabalhos mostrarem o papel pré-sindptico da LTP (Madison, 1991;
Hardingham, 2013) e das cascatas de sinalizacdo para desencadeamento e

manutenc¢ao deste tipo de potencializacéo (Briz, 2016; Baudry, 2015)

1.8. Arquitetura eletronica no Hipocampo CAl

Apesar da maioria dos estudos farmacoldgicos e comportamentais combinados
com dados eletrofisiolégicos considerarem a populacdo de células piramidais
na regido de CA1 como homogénea, o avanco na neurobiologia mostra cada
vez mais evidéncias da existéncia de uma segregacdo espacial e temporal
quanto a atividade biofisica desses neurbnios e o0s circuitos em que eles

integram.

Todas as informacdes citadas anteriormente, como segregacdo de
conectividade, disponibilidade heterogénea espaco-temporal de atividade de
interneurdnios, diferenca na capacidade de neurbnios em responder ou ndo a
navegacao espacial, sugerem que a formagao hipocampal ndo deve ser tratada

como um circuito Unico, mas como uma rede integrada de microcircuitos.
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Hebb ja havia postulado em 1949 a hipbétese de cell assemblies, onde
populacdes de neurdnios trabalham juntos na codificacdo e decodificacdo de
informacao através do sistema nervoso. Essa propriedade se baseia no fato de
um unico neurdnio estar mais susceptivel a erros na propagacao de informacéo
a partir de falhas no disparo de potenciais de agéo. Atribuir essa informacéo a
atividade elétrica de mais de um neurdnio reduz essa taxa de erro, uma vez
que a informacé&o é relativa agora a populacdo de neurbénios funcionando em

cooperacao (Hebb, 1949).

bY

Relativo & memoria esse conceito se expande as hipdteses de neuron
ensembles e engramas neurais, onde a memoria ndo possui sitios fixos e
unitarios de armazenamento, mas padrdes de conectividade baseados em
conjuntos de neurbnios e sinapses ao longo de diversas regibes do sistema
nervoso central, formando microcircuitos segregados e interconectados (Poo,
2016). Essa clusterizacdo espacial e concomitante da atividade elétrica de
neurénios individuais pode ser observada no Hipocampo a partir de estudos
opticos de fluorescéncia gerada por transiente de Ca?* ao longo de
experimentos comportamentais com abordagens focadas no estudo da
memoria (Cai, 2016).

Entretanto esse conceito ndo se restringe a abordagens cognitivas, novos
estudos baseados em modelagens computacionais sugerem a existéncia de
microcircuitos em sub-regides do Hipocampo, baseados em padrdes de
anatomia, conectividade e excitabilidade intrinseca, que sejam capazes de
fornecer informacdes sobre os papeis funcionais das diferentes familias de
neurbnios e interneurdnios no processamento de informacédo, plasticidade

sinaptica e oscilacdes de redes (Cutsuridis, 2009).
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Figura 5 — Modelo ilustrativo de um microcircuito em CA1l. Segregacdo de células
piramidais (preto), a partir dos diferentes padrdes de inibicdo exercidos pelos interneurénios
(cinza). AA: Axo-axonic cell, B: basket cell; BS: bistratified cell; OLM: oriens lacunosum-

moleculare cell (Cutsuridis, 2009).

A cerca da heterogeneidade populacional dos neurénios piramidais em CA1l, a
modelagem computacional sugere a existéncia de microcircuitos isolados
espaco-temporalmente por interneurbnios, capaz de gerar o padrdo de
oscilacdo tetanica a partir da adaptacdo na frequéncia de disparo de potenciais

de acao e recuperacgdo poés-inibitéria (Ferguson, 2017).

A atividade temporal de interneurdnios na modulag¢édo da plasticidade sinaptica
restrita a microcircuitos € evidente, por exemplo, em estudos de
potencializacdo de células unitarias por patch-clamp, como na chamada
plasticidade dependente do tempo de disparo ou de input (Spike timing-
dependent plasticity — STDP, Input timing-dependent plasticity - ITDP), onde o
nivel de potencializacdo é estipulado por um balanco LTP/LTD, dependente da
combinacgdo temporal, timing, entre o potencial de acdo pré e poés-sinaptico.

Neste sistema a janela de coincidéncia entre os spikes € controlada
diretamente por inibicdo via GABA (Leroy, 2017; Cutsuridis, 2009; Bono, 2017).

A existéncia de subdivisdes espaco-temporais de células piramidais promovida
por interneurdnios inibitérios permite a criacdo de modelos mais proximos da
realidade bioloégico em relagdo a modelos de rede artificiais e da novas
direcbes a compreensao do armazenamento fisiologico das diversas formas de

memorias atribuidas ao Hipocampo (Klausberger, 2008; Cutsuridis, 2010).
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2. Hipotese

Ha grande quantidade de evidéncias relatada na literatura que sugere uma
segregacao espaco-temporal em microcircuitos no hipocampo controlada pela
conectividade através de interneurdnios e por caracteristicas intrinsecas quanto

as propriedades eletrofisiologicas dos neurdnios piramidais.

Este cddigo de controle espaco temporal é aplicado ao estudo da geracéo e
modulacdo dos padrdes de oscilacdo do Hipocampo frente aos diversos
padrées comportamentais de um roedor. Também € utilizado para explicar
como células especificas a codificacao de localizacdo espacial no Hipocampo e
Cértex Entorrinal comunicam entre si de modo efetivo para formacdo da

memoria.

A dependéncia entre o balangco excitatorio/inibitério em CALl é evidente para
formacdo de formas singulares de plasticidade, restrita a analise de células
independentes, como em eventos de STDP e ITDP por exemplo, regido pela

comunicacao entre neurdnios piramidais e interneurdnios.

A formacdo da memoria e correlacdo desta com o ritmo de oscilagdo do
Hipocampo ndo se restringe apenas a conectividade, e dessa forma néo pode
ser explicada apenas pela disposicdo heterogénea de microcircuitos. Existe
também uma necessidade de dinamismo para o padrdo de conectividade entre
0S microcircuitos, capaz de gerar padrdes de segregacéo temporal na atividade
dos neurdnios hipocampais. Esse dinamica entre a conectividade é conferida a
partir de diversos eventos de plasticidade sinéptica, tanto aqueles que podem

levar a potencializagdo ou depresséao de uma sinapse.

by

Frente a essa evidente segregacdo de microcircuitos na regido de CAL,
diretamente relacionada ao ritmo de oscilagdo e a plasticidade sinaptica,
hipotetizamos haver também uma segregacdo de susceptibilidade de
potencializagdo sinaptica induzida por estimulo tetdnico em campo, a partir de
uma segregacao de vias regida possivelmente por padrées similares aqueles

gue controlam a segregacao de microcircuitos.
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3. Justificativa

Estudos de Potencializacdo de longa duracgéo induzida por estimulagcéo por alta
frequéncia e registrada por variacdo de potencial extracelular em campo
usualmente consideram como homogéneas as vias pré e poés-sinapticas
estudadas, o que confere uma alta variabilidade nas taxas de LTP obtidas em
regides hipoteticamente estaticas do hipocampo. Apesar de grande parte
destes trabalhos de LTP induzida por TBS ou HFS e registrada por fEPSP né&o
terem como o0 objetivo o estudo a cerca de micro-conectividade, mas sim de
testes farmacoldgicos e comportamentais, acreditamos ndo ser essa uma
forma fidedigna de se estudar potencializacdo sinaptica frente a grande
variabilidade que uma Unica fatia de uma regido do hipocampo pode apresentar

guanto a susceptibilidade de plasticidade em diferentes regides da mesma.

Neste trabalho buscamos estudar a existéncia de uma segregacao de vias
quanto a susceptibilidade de potencializagdo sinaptica frente a estimulacao
tetanica capaz de ser medida por registro de variacdo de potencial extracelular

em campo.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo Geral

Avaliar como a potencializacdo de longa duracédo induzida por estimulacéo
tetdnica e registrada por variacdo de potencial de campo excitatorio pos-
sinéptico pode variar em diferentes vias na regido CA1 de uma mesma fatia do

Hipocampo Dorsal.
4.2. Objetivo Especifico

Avaliar a LTP evocada por TBS em uma posicdo fixa de estimulacdo, e

diferentes posicOes de registro.

Avaliar a LTP evocada por TBS em uma posicao fixa de registro e diferentes

posicoes de estimulacao.
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5. Materiais e Métodos
5.1. Animais

Nesse trabalho foram usados 10 camundongos machos C57-BL6 com idade de
6 a 10 semanas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB -
UFMG. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) — Protocolo: 254/2017.

Os animais foram sacrificados por decaptacdo com anestesia previa imediata a
0,3mL de Isoflurano 100% (1mL/mL) — CRISTALIA. A anestesia foi aplicada por
inalacdo. Os animais foram contidos em uma caixa fechada (10x10x10cm)
onde o isoflurano foi gotejado. Foi esperado o tempo necessario para que o
animal desacordasse para a decaptacdo. Apés decaptacdo todo o encéfalo foi
retirado imerso na Solucéo Atrtificial Cerebral Espinhal (aCSF), Tabela 1, em

torno de 0°C e levado ao fatiador.

5.2. Fatias do Hipocampo

Foram usadas fatias de 0,4mm do Hipocampo dorsal, Bregma~-2mm,
ilustradas na Figura 6. A obtencéo das fatias se deu a partir do vibradtomo Leica
VT1000. Durante todo o processo o tecido foi mantido em aCSF a 0°C e
constantemente tamponado por borbulhac&o de carbogénio (95% COz2, 5% O2).
Apods o fatiamento foram separados os hemisférios e retirado a porcdo do
Cortex cerebral. As fatias foram entdo transferidas a camaras com aCSF a
35°C por 45 minutos e em seguida a temperatura ambiente (~25°C) por mais

45 minutos, e entdo levadas ao set-up de eletrofisiologia.

Esse procedimento é descrito rotineiramente na literatura como a melhor
maneira de se obter fatias provenientes do encéfalo para fins de estudos

eletrofisioldgicos (Bortolotto, 2001).
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Solugao artificial cerebral-espinhal — aCSF

Reagente Concentragao (mM)
NacCl 125
KCI 2,5
NaHCOs 25
NaH2PO4 1,25
CaClz 2
MgClz 1
Glicose 25
Myo-Inositol 3
Acido-ascorbico | 0,4
Piruvato 2

pH = 7,4 tamponado com 5% CO2

Tabela 1: Solucéo artificial cerebral-espinhal (aCSF)

Figura 6 - Fatia ilustrativa do encéfalo de camundongo em Bregma -2mm. Corte
histoldgico a esquerda e esquema representativo a direita de uma fatia coronal do encéfalo de
camundongo em Bregma: -2mm. Em verde claro, a regido do hipocampo utilizada em nosso
trabalho. HPF: Hippocampal formation; DG: Dentate gyrus; CA1, 2, 3: Cornus ammons 1, 2, 3.

Imagem obtida de Allen Brain Maps.
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5.3. Eletrofisiologia
5.3.1. Set-up

A aquisicdo dos dados se deu a partir de um set-up de eletrofisiologia
convencional, isolado eletricamente do exterior por uma gaiola de Faraday e
mecanicamente por uma mesa suspensa por nitrogénio. As fatias do
Hipocampo foram colocadas na camara de experimentacdo com um fluxo
constante de 3mL/min de aCSF, a 25°C, mantido por um sistema de
bombeamento Pump P-1 (Pharmacia Biotech) e de temperatura TC-324C

(Warner Instruments).

Para registro foram utilizados eletrodos de prata dentro de capilares de vidro
boro-silicato (World Precision Instruments), com resisténcia de 3MQ,

manipulada por um estirador PP-830 (Narishige).

Para estimulacdo elétrica foi utilizado um eletrodo bipolar concéntrico (FHC-
neuralMicrotargeting), a partir de um amplificador Axopatch 200 (Axon
Instruments), ligado & um estimulador Grass SD9 (Grass Instruments).
Utilizamos os softwares WCPv4.9.5 (Gentilmente cedido por John Dempster,
University of Strathclyde) e Clampfitv10.3 (Molecular Devices) para aquisicdo e
analise dos dados, respectivamente. Todos os experimentos foram realizados
em current-clamp. Foi utilizada uma camera DAGE-MTI para aquisicao de
imagens digitais. Para andlise os registros eletrofisiolégicos foram filtrados a

500 Hz, em uma frequéncia de amostragem de 41666,7 Hz.
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5.4. Estratégia experimental
5.4.1 Protocolos de estimulagcéo
5.4.1.1 Linha de base

Para analisar os efeitos da potencializacdo sinaptica comparamos os slopes
(dVv/dt) obtidos dos fEPSP antes e apds a estimulacao tetanica fazendo uma
linha de base de 30 sweeps obtidos por estimulacdo frequente a cada 30
segundos. Como a estimulacao tetanica induz uma alta variabilidade imediata
nos sinal pés-sinaptico, geralmente nos primeiros 5 minutos, nés consideramos

apenas os slopes apos estabilizacdo do sinal, apés 10 minutos.

A estipulacdo da voltagem de estimulacdo foi determinada a partir de uma
curva de crescimento do sinal em funcdo do crescimento do estimulo aplicado,

chamada aqui de curva de entrada e saida (Inward/Outward - 1/O).

A fim de minimizar a quantidade de vias ativas para estudarmos o fendmeno
em vias paralelas em uma mesma fatia, estipulamos um valor ideal percentual
em relacdo ao sinal maximo obtido na curva de entrada e saida, em torno de
30%. Esse valor correspondeu, em nosso sistema a uma estimulacdo em torno
de 20V, gerando um slope de -0,2mV/ms a 450 um do eletrodo de estimulacao,
e -0,5mV/ms a 150 pm.

5.4.1.2. Curva de entrada e saida — Inward/Outward - I/O

Acurva de entrada e saida foi realizada antes de cada experimento, a fim de se
determinar a resposta maxima obtida no slope em relagdo ao estimulo
aplicado. O protocolo de estimulagdo corresponde ao aumento gradual da

estimulacdo em 5V a cada 30 segundos a partir de 10V até 40V.
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5.4.1.3. Facilitagdo por pulso pareado — PPF

A facilitacdo por pulso pareado € considerada um fendmeno de plasticidade
singptica de curta duragdo, dependente da porgcdo pré-sinaptica. Conforme
usualmente descrito na literatura utilizamos pulsos pareados a 50ms (lto,
2012).

5.4.1.4. Estimulacao tetanica, Theta Burst Stimulation - TBS

Nesse trabalho utilizamos 3 grupos de 4 pulsos, como mostrado na Figura 7. A
voltagem utilizada para a estimulacdo foi a mesma utilizada para se medir o
sinal basal antes e depois do TBS, determinada previamente ao experimento a

partir da curva de entrada e saida, como descrito anteriormente.

100 Hz
1
5 Hz
zZ N
Y 7
>

L ms
10 ms
l |

200 ms

Figura 7 - Theta Burst Stimulation — TBS. 4 pulsos agrupados em bursts de estimula¢cido com
frequéncia intra-burst de 100 Hz e inter-burst de 5 Hz. Bursts foram repetidos 3 vezes.
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5.4.2. Andlise do Potencial Pés-sinaptico Excitatorio em Campo — fEPSP

Todos os resultados analisados nesse trabalho s&o baseados na velocidade de
decaimento referente a tensdo pos-sinaptica da curva de fEPSP. Essa analise
é feita a partir da derivada (mV/ms) da fase de ascensdo em sentido negativo
da curva. Por convencdo as rotinas de analise referente exclusivamente a
tensdo pos-sinaptica ndo compreendem amplitude do pico e integral da curva,
pois usualmente esta apresenta fase de ascensdo positiva, referente ao
potencial de acdo dendritico, independente da velocidade de decaimento inicial

ou da constante de decaimento da fase capacitiva final.

Um traco tipico de fEPSP como € observado no osciloscépio esta representado
na Figura 8. Esse padrédo de variagdo no potencial de campo apresenta
diversas fases, referentes aos diversos eventos biofisicos de membrana pos-

sindptica descritos a seguir.

N

mV

ms

Figura 8 - Traco tipico de um fEPSP. A: Fiber volley; B: Slope; C: Population spikes; D:

Decaimento capacitivo.
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A - Fiber volley: Essa primeira fase de hiperpolarizacdo em campo observada é
referente a potenciais de acao pré-sinapticos. Devido a sua pequena amplitude
e baixa razdo sinal x ruido, ndo é usualmente considerada em analises de
fEPSP. Entretanto esse sinal é util como parametro de qualidade da fatia.
Geralmente quanto maior for a razdo do fEPSP/Fiber volley mais saudavel esta
o tecido. (Abrahamsson, 2016).

B — Slope: Essa fase de hiperpolarizacdo negativa em campo é referente ao
balanco de influxo de carga positiva para dentro dos neurénios pés-sinapticos.
Principalmente Na* e Ca?* via AMPAR e NMDAR. Andlise dessa fase é feita a
partir da derivada da curva (Velocidade de decaimento — mV/ms) (Bortolotto,
2001).

C — Population Spike: Do inglés “Populagdo de potenciais de agado”. Essa
mudanca de fase na curva do fEPSP usualmente aparece em grandes sinais
de Hiperpolarizagdo em campo poés-sindptico, mas nao estd diretamente
relacionado a este. E referente aos potenciais de acdo dendriticos pos-
sinapticos, e pode ser facilmente distinguido dos potenciais de acéo pré-
sinapticos pela laténcia e pela modulacdo por facilitacdo sinaptica via

pareamento de estimulacdo (PPF) (Bortolotto, 2001).

D — Decaimento: Essa despolarizacéo final em campo corresponde a corrente
capacitva na membrana plasmatica, diretamente proporcional a
hiperpolarizacdo poés-sinaptica observada no Slope da fase B (Bortolotto,
2001).
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5.4.3. Experimentos

5.4.3.1. Protocolo para avaliar dispersdo da LTP com posicao fixa de

estimulacéao

Nesta primeira série de experimentos estipulamos uma posicdo fixa de
estimulacdo em uma fatia do hipocampo dorsal Bregma:~-2mm,
Interaural:~1,7mm, e 4 posi¢coes de registro equidistantes em relacdo ao
eletrodo de estimulo (+150pum; +300um; +450um; +600um). Como nao
contamos com mais de um amplificador, o registro nas 4 posicoes diferentes
nao pode ser concomitante. Assim, revezamos o eletrodo de registro em cada
uma das posi¢cdes sequencialmente antes e depois da estimulagéo pelo TBS. A
fim de minimizar o erro que a retirada e reinsercdo do eletrodo na fatia
pudessem apresentar, e 0 dano tecidual causado, minimizamos o nivel de
insergéo vertical do capilar no tecido e medimos 3 linhas de base de pelo
menos 5 minutos para cada posicdo intercalada, Figura 9. Desta forma
esperamos medir como a estimulacao por TBS poderia funcionar em regides
diferentes pos-sinapticas na mesma fatia do hipocampo. A fim de evitar
metaplasticidade, os protocolo de PPF e I/O foram minimizados e restringidos

apenas as posicdes 1 e 3 de registro.

Figura 9 - Algoritmo para experimento de estimulacéo fixa: /O + PPF para as posi¢fes 1 e

3; Linha de Base para as posicbes 1,2,3 e 4; TBS; Linha de Base para as posi¢ées 1,2,3 e 4;
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I/O + PPF para as posicdes 1,2,3 e 4. (Posicdo 1: 150um de distancia do estimulador; 2:
300pm; 3: 450um; 4: 600um).

5.4.3.2. Protocolo para avaliar dispersdo da LTP com posicao fixa de

registro

Para avaliar o nivel de potencializac&o sinaptica no que corresponderiam a vias
diferentes pré-sinapticas definimos uma posicao fixa de registro, inicialmente a
450 pum do estimulador, e em seguida reduzimos essa distancia para 150 pm,
movendo o estimulador no sentido do eletrodo de registro. E em um 3° passo

movemos novamente o estimulador, agora a posicao inicial.

Nesse experimento foram aplicados entdo 3 TBS sequenciais em duas
posicdes diferentes de estimulo e uma posicao fixa de registro. O primeiro TBS
a 450 pm, o segundo a 150 um, e o terceiro novamente a 450 um.
Comparamos entdo o nivel de potencializacdo gerado em cada posi¢do, por
cada TBS. Para o controle desse experimento aplicamos 3 TBS em posicéo
fixa de estimulo e registro em uma janela de tempo correspondente ao
experimento de troca de posi¢cdo de estimulo. Dessa forma procuramos avaliar
se vias pré-sinapticas paralelas poderiam estar segregadas por uma

susceptibilidade a potencializacdo induzida por estimulo de alta frequéncia.

Figura 10.

Figura 10 - Algoritmo para experimento de registro fixo: /O + PPF + Linha de Base na

posicdo de estimulo A (+450um); TBS; PPF + Linha de Base + PPF + 1/0. Avanco do eletrodo
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de estimulagdo para posicdo B (+150um); I/O + PPF + Linha de Base; TBS; PPF + Linha de
Base + PPF + 1/O. Volta do eletrodo de estimulacdo para posicdo A; /0 + PPF + Linha de
Base; TBS; PPF + Linha de Base + PPF + /0.

Figura 11 - Regido representativa do Hipocampo dorsal. Imagem micréscopica, aumento
4x, de uma fatia tipica utilizada em nossos experimentos, da regido de CA1l do hipocampo,
Bregma: -2mm. A esquerda eletrodo de estimulo na posicdo A. Na extrema direita capilar com
eletrodo de registro na posicdo 4. A e B correspondem as duas posicfes de estimulacdo
determinadas, e 1, 2, 3 e 4 correspondem as quatro posi¢des de registro (+0,15mm; +0,30mm;
+0,45mm; +0,60mm).
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5.4.4. Estatistica

Para analise estatistica e constru¢do dos graficos foram utilizados os softwares
GraphPad Prism 5 e SciDAVis. A comparacao entre duas popula¢cdes, quando

necesséria, foi realizada pelo teste-t student, pareado e ndo pareado.

Para determinacdo dos intervalos de confianca de 95% a partir do Coeficiente
de Pearson (r?) das regressées lineares foi utilizado a sequéncia de equacées
a seguir (Loftus, 1988):

Primeiramente o Coeficiente de Pearson é transformado no Coeficiente de
Fisher (2):

zZ = 0 51”,( ) Eq 1
) 1 ( " )

1
(n—3)

SE = (Eq.2)

Os intervalos de confianca de 95% para z sédo obtidos por:
1C(95%) = z + (1,96)(SD)  (Eq.3)
Entdo esses valores sao transformados novamente no Coeficiente de Pearson

(r) pelo inverso da Eq.1:

e?? —1

Para facilitar a visualizacdo dos resultados e evitar interpretacdes errbneas, 0s

dados obtidos nesse trabalho ndo foram normalizados, e os valores de Slope
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(dVv/dt) estéo relatados em funcdo modular e referenciados apenas por fEPSP.

Entretanto os valores reais da derivada dessa fase do fEPSP foram negativos.

6. Resultados
6.1. Potencializagdo com posicéao fixa de estimulacao
6.1.1.LTP

Inicialmente buscamos observar como a potencializacdo sinaptica evocada por
TBS acontece em quatro posi¢cdes equidistantes da posi¢do de estimulacéo (1=
+150pum; 2= +300um; 3= +450um e 4 = +600um), com posicao fixa de
estimulacdo. A analise do slope dos fEPSP nas quatro regides diferentes de
registro nos mostrou uma queda exponencial do sinal basal pds sinaptico a
medida que a posicao de registro se afasta da posicéo de estimulo, (constante
de decaimento A= 172 £ 56um). Na Figura 12 B estdo plotados tracos
representativos, como observado no osciloscopio para as quatro regides, antes

e depois da estimulac&o por TBS, em mV/ms.

Na Figura 12 C ilustramos o trecho de um scatter plot, do momento em que foi
aplicado o estimulo TBS. Pode se observar o aumento dos valores dos pontos
para cada regido, apos a estimulacao pelo TBS, nesse caso aplicado quando o
eletrodo de registro estava posicionado na posicdo 3. Esse grafico também
ilustra a janela temporal utilizada para estabilizacdo do sinal imediato apds o

TBS, para que entdo pudéssemos trocar a posi¢ao de registro.
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Figura 12 - Experimento com posicdo fixa de estimulagdo. A: Esquema ilustrativo do
experimento com posicao fixa de estimulagédo (A) e quatro posi¢cdes equidistantes de registro
(1, 2, 3 e 4). B: Tracos ilustrativos dos formatos dos fEPSP registrados nas quatro posi¢coes,
antes (a esquerda) e depois (a direita) da estimulacdo por TBS, dados sao mostrados em
mV/ms. Preto: Posicéo 1, Vermelho: 2, Verde: 3, Azul: 4. C: Scatter plot ilustrativo do valor dos
fEPSP, ao longo de um experimento ilustrativo com o momento em que foi aplicado aplicado o
TBS (seta preta), para as quatro posicdes de registro. Os fEPSP séo representados aqui em

valore absoluto de sua inclina¢cdo (mV/ms) em fungéo do tempo (s).

A andlise do fEPSP ap6s a estimulacdo por TBS nos mostrou que a taxa de
potencializagdo com posicdo fixa de estimulo foi equivalente nas quatro
regides. Isso significa, o nivel de potencializacdo observado na posicdo mais
préxima da estimulacdo é o mesmo, percentualmente, aquele nas demais

regides, independente dos valores de fEPSP basais de cada regido, Figura 13.

O estimulo por TBS néo alterou significantemente a constante de decaimento
espacial do sinal para o afastamento do registro em relacdo ao estimulo, como

€ mostrado na Figura 13 B.
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N&o observamos diferenca estatistica na taxa de potencializacdo nas quatro
regides diferentes, Figura 13 C, ao realizarmos teste-t comparando a taxa de

potencializacdo na regido 1 com cada uma das outras regides.
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Figura 13 - Decaimento do fEPSP pré e p6és TBS em func¢ado do espago. A: Valores (Média
+ erro padrdo) do fEPSP registrado nas quatro posi¢des de registro, antes (branco; 1: 0,48 +
0,18 mV/ms; 2: 0,22 £ 0,07 mV/ms; 3: 0,12 = 0,05 mV/ms; 4: 0,06 + 0,02mV/ms) e depois
(cinza; 1: 0,59 + 0,20 mV/ms; 2: 0,28 + 0,11mV/ms; 3: 0,15 + 0,06 mV/ms; 4: 0,08 *
0,04mV/ms) da estimulagdo por TBS. B: Decaimento mono-exponencial dos valores de fEPSP
para as quatro posicfes de registro antes (A= 183,6 um) e depois (A= 186,4 ym) da estimulagéo
por TBS. C: Ajuste de decaimento mono-exponencial do fEPSP individual para cada
experimento em funcdo do espaco (A), antes (azul) e depois (vermelho da estimulagédo por
TBS. D: Analise estatistica das médias + desvio padrao de A, antes (172,1 £ 55,58 um; branco)
e depois (172,4 + 56,41 um; cinza). Nao foi observada diferenca estatistica no teste-t (p>0,05)
E: Média + desvio padrdo do nivel de potencializacdo dada em percentual para cada posi¢éao
de registro (1: 23,48 + 13,14 %; 2: 28,05 + 37,15 %; 3: 20,38 + 20,68 %; 4: 28,14 + 15,87 %),

n=7. Nao foi observada diferenca estatistica no teste-t (p>0,05 entre todos 0s grupos).
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Analisamos também a taxa de decaimento do sinal entre as posicbes 1 e 2, e 3
e 4, o que corresponde a distancias equivalentes entre si, 150um, mas
diferentes em relacdo ao estimulador, Figura 14. Os valores médios de fEPSP
comparados entre 1 e 2; e 3 e 4, antes e depois do TBS estdo mostrados em A

e C respectivamente.

A analise da taxa de decaimento do sinal pelo espaco de 150um, obtida pela
médias das regressdes lineares entre os dois grupos de posi¢do ndo mostrou
diferenca estatistica no teste-t, frente a estimulagéo pelo TBS, Figura 14 B e D.
Essas analises ilustram as evidéncias anteriores de que a potencializacao por
TBS néo altera a taxa de decaimento de sinal em funcdo do espaco, e €

proporcional para as quatro diferentes posicfes de registro estudadas.
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Figura 14 - Taxa de decaimento do sinal de fEPSP em 150um. A: Média + desvio padréo
dos valores de fEPSP obtidos antes e depois do TBS para as posi¢fes 1 e 2, ajustados em
regresséo linear. B: Analise estatistica da média + desvio padrdo da taxa de decaimento do
sinal entre 1 e 2 antes (branco; -0,31 + 0,11) e depois (cinza; -0,36 + 0,05) da estimulacdo pelo
TBS. Nao ha diferenga estatistica obtida pelo teste-t (p>0,05). C: Média + desvio padrao dos
valores de fEPSP obtidos antes e depois do TBS para as posicbes 3 e 4, ajustados em
regresséao linear. D: Andlise estatistica da média + desvio padrdo da taxa de decaimento do
sinal entre 3 e 4 antes (branco; -0,33 + 0,15) e depois (cinza; -0,49 + 0,26) da estimulacdo pelo

TBS. Nao ha diferenca estatistica obtida pelo teste-t, n=5 (p>0,05).

33



6.1.2. Entrada e saida - I/O

Os resultados da secao anterior nos mostraram que a taxa de potencializacao
ndo varia de acordo a distancia em relacdo a posi¢cédo fixa de estimulacéo.
Como essa distancia implica em diferentes valores basais de fEPSP registrado,

inferimos também que essa taxa de potencializacdo € independente deste.

Para estudar os diferentes niveis possiveis de potencializacdo causados por
diferentes valores de fEPSP basais em uma posicdo fixa de registro,
estudamos alteracbes provocadas pelo TBS nas curvas de entrada e saida

antes e depois da estimulacao.

Para construir a curva de entrada e saida (Inward/Outward — 1/0O) aplicamos 7
estimulos separados por intervalos de 30 segundos com crescimento gradual
de 5V, a partir de 10V até 40V, como descrito anteriormente na metodologia.
Como foi feito nos experimentos para PPR, restringimos essa analise as
posicdes 1 e 3, e a estimulacdo maxima utilizada a 40V, a fim de evitar
metaplasticidade (Bortolotto, 2001). Essa curva foi construida antes e depois

da estimulacao por TBS e estd comparada na Figura 15.

Na Figura 15 A é mostrada a regressdo néo linear da média + desvio padrao
dos valores de fEPSP registrados na posicédo 1 (Ver Figura 1 A) em relacdo a
intensidade de estimulacdo antes e depois da aplicacdo do TBS. Em B esta

mostrada a regressao linear para os fEPSP registrados na posicao 3.

Observamos que o crescimento do slope do fEPSP em funcédo do estimulo
segue uma funcao exponencial na posicdo 1, que saturam com alta intensidade
de estimulacdo, enquanto que na posicdo 3 a funcdo de crescimento € linear.
Essa diferenca se deve provavelmente a dependéncia de inputs mais altos na
posicdo 3 (+450um), os quais nao foram utilizados aqui para que pudéssemos

observar a mesma fungao de crescimento de sinal em 1 (+150um).
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Figura 15 - Curva de entrada e saida — 1/0. A: Relacdo do fEPSP vs. voltagem de
estimulacdo para a posicdo 1 em média = desvio padrdo. Ajuste mono-exponencial
representado pela linha sélida (Pre TBS, r>= 0,36; Pos TBS, r?= 0,44). B: Valores absolutos de
slope plotados contra de voltagem e estimulacdo para a posi¢do 3. Fit para regresséo linear
(Pre TBS, r2= 0,38; Pos TBS, r2= 0,43). C: Andlise estatistica entre as médias + desvio padrédo
das constantes de decaimento exponencial das curvas de I/O antes (branco; 18,90 £ 9,41 V) e
depois (cinza; 17,64 + 7,41 V) do TBS para a posicdo 1. Ndo ha diferenca estatistica no teste-t
(p>0,005). D: Andlise estatistica entre as médias + desvio padrao da inclinacdo dada em dV/dt
obtida através da regresséo linear das curvas de 1/O para a posi¢do 3, antes (branco; 0,05 +
0,08 mV/V) e depois (cinza; 0,01 + 0,01 mV/V) da estimulagdo por TBS. Ndo héa diferenca

estatistica no teste-t, n=5 (P>0,05).

A andlise entre as médias + desvio padrédo das constantes de decaimento das
curvas de I/0O antes e depois da estimulacdo por TBS, registrados na posicéo 1,
ndo mostrou diferenca estatistica significativa no teste-t, Figura 15 C. Assim
como também ndo observamos diferenca estatistica entre as médias + desvio
padrao da inclinagcéo das retas de crescimento das curvas de I/O registradas na
posicdo 3, antes e depois do TBS, Figura 15 D. Podemos concluir, a partir
desses dados, que o percentual de potencializacdo por TBS causado nas
curvas de 1/0 foi igual para as diferentes tensdes de estimulagdes,
corroborando o resultado anterior de que a taxa de potencializacdo em uma

posicéo fixa de estimulacéo independe do valor basal de seu fEPSP.
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6.1.3. Facilitacdo por pulso pareado - PPF

A facilitacdo por pulso pareado foi obtida como descreve a literatura para este
tipo de experimentacdo no hipocampo, a partir de dois pulsos pareados com
mesma tensdo de estimulagdo, separados por um intervalo de 50ms (Ito,
2012). A facilitacdo por pulso pareado (PPF) estudada aqui foi obtida pela
razdo entre os valores do fEPSP do segundo (fEPSP2) e primeiro (fEPSP1)
pulso (PPR), a partir da equacéo:

_ fEPSP2

PPF =————
FEPSP1

Tracos tipicos de facilitacdo de fEPSP registrados nas posicdes 1 e 3 estédo

ilustrados na Figura 16 A e B.
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Figura 16 - Facilitacdo por pulso pareado — PPF. A e B: Tracos ilustrativos da facilitacdo
observada antes de estimulacdo por TBS na posigdo 1 e 3, respectivamente. C: Média + desvio
padrdo da razdo de facilitagdo (PPF) por pareamento de pulso nas posi¢cdes 1 e 3, antes (Pré)
e depois (P6s) do TBS (1-Pré: 1,60 £ 0,15; 1-Pos: 1,66 + 0,19; 3-Pre: 1,99 £ 0,34; 3 —Po6s: 1,93
+ 0,35), posicdo 1, n=5, posicao 3 n= 7. Foi observada diferenca estatistica no teste-t apenas
entre as posi¢des 1 e 3 antes do TBS, (p=0,0266). D: Andlise individual de PPF para a posi¢éao
1, antes (Pré) e depois (Pds) do TBS. E: Andlise individual de PPR para a posi¢édo 3, antes e
depois do TBS.
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A analise estatistica através do teste-t mostrou nédo haver diferenca na média
de facilitagdo por pulso pareado tanto na posi¢ao 1, quanto na posicdo 3, antes
e depois do TBS. Entretanto observamos uma diferenca de facilitacdo entre
essas duas posi¢coes antes da aplicacdo do estimulo.

A andlise individual da facilitacdo antes e depois da estimulagdo por TBS nos
mostra uma heterogeneidade para os experimentos, Figura 16 D e E.
Encontramos razbes de facilitagdo por pareamento de pulso que foram
amplificadas ou reduzidas pelo estimulo TBS, nas duas posi¢des de registro.
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6.2. Potencializagdo com posicéao fixa de registro
6.2.1.LTP

Nesta série de experimentos estudamos como a potencializacdo poderia variar
em posicOes diferentes de estimulacdo, o que representariam vias preé-
sinpticas segregadas, e uma posicao fixa de registro, a partir de um protocolo

descrito previamente na se¢cédo de metodologia.

Para isso medimos a taxa de potencializacdo gerada através de 3
estimulacdes sequenciais por TBS em intervalos de 15 minutos (12 estimulacéo
a 450 um do eletrodo de registro, posicao de estimulo A1; 22 estimulacédo a 150

pum, posicao B; 32 estimulacéo a 450 um, posicao A2), Figura 17.

A Figura 17 mostra em A o esquema ilustrativo desse experimento, tracos
ilustrativos de fEPSP observados antes e depois do TBS para estas duas
posicbes de estimulo, B, e em C um exemplo de scatter plot desse

experimento de intercalacéo de posicdes de estimulo.

38



0,4 mv

Sms

fEPSP (mVims)
T

, -
<=

.
L Lo Sa s W] ol

T
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Tempo (s)

Figure 17 - Experimento de potencializagdo com registro fixo. A: Esquema ilustrativo da
abordagem experimental, A (azul) representa a estimulacdo a 450 um do eletrodo de registro e
B (verde) & 150 um. B: Tracos tipicos de fEPSP para essas duas posi¢bes (azul= +450 pm,
verde= +150 um) antes e depois da estimulacdo por TBS. C: Scatter plot individual de um
experimento ilustrativo, mostrando as trés estimulacdes sequencias por TBS (setas pretas) nas

duas regides diferentes de estimulacéo.

Para controle desse experimento realizamos o mesmo protocolo sequencial de
estimulacdo por TBS com posicao fixa de estimulo e registro (A1, A2, As3), no

mesmo intervalo especifico de tempo, 15 minutos.

N&o observamos um padrdo de correlacdo entre a taxa de potencializagéao
induzida por TBS sequencial, tanto em posicéo fixa de estimulo e registro,
guanto em posicdo alternada de estimulo, o que tornou, nesse momento,
impossivel analisar como a potencializacdo em duas regides diferentes de

estimulagdo (+450 um e +150 pum) esté relacionada.

Uma possivel explicacdo para esse fendmeno esta evidenciada na Figura 18,
onde plotamos as taxas de LTP dos experimentos individuais para os 3 TBS

seguenciais.
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Figura 18 - Analise individual da potencializacdo gerada por TBS sequencial. A: Posicéo
fixa de estimulo B: Posi¢&o intercalada de estimulo.

A andlise dos experimentos de estimulacdo sequencial por TBS nos mostra
que ha uma diferenca na susceptibilidade temporal a potencializacdo, que

compromete o estudo da susceptibilidade espacial.

Observamos padrfes variaveis na susceptibilidade de potencializacdo, mesmo
quando esta foi evocada pelo mesmo estimulo de alta frequéncia e ha mesma
posicao de registro e estimulo. Observamos, em diferentes experimentos, taxas
crescentes, decrescentes e segregacdo na potencializacdo evocada por TBS
em janelas de 15 minutos nos experimentos com estimulacéo e registro fixos, e

nos experimentos de intercalacéo de posicéo de estimulacéo, Figura 18.

Na Figura 19 mostramos a falta de correlacdo, para experimentos individuais,
entre as taxas de potencializacdo no experimento controle, com estimulacéo
fixa (A->A->A), entre 0 1° (LTP Al) e 2° (LTP A2) TBS, Figura 19 A, e 2° (LTP
A2) e 3° (LTP A3) TBS, Figura 19 B. A baixo esta plotada a correlacéo para o
experimento de posicoes intercaladas de estimulacdo (A->B->A), entre o 1°
(LTP Al) e 2° (LTP B) TBS, Figura 19 C, e entre 0 1° (LTP Al) e 3° (LTP A2)
TBS, que nesse caso correspondem a estimulacbes na mesma posicao de

estimulo, separados apenas pela janela de tempo, Figura 19 D.
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Para cada gréafico tracamos uma linha imaginaria que corresponderia a uma
taxa de potencializacdo igual para cada TBS, 1:1, o que corresponderia a
hip6tese nula, de ndo haver diferenga no nivel de LTP obtido frente ao mesmo
estimulo de alta frequéncia (linha vermelha tracejada). Em nenhum dos casos
foi possivel construir uma regresséo linear com valores significantes de r2. Em
nenhum dos casos os intervalos de confianca (ci) para os valores de r? obtidos
compreendem o valor da hipétese nula (r’=1). Dessa forma rejeitamos a

hipotese nula.
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Figura 19 - Relac&o entre as taxas de potencializacéo: Para posicéo fixa de estimulagéo, A
e B, e posicdo variada de estimulagdo C e D. A: Comparacéo entre a taxa de potencializagédo
obtida no 1° e 2° TBS em posi¢cdo fixa de estimulo. Linha vermelha: Hipétese nula, LTP
homogénea, fit artificial (r?=1). Linha preta: Regressao linear (r>= 0,04) (ci: -0,61 < p < 0,97). B:
Comparacao entre a taxa de potencializacao para o 2° e 3° TBS composigdo fixa de estimulo,
(r?= 0,005) (ci: -0,90 < p = 0,87) . C: Comparacao entre potencializacdo obtida pelo 1° e 2° TBS,
distancia de 450 yum e 150 pm do estimulador, respectivamente (r?= 0,057) (ci: -0,25 < p <
0,90). D: Comparacao entre potencializagdo obtida pelo 1° e 3° TBS, ambos a 450 um do
estimulador, (r>= 0,184) (ci: -0,40 < p < 0,87).
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6.2.2. fEPSP basal e LTP

A fim de analisar a taxa de potencializacdo em funcéo do sinal basal do fEPSP
plotamos os valores absolutos dos slopes individuais contra a taxa de LTP
observada nos experimentos de intercalacdo de posicdo de estimulacao,
Figura 20.
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Figura 20 - Taxa de potencializacdo em relacdo ao fEPSP pré TBS. A: 1° TBS, na posi¢ao
A, 450 um entre os eletrodos de estimulo e registro. B: 2° TBS, posi¢do B, 150 um. Fit para
regressdao linear (vermelho, r?= 0,37), Fit para decaimento mono-exponencial (azul, r2= 0,444;
platd: 36,1). C: 3° TBS, posi¢ao A, 450 um

Assim como observado na taxa de potencializacdo intrinseca correlacionada as
diferentes posicfes de estimulacdo, ndo observamos correlacdo entre os
valores de fEPSP obtidos antes do TBS para a posi¢céo A, e a susceptibilidade
de potencializacdo subsequente. Analisando os trés graficos da Figura 20
entre si, € possivel observar um menor valor de fEPSP quando o eletrodo de
estimulo esta a 0,45mm do eletrodo de registro (1° e 3° TBS), em relacdo a
distancia de 0,15mm, 2° TBS. Entretanto valores médios de -0,2mV/ms para a
posicdo A de estimulacdo apresentaram diferentes graus de potencializacao
evocada pelo TBS, variando de -7% (slope basal de -0,18mV/ms) a 46% (slope
basal de -0,11mV/ms).
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Para a potencializacao obtida na posicéo de estimulo B, quando o estimulador
e 0 registro estdo mais proximos, podemos observar uma tendéncia de maior
necessidade de um fEPSP basal para geracdo de maior taxa de
potencializacéo ilustrado no fit para regresséo linear na Figura 20 B. Entretanto
esse ajuste ndo apresenta um valor de r? confiavel que indique a necessidade
real. O ajuste com funcdo exponencial apresenta um valor mais confiavel de r?,

com um platé no nivel de potencializacdo a cerca de 36%.
6.2.3. PPF

O mesmo tipo de andlise descrita anteriormente foi feita para a taxa de
facilitacdo por pulso pareado, antes e depois dos 3 TBS sequenciais, nas duas

posi¢cdes intercaladas de estimulo, Figura 21.
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Figura 21 - Taxa de potencializagdo em relagdo ao PPF. A: Plots individuais da diferenca de
PPR gerada pelo TBS em relagédo a taxa de potencializacdo observada para o 1° estimulo,
posicéo A, 450 pm. B: 2° TBS, posi¢do B, 150 um. C: 3° TBS, posicéo A, 450 pm.

Nesse caso calculamos a variacdo da facilitacdo pelo pulso pareado antes e
depois da estimulacédo por TBS. A analise do que chamamos de APPF se deu
pela subtracdo do valor de PPF apds TBS pelo valor do PPF previamente ao
TBS. Os valores de PPF por si foram calculados da mesma forma como
descrita anteriormente, nos experimentos com estimulagao fixa. Para garantir
valores fidedignos, esperamos a estabilizacdo do sinal para a aplicagcdo do
pulso pareado ap6s o TBS, como estd descrito na metodologia. Nao
encontramos um padrao de correlacdo que pudesse explicar a susceptibilidade
a potencializacdo em relacdo a variacdo da facilitacdo por pulso pareado

induzida pelo TBS.
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7. Discussao
7.1. LTP com posicgéao fixa de estimulagao

Todas as analises desse trabalho foram baseadas em Potencial pds-sinaptico
excitatorio em campo (fEPSP). Esse tipo de registro eletrofisiolégico é
relativamente simples e facil, especificamente na regido do Stratum radiatum
de CAl do Hipocampo, principalmente pela geometria espacial da
disponibilidade das fibras de schaffer collaterals em relagéo a arvore dendritica
apical das células piramidais de CAl, onde se forma a vasta maioria das
sinapses excitatérias dessa regido. Por essa facilidade, se tornou nas ultimas
décadas a forma de experimentacdo eletrofisiolégica mais popular para
estudos de Potencializacdo e Depressao sinaptica na Formacao Hipocampal
(Shepherd, 1990).

A andlise da potencializacdo com posicao fixa de estimulacdo nos mostro uma
gueda exponencial do fEPSP basal em relagdo ao afastamento da posicao de
registro com o estimulador. Esses dados se enquadram na hipétese lamelar no
que diz respeito a razdo angulacao das projecdes axonais em schaffer colateral
e a angulacdo do corte das fatias utilizadas em nosso trabalho. Em nosso
protocolo de fatiamento os cortes foram feitos a 90° em relacdo a extremidade

rostral e caudal do encéfalo dos camundongos.

Segundo a hip6tese lamelar, nessa altura do Hipocampo dorsal as projecdes
de schaffer colateral ndo estdo em um plano totalmente paralelo com o eixo
coronal do encéfalo (Yang, 2014). Desse modo a proximidade em relacdo ao

eletrodo de estimulagéo representa maior quantidade de fibras ativas.

A taxa percentual de potencializacdo nesses experimentos mostrou ser
independente da distancia de registro e do sinal basal do fEPSP. Esses dados
sugerem uma susceptibilidade intrinseca da via pré-sinptica em se
potencializar frente a estimulagdo por TBS, que determina o nivel de

potencializacdo dessa via.
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Apesar de registrarmos em 4 posic¢des diferentes, hipoteticamente referentes a
inUmeros microcircuitos independentes, a posicdo fixa de estimulacdo
determina uma Unica via ativa, que mesmo aferente a diversos microcircuitos,
pode ter uma taxa de potencializacdo ditada pelo balanco entre as diferentes
possiveis taxas de potencializacdes individuais dos microcircuitos. Desse
modo, mesmo que haja uma segregacdo no nivel de LTP inerente a cada
microcircuito, ndo é possivel enxergar essa diferenca, pois 0 que vemos € 0

saldo total de potencializacdo dos diversos microcircuitos.

De fato, experimentos de plasticidade que mostram a dependéncia de ativacao
concomitante de interneurdnios, como ITDP e STDP utilizam estimulacdo
pareada entre vias provenientes de CA3 (schaffer colateral) e do Cortex
Entorrinal, que abastecem estes interneurdnios (Leroy, 2017). Apesar de nem
todos os interneurbnios receberem inputs exclusivos do Coértex Entorrinal,
recebem também das demais sub-regides da formacdo hipocampal, a
combinacéo temporal fina entre correlacdo de inputs que modula os niveis de
plasticidade é diferente para cada via de abastecimento e dependente por sua
vez das propriedades biofisicas e bioquimicas de membrana intrinsecas a cada
interneurdnio. Por exemplo para a classica Basket cell, que recebe inputs do
Cortex Entorrinal, da regido septal, de CA3 e feedback dos axbénios de CAL.
Cada tipo de input provenientes dessas diversas regides refletira em uma taxa
diferente de depressao sinaptica exercida sobre o corpo celular de uma célula
piramidal em CA1 (Klausberger, 2008)

A analise da facilitacdo por pulso pareado nos mostra o envolvimento da
porcdo pré-sinaptica na geracdo da LTP. A caréncia de diferenca estatistica
antes e depois do TBS condiz com relatos classicos da literatura e suporta uma
evidéncia negativa dessa relacdo. Entretanto, a andlise de experimentos
individuais mostra um padrédo heterogéneo na razdo de facilitagdo por pulso
pareado em relacdo a LTP, que também é relatado na literatura em evidéncias
positivas desse tipo de plasticidade de curta duracéo e a potencializacado de
longa duracéo. Nesse tipo de evidéncias, valores relativamente baixos de PPF
antes do TBS tendem a ser amplificados apds essa estimulacdo, enquanto

valores relativamente altos tendem a ser reduzidos (Schulz, 1994).
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Aplicar dois pulsos em curto intervalo de tempo permite que a célula pré-
sinptica dispare dois potenciais de acdo concomitantes. Isso leva a maior
quantidade de liberacdo de neurotransmissores na fenda sinaptica, devido a
entrada de mais Ca?" na célula no segundo pulso e ao Ca?* residual do
primeiro pulso. Consequentemente o segundo pulso pareado gera um slope
maior no fEPSP em relacdo ao primeiro. O estudo da razdo dessa facilitacao
antes e depois da geracédo da LTP nos permite estudar a quantidade de vias

ativas que contribuem para essa potencializagédo sinaptica (Zucker, 2002).

N&o encontramos diferenca estatistica para razado de pulso pareado antes e
depois da geracdo de LTP. A andlise de experimentos individuais nos mostra
que alguns casos se comportam como descrito classicamente, acima, porém
outros casos apresentam aspecto contrario. Essa diferenca sugere uma
heterogeneidade dos sistemas experimentados, que sdo explicados para uma
Gnica célula pela combinacdo do aumento do nimero de sinapses ativas e
aumento da probabilidade de liberacdo de neurotransmissores (Schulz, 1994).
Porém s&o contrarios a idéia de que LTP é uma forma de plasticidade
homossinaptica, ou seja, que seria capaz apenas de potencializar sinapses
ativas (McMahon, 1997).

Infelizmente essa heterogeneidade particular a cada célula impede a analise de
heterogeneidade de microcircuitos que hipoteticamente sdo compostos por
diversas células piramidais com variada proporcdo entre sinapses ativas e

silenciosas.

Outro aspecto a ser considerado € o protocolo utilizado para a geracéo de LTP.
TBS é uma estimulacao otimizada para potencializacdo de células piramidais, e
nao para os interneurdnios. Apesar da estimulacdo por alta frequéncia ser
capaz de gerar também LTD em células piramidais, indiretamente via
potencializagcdo por interneurbnios, ndo necessariamente esse fendmeno
acontecera através do TBS, e quando acontecer, estara englobado no saldo

final referente a via potencializada.
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Existem diversos protocolos de estimulacdo de alta frequéncia utilizados para
geracdo de LTP, por exemplo; 100Hz x1, x2, x3, 200Hz, etc. O protocolo de
estimulacdo TBS se tornou popular para estudos de LTP no hipocampo por se
aproximar mais do que é considerado fisiolégico para o ritmo de disparo das
células piramidais e por gerar niveis superiores de potencializacdo ao protocolo
usual de estimulacdo a 100Hz. TBS mimetiza a oscilagdo theta observada no
hipocampo, a partir da aplicacdo de 4 pulsos pareados a uma frequéncia de
100Hz, separados de outros 4 pulsos a 5Hz (Larson, 2015). O numero de
repeticbes de estimulacdo varia no que é descrito pela literatura, usualmente

de 3 a 12 vezes.

A estimulacdo fixa se refere a via pré-sinaptica fixa. A maioria dos
interneurdnios nessa regido do Hipocampo exerce sua atividade inibitéria na
porcdo pos-sindptica dessas vias; nos dendritos, corpos celulares e axénios
das células piramidais CAl. O que pode também explicar porque ndo €
observado um padréo de segregacdo de potencializacéo sinaptica referente A
estimulacdo em posicao fixa pré-sinaptica, mesmo quando variada a posi¢cao

de registro.

Para buscarmos padrdes de segregacdo referentes a diferentes vias pré-
sinapticas, elaboramos o segundo grupo de experimentos, com posicéo variada

de estimulacéo.
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7.2. LTP com posicao fixa de registro

Buscamos padrdoes de segregacdo de microcircuitos referentes a diferentes
vias pré-sinapticas a partir da intercalacdo de posicdo de estimulacdo e
aplicacdo do TBS, e posicéo fixa de registro. Os experimentos conduzidos
dessa maneira nos mostraram indicios de haver uma segregacdo, nao
exclusivamente espacial como esperavamos, mas também temporal na
susceptibilidade a potencializacdo. Testemunhamos casos em que 0 mesmo
estimulo de alta frequéncia, aplicado em voltagem fixa, na mesma regido de
estimulacdo e registro foi capaz de gerar diferentes niveis de potencializacao

independente do momento sequencial da estimulacao.

Essa diferenca pode estar relacionada a diferente probabilidade de uma célula
piramidal se potencializar ou ndo frente ao estimulo tetanico. Entretanto,
tratando-se de uma populagcdo homogénea de células, com propriedades
biofisicas de membrana similares, esperava-se que as taxas de potencializacdo

frente ao mesmo estimulo fossem também similares.

Haveria a possibilidade de crescimento gradual da eficacia do TBS tendendo a
se atingir um platdé no nivel e potencializacdo que poderia ser explicado pela
saturacdo da capacidade de potencializacdo daquele via, referente a
quantidade de receptores capazes de ser trafegados a membrana plasmatica e
a quantidade de ativacdo de sinapses silenciosas. Dessa forma o nivel de
potencializacdo cresceria exponencialmente, onde maior LTP indicaria maior

capacidade de geracado de LTP, até que o limite de LTP da via fosse atingido.

O decaimento exponencial também poderia ser plausivelmente explicado pela
existéncia de uma capacidade maxima de potencializacdo da via, onde 0s
estimulos subsequentes ao primeiro seriam capazes de potencializar as
sinapses remanescentes, que ndo haviam sido ativas pelo primeiro TBS, entéo

teriam consequentemente menor eficacia.
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Porém uma melhor explicacdo para ambos os fendbmenos se basearia ha
correlacdo do nivel de potencializacdo e o fEPSP basal, que cresceria junto a
potencializacdo e geraria maior nivel de LTP subsequente. Para explicar o
decaimento, provavelmente o fEPSP basal ndo seria grande o suficiente para
gerar altos niveis de potencializacdo, visto que a potencializacdo de sinapses e
ativacdo de sinapse silenciosas sdo processos diferentes, e que o segundo
demandaria maior nivel de estimulacdo (Isaac, 1994; Kullmann, 2003).
Infeririamos entdo que o primeiro TBS geraria maior taxa de LTP a partir da
tendéncia de saturacdo da potencializacdo de sinapses ativas na estimulacéo

primaria, e que 0s consequentes estimulos ndo seriam tao eficazes.

Entretanto, quando comparamos os valores de fEPSP basais e os niveis de
potencializacdo, ndo encontramos relacao linear, ou nao-linear, plausivel, que
explicasse a diferenca nas taxas de potencializacdo observada. Altos valores
de fEPSP n&o necessariamente estdo associados a altos valores de LTP,
assim como baixos valores de de fEPSP néo restringem os niveis de LTP.
Esses dados sugerem que a capacidade intrinseca de potencializacdo da via é
independente do numero de sinapses ativas, o que nos faz desacreditar na

homogeneidade desse sistema, e em uma possivel segregacao das vias.

N&o consideramos nessa fase da LTP outros eventos envolvidos que também
podem afetar as taxas de potencializacdo observadas, como principalmente a
dendritogénese e formacéo de novos botdes sinapticos. Estes eventos por Si
demandam mais tempo do que o analisado em nossas janelas experimentais, e
estdo atribuidos a fase tardia da LTP (Late-LTP) (Redondo, 2011).

Padrbes de segregacao intercalada de potencializacdo observados, como altos
niveis de LTP no 1° ou 3° TBS, ou apenas no 2°, separados por baixos niveis
de LTP ndo podem ser explicados da mesma forma como os fenémenos
acima. Para isso precisamos incluir nesse sistema a atividade inibitéria de

interneurdnios, e tratar os microcircuitos de forma heterogénea.

A segregacdo temporal pode agora ser explicada pela probabilidade de
potencializagdo também desses interneurdnios, e a capacidade dessa
potencializagdo em diminuir ou bloquear os eventos de LTP nas células

piramidais a partir da atividade inibitéria do interneurénio.
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A pesar de ndo estarmos ativando vias provenientes do Cortex Entorrinal, de
onde os interneurbnios recebem grande parte de inputs excitatérios que
sinalizam inputs inibitérios sobre os neurbénios piramidais, a estimulacdo em
schaffer colateral pode também estimular vias de abastecimento de
interneurdnios provenientes de CA3, tanto quanto estimula-los diretamente pelo

feedback de suas sinapses com o0s neurdnios piramidais.

A partir dai estamos lidando com diversas subpopulacbes de interneurénios,
que possuem ajuste fino para niveis de potencializacdo. Ou seja, a
susceptibilidade de inibicdo exercida por um interneurénio sobre uma célula
piramidal € altamente variada frente a um estimulo TBS em schaffer colateral.
O que altera os padrdes de potencializacdo gerados por este estimulo em
células piramidais e compromete a analise dos niveis de LTP gerados por TBS

sucessiveis em uma posicao fixa de registro e estimulo.

A andlise da potencializacdo em regides variadas de estimulacdo também
mostrou a falta de padrdo que se enquadre em um sistema homogéneo quanto
a susceptibilidade de LTP em neurénios piramidais. Novamente acreditamos
que essa segregacdo seja exercida por interneurbnios, que podem conferir
uma segregacdo espaco-temporal para a susceptibilidade a potencializacédo

sinéptica evocada por TBS.

Infelizmente ndo é possivel ainda analisar mais a fundo a susceptibilidade de
potencializacdo em relacdo a estimulacdo em diferentes vias, pois encontramos
segregacao também temporal nessa relacdo, que pode se combinar com 0s
padroes de segregacao espacial. Assim como observados nos experimentos
com estimulacdo fixa, ndo observamos uma relacdo direta entre a facilitacdo

por pulso pareado e os niveis de LTP gerados por TBS sequencial.

Apesar de ndo encontrarmos ainda relagéo entre as taxas de potencializagcéo
geradas por TBS sequencial, que expliqguem o modo de funcionamento de uma
possivel segregacdo de susceptibilidade de microcircuitos a LTP, nestes
primeiros experimentos encontramos evidéncias que sugerem a existéncia

dessa segregacao, e de que ela opere espaco-temporalmente.
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7.3. Proximos passos

A potencializac¢do de longa duracédo induzida por estimulacao de alta frequéncia
€ uma forma grosseira de inducdo de plasticidade sinaptica. Registra-la por
fEPSP nao nos da informacg&o do numero de células ativas, e da quantidade de
sinapses e receptores envolvidos. Se por um lado estudos de plasticidade
restritos a avaliagdo neuronal individual evidenciam susceptibilidades
intrinsecas a potencializacdo celular, é evidente a modulagdo dessa
plasticidade exercida por padrdes de conectividade. Quanto a regido CAl do
Hipocampo, grandes evidéncias sugerem a existéncia de microcircuitos
segregados formando engramas neurais capazes de codificar espaco-
temporalmente o fluxo de informacdo através do circuito hipocampal e ditar
padrbes de formacdo e resgate de memodria. Nao é claro ainda como
informacBes ambientais sdo armazenadas nessas vias. Uma forma de se
compreender a diferenca de funcionamento de microcircuitos esta na analise
paralela da superatividade relativa de uma via em detrimento a outra. Sem luz
guanto ao tamanho de um microcircuito, a distancia temporal e espacial de sua
atividade e o numero de células e sinapses envolvidos, consideramos nesse
trabalho um sistema binario, onde vias paralelas apresentariam diferentes
padrées de LTP. Nosso esfor¢co agora se baseia em quantificar a contribuicdo
individual de uma via na geragcdo de um fEPSP para que os padrdes possam

ser analisados fidedignamente.

Em nossos experimentos buscamos utilizar tenses minimas de estimulagéo
para que pudéssemos registrar 0 menor numero possivel de vias ativas. Esses
valores foram determinados empiricamente a partir do fEPSP basal observado
na posicdo mais longe de registro (+600um) e mantidos para os experimentos

com posicao de estimulacéo variada.

Pequenos valores de fEPSP impedem a andlise de population spikes
referentes a via ativa. Experimentos com tenséo de estimulacdo relativamente
alta torna possivel a analise population spikes em cada posicdo. Esses
parametros podem entrar nos grupos de analise, além de ser possivel também
analisar como se comporta a potencializacdo por TBS frente a valores minimos

e maximos de fEPSP.
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A principal hipotese que rege a segregacao de microcircuitos é pela atividade
inibitéria de interneurbnios. Esse fenémeno pode ser estudado bloqueando
famacologicamente, primeiramente inespecificamente, a inibicdo exercida por

interneurdnios, através de Picrotoxina por exemplo.

A combinacdo desses dados com o0s ja apresentados pode ser aplicada a
modelos matematicos que permitam corroborar ou negar a hipdtese da
existéncia de uma segregacao espaco-temporal quanto a susceptibilidade de

potencializa¢do por TBS de microcircuitos no Hipocampo CA1.
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8. Conclusao

Neste trabalho utilizamos a potencializacédo de longa duracéo induzida por TBS
para buscar padrées de segregacdo baseados em novas hipbteses de
segregacdo de microcircuitos. Observamos taxas proporcionais de
potencializacdo ao estimular fixamente uma posicdo fixa pré-sinaptica que
independem da regido registrada e de valores basais de fEPSP. Encontramos
segregacao na taxa de LTP evocada por TBS repetido 3 vezes a cada 15
minutos que sugerem um segregacgao espaco-temporal na susceptibilidade de

potencializagcdo de microcircuitos.
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