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RESUMO

O isolamento social (IS) em roedores prejudica o0 armazenamento da memaria social
de longa-duracdo (MSLD) e o acoplamento entre o bulbo olfatério (BO) e o hipocampo-
dorsal (HD). Em contrapartida, o ambiente enriquecido (AE) recupera o déficit desse
tipo de memdria, via mecanismos dependentes de neurogénese. O presente projeto
testara a hipotese de que o acoplamento entre BO e HD, comprometido pelo IS, pode
ser recuperado pelo AE e que a neurogénese € condicdo necessaria para que o AE
possa prevenir os efeitos do IS sobre a MSLD. Assim, serd avaliado o acoplamento
BO-HD por meio da analise do potencial de campo (LFP), em animais isolados em
AE, durante a evocacgdo da MSLD. Além disso, ao inibir a neurogénese, verificaremos
o papel da mesma no provavel efeito do AE sobre o acoplamento BO-HD. Os camun-
dongos C57/BL6 serdo distribuidos em 4 grupos que ficarao alojados em dois tipos de
ambiente (AE e/ou IS) e terdo suas MSLD avaliadas a partir do paradigma residente-
intruso. Para a analise do efeito neurogénico sobre as areas estudadas sera utilizada
a irradiacao intracraniana com raios gamma para induzir a apoptose das células ner-
vosas. Através de eletrodos bipolares, o sinal LFP sera captado simultaneamente nas
regides do BO e do HD para que dessa forma, durante a tarefa, possa ser analisado
0 acoplamento entre os padrbes oscilatorios theta e gamma gerados, respectiva-
mente, por essas regides.
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1. INTRODUCAO

1.1 MEMORIA

“A caracteristica mais saliente da memoria é

justamente o esquecimento ”

James McGaugh

Apesar de nas ultimas décadas o campo das neurociéncias ter sido potencial-
mente revolucionado por crescentes descobertas, a compreensao das bases neuro-

biol6gicas da memoria ainda é um desafio para os neurocientistas modernos.

Semanticamente, memdéria pode expressar desde as mais emotivas e subjeti-
vas percepcdes espaco-temporais da vida de um individuo, quanto um complexo me-
canismo neurofisiolégico ocorrido no sistema nervoso central desse mesmo individuo.
Analisada em nivel cognitivo e num cenario evolucionista darwiniano, o médico e psi-
cblogo William James (1890) define a memdria como um processo de armazena-
mento, dentro do cérebro, das informacdes aprendidas, compondo item fundamental
para o comportamento adaptativo dos animais. Sob uma perspectiva neuroanatomica,
Kandel (2000) afirma que trazer a tona uma memoaria, nada mais seria que o resultado
de uma interacdo complexa entre as diversas regifes encefalicas envolvidas, enfati-
zando que elas podem ser modificadas ao longo do tempo por um mecanismo de
influéncias multiplas, também conhecido como neuroplasticidade. Ja, em nivel fisiol6-
gico, a memoria (explicita de longa duracéo) pode ser definida como um processo que
envolve 4 etapas fundamentais: aprendizado (aquisicdo da informacéo), codificacdo
(mudancas promovidas pelo aprendizado), armazenamento (dependente do tipo de
codificacéo) e, finalmente, evocacéo da informacao (Izquierdo, 2002). Os mecanismos
subjacentes a cada etapa podem envolver alteragdes em canais idnicos, receptores
de membrana e até mesmo em fatores de transcricdo, capazes de sinalizar uma nova
sintese de protéinas que estarédo envovlidas na formacao de uma nova memoria. As-

sim, evidencia-se que o processo de formag&o de uma memoria ndo é simplesmente



o produto de um fator externo, mas também de eventos (quimicos, elétricos,magnéti-

cos, mecanicos e biolégicos) em niveis celular e molecular.

Independente de qual interpretacdo e significado sejam conferidos a palavra
memoria, uma vez consolidadas em nosso sistema nervoso, as memarias passam a
compor o repertorio cognitivo, sensorial, motor e comportamental de cada um de nés,
caracterizando-nos de forma singular e pitoresca dentro do cenario biolégico e social

gue nos encontramos inseridos.

1.1.1 Formagao e armazenamento de memarias: 0S engramas

A ideia de que a memoria fosse algo que pudesse estar fisicamente armaze-
nado no cérebro remonta, até onde se conhece, as ideias de Platdo, na Grécia Antiga,
quando afirmou “(...) bloco de cera em nossas almas - de diferentes qualidades, de
acordo com os individuos - e isso € “o0 dom da Meméria, a mae das Musas”. Quando
vemos, ouvimos ou pensamos em algo, submetemos essa cera as percepgoes e aos
pensamentos, e os imprimimos nela, assim como imprimimos com sinetes.” (Yates,
2007). No entanto foi apenas no século XX, a partir das teorias de Richard Semon e
Donald Hebb, que se iniciou uma nova era de mais ampla compreensao dos supostos
mecanismos envolvidos nesse singular evento. Para a maioria dos cientistas estava
Obvio que a memodria ficaria representada no cérebro de forma fisica, no entanto para
muitos outros ela estaria armazenada na mente (Bergson, 1911; McDougall,1911).
Com a divulgacao da teoria do engrama de Richard Semon (1904, 1909) e da teoria
da plasticidade sinaptica de Donald Hebb (1949) novas portas de entendimento neu-
rofisiolégico foram se abrindo. Ao longo das décadas seguintes essas ideias foram
servindo de substrato tedrico para viabilizar pesquisas sobre os mecanismos envolvi-
dos nas etapas que iam desde a aquisicdo de uma memoaria até o valioso processo
final de sua evocacdo. Nos ultimos anos, com o auxilio de animais transgénicos, de
técnicas de alta resolucédo espaco-temporal, como a optogenética, e de outras tantas
tecnologias eletrofisiolégicas, tem-se verificado, com um alto grau de detalhamento,
gue de fato existem células nervosas responsaveis por abrigar as informacgdes capta-
das e que esses neurdnios trabalham em conjunto em um mecanismo maior de arma-

zenamento numa escala temporal diversificada.



O revolucionador conceito do engrama, como sendo a representacao neural do
armazenamento das memarias no cérebro, foi introduzido por Richard Semon no inicio
do século XX, quando publicou seus trabalhos sobre a teoria dos engramas, também
referenciada como a teoria dos tragcos de memaria (Semon, 1904,1909). De acordo
com essa teoria, a informacéo aprendida ativaria uma definida populacdo de neur6-
nios, induzindo permanentes transformacdes, fisicas e/ou quimicas, nessas ceélulas,
gue agora ao serem acionadas em conjunto (engrama), passariam a carregar uma
informacgé&o (Poo et al, 2016). A ideia de Semon foi desprezada e refutada pela comu-
nidade cientifica e somente apos a traducao do seu livro para o inglés, em 1921, que
o psicologo americano Karl Lashley inicia, de forma pioneira, uma sistematica e vee-
mente busca pelas células que compunham os supostos engramas. Infelizmente
Lashley ndo tinha disponiveis as técnicas dos tempos atuais e usou uma abordagem
errbnea de lesdo induzida em roedores para tentar descobrir onde residiam esses
neurdnios. Apesar de haver chegado a conclusdes equivocadas, seus estudos foram
importantes para trabalhos seguintes. Ao longo das décadas foram-se somando es-
forgos e surgindo novas descobertas envolvendo os mecanismos dessas supostas
células de memoria, no entanto foi apenas em 2012, apds mais de um século da teoria
inicial dos engramas, que Xu Liu e colaboradores, do renomado Instituto de Tecnolo-
gia de Massachusetts em Cambridge (MIT), trazem a tona um trabalho de altissimo
impacto. Neste estudo, 0os autores conseguiram manipular com a maior precisao tem-
poral e espacial até entdo vista, uma especifica e escolhida populacdo de neurdnios
e dessa forma associa-la com uma memaoria. Com o uso da optogenética eles conse-
guiram “marcar’ o engrama que se “acendia” durante a codificacdo de uma memoaria
de medo. Uma vez marcada, essa populacéo neural podia ser reativada, por meio da
incidéncia de luz azul canalizada por fibra éptica no cérebro do roedor. Essa ativacao
ocorria em qualguer momento e em qualquer outro contexto espacial, evidenciando
que aquela memoria de medo estaria “abrigada” naquele conjunto de neurénios (en-

grama) e que podia ser “ligada” e “desligada” a qualquer instante.

De fato, ndo é simples demonstrar que uma especifica populacdo de neurénios
se comporta como células de um engrama. Para isso é preciso que se atenda a trés
condicdes: (i) precisa-se demonstrar que essas ceélulas sao ativadas no instante exato

do aprendizado, (ii) precisa-se verificar altera¢des fisicas e quimicas nessas células e
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finalmente (iii) no momento da evocacao da memaria, essas mesmas celulas precisam
ser acionadas e formar a mesma memoria original (Tonegawa et al., 2015a). Os estu-
dos envolvendo a busca pelos engramas podem ser catalogados em 3 diferentes ti-
pos: (1) observacional, (2) perda-de-funcdo e (3) ganho-de-funcéo (Gerber et al.,
2004; Martin and Morris, 2002). Os experimentos observacionais sdo os de menor
forca, uma vez que apenas demonstram a correlacdo entre a atividade de uma popu-
lagdo neural e a expressao no comportamento do animal para um certo tipo de me-
moria. Os estudos de perda-de-funcdo sédo os seguintes em forga, ja que agora, atra-
vés da inibicdo induzida de uma populacdo neuronal, fica evidenciado a correlacéo
dessa populacdo com a auséncia da expressao de um comportamento para um certo
tipo de memoria. Finalmente os estudos de maior for¢ca sdo os de ganho-de-funcéo,
ja que eles apontam que a ativacdo de uma dada populacdo neural € suficiente para
a expressao de uma memoaria. O renomado trabalho supracitado de Xiu Liu e colabo-
radores em 2012 foi do tipo ganho-de-fungéo A figura abaixo € um resumo (até o ano
de 2015) de todos os trabalhos relevantes que envolveram os estudos dos engramas
em memorias de roedores. Note que esses estudos foram realizados em diversas

areas encefalicas e séo distintos nos 3 tipos previamente citados.

Tayler 2013, Deng 2013, Zelikowsky 2014
RsC ¥ Tayler 2013 sxt 3 yler 201 #J eliowsky
W Cowansage 2014 Tanaka 2014 Y Ohkawa 2015
PFC v¥ Zelikowsky 2014 \

5 ¥ Tayler 2013

CA
w Denny 2014

; Hippocampus .

e

D
SS ¥ Xie 2014 1’? Tayler 2013 Deng 2013
W Denny 2014
) b ¢ Liu 2012; Ramirez 2013 and 2015; Ryan 2015
el
0B Amygdala ¢ Reijmer 2007
{ —— LA Y Han 2009; Zhou 2009; Hsiang 2014

W Kim 2014; Yiu 2014

¥y Kass 2013

gL T¥ Reiimer 2007; Tayler 2013; Zelikowsky 2014

NAcc T Koya 2009
W Redondo 2014 Gore 2015

I Y7 Observational W Loss-of-function W Gain-of-function |

Figura 1: (PFC) cortex pré-frontal; (RSC) coértex retro-esplenial; (CAl) ; (CA3) ; (DG) giro denteado ;
(LA) amigdala lateral ; (BLA) amigdala baso-lateral ; (SS) cértex sensorial ; (OB) bulbo olfatério; (Nacc)
ndcleo acumbente. (Figura extraida de Tonegawa et al., 2015b)
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Sabe-se que para um engrama ser consolidado no sistema nervoso, isto €, para
uma nova memoria ser formada, ele precisa primeiramente ser codificado (etapa sub-
sequente ao aprendizado na qual novos neurdnios séo recrutados) e depois fortale-
cido (etapa que confere “forga” ao traco de memdria a partir da potenciagao das inte-
racdes sinapticas) (Poo et al, 2016). Na consolidacdo do engrama inicia-se 0 processo
de estabilizacdo dessas novas conexdes criadas pelo aprendizado, assinalando a
transicdo de um estado inicial de fragilidade de uma nova memaria para um segundo
estado de estabilidade e de longa duracao (Ryan et al., 2015). A principal caracteris-
tica dessa etapa é que ela representa uma janela temporal finita que se inicia imedia-
tamente apds o aprendizado, periodo no qual a memdria se encontra num alto grau
de instabilidade e labilidade, podendo ser perturbada ou até mesmo rompida (Flexner
et al.,1963; Flexner et al., 1967; Davis and Squire, 1984). A etapa termina quando
ocorre a estabilizacdo das sinapses na rede de neurbénios envolvida nesse aprendi-
zado. Quando essa nova informacéao ficou armazenada no cérebro e esta disponivel
para ser evocada, obedecendo as trés condicbes elementares (Tonegawa et al.,
2015a) supracitadas, diz-se que essa populacao de neurdnios, capaz de ser reativada,

formou um engrama.

Quando Semon elaborou a teoria dos engramas e afirmou sobre “...a persis-
tente embora, principalmente, latente modificacdo na substancia irritdvel produzida
por um estimulo...” ele ndo discorreu nada a respeito da natureza dessa modificacao.
Foi apenas em 1949, que Donald Hebb, o mais famoso discipulo de Lashley, em seu
notavel livro The Organization of Behavior: a neuropsychological theory, propds um
modelo tedrico baseado na plasticidade sinaptica neuronal, como substrato para a
formacdo dessas memodrias, afirmando que os neurbnios que codificavam uma me-
moria sofriam permanentes fortalecimentos entre suas sinapses em funcéo da co-ati-
vacao entre o neurdnio pré e pés-sinaptico. Nesse livro, Hebb nominou esse grupo de
neurdnios co-ativados como cell assembly (assembléia celular) e postulou que quando
essas células estivessem interconectadas elas formariam um padrao de conexdes que
equivaleria a representacdo de uma informacgéo externa. Essa representagcéo seria
mantida no repertorio de memorias do individuo enquanto houvesse reverberagéo
dessas conexdes nessa assembléia. Anos mais tarde ele estendeu seu postulado ela-

borando a hipotese de que caso essa rede neuronal permanecesse ativa, as conexdes
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poderiam ser fortalecidas e um subsequente processo de crescimento dessa rede
aconteceria. Isso representava a ideia de que as conexdes se tornariam mais eficien-
tes e duradouras caso os neurbnios, de um dado circuito preferencial, disparassem
juntos. Dai surge a famosa maxima neurocientifica: “neurénios que disparam juntos
permanecem juntos”. A medida que foi-se concebendo a ideia de que a memaria es-
taria entdo distribuida ao longo de um conjunto de neurénios, Hebb afirmou que ape-
nas um pequeno subgrupo dessa assembleia maior de neurbnios precisaria ser acio-
nado para a reativacdo total da memoria. Em outras palavras, a informacgéo contida
na circuitaria total poderia ser evocada através do acionamento de uma simples “pista”
capaz de “reacender” o engrama e por sua vez fortalecer esse trago mnemonico, tor-
nando-o mais duradouro e vivo no repertdrio de memdrias do individuo. Essa teoria
representava a resposta para um bom mecanismo evolutivo adaptativo, no qual a des-
truicdo de uma pequena parcela de neurdnios de um dado engrama nao representaria
a destruicdo de uma memoria (Bear, 2017). A Figura 2 (Bear, 2017) € um resumo

didatico dessa teoria de Hebb.
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Dessa forma, ficavam entéo unidas as teorias dos engramas e da plasticidade

sinaptica como mecanismos formadores e hospedeiros das memarias.
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1.1.2 Tipos de memorias

As memorias podem ser classificadas obedecendo uma analise bidimensional
gue considera dois aspectos: (1) curso temporal na etapa de armazenamento e (2)

natureza da informacao lembrada (Purves et al., 2010).

Considerando a dimensédo temporal, as memorias podem ser dividas em me-
morias de curta duracao (variando de segundos até poucas horas) ou de longa dura-
cao (variando de horas até anos). Em 1890 William James convencionou que as me-
morias que duravam entre 1 e 6 horas, apos a aquisi¢cao, seriam chamadas de memo-
rias de curta duracdo. Essa janela temporal refere-se justamente ao tempo necessario
para que as memarias de longa duracao sejam consolidadas (lzquierdo, 2002), sendo
gue nessas primeiras horas, elas sao labeis e passiveis de interferéncias, podendo
ser moduladas e até mesmo canceladas de forma definitiva (Izquierdo et al.,1999). A
consolidacéo é considerada um mecanismo de fixacéo definitiva de uma memoria e
envolve principalmente o hipocampo e sua conexdes (lzquierdo, 2002). Essa etapa
pode ser afetada por diversos fatores como: traumatismo craniano, alcool, farmacos,
eletrochoques e até mesmo a exposicao do individuo a novos ambientes (McGaugh,
1966 e 2000, Izquierdo, 1989). Isso mostra sua sensibilidade a fatores externos e in-
ternos e o quéo dificil € formar uma memoéria de longa duragdo em nosso repertério
cognitivo. As memorias de curta duracado tém suas bases bioquimicas diferentes das
bases das memdrias de longa duracdo e ndo requerem mecanismos de sintese pro-
teica, ndo sendo, portanto, reconhecidas como uma fase da memoria de longa dura-
¢do, mas sim como um mecanismo fisiolégico paralelo e diferente (Izquierdo, 2002).
A evidéncia dessa interpretacdo se deu a partir de experimentos (Izquierdo et al.,
1998) que demonstraram que era possivel suprimir uma memoria de curta duracao
sem causar a perda da memdéria de longa duracdo para um aprendizado especifico
em um mesmo individuo. A titulo de ilustracdo didatica, vale citar Ivan Izquierdo (2002)
: “O papel da memaria de curta duragao €, basicamente, o de manter o individuo em
condicbes de responder através de uma “copia” efémera da memaria principal, en-
guanto esta ainda nao tenha sido formada (...), essa propriedade faz com que ela
possa efetivamente cumprir seu papel de “alojamento temporario” da meméria, en-

quanto “sua casa” definitiva esta sendo construida.”
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As memorias de longa duracéo (também conhecidas como memarias primarias
ou principais) (McGaugh, 2000) envolvem processos metabdélicos no hipocampo e
suas conexdes. Requerem entre 3 e 8 horas para serem consolidadas (Izquierdo e
Medina, 1997; lzquierdo et al.,2006) e duram mais de 6 horas (McGaugh, 2000;
Izquierdo et al., 2006). A sua formacgao envolve mecanismos fisiologicos de sintese
proteica através de ativacdo génica ou do sistema mTOR extra-rribossomal (fora do
nacleo neuronal) (Izquierdo, 2002) e tem como fator influenciador no tempo de persis-
téncia o nivel de “alerta emocional” presente durante sua consolidacé&o inicial (Cahill
e McGaugh, 1998). O aprofundamento do conhecimento dos mecanismos de conso-
lidacdo desse tipo de memoaria foi consequéncia da descoberta da LTP (long term
potentiation) feita por Terje Lomo e Timothy Bliss. A LTP € um processo eletrofisolo-
gico representando um aumento da forga sinaptica entre dois neurdnios estimulados
de forma sincrona, a partir de uma estimulacao de alta frequéncia dessa sinapse qui-
mica. Clarke e colaboradores (2010) verificaram que a sequéncia dos processos bio-
quimicos que participam da LTP sdo os mesmos que participam da formacéo de uma
memoéria de longa duracdo. Curiosamente, ao contrario do que muitas pessoas pen-
sam, a diferenca entre a formac&do de uma memoria de curta ou de longa duracdo nao
depende do contetdo cognitivo do input da informacdo, mas sim dos mecanismos

bioquimicos subjacentes a essas memoarias (Izquierdo, 2002).

Uma categorizacao ainda controversa € sobre a memoaria de trabalho ou me-
moria operacional. Alguns psicélogos norte-americanos a consideram como um sub-
tipo de memodria de curta duracdo. No entanto, para a grande maioria dos neurocien-
tistas, em funcdo da sua farmacologia molecular totalmente diferente, ela € conside-
rada como sendo um outro tipo de memaoria. Um tipo muito breve e fugaz de memoaria
(variando de segundos até no maximo 3 minutos) que funciona como um gerenciador
central da realidade do individuo, ndo ocupando o papel de formar arquivos, mas sim
de analisar e comparar as recorrentes informagdes que chegam (lzquierdo, 2002). Ao
manter a informacao “acesa” durante uma breve janela temporal ela viabiliza uma ra-
pida integracdo e comparacao atemporal de algumas memarias preexistentes, dando
assim continuidade a a¢des e viabilizando o gerenciamento de algumas fungdes exe-
cutivas como a tomada de decisdo. E uma memoria processada fundamentalmente

no cortex pré-frontal e dado seu subito e fugaz processamento indica depender de um
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processamento fruto de atividades elétricas dos neurénios ndo sendo acompanhadas

de alteracdes bioguimicas consideraveis nas sinapses (Izquierdo, 2002).

Considerando a dimensé&o natureza da informacéao, a memoaria de longo prazo
pode ser classificada como implicita (também nominada memaria procedural) ou ex-
plicita (também nominada memdria declarativa) (Kandel, 2000). A primeira € tida como
um tipo inconsciente de memdria, envolvendo o aprendizado motor, habitos e condi-
cionamentos. Em funcdo desse tipo de memodria € que sabemos caminhar ou andar
de bicicleta. Vale notar que estruturas como o cerebelo e 0 nucleo caudado abrigam
0s principais circuitos desse tipo de memdria (Izquierdo, 2002). Ja, as memaorias ex-
plicitas, sdo aquelas que envolvem uma evocacao deliberada, consciente, a partir de
vivéncias e informacg@es prévias na vida do individuo (Kandel, 2000), sendo governa-
das fundamentalmente pelo hipocampo e suas conexdes e por iSSo mais suscetiveis
a modulacéo pelas emocdes (Izquierdo, 2002). Elas ainda podem ser divididas medi-
ante o contetdo da informacéo explicita: ou sdo memorias de uma experiéncia pes-
soal, auto-biogréfica, envolvendo episddios ou eventos que marcaram de uma certa
forma a vida do individuo (memdria episddica) ou sdo memdrias vinculadas a fatos ou
conceitos (memdéria semantica), compondo um conhecimento global e impessoal
(Kandel, 2014).

Alguns autores sao resistentes em reconhecer que animais privados de verba-
lizacdo possam declarar seu conhecimento e por isso dizem que eles ndo tém memo-
rias declarativas, mas sim explicitas (Bear, 2017). Em nosso trabalho, reconhecemos
a memoria declarativa de camundongos e faremos sua analise e mensuracgéo a partir
de uma tarefa que envolve a capacidade de reconhecimento entre co-especificos, cor-
roborando com a ideia do padréo de consciéncia na “declaragao” da memaoria no mo-
mento em que ocorre 0 camundongo acusa o reconhecimento mediante um novo es-

tado de desinteresse exploratorio.

1.1.3 Meméria Social

Toda relacdo social esté vinculada com a habilidade de um individuo reconhe-

cer seus co-especificos (Thor, Wainwright & Holloway, 1982). A partir dessa interacéo,
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a memoria social retrata a capacidade que membros de uma espécie tém de estabe-
lecer comportamentos basicos de sobrevivéncia como reproducao, defesa territorial e
estabelecimento de hierarquia (Ferguson et al., 2002). Essa capacidade de reconhe-
cimento social € viabilizada por distintos mecanismos sensoriais, dependendo da es-
pécie dos animais. Nos primatas, ela se da primordialmente através dos sistemas au-
ditivo e visual (Ferguson et al., 2002; Tsao & Livingstone, 2008). Ja, em grande parte
dos outros mamiferos, por exemplo nos roedores, ela acontece através do sistema
olfatorio, uma vez que é um sistema mais desenvolvido, conferindo uma alta capaci-

dade de processamento de odores.

Dentro da estrutura social em que vive, cada roedor tem associado a sua iden-
tidade uma “assinatura olfativa”, isto €, um conjunto de odores volateis e ndo-volateis
(predominantemente os feromonios) que funcionam como pistas quimiossensoriais
especificas, presentes na sua area anogenital, tornando-o Unico dentro deste cenario
e possibilitando que seja reconhecido por seus co-especificos (Karlson & Luscher,
1959; Carr et al., 1976; Ferguson et al., 2002; Markham & Juraska, 2007). A sinaliza-
cao dessas informacgdes sociais é importante para evidenciar estados como saude do
animal, dominancia, territorialidade, periodo de fertilidade e até mesmo a existéncia

de copula prévia (Kogan et al., 2000; Arakawa et al., 2008).

Sabe-se que as bases neuroanatémicas e biolégicas da memoria social estdo
associadas diretamente as estruturas do hipocampo e do bulbo olfatério (Schinder,
2007). Dessa forma, a memodria social é classificada como uma memaria hipocampo-
dependente (Kogan et al., 2000) com modulacgéo realizada pelo sistema olfatério (San-
chez et al. 2005). Tem como porta de entrada principal estruturas do sistema olfatério
gue captam as informacdes olfativas do meio externo e posteriormente as encami-
nham, de forma direta ou indireta, para o hipocampo e outras estruturas. Essas proje-
cOes e detalhamentos do sistema olfatério serdo expostos no item 1.3.

A verificacdo de que o hipocampo ndo era apenas uma estrutura limitada ao
processamento da memaria espacial (Eichenbaum, 1996), mas que também era res-
ponsavel pela formagao da memdria social, foi se confirmando a partir de estudos que
apontavam sua participagao em tarefas de aprendizado olfativo-dependente (Kogan

et al.,, 2000) e em tarefas de reconhecimento social (van Wimersma Greidanus and
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Maigret, 1996; Maaswinkel et al., 1996; Pena et al., 2014). Muitos pesquisadores acre-
ditam que sua participacdo na formacao desse tipo de memadria se deva ao fato dele
ser uma estrutura capaz de fazer a integracao dos complexos estimulos necessarios
para o processo de reconhecimento social (Sutherland and Rudy, 1989; Eichenbaum,
1996). Nessa etapa de integracao, ele recebe convergentemente diversas aferéncias
sensoriais e as codifica numa unica informacéo que entédo € posteriormente convertida

em uma representacao polimodal para o roedor (Kogan et al., 2010).
1.1.3.1 Fatores ambientais : isolamento social x ambiente enriquecido

Ja se é conhecido que alguns tipos de ambiente sdo capazes de promover a
plasticidade neural e a modulagdo do comportamento de diversas espécies (Thor et
al., 1982). O isolamento social (IS) e o ambiente enriquecido (AE) sao dois tipos de
ambientes capazes de promover essas alteracdes. Kogan e colaboradores (2000) de-
monstraram que a memaria social de longa duragdo de camundongos tem sensibili-
dade a essas variacoes. Nesse estudo foi verificado que um camundongo isolado so-
cialmente, isto €, privado de qualquer convivio com seus co-especificos, durante cur-
tas 24h ja se mostrava incapaz de reconhecer um juvenil, numa tarefa de reconheci-
mento, que Ihe foi apresentado logo apds o isolamento e que, num cenario no qual 0s
camundongos ficavam agrupados, além de terem a memaria social de longa duracdo

preservada nas primeiras 24h ela ficou estendida para 7 dias ap6és o treino.

Caracterizado por privar o roedor de qualquer convivio com seus co-especificos
e de aloja-los em caixas pequenas e sem estimulos, contendo apenas racao e agua,
o isolamento social é um paradigma consolidado e bastante utilizado. Os protocolos
de isolamento social variam em relacdo ao tempo do isolamento. Grande parte dos
estudos utiliza um padréo de isolamento de 3 semanas em roedores adultos, no qual
se verificam alteracBes em niveis comportamental (Gentsch et al., 1988; Wilkinson et
al., 1994; Domeney &Feldon, 1998), motor (Wongwitdecha & Marsden, 1996) e vincu-
ladas a memodrias aversiva (Rudy,1996; Coudereau et al., 1997) e espacial (Pacteau
et al., 1989). Em nosso laboratério usamos o protocolo de isolamento social com du-
racao de 7 dias em camundongos adultos e ja verificamos seu efeito prejudicial na

memoria social de longa duragédo (Gusmao et al.,2012; Monteiro et al., 2014).
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Opostamente aos efeitos deletérios na memoria social que o IS provoca, Nnosso
grupo também tem estudado os efeitos positivos do AE, mostrando que animais nele
mantidos, tem sua memoaria social de longa duragéo preservada. Foi verificado (Pe-
reira-Caixeta et al., 2017) que o AE, para animais agrupados, foi capaz de promover
um fortalecimento da MSLD, estendendo-a para até 10 dias e tornando-a menos sus-
ceptivel as perturbacdes de agentes externos. Nossos estudos envolvendo os efeitos
do AE sobre a memoria social de longa duragéo (Monteiro et al., 2014; Pereira-Caixeta
et al., 2017), apontaram a neurogénese, desencadeada pela exposi¢cédo do roedor ao
AE, como o mecanismo responsavel pelos efeitos promnésicos nesses animais, uma
vez que nesses trabalhos a inibicdo da neurogénese eliminou os efeitos positivos do
AE. Portanto, por ser um ambiente correlacionado com a neurogénese, sera melhor

detalhado no item seguinte.

1.2 NEUROGENESE

“Todo puede morir, nada renacer...corresponde a la

ciencia del futuro cambiar, si es posible, este cruel decreto”

Ramon y Cajal, 1928

Até meados do século XX ndo se acreditava que depois do nascimento do
individuo, o cérebro pudesse dar origem a novas células nervosas. Apesar de ja ha-
verem alguns estudos que falassem do processo de divisédo celular em regides cere-
brais em ratos adultos (Allen, 1912; Smart e Leblon, 1961), foi Joseph Altman, com
seu famoso trabalho: Are new neurons formed in the brains of adult mammals? (Alt-
man,1962), foi o primeiro cientista a reconhecer a neurogénese em animais adultos.
Apesar de sua publicagdo ter resultado em uma forte polémica e ter sido criticada e
refutada pela comunidade cientifica, abria-se oficialmente uma nova e inesquecivel
porta no campo da neurociéncia. Nos anos seguintes, despontaram fortes evidéncias
gue o fenbmeno neurogénico ocorria no hipocampo de roedores adultos (Altman et

al.,1963; Altman & Das, 1965). Em 1969, Altman consegue demonstrar que a prolife-
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racao celular acontecia de forma continua numa regido adjacente aos ventriculos la-
terais de mamiferos, a zona subventricular (ZSV) e que o0 nascimento dessas novas
células era acompanhado de uma migracdo rumo ao bulbo olfatério através de uma
via de migracao rostral (RMS). Outro grande colaborador nessa veemente busca pela
confirmacédo da neurogénese foi Kaplan que numa série de trabalhos (Kaplan & Hinds,
1977; Kaplan, 1983; Kaplan, 1985) confirmou as evidéncias de neurogénese no hipo-
campo e no bulbo olfatério. No entanto, seus estudos foram também criticados e ape-
nas na década de 90, jA com melhores recursos experimentais, é que a neurogénese
e seus mecanismos subjacentes foram de fato confirmados e reconhecidos pela co-
munidade. A RMS foi verificada (Corotto et al., 1993), comprovou-se o potencial neu-
rogénico das células precursoras da SVZ (Lois and Alvarez-Buylla, 1994) e demons-
trou-se que existem células-tronco no giro denteado e que elas sao de fato capazes
de gerar células granulares funcionais (Van Praag et al., 2002). Dessa forma ja nédo
restava mais davidas sobre os nichos neurogénicos em cérebros de roedores adultos.
Recentemente, estudos de impacto sinalizaram com riqueza de detalhes que o bulbo
olfatério (Frankland & Miller, 2008; Sakamoto et al., 2011) e o giro denteado no hipo-
campo dorsal (Frankland & Miller, 2008) sdo as mais expressivas areas que abrigam
0 nascimento de novas células nervosas. A Figura 3 abaixo tem o intuito de ilustrar

neuroanatdmicamente as regides neurogénicas supracitadas.
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Figura 3. © Laurie O’keefe. The Cientist Magazine. October 1, 2015
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Estudos mostraram que o nascimento dessas novas células nervosas é sempre
acompanhado de um complexo mecanismo de migracao e diferenciacdo celular, para
qgue haja finalmente a integragdo do novo neurdnio nas redes corticais preexistentes.
Os neuroblastos (células originadas de células neurais precursoras) que nascem na
SVZ migram uma longa distancia, pela RMS, até chegarem, em estado maturado, no
bulbo olfatdrio, para entédo se integrarem na camada granular e nos glomérulos (Ming;
Song, 2011). A Figura 4 mostra de forma suscinta a maturagdo neuronal da SVZ ao
BO.
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Figura 4. © Laurie O’keefe; lllustrations based on I. Varela-Nallar, N.C. Inestrosa, (2013) Front Cell
Neurosci, 7:100, 2013

Os neuroblastos que nascem na zona subgranular (SGZ) do hipocampo iniciam
seu processo de maturacdo e simultanea migragcao interna para a camada granular
do giro denteado (Ming; Song, 2011) aonde, ja completamente maduros, se integram.
O periodo que vai desde a ativagdo da célula-tronco quiescente até seu estado final
de diferenciagao e inicial integragdo na camada granular dura aproximadamente 30
dias (Seri et al., 2004). Essa primeira integracéo sinaptica na rede hipocampal ocorre

guando o neurbnio tem integralmente concluido seus processos de diferenciacao e
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maturacdo (Tozuka et al, 2005). No entanto, apenas ap0s sete semanas do seu has-
cimento é que esse neurdnio finaliza sua integracéo na rede, periodo que Ihe conferira
as propriedades eletrofisioldgicas plenas de um neurénio maduro (e.g, disparos de
potenciais de a¢do) (Marin-Burgin & Schinder, 2012). Sabe-se que ha uma certa difi-
culdade de integracéo sinaptica na rede, ja que esses novos neurbnios tem uma alta
resisténcia de entrada, isto €, apresentam poucos canais ibnicos dependentes de vol-
tagem, que por sua vez sao as estruturas que viabilizam os disparos de potencial de
acao. A Figura 5 mostra de forma suscinta a maturagao neuronal ocorrida ao longo do

giro denteado do hipocampo.
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Quando se fala em neurogénese imediatamente existe uma associagéo intui-
tiva de beneficios gerados, uma vez que estamos falando de um aumento das mais
valiosas células do corpo humano: os neurbnios. No entanto, o assunto ndo é téo
simples de ser interpretado apesar de ja existirem evidéncias de que os impactos po-
sitivos de fato existem. Como exemplo de diferenca de impacto funcional nas regidoes
neurogénicas sabe-se que as células que se integraram no BO assumem um papel
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de substituicdo dos neurbnios que morreram, participando assim de um mecanismo
natural e continuo de turnover. Ja as células que se integraram no tecido hipocampal
tem uma fung¢ao de promover o crescimento do tecido (Frankland & Miller, 2008; Sa-
kamoto et al., 2011). Estudos recentes (Gage, 2000; Lledo et al., 2006; Sahay et al.,
2011; Aimone et al., 2011) tem mostrado que esses novos heurbnios tém gerado con-
sideraveis impactos positivos em mecanismos de aprendizado e formacao de memoé-
rias espacial, episddica e contextual além de estarem vinculados com os mecanismos
de processamento olfativo em roedores. A questdo é que existem muitas varidveis
subjacentes ao fenbmeno neurogénico. Por exemplo: as dinamicas cinética, morfolo-
gica e funcional envolvidas desde a proliferacdo até a integracdo sao espécie-depen-
dente (Snyder et al., 2009). Além disso, essa integracdo envolve um mecanismo com
alta sensibilidade a fatores externos (e.g, 0 ambiente no qual o individuo se encontra)
e apresenta taxas com alta variacdo dependentes da natureza do estimulo (Cameron
etal., 1994; Kempermann et al., 1997; Kunh et al., 1997; Van Praag et al., 1999; Alberg
et al., 2000; Lu et al., 2003; Pham et al., 2003; Uda et al., 2006).

A correlacdo entre neurogénese e memoria tem atraido a atencédo de muitos
pesquisadores da neurociéncia cognitiva nas ultimas décadas. A principio acreditava-
se que os beneficios gerados pelos novos neurénios incluidos numa rede neural e
todos os impactos fisiolégicos (plasticidade, proliferacdo de neurdglia, aumento de
vascularizacdo local, dentre outros) subjacentes a essa chegada, seriam incontesta-
veis. No entanto, os estudos nessa area tém apontado resultados controversos. Esti-
mulando a neurogénese no giro denteado, Kempermann (1997) e van Praag (1999)
verificaram seus efeitos positivos no desempenho comportamental em animais. Ini-
bindo a neurogénese em camundongos, Saxe (2006), Imayoshi (2008) e Ko e (2009)
verificaram déficit na memdéria de medo condicionado. Porém, Shors (2002) e Zhang
(2008), apds ablacédo neurogénica, ndo encontraram prejuizo nesse tipo de memoria.
Esses sdo apenas alguns estudos que mostram a real davida e controvérsia que cir-

cundam esse tema.

Sabe-se que a memoria, através de mecanismos de plasticidade, é sensivel ao
ambiente no qual o individuo se encontra. No cenario neurogénico, o ambiente enri-

guecido é fator de alto impacto em alguns mecanismos de memoria. Um dos primeiros
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cientistas a utilizar a denominacdo ambiente enriquecido (enriched environment), foi
Donal Hebb. Esse tipo de ambiente, construido intencionalmente para estimular o in-
dividuo a aumentar sua interacao fisica e/ou social (Van Praag, Kempermann & Gage,
2000), vem sendo associado a trabalhos que buscam compreender melhor os meca-
nismos de neuroplasticidade e seus efeitos. Pode-se enriqguecer um ambiente inse-
rindo objetos (van Praag et al.,1999), introduzindo novos co-especificos (Koogan et
al., 2000) ou também com diferentes odores de origem social ou ndo-social (Gusméao
et al., 2012). Independentemente da forma utilizada para o enriquecimento ambiental,
estabeleceu-se um consenso de que existe uma proporcionalidade direta entre a com-
plexidade do ambiente e o desempenho do roedor em tarefas de memoaria (Bengo-
etxea et al., 2012). Ainda que pouco se saiba sobre os mecanismos envolvidos nos
impactos do AE sobre as redes neurais. Estudos mostram que ele esta envolvido na
facilitacdo de producado de fatores troficos como, por exemplo, o BDNF, em regides
hipocampais e do bulbo olfatério (Pereira-Caixeta et al., 2016) e na producéo de novos
neurdnios nessas duas areas, aumentando também a sobrevida desses neo-forma-
dos (Gould et al., 1999, van Praag et al., 2000). Okuda et al. (2009) verificaram que
além dos efeitos neurogénicos o AE é capaz de potencializar a proliferacdo de células
granulares na amigdala de camundongos, aumentando dessa forma o niumero de as-
trocitos; células de fundamental importancia para qualificar as transmissdes sinapticas
das redes neurais, uma vez que sdo responsaveis pela regulacao sinaptogénica, pela
manutencao bioquimica do meio extracelular e pela secrecao de fatores neurotroficos
(Lent, 2008).

Dessa forma vemos que a memoria social para ser formada e evocada esta

diretamente ligada & neurogénese nas estruturas do bulbo olfatério e do hipocampo.
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1.3 CIRCUITO BULBO OLFATORIO - HIPOCAMPO DORSAL NA MEMORIA SO-
CIAL

“Eis porque a maior parte de nossa memdoria esta fora de

nds, numa pancada de chuva, num cheiro de quarto fechado....”

Marcel Proust - Em busca do tempo perdido

Até aqui, verificamos a intrinseca relacdo existente entre o bulbo olfatério e o
hipocampo de roedores. Vimos que ambas estruturas participam do mecanismo de
fomacao de memoarias (Kogan et al., 2000) e que sao os dois expressivos nichos neu-
rogénicos no cérebro de adultos (Frankland & Miller, 2008). Neste item discorreremos
um pouco sobre a neuroanatomia das vias que integram essas estruturas distantes
anatomicamente, porém préximas sinapticamente, uma vez que é sabido que apenas
duas sinapses separam o sistema olfatorio principal do giro denteado no hipocampo
(Vanderwolf, 1992).

Os sinais olfativos captados do ambiente externo sdo compostos quimicos fruto
de uma mistura de odores volateis e ndo-volateis e para serem processados pelo sis-
tema nervoso central precisam ser primeiramente captados pelo sistema olfatorio, di-
vidido didaticamente em principal e acessoério. O primeiro é constituido pelo epitélio
olfatério principal e pelo bulbo olfatério principal e € responsavel por detectar os odo-
res volateis. Ja o ultimo é constituido pelo 6rgdo vomeronasal e pelo bulbo olfatério
acessorio e é o responsavel por detectar os odores nao volateis (Sawyer et al., 1984;
Matochik, 1988; Bluthe and Dantzer, 1993; Tirindelli et al., 1998). Esses dois sistemas
trabalham de forma paralela e integrada uma vez que as vias que 0s compdem séo
em grande parte sobrepostas e com funcdes complementares (Licht & Meredith, 1987,
Sanchez-Andrade, 2005, 2009; Spehr et al., 2006). Os odores volateis sdo conduzidos
para areas superiores encefalicas como hipocampo e cortex primario olfatério (Li et
al., 2010; Yanget al., 2009; Moy, 2008 ). Ja os odores ndo-volateis sdo processados
no proprio sistema olfatério acessorio (Dulac, 2003). A Figura 6 abaixo ilustra de forma
didatica as estruturas principais desses dois sistemas e a localiza¢do do giro denteado

do hipocampo em relacéo a elas.
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Figura 6. Figura adaptada retirada de Oboti, 2014

No epitélio olfatorio principal existem terminacdes nervosas ciliares dendriticas
de neurénios primarios responsaveis pela captacdo dos odores. Projecdes axonais
desses neurdnios se dirigem para os glomérulos do bulbo olfatério principal, aonde os
sinais sdo primariamente processados. No bulbo olfatério encontram-se os neurbénios
de segunda ordem (células mitrais e células tufosas) que apds captarem os sinais nos
glomérulos, projetam seus ax6nios, pelo trato olfatorio lateral, até as areas secunda-
rias e terciarias integrantes do talamo, sistema limbico e cértex (Kandel, 2000; San-
chez-Andrade, 2005, 2009). Existe uma ramificacdo do trato olfatério lateral que se
projeta para o cortex entorrinal e depois imediatamente para o giro denteado no hipo-
campo através da via perfurante. Vale ressaltar que o cortex piriforme, regiao envol-
vida no armazenamento e recuperacao de tracos de memoéria (Barkai & Saar, 2001;
Haberly, 2001), tem projecdes diretas para estruturas de controle enddcrino e autoné-
mico como o hipotalamo e a amigdala (porcao lateral), abrigando assim um meca-
nismo de relacdo direta de mudancas nos eixos de regulagem de funcdes vegetativas

e emocionais mediante estimulos olfativos (Sanchez-Andrade, 2005, 2009). O bulbo
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olfatério principal, por ser a entrada primaria da informacéao olfatéria, tem funcao ele-
mentar no processo de reconhecimento de co-especificos. Roedores que sofreram
lesbes induzidas nessa &rea evidenciaram prejuizos nas tarefas de reconhecimento
social (Bluthé & Dantzer, 1992; Matochick, 1998; Popik et al., 1991). Além disso, ve-
mMos que por envolver estruturas corticais associativas, esta envolvido na percepcao
consciente dos odores e assim é capaz de desencadear respostas de cunho motiva-
cional e emocional. A Figura 7 abaixo é uma ilustracéo da projecao dos neurénios de
primeira ordem do epitélio olfatorio para os glomérulos do bulbo olfatério. Vale notar
gue a divisao didatica entre cores dos neurdnios equivale a uma relacao entre o Unico
tipo de receptor olfatério que se manifesta em cada neurénio, sendo que cada glomé-
rulo reunira apenas neurbnios que expressarem o mesmo tipo de receptor. Essa divi-

sao faz parte do complexo mecanismo de processamento de odores.
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Figura 7. Figura retirada de DeMaria and Ngai (2010)

Por outro lado, temos o 6rgdo vomeronasal comunicando-se com o bulbo olfa-
tério acessorio, que por sua vez, atraves do trato olfatorio acessorio projeta-se para
diversas regides, incluindo a amigdala medial e o nacleo basal da estria terminal (Sca-

lia and Winans, 1975; Tirindelli et al., 1998). O 6rgdo vomeronasal por processar prin-
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cipalmente feromdnios esta envolvido no processamento de informacdes mais vincu-
ladas a mecanismos vegetativos da vida do roedor. As moléculas séo captadas pelo
epitélio olfatério principal e através de um mecanismo de transporte sdo encaminha-
das para o 6rgdo vomeronasal (Meredith, 1998; Tirindelli et al., 1998; Sanchez-An-
drade, 2005). Deste ponto, axdnios se projetam para o bulbo olfatorio acessorio que
por sua vez encaminha projecdes para a amigdala (porcdo medial) e para a estria
terminal. Finalmente ocorre uma ultima projecdo para o hipotdlamo e para algumas
areas corticais (Li et al., 1990; Simerly, 1990; Swanson & Petrovich, 1998). A Figura 8

abaixo traz uma visdo anatbmica panoramica dos dois sistemas.
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Figura 8. Figura retirada de DeMaria and Ngai (2010)

E fundamental dizer que ambos sistemas contém projecdes de volta aos bulbos
principal e acessorio, remetendo-nos ao conceito de um circuito fechado. A Figura 9
abaixo ilustrara de forma detalhada as vias dos dois sistemas olfatorios.
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Figura 1. Esquema representativo das vias olfatdrias. Os axdnios dos neurdnios olfatorios presentes
no epitélio olfatario (EQ) projetam para o bulbo olfatério principal (BQ), formando o nervo olfatario. Os
neurdnios do BO mandam projegdes para diferentes estruturas, dentre as quais pode-se citar o ndcleo
olfataric anterior (NOA&), & taenia tecta, o tubérculo olfatdrio, o corex piriforme (CP), o complexo
amigdaloide (4), o cortex entorrinal (CE) & o nicleo do trato olfatorio lateral (nLOT; asterisco vermelho).
Meurdnios do cortex olfatorios e do nLOT projetam de volta para o BO. Conexdes intracorticais
principais estdo presentes entre partes do neocortex, hipocampo, talamo e hipotalame, assim como
para o neocortex & as estruturas contralaterais. Os axdnios provenientes do aparelho vomeronasal
(AWN) formam o nervo vomeronasal  projetam para o bulbo olfatario acessario (BOA). Os neurdnios,
entdo, projetam axdnios (e recebem projegdes) para o NOA e nLOT (asterisco azul) & para A
Principalmente CP & A mandam projegdes para os nlclecs do tdlamo & hipotdlamo (Adaptado de
Paxinos et al., 2004 e de Castro et al, 2009).

Figura 9. Figura retirada da dissertacdo de Mestrado de Roberta Ribas Pena (2014)

Quando se faz alusdo ao conceito de circuito neural, pensa-se em redes de
neurdnios interconectadas através de sinapses, diretas ou indiretas, intra ou inter re-
gionais. Esses neurdnios podem estar ligados mono ou polissinapticamente, através
de interacdes seletivas, interagindo simultédnea e preferencialmente com areas espe-
cificas (Varela et al., 2001).
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1.4 OSCILACOES NEURAIS

“Without periodicity, there is no time; without time,

there is no past, present, or future.”

Gyorgy Buzsaki

1.4.1 Um breve conceito de circuitos neurais

Kandel (2000) afirmou que um Unico neurdnio, por si s, ndo é inteligente, mas
guando integrado em uma rede de outros neurdnios ele seria capaz de sentir, pensar,
lembrar e perceber. A ideia conexionista de redes de neurdnios remonta a trés gran-
des nomes, 0s quais, ao longo das décadas, tiveram seus trabalhos aperfeicoados
por outros neurocientistas, para que entdo pudéssemos chegar a um grande, porém
ainda incompleto, conhecimento sobre o funcionamento de popula¢des neuronais. Se-
mon (1904) com a teoria dos engramas, Sherrington (1906) com seu trabalho sobre o
arco-reflexo (The Integrative Action of the Nervous System) e Donald Hebb (1949)
com a teoria das assembleias celulares (cell assemblies) davam inicio a um novo ciclo
de estudos sobre o comportamento conjunto dos neurdnios e seus impactos no com-
portamento humano. Avancos nas técnicas de eletrofisiologia foram permitindo pro-
gressos dentro da dificil tarefa de mapear e compreender o encéfalo mediante uma
perspectiva conexionista de circuitos integrados em multi-niveis. O renomado neuro-
cientista Gyorgy Buzsaki afirma que “ a tarefa de cabear o cérebro humano é seme-
Ihante a tarefa de conectar todas as estrelas”. Hoje sabemos que o cérebro esta or-
ganizado em uma hierarquia de multiplos circuitos paralelos que se interconectam de
curtas a longas distancias ao longo do cortex cerebral (Buzsaki, 2006). Durante o
curso evolutivo das espécies, 0s circuitos neurais basicos, que assinalavam boa res-
posta adaptativa, foram se mantendo e outros novos circuitos paralelos de média e
longa extenséo foram sendo sobrepostos. Dessa forma a natureza foi aproveitando
aquilo que estava gerando bons resultados e 0s “novos” cérebros nada mais seriam
do que versbes modificadas de cérebros anteriores. Assim como num sitio arqueolé-

gico, novas camadas celulares foram surgindo e formando camadas superiores, abri-
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gando entdo novos circuitos de maior complexidade. Esses circuitos foram se conec-
tando com os antigos e formando hierarquias de controle (Buzsaki, 2006). Ainda se
sabe muito pouco sobre essa hierarquia funcional das diferentes redes de neurénios

espalhadas pelas estruturas encefalicas e por isso sdo muito contestadas.
1.4.2 Neurdnios oscilam ?

A natureza € palco de diversos exemplos que retratam a periodicidade. Diaria-
mente, 0 Sol nasce e se pde e as marés sobem e descem. A cada trimestre as esta-
cOes se revezam e dessa mesma forma, no cérebro de cada individuo, em curtos
intervalos de tempo, 0os neurdnios vibram de forma ritmada e em diferentes padrdes

oscilatorios.

Um sistema é considerado um oscilador quando, independentemente de sua
natureza, ele possui ritmo, periodicidade, amplitude e um ciclo definido de funciona-
mento; todos eles gerados pela combinacao intercalada de for¢as positivas e negati-
vas, que respectivamente conduzem o sistema para longe de seu estado inicial e de-
pois trazendo-o de volta ao estado inicial (Buzsaki, 2006). Como boa ilustracdo de
um oscilador pensemos num péndulo daqueles reldgios antigos. Muitos fisicos alegam
gue a mais valiosa caracteristica de um sistema oscilatério € a sua previsibilidade. No
entanto, quando o assunto se trata das oscilacdes neurais as analises e predicdes
nao sdo consideradas tdo simples e diretas, fazendo com que para a maioria dos neu-
rocientistas a principal caracteristica de um oscilador seja o ritmo com que oscilam.
Se pensarmos no ritmo como a frequéncia de vibracdo e analisarmos o universo das
ondas, de fato, a frequéncia de uma onda € a grandeza fisica que a caracteriza de
forma Unica no espaco. Por exemplo: se uma onda eletromagnética acusar uma fre-
quéncia entre 606 e 668 THz ela definitivamente se apresentara na cor azulada no
espectro de visdo de um humano; nenhuma outra assim o fard. No contexto neuroci-
entifico ndo tem sido diferente. Desde os estudos de Hans Berger, em 1929, comecou-
se a associar os padrdes de oscilacdo de uma dada area cerebral com padrdes com-
portamentais e cognitivos. Para compreender esse cenario macroscopico comporta-
mental, precisamos entender como essas oscilacdes sao originadas por nosso ence-

falo.
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De forma resumida, dizemos que um unico neurénio oscila, principalmente, de-
vido as constantes flutuagdes de potencial de membrana causadas pela acao de ca-
nais idnicos dependentes de voltagem que, ao permitir o influxo e o efluxo de ions,
geram efeitos alternados e ritmados de despolarizacéo e hiperpolarizacdo na mem-
brana (Buzsaki, 2006). Esse neurdnio, agindo dentro de uma rede, tera seus disparos
sincronizados com 0s dos outros neurdnios e dessa forma verificaremos agora uma
populacao inteira realizando disparos sincronizados. Sabe-se que as oscilacdes de-
pendem da acéo de populacdes de neurdnios inibitérios (Traub et al. 1989, 1997; Go-
lomb & Rinzel 1993; Wang & Buzsaki 1996; White et al. 1998; Brunel & Hakim 1999;
Whittington et al. 2000), mais especificamente interneurdnios GABAérgicos. E através
deles que se define uma cadéncia de “disparos” e “siléncios” sucessivos. Se pensar-
mMOos num conjunto de redes neurais dispersas ao longo de uma regiao cortical e con-
siderarmos essa constante e dinamica interacao entre populacdes de neurdnios exci-
tatorios e inibitorios, verificamos a origem das oscilacdes cerebrais (Wilson & Cowan
1972). A oscilacdo é uma capacidade intrinseca dos neurdnios e ela é gerada em
multiplos padrbes de frequéncia em curtos e transientes intervalos, onde a frequéncia
dessas oscilacdes € dependente do tempo médio de duracao da inibicdo provocada
nas redes (Buzséaki, 2006).

1.4.3 Oscila¢des e funcdes cognitivas

O médico neurologista Hans Berger, em 1929, ao conectar eletrodos no couro
cabeludo de um de seus pacientes verificou, pela primeira vez, que uma corrente elé-
trica advinda do cérebro estava associada a um padrao oscilatério entre 8 e 12 Hz.
Essas ondas receberam o nome de ondas alfa (uma relacéo entre a primeira letra do
alfabeto grego e a primeira onda encontrada em cérebros de humanos). Nesse mo-
mento abriam-se as portas para a busca de atividade neural em forma de ondas e
desde entdo tem-se encontrado fortes relagcdes entre as oscila¢cdes neurais e as di-
versas fung¢des cognitivas como atencao (Klimesch, 2012), memdria de trabalho (Gul-
binaite et al., 2014a; Haegens et al., 2014) e controle cognitivo (Cavanagh et al., 2009;
Gulbinaite et al., 2014b). Tem-se verificado também rela¢cdes com o controle do timing

dos disparos neurais (Lisman and Buzsaki, 2008), com a facilitagdo de mecanismos
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de plasticidade sinaptica envolvendo a consolidagcdo de memorias de longa duragao
(Buzsaki and Dragun, 2004) e com o controle motor e de percepcéo ( Fries P (2005) ;
Fell J, Axmacher N; Axmacher (2011); Schnitzler A, Gross J; Gross (2005)).

Essas oscilagfes séo classificadas em faixas de frequéncia e na maior parte
das vezes em bandas de frequéncia (conjunto de frequéncias analisadas em grupo).
A literatura reconhece distintas formas de se fazer a divisdo dessas bandas (Buzsaki,
2006), e portanto serd apontada na Figura 10 abaixo as bandas que serdo usadas em
nosso trabalho, baseadas nos trabalhos de Kepecs et al., 2005; Kay & Beshel, 2010,
Gourévitch et al., 2010.

MWMW“’V‘”WMNW\M Gama (35 - 100 Hz)
J\/JW\/\/\I\"W\/\}W\/\NV“\/\/\ Beta (15 - 35 Hz)

J\/\/\/\/\/\/\W\ Alfa (12 - 15 Hz)
’\,\A/\/‘\A/\ Teta (4 - 12 Hz)

\/\/\/ Delta (0 — 4 Hz)

Os distintos valores de faixas de frequéncias tém sido usados como indicadores

Figura 10

de funcdes cerebrais. Oscilacdes delta estdo presentes em momentos de percep¢ao
sensorial e tomadas de deciséo (Basar et al., 1980, 1998a,1998b, 1999, 2000, 2001;
Basar-Eroglu et al.,1992; Naatanen et al.,1992; Shurmann et al., 1997). Oscilagbes
teta estdo ligadas a processos de plasticidade durante o aprendizado e funcdes de
memoria, envolvendo principalmente o hipocampo e o lobo temporal (Klimesch, 1999;
Nokia et al., 2009; Rutishauser et al., 2010). Oscilacfes alfa se acentuam em estados
tbnicos de atencao (Klimesch, 1999; Nerad & Bilkey, 2005; Sadaghiani et al., 2010).
Ja no extremo das maiores frequéncias, as oscilacdes beta e gama séo vistas durante

processamento sensorial, coordenacdo sensoriomotora e alguns tipos de memoria
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(Gray et al., 1989; Laurent & Davidowitz, 1994; Stopfer et al., 1997; Fries et al., 2001;
Friedrich & Laurent, 2001, Laurent, 2002).

Apesar de se terem evidéncias das correlacdes das faixas de frequéncia e pa-
drbes cognitivos, ainda permanece a duvida de como essas oscilacdes impactam es-

Ses com plexos processos.

1.4.4 Populagfes neurais (cell assemblies) e sincronismo

A idéia de uma rede integrada de neurdnios com a capacidade de dispararem
seus potenciais de ag&o de forma sincrénica veio como uma solugao apresentada por
Hebb para os problemas da permanéncia do aprendizado e do armazenamento tem-
porario de memoarias (Cooper, 2005). Ele afirmou que a habilidade que o cérebro teria
de gerar pensamentos coerentes provinha de uma orquestracdo espago-temporal de
populacées de neurbnios, também referidas como cell assemblies. Esse termo referia-
se a uma dada populacédo de neurdnios excitatorios cujas sinapses teriam sido forta-
lecidas pela co-ativacdo dos mesmos, conferindo-lhes entdo uma forca sinaptica
maior quando comparada com qualquer outra que nao pertencesse a essa populagéao.
O limite anatémico dessas assembleias seriam todos aqueles neurdnios que dispara-
vam juntos mediante um estimulo (Buzséki, 2006). No decorrer dos anos tal hipotese
foi sendo refinada, notoriamente por Brainterberg (1978) e Abeles (1982). Porém, a
ideia central que a compunha manteve-se intocada e com a evolu¢do das pesquisas
percebeu-se que o sincronismo era um elemento intrinseco a essas redes e as 0sci-
lacbes por elas geradas. Tem-se demonstrado que o sincronismo por oscilagdo é um
mecanismo metabdlico de baixo custo (Salek-Haddadi et al., 2002). Buzsaki afirma
ser o de menor investimento energético (2006). O mecanismo de sincronia entre dois
distintos osciladores neurais também tem sido correlacionado com o aumento da efi-
ciéncia sinaptica e consequentemente da plasticidade neural funcional (Schaefer et
al., 2006; Singer, 1993); processos fisiologicos elementares para o aprendizado (Roel-
fsema et al., 1997; Engel et al., 2001; Fries et al., 2001).

Nossa pesquisa se detera ao estudo do sincronismo entre os padrdes de 0sci-

lac&o teta e gama gerados nas regides do hipocampo dorsal e do bulbo olfatério.

32



1.4.5 Local Field Potential (LFP)

O local field potential (LFP) € um sinal eletrofisiol6gico que mede o campo elé-
trico gerado pela diferenca de potencial elétrico entre dois pontos de um dado volume
de tecido cerebral (Mitzdorf, 1985). Qualquer porcdo de membrana de célula nervosa
gue seja excitavel (seja de um dendrito, de uma espinha, do soma neuronal, de um
axénio, de uma neuroglia ou de um terminal axonal) é palco de correntes idGnicas ge-
radoras de um potencial elétrico no meio extracelular. Dentre as principais atividades
que participam da criacdo desse sinal estdo as correntes oriundas das transmissées
sinapticas, o fluxo iénico ocorrido nos canais dependentes de ligantes e de voltagem,
potenciais gerados pelo fluxo de Na+ e Ca2+ e a prépria oscilagéo intrinseca no po-
tencial da membrana neuronal (Buzsaki, Anastassiou and Koch, 2012). Dessa forma
podemos afirmar que o LFP é resultado tanto do somatoério dos campos gerados pelas
correntes do meio intracelular para o meio extracelular (também nominadas sources)
quanto pelas correntes do meio extracelular para o meio intracelular (também nomi-
nadas sinks) (Buzsaki, 2006). O LFP é um sinal que mede a sincroniza¢do dos inputs
de informacédo de longa duracédo de uma regido (e.g, PEPS, PIPS) e ndo os outputs
de curta duracéo (e.g, potenciais de acéo) (Quiroga, 2013). Para isso, em sua analise
aplica-se um filtro passa-baixo que elimina a leitura dos sinais de alta frequéncia de
flutuacdo do potencial elétrico gerado pelas correntes vinculadas aos potenciais de
acado. Muitos autores se referem ao LFP como “micro-EEG” (micro-eletroencefalo-
grama). E uma alus&o perfeitamente coerente pois em ambos os casos o método con-
siste na captacdo da atividade elétrica de uma area encefélica expressa por ritmos
cerebrais de distintas frequéncias. A diferenca entre eles se da na dimenséo do vo-
lume de tecido cerebral que o sinal estd sendo captado. Enquanto a resolucao espa-
cial do EEG é da ordem de cm, a do LFP é da ordem de mm. A captacdo do LFP se
da pela insercédo profunda de finos micro-eletrodos que podem ser de vidro ou de
metal. O raio de alcance volumétrico da medicéo permite a captacdo dos campos elé-
tricos gerados por um numero de células nervosas que pode variar de dezenas a mi-
Ihares delas (Buzsaki, 2006).

A captacdo do LFP permite medir variagdes do campo elétrico ao longo de

uma janela temporal mével. Esse sinal pode entédo ser decomposto em componentes
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espectrais a partir de analises matematicas. Uma das analises de uso recorrente € a
analise tempo-frequéncia. Nela faz-se a decomposicdo espectral do sinal atravées da
Transformada de Fourier de Curta Duragao (STFT — short-term Fourier transform) que
converte o sinal no dominio do tempo em uma fung&o bidimensional no dominio
tempo-frequéncia. Com isso, obtém-se um espectrograma que nada mais € do que
um retrato da densidade espectral numa escala temporal, apontando a magnitude de
energia envolvida para cada valor de frequéncia. Dessa forma, pode-se fazer uma
analise numa escala temporal da variacdo de amplitude e a fase do sinal colhido. Isso,
por sua vez pode ser usado como informacao de algum processo neural em uma dada
regido encefalica. Em funcéo dessas valiosas informacdes que podem ser colhidas a
partir das oscilagcdes neurais, surgem cada vez mais estudos usando a analise do LFP
para buscar compreender melhor os mecanismos de processamento cortical, plane-
jamento das atividades motoras e de funcdes cognitivas de alto nivel como memodria,
tomada de decisdo e atencao (Henrie and Shapley, 2005; Kreiman et al., 2006; Liu
and Newsome, 2006; Pesaran et al., 2002; Scherberger et al., 2005; Womelsdorf et
al., 2006).

1.4.6 Cross-frequency coupling

As oscilacdes geradas pelas redes neuronais ao longo do encéfalo sdo conhe-
cidas por serem interdependentes em suas distintas bandas de frequéncia (Buzsaki
and Draguhn, 2004). Essa forma de interagéo é conhecida como cross-frequency cou-
pling (CFC) e pode ser analisada em diversas escalas espaciais e temporais (Buzsaki,
2006). Estudos tem sugerido um papel funcional para o CFC em tarefas de aprendi-
zado e tem-se verificado uma variagdo na intensidade desse acoplamento mediante
estimulos sensoriais, motores e cognitivos. Também tem sido reconhecido como um
mecanismo de transferéncia de informacdes a longa distancia, assumindo papel im-

portante na integracdo de areas distantes (Canolty and Knight, 2010).

O sub-tipo mais conhecido de CFC é o phase-amplitude coupling (PAC), rela-
cionando uma dependéncia entre a fase de uma oscilacdo de baixa frequéncia com a
amplitude de uma oscilacéo de alta frequéncia (Canolty and Knight, 2010). Esse me-

canismo retrata um acoplamento entre os bursts (i.e. disparos subitos, rajadas) de
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osciladores de alta frequéncia e a fase de osciladores de baixa frequéncia (Samie ,
2017). Uma outra forma de se definir PAC € como sendo a modulacdo da amplitude
de um oscilador A de alta frequéncia sobre a fase de um oscilador B de menor fre-
quéncia (f A > f B). Recentemente o PAC tem recebido consideravel atencao dos neu-
rocientistas pois tem-se verificado que a modulacéo nesse tipo de acoplamento ocorre
durante tarefas sensoriais, motoras e cognitivas (Tort et al.,2008, 2009; Axmacher et
al., 2010; Fell and Axmacher, 2011; Schutter and Knyazev, 2012; Florin and Balillet,
2015; De Hemptinne et al., 2015). Nossa pesquisa serd baseada no aprofundamento
da analise do PAC ocorrente no circuito BO-HD. Analises do LFP durante tarefa en-
volvendo processos cognitivos (reconhecimento de odores) revelaram uma grande
atividade gama (35-100 Hz) no bulbo olfatério principal de camundongos e um signifi-
cante acoplamento theta phase/gamma amplitude (PAC para oscilacOes teta e gama)
entre o BOP e o hipocampo dorsal (Pena et al., 2017). Ja existem evidéncias que o
acoplamento entre essas regides € funcional, isto €, esta correlacionado com o pro-
cessamento de memarias de longo prazo em roedores (Martin et al., 2007; Tort et al.,
2009). De forma geral, ondas teta estéo ligadas a processos de aprendizado e memo-
ria, principalmente em hipocampo e lobo temporal (Klimesch, 1999; Nokia et al., 2009;
Rutishauser et al., 2010), enquanto ondas gama associam-se a processos importantes
de processamento sensorial local, coordenacao sensério motora e memoria (Gray et
al., 1989; Laurent & Davidowitz, 1994; Stopfer et al., 1997; Fries et al., 2001; Friedrich
& Laurent, 2001, Laurent, 2002).

Existe uma relacdo muito interessante entre a faixa de frequéncia de oscilagao
e o tamanho da populacdo neural envolvida. Majoritariamente, amplas populacoes
oscilam e sincronizam em baixas frequéncias enquanto pequenos grupos neurais sao
mais ativos em altas frequéncias (Buzséaki, 2006). Isso mostra 0 que ocorre num pro-
cesso de recrutamento de redes: majoritariamente, extensas redes séo recrutadas
durante eventos de baixa frequéncia enquanto as pequenas redes sdo recrutadas du-
rante baixas oscilagbes (Buzsaki and Dragun, 2004). Estudos tem verificado a mani-
festacdo das oscilagdes de baixa frequéncia em eventos sensoriais, motores e cogni-
tivos (e.g tomada de decisdo e memoria) ( Schroeder and Lakatos, 2009). E valido
notar que diferentes frequéncias podem, num mesmo intervalo de tempo, coexistir

dentro de uma mesma area ou em distintas regioes enceféalicas, interagindo entre si
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(Buzsaki and Dragun, 2004), dando ideia de uma dinamica espacial, e atuando como
sincronizadoras de disparos neurais (Lisman and Buzséaki, 2008), dando ideia de uma

dindmica temporal.

Compreender e prever o funcionamento do sistema nervoso humano através
do prisma das oscila¢cdes neurais tem sido um recente e grande desafio para a neu-
rociéncia. No entanto, para mais além dessa misteriosa neblina de informacdes, exis-
tem promissoras respostas que talvez um dia nos permitirdo desvendar os mistérios

da mente a partir dos simples e monétonos disparos neuronais.
2. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, muitas tem sido as descobertas sobre os impactos da
neurogénese sobre a memoria. No entanto, os avangos progressivos tem sido dados
de forma anatomicamente isolada. Em outras palavras, estuda-se o papel destes no-
VoS neurdnios isoladamente no hipocampo ou no bulbo olfatério. Entretanto, como a
producdo e amadurecimento desses novos neurdnios interferem nas redes neurais

formadas no hipocampo e no bulbo olfatério, ainda permanece desconhecido.

O presente projeto unir-se-a ao grande desafio atual de compreender com mai-
ores detalhes como esses novos neurdnios se comportam dentro das redes de me-

modria ja existentes e até mesmo naqueles engramas em processo de formacao.

Uma das linhas de pesquisa do Nucleo de Neurociéncias (NNC) da Universi-
dade Federal de Minas Gerais, coordenada pela Dra. Grace Schenatto, tem contribu-
ido para demonstrar a correlacdo da neurogénese com a memoria social de longa
duragdo em camundongos. Resumidamente, detectamos dois pontos importantes: (1)
a sensibilidade da persisténcia da memaria social a neurogénese e (2) a estreita rela-

cao entre alteraces no acoplamento BO-HD e a persisténcia da memdria social.

Embasados em nossos estudos prévios e nas evidéncias da literatura que con-
firmam que as principais, se ndo Unicas, regides neurogénicas no cérebro maduro sao
o BO e o HD, o objetivo deste projeto é verificar os efeitos promnésicos do AE, via
aumento da neurogénese nessa circuitaria, sobre a MSLD, a partir de uma melhora

do acoplamento dessas duas regioes.
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Analisaremos, por eletrofisiologia, 0 acoplamento (cross-frequency coupling) do
circuito bulbo olfatério - hipocampo dorsal durante a evocacdo da memoaria, verificando
os efeitos positivos da neurogénese sobre a memoéria de longa duragdo nos camun-

dongos.
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Verificar se o AE, via aumento da neurogénese nas regides do BO e HD, me-
lhora a memoria social de camundongos isolados via reestabelecimento do acopla-

mento BO-HD causado pelo isolamento social.
3.2 Objetivos especificos
- Verificar o efeito do IS sobre a MS em camundongos;

- Avaliar o efeito preventivo do AE sobre o déficit de memoéria dos camundongos iso-

lados socialmente;

- Avaliar o acoplamento do BO-HD durante a tarefa de MS, em diferentes condi¢des

ambientais;

- Investigar o efeito da inibicdo da neurogénese sobre o acoplamento BO-HD durante
a tarefa e MS.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais experimentais

Os protocolos experimentais a serem utilizados deverdo ser aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) (n°177/2014).

Serao utilizados camundongos machos da linhagem C57/BL6 com 7 semanas
de idade, obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal de Minas

Gerais. Deverao ser mantidos no biotério setorial do Departamento de Fisiologia e
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Biofisica, em estantes ventiladas (Alesco, Brasil) sob condi¢cdes controladas de tem-
peratura (22+1°C), umidade (40-70%) e ciclo claro-escuro (12-12h — 7h-19h), com ali-
mentacao e agua ad libitum. Caso a restricdo de ingesta hidrica e solida se fizer ne-

cessaria ao protocolo experimental, assim serd feito e por sua vez sera especificado.

A fim de cumprir, em todos os quesitos, as orientagdes preconizadas pelas di-
retrizes do CEUA-UFMG. Os protocolos a serem utilizados, estdo embasados na pre-
missa de se utilizar o menor numero possivel de camundongos. Para tal, o tamanho
amostral foi calculado com base no livro Estatistica Aplicada a Experimentacédo Animal
(2002, segunda edicao) do autor Ivan Barbosa Machado Sampaio, sendo também
considerados os dados obtidos em estudos anteriores para o calculo da amostragem

necessaria.

Os pesquisadores envolvidos deverdo estar enquadrados nos moldes e para-
metros elaborados pela Sociedade Brasileira de Neurociéncias (SBNeC) e, por sua
vez, contidos na “Behavior Gudelines for Animal Experimentation”, respeitando a vida

dos animais utilizados e evitando o sofrimento dos mesmos.
4.2 Grupos e condicOes de alojamento

O trabalho sera conduzido utilizando 5 grupos (n=10) de camundongos adultos.
Estes camundongos, incialmente agrupados, serdo conduzidos para as seguintes
condi¢cbes alojamento:

e Grupo 1 (Isolado Padrao): 1 animal em gaiola padréo (28x17x12cm) com forra-
gem;

e Grupos 2, 3 e 4 (Isolado Enriquecido): 1 animal em gaiola grande (40x33x16cm)
com forragem e rolos de papeldo, fitas de papel celofane, pecas cubicas de
plastico de diversas cores e uma toca, confeccionada com o fundo de uma gar-
rafa pet;

e Grupo controle positivo: animais permanecendo na gaiola inicial de agrupa-

mento

Os animais serdo mantidos em suas respectivas condi¢des de alojamento por

pelo menos 7 dias (Monteiro et al., 2014; Caixeta et al., 2017). Durante esse periodo,
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as gaiolas serdo limpas a cada 3 dias e no caso do ambiente enriquecido os objetos

serdo trocados juntamente com a forragem.

4.3 Ambiente da tarefa de comportamento

As tarefas comportamentais ocorrerdo em uma sala climatizada privada de ru-

idos, situada no Nucleo de Neurociéncias (NNC).

Todos os experimentos acontecerdo no periodo da manha entre 9:00 e 12:00h.

Caso se facam necessérias condicdes de luminosidade diferenciadas, as mes-

mas serdo descritas detalhadamente nos respectivos protocolos.

Todos os aparatos deverdo ser devidamente higienizados, antes e entre os
testes com os animais, utilizando solucéo de acido acético 0.003%.

4.4 Tarefa de comportamento: Paradigma Intruso-Residente

Em nosso estudo, para acessar a memoria social dos camundongos, usaremos
uma tarefa de reconhecimento social baseada numa variacdo do modelo de Thor e
Holloway (1982), intitulada Paradigma residente-intruso. Sera utilizado como intruso,
um camundongo juvenil, que nesta faixa etéria ainda ndo apresenta producéo expres-
siva de feromonios, evitando assim um possivel comportamento agressivo e sexual

(Thor & Holloway, 1982) do residente durante a tarefa.

A tarefa consiste na mensuracdo do tempo de investigagdo que um camun-
dongo adulto dispendera ao ser apresentado a um co-especifico, partindo do principio
gue quanto maior o interesse e o tempo dispendido no processe de interagcdo, menor
a evidéncia de memoaria retida. Em contrapartida, caso o camundongo em tarefa perca
rapidamente o interesse pelo intruso, deixando-o de investigar, quer dizer que ele ja o

identificou em seu repertorio de memdarias sociais.

O protocolo do paradigma consiste na exposicdo do camundongo adulto a 3
sessOes de 5 minutos cada; habituacéo, treino e teste, intervaladas em 24h consecu-

tivas.
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Figura 11. Representagdo esquematica do paradigma a ser utilizado

Basicamente, a tarefa consiste em permitir que o camundongo faca a explora-
cao social do outro individuo a partir da intromissao das vibrissas do focinho dele em

micro-furos presentes num cilindro que isola o intruso, dentro da prépria caixa.

O cilindro de isolamento é de acrilicotransparente, tem 10cm de diametro e
contém 60 furos uniformemente espacados (Gusmao et al., 2012). A foto abaixo re-
presenta um modelo real desse cilindro e do momento da tarefa em um experimento

de um dos integrantes da nossa equipe.

Figura 12. Foto representativa do aparato utilizado na tarefa de reconhecimento social. (A) Cilindro
onde o animal juvenil foi alojado durante o treino e o teste da tarefa de reconhecimento social (B)
Momento em que o juvenil foi colocado na gaiola em que o adulto estava apés o periodo de habituagéo.
(C) Detalhe da exploracao social.. Figura extraida da tese de Doutorado de Ana Raquel Pereira Caixeta,
2016
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A fase de habituacdo consiste na introducdo do animal adulto em uma caixa
limpa contendo um cilindro vazio por um periodo de 30 minutos. Durante os 5 minutos

finais, um camundongo juvenil é introduzido no cilindro, com o objetivo da habituacéo.

A fase de treino consiste em colocar o juvenil no cilindro vazio e permitir a
investigacao social durante 5 minutos. A quantificacdo da investigacdo é medida pela
introducao das vibrissas do adulto no cilindro. O cilindro é posicionado no mesmo lugar
da fase de habituacéo e € limpo com alcool 70% entre cada etapa.

Na fase de teste occorre a avaliagdo da memaria social de longa duracdo. Apés
24h o juvenil é inserido dentro do cilindro obedecendo ao mesmo protocolo da fase de

treino e o adulto realiza a tarefa de reconhecimento durante 5 minutos.
4.5 Procedimentos cirurgicos

A cirurgia envolvera o procedimento de insercéo dos eletrodos e sera realizada
num aparelho estereotaxico. A cirurgia estereotaxica é uma forma de intervencao ci-
rdrgica, recorrentemente utilizada em laboratoérios que trabalham com modelos ani-
mais de roedores, que usa um sistema tridimensional de coordenadas para atingir

pequenos alvos cerebrais.

Nosso laboratério utiliza o Atlas de Neuroanatomia de Camundongos (Paxinos
et al., 2010) para mapeamento das coordenadas almejadas.
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A Figura 13, abaixo, retrata de forma simplificada as 3 etapas basicas (aneste-

sia, posicionamento e cirurgia) que envolvem a cirurgia.

ADAPTADOR

POSICIONAMENTO

BREGMA \n‘” : ‘
\\i,,.g "'::-;}.- . | »
X L &

VISAO ILUSTRATIVA DO CEREBRO
(CORTE CORONAL)

ANESTESIA TORRE DO ESTEREOTAXICO

Figura 13. llustragcdo das etapas cirlrgicas para insercdo de eletrodos (adaptada da dissertagéo de

Mestrado de Laura Jaimes Alvarado, 2016)
4.5.1 Cirurgia estereotaxica: insercao de eletrodos

Cada animal sera anestesiado com isoflurano 3%, na indugéo, e 1%, na manu-
tencdo, por via intraperitoneal e posicionado em aparelho estereotéxico, apos testes
de estimulacao sensorial que garantem a verificacdo do efeito anestésico sobre o ani-

mal.

A regido da cabeca sera tricotomizada e degermada com Polivinil Pirrolidona
lodo (PVPI), para entdo o animal receber a anestesia local com lidocaina por via sub-
cutanea, diluida a 0,5% com soro fisiolégico em uma concentracdo de 5mg/Kg
(CEUA/UFMG).

O cranio ficara exposto apds incisdo com bisturi e o peridésteo removido, permi-

tindo a visualizacdo dos bregma e lambda.

O animal permanecera alinhado no aparato estereotaxico, para que seja feita
a marcacéo precisa dos locais que recebrédo os implantes dos eletrodos e parafusos
a partir do bregma em dimensdes antero-posterior e latero-lateral, e com relacdo a
dura-mater em dimensao dorso-ventral.
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Sera utilizado um atlas de neuroanatomia de camundongos, Paxinos 2001,
além de artigos cientificos, para obtermos as coordenadas. Estas sado: (i) Bulbo olfa-
tério, em mm: AP +4.0; LL +1.0; DV -3.0; (ii) Hipocampo dorsal — CA1, em mm: AP -
1.9; LL +/- 1.6; DV -1.0. Precisardo ser implantados dois parafusos: (i) Parafuso de
referéncia: regido occipital contralateral, profundidade até a dura-mater; (ii) Parafuso

terra: regido parietal contralateral, profundidade até a dura-méater.

Com as regibes mapeadas e marcadas, segue-se afuracdo da calota craniana,
para insercdo e posicionamento dos eletrodos e parafusos em profundidade especi-
fica. Estes serdo fixados ao cranio com cimento de zinco e entdo, soldados a um co-

nector de pinos, o qual permitira o acoplamento ao sistema de registro eletrofisiologico

A regido do cranio que ficard exposta sera coberta por acrilico dentario (o
mesmo material utilizado para confeccéo de aparelhos ortodénticos) formando um ca-

pacete (Messier et al., 1999).

As respostas sensoriais precisardo ser testadas ao longo de todos os procedi-
mentos, garantindo que o animal ndo passe por nenhum sofrimento de dor durante
essa etapa. Na eventual sinalizacdo de respostas sensoriais mediante estimulacao,

havera uma suplementacdo com ¥ da dose de cetamina (20mg/kg).

Finalizado o procedimento cirdrgico, os animais receberao uma dose de bana-
mina (analgésico e anti-inflamatoério), em concentracdo de 0,3mg/kg e de pentabiotico

(antibidtico) a 160mg/kg.
4.6 HISTOLOGIA

Com o intuito de verificar se a inser¢cao dos eletrodos e das canulas atingiu as
regides desejadas do hipocampo dorsal e do bulbo olfatério, apds o fim da tarefa de
comportamento,0s animais serdo eutanasiados e para que possamos remover 0 cé-

rebro para futuros fatiamento e analise.

Os cérebro serdo armazenados em paraformaldeido (4%) por um dia e em sa-

carose (30%) por dois dias.
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Com auxilio de um micrétomo criostato (-20°C) os cérebros seréo fatiados no
plano coronal, obtendo fatias de 100um préximo ao orificio da canula. Numa segunda
etapa,essas fatias serdo coradas com vermelho neutro e o local da insercdo sera ve-

rificado com auxilio de um microscopio 6ptico.
4.7 IRRADIAQAO INTRACRANIANA

O procedimento de irradiacéo craniana para inibicdo de neurogénese aconte-

cera no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN).

Camundongos com idades entre 7 e 8 semanas de idade receberdo uma dose
de 7 (Grays) Gys de irradiacdo, para o cérebro inteiro, usando uma fonte de Cobalto-

60 metalico.

Serdo inicialmente anestesiados com cetamina (100mg/kg) e xilazina
(10mg/kg) e imobilizados dentro de um tubo falcon (50 ml) devidamente perfurado

para permitir a ventilacdo dos mesmos.

Posteriormente, o tubo falcon sera posicionado verticalmente no interior de um
tijolo de chumbo para que os corpos dos camundongos sejam protegidos da irradia-
céo. O tijolo de chumbo € um modelo ja validado em nosso laboratério e foi confecci-
onado exclusivamente para nossos experimentos. Tem, em um dos lados, um orificio
de 0,9 cm o qual é cuidadosamente posicionado em dire¢do ao cranio do animal para

gue apenas este local possa ser irradiado.

Os camundongos do grupo controle passardao pelo mesmo procedimento de

anestesia e posicionamento dentro do tubo falcon, porém néo seréo irradiados.

Como elegemos a dose de 7 Gys, de acordo com Tada e colaboradores (1999),
esperamos que 30 dias apds a sessédo de irradiacao seja um ponto de reducao ex-
pressiva da proliferacdo celular. Por esse motivo iniciaremos os testes comportamen-

tais apds esse periodo.

Na semana que anteceder o inicio dos testes comportamentais, administrare-

mos Brdu, uma vez ao dia, durante 7 dias, na dosagem de 75mg/Kg.
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4.8 DESENHO EXPERIMENTAL

Nosso estudo envolvera dois experimentos.

O primeiro experimento sera realizado com o grupo controle positivo e com 0s
grupos 1 (grupo controle negativo) e 2 (grupo experimental). O grupo controle positivo
representard os animais sem prejuizo de memoria e sem problemas de acoplamento.
O grupo controle negativo representara os animais que tiveram sua memoria e seu
acoplamento prejudicados devido ao IS. J4 o grupo experimental sera o grupo que
ainda ndo sabemos os resultados. Esse experimento tera o intuito de validar a hip6-
tese de que o ambiente enriquecido restabeleceu o acoplamento das regides BO-HD.
Para isso, o sinal eletrofisiologico (LFP) sera coletado durante a evocacao da memaria
social de longa duracéo, enquanto o camundongo realiza a tarefa residente-intruso.
Esperamos que haja um maior acoplamento das bandas de frequéncia (teta e gama)
no Grupo 2, uma vez que estes sao os camundongos que , hipoteticamente, deveriam

sofrer os efeitos positivos do ambiente enriquecido.

No segundo experimento, usaremos 0s Grupos 3 e 4, com intuito de verificar
que a neurogénese, induzida pelo AE, € a responsavel por aumentar o acoplamento
entre as duas areas. Para isso, inibiremos a neurogénese por irradiacao transcrani-
ana, meétodo ja demonstrado eficiente nos trabalhos de Tada et al., 2000 e Madsen et
al., 2003 e nos ultimos trabalhos de nosso laboratério. O sinal eletrofisiolégico (LFP)
também sera coletado durante a evocacdo da memdria social de longa duracéo, en-

guanto o camundongo realiza a tarefa residente-intruso.

A irradiagéo craniana sera feita conforme detalhado no item acima e a Figura
14 abaixo ilustra 0 modelo de tubo falcon a ser usado.
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Figura 14. Imagem representativa de tubo falcon usado para posicionamento dos camundongos du-
rante o processo de irradiacdo. (A) O tubo falcon foi aberto para facilitar o posicionamento do camun-
dongo anestesiado. (B) O falcon ficava na posicao vertical e fechado durante a sesséo de irradiacéo.

(retirda da dissertacdo de Mestrado de Ana Raquel Pereira Caixeta, 2014)

Como nossa hip6tese é que a neurogénese € a responsavel pela melhoria do

acoplamento, esperamos que o Grupo 4 tenha seu acoplamento prejudicado.
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A Figura 15 abaixo € um resumo esquematico do desenho experimental:

EXPERIMENTO 1

EXPERIMENTO 2

Figura 15
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5. PLANO DE DESENVOLVIMENTO

O cronograma inicial, mostrado no Quadro 1 abaixo, visa nortear o ritmo crono-
l6gico das etapas eque compdem a realizacao do trabalho e estara sujeito a altera-
cOes, em funcdo de ajustes estabelecidos pela Orientadora Profa. Dra. Grace Sche-
natto e de possiveis imprevistos académicos, que porventura poderao se expressar

ao longo do prazo inicialmente delineado.

Quadro 1 - Cronograma de desenvolvimento de Pesquisa de Mestrado a ser realizada na Universidade Federal de Minas Gerais

ANOMES 2018 2019
ETAPAS Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Qut Mov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Revisdo de Literatura .

Levantamento Bibliografica -
Treinamento em Eletrofisiologia -
Aprendizado de técnicas cirlrgicas -
Experimentos _
I
I

Coleta de Dados

Tratamento dos Dados

Interpretagdo dos Resultados -

Redacéo da Dissertacéo _

Revisdo -

Entrega da Dissertagéo .
H

Defesa da Dissertagdo

6. RECURSOS FINANCEIROS

Os gastos envolvidos na pesquisa seréo integralmente cobertos pelas entida-

des financiadoras do programa de pesquisas do NNC.

As etapas da pesquisa acontecerdo dentro dos laboratérios do NNC, no Insituto
de Ciéncias Bioldgicas, na Universidade Federal de Minas Gerais, e no CPMAG, o

gue nédo implicara em qualquer despesa externa.
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