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RESUMO

A memoria é uma dentre as funcBes cognitivas com comprovada relevancia para o
desenvolvimento de habilidades necessarias a adaptabilidade das espécies, as quais sao
inerentes a sua sobrevivéncia. O objetivo aqui proposto foi a anélise do acoplamento de
frequéncia cruzada teta-gama durante uma tarefa de reconhecimento de objetos. O objetivo
principal foi verificar a existéncia de uma assinatura eletrofisiologica especifica durante a
exploracdo de objetos, tanto na circunstancia de novidade (codificacdo) quanto na evocacéo.
De modo mais especifico, foram investigadas diferencas entre o acoplamento fase-amplitude
entre teta e maltiplas frequéncias mais rapidas nas duas situaces. A pesquisa foi realizada
mediante a utilizagdo do conjunto de dados hc-25 disponibilizado por Michaél Zugaro
:“Recordings and timed stimulation of rat dorsal hippocampal area CA1 and medial prefrontal
cortex during behavior and sleep (disponivel em http://crcns.org/data-sets/hc/hc-25/). Os
procedimentos metodoldgicos consistiram na criacdo de rotinas personalizadas de analise, cujas
funcOes viabilizaram a extracdo das propriedades do sinal registrado. As propriedades
investigadas proporcionaram o estabelecimento do estudo e interpretacdo das caracteristicas de
funcionamento ritmico das bandas de frequéncia extraidas a partir do método de decomposicado
em modos empiricos (empirical mode decomposition — EMD) para a extracdo dos sinais neurais
brutos de Local Field Potentials em diversas bandas de frequéncia. Deste modo, foram
caracterizados ciclos teta individuais (Theta-Nested Spectral Components- tSCs) capturados
durante periodos de atividade de comportamento exploratério e de reconhecimento de objetos.
Ao comparar a forca média das tSCs nos ciclos teta obtidos durante a exploracéo de objetos e
locomogdo ativa, encontramos que apenas a forca da tSC relacionada a gama €
significativamente maior, mesmo quando controlamos para a velocidade do animal. Na
sequéncia, foram comparados os valores de forga entre os ciclos da exploracdo de objetos (por
definicdo quando o animal esta parado ou em baixa velocidade) e ciclos durante velocidades
lentas (<10 cm/s). Encontramos que, novamente, apenas o tSC4 possui forca média maior
durante a exploracdo de objetos, ao passo que os demais tSCs ndo sdo significativamente
diferentes. A hipédtese de trabalho admitida aqui é a de que se a tSC4 esta envolvida com a
codificacdo, esperavamos ver uma diminuicdo da sua forca durante o teste; mais ainda,
esperamos ver uma diminui¢do durante a exploracao do objeto “antigo” em comparagdao com o
objeto “novo” (deslocado). Todavia, foi visto ndo foram detectadas diferengas para todas as
tSCs. Portanto, devido a limitagdes de pesquisa e necessidade de adaptacdes relacionadas ao
método de coletada de dados apresentada, estudos mais detalhados e com maior tamanho
amostral serdo realizados de modo que o estudo seja passivel de maiores generalizacdes.

Palavras-chave: memoria de reconhecimento de objetos; memdria espacial; sinais

eletrofisiologicos.



ABSTRACT

Memory is one of the cognitive functions with proven relevance for the development of skills
necessary for the adaptability of species, which are inherent to their survival. The objective
proposed here was to analyze the theta-gamma cross-frequency coupling during an object
recognition task. The main objective was to verify the existence of a specific
electrophysiological signature during object exploration, both in the circumstance of novelty
(encoding) and evocation. More specifically, differences between phase-amplitude coupling
between theta and multiple faster frequencies in both situations were investigated. The research
was carried out using the hc-25 dataset made available by Michaél Zugaro: "Recordings and
timed stimulation of rat dorsal hippocampal area CA1 and medial prefrontal cortex during
behavior and sleep (available at http://crcns.org/data-sets/hc/hc-25/). The methodological
procedures consisted in the creation of customized analysis routines, whose functions enabled
the extraction of properties from the recorded signal. The properties investigated provided the
establishment of the study and interpretation of the characteristics of rhythmic functioning of
the frequency bands extracted from the method of empirical mode decomposition (EMD) for
the extraction of raw neural signals of Local Field Potentials in various frequency bands. In this
way, individual theta cycles (Theta-Nested Spectral Components- tSCs) captured during
periods of exploratory behavior activity and object recognition were characterized. When
comparing the average strength of the theta cycles obtained during object exploration and active
locomotion, we found that only the strength of the gamma-related theta is significantly higher,
even when controlling for the speed of the animal. Next, force values were compared between
cycles from object exploration (by definition when the animal is stationary or at low speed) and
cycles during slow speeds (<10 cm/s). We found that, again, only tSC4 has higher mean force
during object exploration, while the other tSCs are not significantly different. The working
hypothesis admitted here is that if tSC4 is involved with encoding, we would expect to see a
decrease in its strength during the test; more so, we would expect to see a decrease during
exploration of the "old" object compared to the "new" (displaced) object. However, it was seen
that no differences were detected for all tSCs. Therefore, due to research limitations and the
need for adaptations related to the method of data collection presented, more detailed studies
with larger sample size will be conducted so that the study is amenable to greater
generalizations.

Keywords: object recognition memory; spatial memory; electrophysiological signals.



1. INTRODUCAO

A memoria ja € uma dentre as funcbes cognitivas com comprovada relevancia para o
desenvolvimento de habilidades e competéncias necessarias a adaptabilidade das espécies. A
apreensdo de suas caracteristicas neurobioldgicas, fornece direcionamento na investigacao de
uma gama de processos comportamentais relacionados a mesma. Dessa maneira, entre
propostas de estudos promissores, a eletrofisiologia € uma possibilidade de investigar possiveis
interacdes e/ou comunicacdes neuronais entre as regides cerebrais, bem como as mutuas
influéncias entre os sistemas cognitivos.

Hipdteses sobre a funcionalidade das propriedades elétricas neuronais e demais
estruturas conectadas aos circuitos mneménicos demandam investimentos cientificos com
maior rigor tedrico e técnico, além de treinamentos especificos para 0 manejo de pesquisas
laboratoriais clinicas e pré-clinicos (Peper & Markowitsch, 2001). Canolty e Knight (2010) e
Hyafil et al. (2015) apontam a eletrofisiologia como um promissor campo de estudo, com
elevado grau de analise, cujo surgimento é devido a compreensdo de que diferentes frequéncias
podem ndo somente coexistir, mas também, podem interagir de modo mutuo.

E nesta perspectiva que pesquisadores ja constatam a viabilidade existente em registrar
disparos neuronais e potenciais de campo extracelular em vérias regiGes do cérebro e em
diferentes espécies, podendo averiguar seu funcionamento ritmico atraves de andlises
espectrais. Para isso, sdo especificadas diferentes classificacdes identificadas nos registros:
fase, frequéncia, formato de onda, origem do sinal e seu respectivo comportamento vinculado
(Scheffer-Teixeira & Tort, 2018).

Deste modo, torna-se fundamental trazer que a funcdo cognitiva memdria tem em suas
subdivisbes a memoria de reconhecimento, referenciada por sua grande relevancia na
preservacdo das espécies, visto que é entendida como a capacidade para discriminar um
estimulo de outros previamente conhecidos, a exemplo de objetos, pessoas ou situagdes. Esta
habilidade possibilita 0 reconhecimento de ameacas iminentes, dando suporte a previsdo de
episodios aversivos € modulando respostas comportamentais adequadas (Norman & O’Reilly,
2002).

Neste sentido, a tarefa de reconhecimento de objetos espaciais se apresenta como um
excelente paradigma comportamental que permita investigar e estabelecer os diversos
mecanismos neurais associados as distintas fases do processamento da memdria, como a
codificacdo, armazenamento, consolidagdo e evocagdo das memorias (Norman & O’Reilly,

2002; Maingret, Girardeau, Todorova, Goutierre & Zugaro, 2016).
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Os testes de memoria de reconhecimento tém sido amplamente estudados, discutidos e
desenvolvidos no universo da pesquisa cientifica. Dados obtidos a partir das mesmas podem
ser integrados ao entendimento das demais func¢des cognitivas e seus processos de comunicagdo
neuronal adjacentes.

Seguindo esta perspectiva, a eletrofisiologia associada aos protocolos de
reconhecimento, tém viabilizado a identificacdo e registro de como as células neuronais se
comportam diante de tarefas planejadas para investigacéo da fase de codificacéo e evocagéo da
memoria em modelos animais. Torna-se possivel, ainda, a realizacdo de analises da dinamica
entre oscilacdes rapidas e lentas (ritmos teta-gama), cuja literatura atualmente disponivel as
direciona para modos de conectividade neuronal (Scheffer-Teixeira & Tort, 2018). E possivel
observar a relevancia de testes que considerem o0s aspectos etolégicos do modelo animal
utilizado, trazendo menores possibilidades de enviesamento experimental, maior compreensao
dos efeitos cognitivos associados a tarefa e suas respectivas alteracdes fisioldgicas e/ou
patoldgicas, devido a consisténcia da teoria associada e padronizacdo bem fundamentada na
tendéncia natural dos roedores (Ennaceur & Delacour, 1988).

As pesquisas citadas aqui, reiteram a relevancia de testes que considerem
fundamentalmente, a etologia do modelo animal utilizado. Tais testes consideram a consisténcia
da teoria associada e possuem uma padronizacdo bem fundamentada na tendéncia natural dos
roedores (Ennaceur & Delacour, 1988).

A tarefa de reconhecimento de objetos espaciais, utilizada no protocolo experimental
aqui proposto, promove a investigacdo da funcionalidade e possiveis interacdes com outras
regides associadas a memdria. Dados imprescindiveis para maiores esclarecimentos sobre o
modo como esta funcdo cognitiva se integra, entre circuitos elétricos de areas proximas e
distantes.

E relevante trazer que a tarefa de reconhecimento se apresenta como um bom recurso
para o estudo de declinios cognitivos e prejuizos na discriminagdo de padrdes de alta e baixa
interferéncia, caracteristicas adaptativas para a sobrevivéncia das espécies ao longo da vida, a
exemplo comportamentos como evitar o perigo, se alimentar, buscar abrigo, etc.

Nesta dissertacdo, os capitulos foram estruturados em uma sequéncia logica que
demonstrem a ligacdo entre os conceitos fundamentais para (1) a compreensdo da memoria e
sua definicdo; (2) conceituacdo da memoria de reconhecimento espacial de objetos, trazendo o
protocolo comportamental classico, o qual também foi utilizado nos dados analisados; (3)
descri¢des gerais sobre as oscilagdes neuronais estudadas e, por fim, (4) a sintese da literatura

que une eletrofisiologia e a subdivisdo da memoria estudada. Tendo como objetivo geral a
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analise do acoplamento de frequéncia cruzada teta-gama durante uma tarefa de reconhecimento
de objetos.

Como objetivos especificos foram: (1) estabelecer padrdes de atividade oscilatoria
durante a fase de exploracéo e ndo exploracdo do objeto; (2) investigar o percentual de ciclos
teta com gama médio durante a exploracdo de um objeto novo; (3) explorar o percentual de
acoplamento teta com gama lento durante a evocagdo de um objeto familiar e (4) extrair e
quantificar componentes espectrais da banda de frequéncia teta (tSCs) durante o
comportamento exploratorio do animal.

Na sequéncia foram apresentados os procedimentos metodoldgicos cujas analises
eletrofisiologicas foram realizadas mediante a utilizacdo do conjunto de dados hc-25
gentilmente disponibilizado por Michaél Zugaro, intitulado como“Recordings and timed
stimulation of rat dorsal hippocampal area CA1 and medial prefrontal cortex during behavior
and sleep (disponivel em http://crcns.org/data-sets/hc/hc-25/), tendo como artigo original, no
qual seus dados foram utilizados pela primeira vez: “Hippocampo-cortical coupling mediates
memory consolidation during sleep” (Maingret, Girardeau, Todorova, Goutierre & Zugaro,
2016). O trabalho foi finalizado trazendo os resultados das analises eletrofisioldgicas,
juntamente com a articulacdo, discussdo teorica e demais aspectos observados em todo o

processo de experimentacéo.
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2. SISTEMAS DE MEMORIA

Ao longo da trajetoria acerca de como se configuram 0s mecanismos essenciais para o
bom funcionamento da memoria, avancos tecnologicos como registros eletrofisiologicos de
regides associadas a funcdo cognitiva, tém viabilizado a realizacdo de investigacdes sobre
fungdes neuronais que ainda permanecem obscuras quanto & mecanismos de comunicagdo e
conectividade neuronal.

A fim de abordar de modo estruturado as categorias mnemaonicas, é valido distinguir as
subdivis6es da memdria de longa duracdo. Tal categorizacdo, baseada em divisdes e funcdes
especificas associadas a cada categoria, pode ser feita em: memoria declarativa, ou memoria
explicita, e memoria ndo declarativa, também conhecida como memoria implicita. A memoria
declarativa consiste em memorias que estdo disponiveis a serem acessadas a consciéncia, cuja
evocacdo é possivel através de palavras. Ja a memdria ndo declarativa, consistem em memorias
que estdo em niveis ndo tdo acessiveis na consciéncia, ndo sendo comumente evocadas através

de palavras, mas geralmente por acOes (Ferbinteanu, 2019).

Figura 1: Sistemas de memoria. Adaptado de Squire; Zola; (1996) e Lima (2011).

Sobre a caracterizagdo da memoria declarativa, pode-se depreender duas categorias:
memoria episddica, a qual se trata de experiéncias passadas, eventos ou episodios que
apresentem os elementos deste tipo de memdria: 0 qué, quando e onde. A memdria episédica
armazena informacdes associadas a episodios. A segunda categoria reconhecida trata-se da

memoria semantica, cuja caracterizacdo envolve o conhecimento ndo associado a espaco e
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tempo caracteristico. E uma memoria que aborda fatos, a exemplo do significado das palavras,
simbolos, idiomas, conhecimento gerais sobre o mundo (Hill, 2010).

Moscovitch (2003) afirma que a regido temporal medial seja uma das estruturas
cerebrais primordiais na codificacdo e formacdo de novas memorias espaco-temporais. Indo
mais além, o autor relata que a sua funcdo esteja associada a integracdo e consolidacédo de
informac0des sensoriais separadas. Os autores Squire e Zola-Morgan (1991, 1990) acrescentam
ainda a transferéncia de informagGes recém-sintetizadas para estruturas neocorticais, a fim de
adquirir propriedades de memoria de longo prazo. Kandel (2000) corrobora sobre o processo
de consolidacdo de memorias, que sua ocorréncia se da por intermedio do hipocampo, regido
filogeneticamente arcaica e bem delineada no lobo temporal medial (LTM).

Ferbinteanu (2019), ao mencionar as fungdes da memoria para a sobrevivéncia, traz o
conceito de aprendizagem, o processo de aquisicdo de novas informacdes que serdo
armazenadas na memoria. Considera-se que através do mesmo héa a possibilidade de orientar
tanto 0 comportamento quanto o pensamento. O autor destaca a distin¢do entre a memoria e a
aprendizagem, afirmando que a memdria é quem permite o processo de retencao de informacGes
de modo seletivo, cuja evocacdo pode ser realizada sempre que desejado, de forma consciente
ou até inconscientemente. Lent (2010) frisa que a memdria pode ser visualizada como uma
gama de processos neurobioldgicos e neuropsicolégicos que agem em conjunto.

As fases da memdria sdo divididas em aquisicdo, consolidacdo e evocagdo. A aquisicdo
se associa a0 momento em que a informacdo chega até nosso sistema nervoso, por intermédio
das estruturas sensoriais, as quais transportam a informacdo recebida até o cérebro. Na
sequéncia, se segue 0 processo de consolidacdo, momento pelo qual a informacdo fica
armazenada (Ferbinteanu, 2019).

E importante destacar que, ap6s a conclusdo do processo de retencdo, a habilidade de
iniciar de modo intencional o processo de evocacao das memarias torna-se possivel; em outras
palavras, diz-se que se torna viavel o retorno espontdneo ou voluntario das informagdes
armazenadas. A evocacdo abarca a estruturacao dos tracos de memoria seguindo uma ordem
I6gica no tempo (integracdo temporal), cuja ocorréncia € dada primordialmente no cortex pré-
frontal, mediante a memdria de trabalho. E nesta perspectiva que podem ser caracterizados dois
tipos de recuperacdo: o reconhecimento, foco do presente trabalho, e a recordacdo (Mourdo &
Melo, 2011). Os mesmos autores destacam que na memoria de reconhecimento, o estimulo
conhecido previamente e armazenado, suscita a sensacdo de familiaridade.

Além disso, quando fala-se em reconhecimento contextual, a capacidade do hipocampo
em hospedar redes neuronais para navegacao espacial e a memoria episodica (Buzsaki & Moser,

2013). Celulas piramidais situadas no hipocampo tém campos receptivos espaciais chamados
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de “campos de lugar” (Buzsaki e Moser, 2013, O'Keefe & Nadel, 1978), o que possibilita a
representacdo da localizacdo atual do animal através da taxa de disparo (Wilson &
McNaughton, 1993).

O hipocampo trata-se de uma das unidades de processamento mais importantes do
cérebro no que se refere a formacdo de novas memdrias através do processamento de
informacdes de tempo e espaco. Neste sentido, durante a exploragdo do ambiente, o hipocampo,
juntamente com areas associativas do cértex temporal medial, utilizam pardmetros sobre fatos
passados (armazenado) e presentes (VanElzakker, Fevurly, Breindel, & Spencer, 2008). Na

figura 2 ilustramos o hipocampo com suas divisdes e circuitaria relacionada.
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Figura 2: O hipocampo e suas conexdes. Panagiotis C. Petrantonakis e Panayiota Poirazi, 2014.

De modo mais detalhado, o hipocampo propriamente dito é composto pelos campos do
giro dentado (DG) e cornu ammonis (CA1-CA3), sendo seu circuito de informages sensoriais,
recebidos do cortex entorrinal (CE) de forma uni e polimodal. Neurénios em camadas
superficiais de CE recebem essa entrada e projetam-se através da camada Il para a camada
molecular de DG, os quais fazem sinapses com os dendritos das células granulares, como
exibido na Figura 2. As células granulares, por sua vez, projetam por intermédio das fibras
musgosas até as celulas piramidais de CA3. As celulas piramidais de CA3 entdo se projetam
para celulas piramidais de CALl pelas colaterais Schaffer. Finalizando a alga as células
piramidais de CA1 d&o origem a projecGes que terminam no subiculo e nas camadas profundas
de CE (camadas IV / V). O CE entdo envia as projecdes de volta as regides corticais originarias.
Outro grupo de neurdnios se projeta da CE (camada I11) diretamente para os dendritos apicais
distais em CA1 como via temporoamonica (Vago; Wallenstein; Morris,2017).
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Além de ser uma area fundamental para a memoria espacial e episodica (Squire, et al.,
2004), o hipocampo € uma regido crucial para a anélise e compreensdo dos ritmos cerebrais.
Colgin (2016) ratifica trazendo que o hipocampo possui neurénios compactados de forma densa
que geram grandes LFPs, os quais provocam grandes ritmos, aspecto caracteristico
principalmente para a area CAL, por conta dos dendritos associados em paralelo que, tem suas
correntes sinapticas seguindo na mesma direcdo, somando-se a fim de produzir sinais cuja
amplitude tem maior facilidade de serem detectados em registros de LFP.

A seguir, os topicos seguintes abordam uma sintese dos processos eletrofisioldgicos
envolvidos nas areas de processamento mnemonico apresentados na literatura, cujo

detalhamento proporciona o entendimento da pesquisa aqui relatada.
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3. SINAIS ELETROFISIOLOGICOS

O estudo da atividade elétrica cerebral objetiva registrar e quantificar flutuacGes
ritmicas, realizando andlises das propriedades oscilatorias (Figura 03), que possibilitam a
associacdo com a atividade individual dos neurénios contidos na regido. A atividade ritmica
expressa no nivel extracelular cerebral esta atrelada a flutuacdo do potencial de campo local
decorrente da atividade neuronal localizada proximamente ao eletrodo implantado, percebida

na diferenca de potencial elétrico (microvolts) (Buzsaki et al., 2012).
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Figura 3: Propriedades neurais oscilatérias. (A) Local de origem das oscilacdes (B)
Propriedades dos ritmos: Frequéncia, poténcia e fase. (C) hierarquia das oscilagdes. Simon &
Wallace (2016).

Em se tratando dos ritmos neuronais, a faixa de 4-12 Hz, mais proeminente durante
comportamento de exploragdo dos animais e sono REM, sdo denominadas oscilagdes teta
(Buzsaki 2002). Oscilagdes mais rapidas aparecem acopladas a ondas tetas e sdo denominadas
ritmos gama (30-100 Hz) e oscilacBes de alta frequéncia (HFOs; 120-160 Hz) (Scheffer-
Teixeira & Tort, 2018).

Essas ondas de atividade ocorrem em muitas regifes corticais e subcorticais. Teta de
alta amplitude é prontamente observada durante os comportamentos locomotores.
Adicionalmente, os autores Jezek (2011) e Dupret (2013) afirmam que cada ciclo de teta pode
constituir uma unidade essencial de informacdo no interior de uma memdria episodica. Os

mesmos autores frisam que o suporte a esta ideia foi dado a partir de pesquisas com ratos,
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apresentando que diferentes representacdes de contextos, ou até do mesmo, porém com
localizagGes de recompensas modificadas, foram segregados em ciclos teta destacados.
Scheffer-Teixeira e Tort (2017) discriminaram diferentes bandas de frequéncia filtradas na
faixa de teta-gama nas regides hipocampais e no cortex parietal. Estes estudos apresentaram
analises eletrofisiologicas identificando acoplamentos fase-amplitude, coeréncia, anélises

espectrais, entre outras formas que apontam modos de comunicagcdo neural em processos

mnemonicos.
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Figura 4. Sinal bruto de LFP com oscilacBes neuronais filtradas. Theta: 4 - 12Hz, Low
Gamma (LG): 30 - 60 Hz, High Gamma (HG): 60 - 100 Hz, High Frequency Oscilations
(HFO): 120 - 160 Hz em regibes hipocampais e Cortex Parietal Posterior. Scheffer-Teixeira
& Tort, 2017.

Na regido do hipocampo, o ritmo gama apresenta maior amplitude no momento em que
teta estd no seu vale, o que aponta um funcionamento sistémico funcional comum (Bragin et
al., 1995; Buzsaki, Leung 1983). Bragin et al. (1995) mencionam experimentos que
demonstraram que as variacdes da frequéncia dos ritmos gama e teta tem correlacdo, cuja
evidéncia de uma inter-relacdo funcional é provavel. A variacdo da frequéncia das oscilacGes
gama e teta estdo correlacionadas, o que prové adicional evidéncia de sua inter-relagéo
funcional (Bragin et al., 1995). Através de registros de potencial de campo local, Colgin et
al. (2009) apontaram que, em CAL, diferentes oscila¢cbes gama co-ocorrem no decorrer do ritmo
teta. Schomburg et al. (2014) enfatizaram a identificacdo de que as redes de entrada entorhinal
e CA3 originam oscilagfes gama médias e lentas respectivamente; no entanto, as oscilagdes
gama rapidas sdo geradas por redes CAL de interneurdnios e células piramidais. A figura 5

demonstra o formato dessa circuitaria.
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Figura 5. Diagrama de ordem média das fases maximas para as sub-bandas gama. Schomburg;
etal, 2014.

As principais caracteristicas registradas e analisadas durante a interacdo oscilatoria séo:
frequéncia, fase e amplitude, as quais permitem a identificacdo da taxa, robustez e o poder da
oscilacdo. As interacBes vistas de modo coletivo sdo conhecidas como acoplamento de
frequéncia cruzada (CFC), cujas analises realizadas de modo mais frequente tem sido
acoplamento de fase-amplitude, acoplamento de amplitude-amplitude e acoplamento de fase do
tipo n:m (Hyafil et al. 2015; Scheffer-Teixeira & Tort, 2018).
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Figura 6. Varios tipos de CFC. (a) Extracdo de caracteristicas de uma época LFP de rato

contendo oscilagGes teta-gama no decorrer do sono REM. (Scheffer-Teixeira & Tort, 2018).
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Figura 7. Diferentes medidas para analise de acoplamento fase-amplitude. (Scheffer-Teixeira

& Tort, 2018).

Neste estudo foi destacada a relacdo, em termos de atividade sincrona, das oscilacdes

neuronais vistas no hipocampo durante uma tarefa de reconhecimento de espacial de objetos, a

qual serd melhor detalhada no tdpico seguinte.
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4. O PARADIGMA DE RECONHECIMENTO DE OBJETOS.

A utilizagdo das bases etoldgicas no desenvolvimento de protocolos experimentais com
roedores se apresenta como primordial tanto paro a estruturacdo da tarefa comportamental,
quanto para suas posteriores interpretacdes. De acordo com Ennaceur & Delacour (1988);
Munby (2002) a tendéncia natural de roedores é a exploracdo por mais tempo de objetos novos
do que objetos familiares, o que permite utilizd-la como pardmetro de reconhecimento de
objetos. De modo similar, a tendéncia de roedores também se estende a preferéncia exploratoria
por objetos deslocados, o representa um indice de memdria de local, bem como expressam
preferéncia por objetos familiares em contextos que diferem dos originalmente encontrados,
configuragdo que os tornariam novidade e consequentemente um indice de memoria de
contexto.

Dessa maneira, foi ilustrado na figura 8 quatro procedimentos de memdria de
reconhecimento cujo critério de escolha entre elas, esta relacionado com os aspectos especificos
deste tipo de memdria. Sao elas: (a) preferéncia por objeto novo (OR), a exploracdo de um
objeto novo pelos ratos é comparada com a de um objeto familiar; (b) localizacdo do objeto
(OL), que testa a capacidade dos animais de detectar o movimento de um objeto familiar para
um novo local; (c) objeto no local (OiP), investiga a diferenciacéo feita entre objetos familiares
e aqueles que estdo recentemente associados a lugares especificos; (d) ordem temporal
(TO), avalia a acuracia em discriminar objetos familiares apresentados em momentos diferentes
(Warburton & Brown, 2015).
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Figura 8. Diagrama das quatro tarefas de memdria de reconhecimento de objetos. (A) Tarefa
de preferéncia de objeto novo, (B) tarefa de localizacdo de objeto, (C) tarefa de objeto no local,

(D) tarefa de ordem temporal. Extraido de Warburton e Brown (2015).
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No protocolo de reconhecimento espacial de objetos, dois objetos iguais e familiares
sdo exibidos durante o ensaio de teste, tendo sido um dos objetos deslocado. Nesta tarefa, os
animais tendem a se direcionar para o objeto movido. Em outras palavras, o objeto "antigo
familiar” tem preferéncia sobre o objeto "familiar recente”, supondo que os objetos explorados
anteriormente sejam reconhecidos (Ennaceur & Delacour, 1988). Ennaceur, Neave, & Aggleton
(1997) e Mitchell & Laiacona (1998) ratificam que este indice representa a capacidade em
discriminar a recéncia relacionada as diferentes informac6es apresentadas.

Para O’Reilly & Norman (2002) quando os estimulos sdo apresentados, o hipocampo
produz representacGes relativamente ndo sobrepostas (separadas por padrdo) na regido CA3
(figura 9), a qual tem a separacdo do padrdo facilitada pelo giro dentado (DG). Os mesmos
autores apontam para a existéncia de uma ligacdo entre as unidades ativas em CA3 e a presenca
de um modo de re-representacao do padrao de entrada na regido CA1. Uma re-exibicdo parcial
do padrao previamente estudado conduz a construcao da representacdo CA3 original completa,
em outras palavras, a ‘conclusdo do padréo’. Em seguida, conclui-se a reconstrugcdo do padréo
estudado na camada de saida (em seguida, no cortex) via CAl (O’Reilly & Norman, 2002).

Na figura 9 foi ilustrado em formato esquematico como o hipocampo aprende utilizando
representacdes distintas para codificar detalhes especificos dos eventos enquanto minimiza a

interferéncia.

Innnt

Figura 9. Esquema de processamento de informacgdes no hipocampo. Feitas a partir da

separagdo de padroes. Extraido de O’Reilly e Norman (2002).
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Juntos, esses resultados estabeleceram que tanto a memoria de reconhecimento de
objeto no local quanto a de ordem temporal necessitam de um circuito de interacdes entre o
cortex pré-frontal medial hipocampal-peririnal (figura 10). Essas interacdes sdo apoiadas por
evidencias anatbmicas visto que o cOrtex pré-frontal medial recebe uma projecdo direta do
hipocampo e da DM, e esta reciprocamente conectado com o cortex perirrinal (Beckstead,1979;
Delatour; Witter, 2002). Além disso, o hipocampo est4d conectado ao cortex perirrinal
diretamente através de CALl e indiretamente por meio do cortex entorrinal (Witter,1993). Na
sequéncia, a regido CAL do hipocampo se projeta de volta para o cortex perirrinal (Agster &
Burwell, 2013).

medial
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cortex

I

medial
dorsal .
thalamus

hippocampus
subiculum

entorhinal
cortex

Figura 10. Circuito de interacdes entre o cortex pré-frontal medial hipocampal-peririnal.
(Warburton & Brown, 2015)

Destarte, Manns e Eichenbaum (2009) constataram mediante suas pesquisas que tanto
as caracteristicas do objeto quanto a sua localizacdo, processada de acordo com o padrédo de
atividade hipocampal, refere-se a tarefa de memoria de reconhecimento. Segundo os autores a
reproducéo da localizagdo de um objeto aumentava a riqueza de informagdes sobre a identidade
do objeto, enquanto posiciona-lo de modo diferente ocasionava em uma diminui¢do das

informacdes sobre a localiza¢do do objeto.
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S. PROCESSOS MNEMONICOS E ELETROFISIOLOGIA

S80 muitos os questionamentos relacionados a funcionalidade das variacGes e
acoplamentos ritmicos. Aqui foram sintetizadas algumas informac6es sobre as oscilacdes
presentes durante o processamento da memdria, seguindo questionamentos e hipoteses ja
presentes na literatura.

Squire (1991) e Eichenbaum (2004) ratificam a substancial importancia do
funcionamento do hipocampo na formagdo da memoria e processos subjacentes, como
habilidades referentes a navegacdo espacial (O'Keefe & Nadel, 1978), discriminacdo de
contexto (Mizumori et al., 2007; Tort et al., 2011) e deteccdo de novidades (Knight, 1996;
Lisman & Otmakhova, 2001; Kumaran & Maguire, 2007; Duncan et al., 2012).

Nesta perspectiva, autores tém apontado para a hipdtese de que as oscilacdes teta
coordenem as redes neurais durante a codificacdo da memoria de modo interno e mediante
integracdo de diferentes areas (Benchenane et al., 2011; Colgin, 2015; Tort et al.,
2009 ). Pesquisas investigam e apontam para uma estreita relacdo entre o hipocampo e areas
pré-frontais mediais, quando se trata de codificacdo e evocacdo da memoria. Estes estudos
destacam seu importante papel mediador na funcdo dessas duas areas (Benchenane et
al., 2011; Ibh, 2019).

De acordo com Buzséaki & Draguhn (2004) e Fries (2005) a coordenacdo de diferentes
regibes do cérebro no decorrer das operacBes mnemonicas necessarias na deteccdo das
novidades seria viabilizada pelo papel observado na ocorréncia das oscilagcdes ritmicas no
decorrer integragéo e estruturacao das informacoes.

Por conseguinte, a forca do acoplamento teta-gama em CA3 (Figura 11) aumenta a
medida que os animais aprendem e se correlaciona fortemente com o crescimento da precisdo
do desempenho associado ao aprendizado. Estes dados corroboram com as hipdteses que
apontam para uma funcéo essencial contida na interagdo teta-gama durante a codificagéo da
informacdo (Tort; et al., 2009).
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Figura 11. A fase teta modula a amplitude LG em CA3 hipocampal. Extraido de Tort; et al.,

(2009).

Os capitulos subsequentes tratam-se do detalhamento da pesquisa aqui relatada. Os

mesmos trazem todo o protocolo experimental, seus enfoques e resultados juntamente com a

discussao do que foi obtido.
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6. METODOLOGIA

6.1 Aquisicédo de dados

Os registros eletrofisiologicos utilizados para analisar o acoplamento de frequéncia
cruzada teta-gama durante uma tarefa de reconhecimento, foram coletados no CRCNS.org,
banco de dados com formato de rede colaborativa no qual pesquisadores de diferentes
laboratdrios disponibilizam datasets de toda a fase experimental.

De modo simplificado, a tabela 01 apresenta uma sintese descritiva das etapas
metodoldgicas do experimento base para as investigacfes e anélises obtidas nesta pesquisa.
Utilizamos o conjunto de dados hc-25 gentilmente disponibilizado por Michaél Zugaro:
“Recordings and timed stimulation of rat dorsal hippocampal area CA1 and medial prefrontal
cortex during behavior and sleep (disponivel em http://crcns.org/data-sets/hc/hc-25/). Ja o
artigo original em que os dados foram utilizados pela primeira vez, em 2016, intitula-se:
“Hippocampo-cortical coupling mediates memory consolidation during sleep” (Maingret,
Girardeau, Todorova, Goutierre & Zugaro, 2016). Note que nesta tabela mostramos apenas a
metodologia empregada pelos autores do dataset e que se mostra relevante para a nossa
investigacdo. Uma parte central do trabalho do grupo do Dr. Zugaro € demonstrar que uma
estimulacdo elétrica realizada durante a ocorréncia sincrénica de sharp-wave ripples (SPW-R)
no hipocampo e delta-spindles no cortex pré-frontal esta correlacionada a um aumento do indice
de discriminacdo dos objetos no teste; sem esta estimulacdo (ou usando uma estimulacédo
controle), os ratos normalmente ndo apresentam um indice de discriminacdo de objetos acima
de 50% ap0s 24 horas (trabalhos com exploragdo de objetos via de regra usam 15 minutos como
tempo entre treino e teste).

Na sequéncia sera apresentada a metodologia utilizada no desenvolvimento das
investigacOes realizadas no decorrer da presente pesquisa, especificando as analises

eletrofisioldgicas realizadas.

Tabela 01: Sintese metodoldgica dos dados utilizados

Animais Um total de 9 ratos machos da linhagem long evans (rené janvier;
peso: 280-350 g) foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12
horas: 12 horas (luzes acesas as 07:00 da manhd). Os experimentos
ocorreram durante o dia.

Os ratos foram alojados em grupos até 1 semana antes da cirurgia.
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Todos os experimentos foram realizados de acordo com os padrbes
institucionais (comité operacional do cnrs para a ciéncia da vida) e
internacionais (diretrizes do instituto nacional de salde dos eua),
regulamentos legais e requisitos éticos sobre 0 uso e o cuidado de
animais.

Cirurgia

Os sinais eletrofisioldgicos foram adquiridos usando tetrodos. Os
ratos foram anestesiados profundamente (xilazina, 0,1 ml
intramuscular; pentobarbital, 40 mg por kg de peso corporal,
intraperitoneal; 0,1 ml de pentobarbital suplementado a cada hora) e
implantados com um microdrive personalizado, permitindo o ajuste
de a 16 tetrodos individuais. Os ratos foram implantados com 16
tetrodos direcionados para as regides pré-limbica e infralimbica do
mPFC direito e o subcampo CA1 do hipocampo direito. A presente
investigagdo focou-se na andlise dos sinais hipocampais; todavia,
realizaremos a inclusdo do mPFC nos trabalhos futuros. Para realizar
a estimulacgdo, um eletrodo bipolar customizado, composto por dois
fios de aco inoxidavel foi implantado no neocortex. Parafusos em
miniatura de aco inoxidavel (referéncia e terra) foram implantados
acima do cerebelo. Durante a recuperagdo da cirurgia (minimo 3
dias), os ratos receberam comida e agua ad libitum. Os eletrodos de
gravacdo foram abaixados progressivamente até atingirem seus
objetivos e entdo ajustados todos os dias para otimizar o rendimento
e a estabilidade.

Todas as sessdes de treinamento e gravacdo ocorreram em uma sala
de baixa iluminacdo. O comportamento foi monitorado usando uma
camera de video aérea posicionada acima do aparato. Um diodo
emissor de luz vermelha (LED) foi fixado na frente do microdrive
para rastrear a posicdo instantdnea do animal. Para sessdes de
descanso e sono, os ratos foram isolados em uma arena familiar do
tipo “vaso de flores” no centro da arena de gravacao.

Todos os experimentos (sessdes de comportamento e sono) foram
realizados em uma éarea pouco iluminada, fechada por cortinas
escuras.

Uma arena de 70 cm x 50 cm com paredes plasticas pretas de 50 cm
de altura foi usada para a tarefa comportamental. Um cartdo branco
(20 x 30 cm) em uma parede serviu como pista visual de referéncia.
Durante a fase de habituacédo, os ratos foram autorizados a explorar
livremente a arena vazia por 20 minutos, uma vez ao dia, durante 3
dias consecutivos.

A tarefa de reconhecimento de objetos espaciais teve duas fases,
codificacdo e recuperacéo, separadas por um intervalo de ~ 24 horas.
Ambas as fases ocorreram na mesma hora do dia (Figura 14).
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Durante a fase de codificagdo, dois objetos idénticos foram colocados
em dois cantos adjacentes. Os ratos foram liberados no centro da
arena e permitidos explorar por 3 minutos. Este treinamento com
tempo limitado tinha como objetivo impedir a recuperacdo da
configuracdo espacial dos objetos no dia seguinte.

Os ratos foram entdo colocados em uma arena cilindrica do tipo “vaso
de flores”, com pouca possibilidade de locomogao, para sessoes de
sono que duraram até que 1.000 estimulos fossem realizados e depois
retornaram a sua gaiola.

A fase de recuperacgdo ocorreu no dia seguinte. Um dos objetos foi
deslocado para o canto oposto e os animais foram autorizados a
explorar livremente a arena por 5 minutos.

Os mesmos ratos (n = 9) foram submetidos a estimulacdo: realizaram
a tarefa duas vezes (com objetos diferentes), em ordem pseudo-
aleatdria, com intervalo de pelo menos dois dias entre tarefas.

O indice de discriminacdo foi definido como o tempo gasto na
exploracdo do objeto deslocado dividido pelo tempo total de
exploracdo dos dois objetos.

Considerou-se que os ratos exploravam um objeto sempre que sua
cabeca estava orientada e localizada a 2 cm do objeto.

Processamento de
dados e
classificacéo de
disparos

Um LED vermelho foi usado para rastrear a posi¢do instantanea dos
animais

Os dados neurofisioldgicos e comportamentais foram explorados
usando o NeuroScope (L. Hazan, http://neurosuite.sourceforge.net).
Os sinais de LFP foram extraidos dos sinais de banda larga ao reduzir
a amostragem de todos os canais para 1.250 Hz.

Andlise de dados
estatistica

Os dados foram analisados usando Matlab (Statistical Toolbox;
FMAToolbox, M.Z., http://fmatoolbox.sourceforge.net). Testes
estatisticos foram ndo paramétricos e bicaudais.

Para deteccdo offline do SPW-R, o LFP gravado na camada piramidal
CAL foi filtrado entre 150 €250 Hz. Apds, foi tomado o quadrado,
filtrado por um passa-baixa e normalizado. SPW-Rs foram definidos
como eventos em que o sinal permaneceu acima de um limiar de 2
(unidade arbitréaria) entre 30 ms e 100 ms e atingiu o pico em pelo
menos 5.

Para detectar ondas delta, o LFP registrado no mPFC foi filtrado (0—
6 Hz) e transformado por z-score. Apos, foram extraidas sequéncias
de comeco, pico e fim das ondas delta. Seqliéncias com duracao
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inferior a 150 ms ou superior a 500 ms foram descartadas. Para a
deteccdo dos fusos (spindles), o LFP gravado no mPFC foi filtrado
por passa-banda (9-17 Hz) e normalizado por z-score. Apds, foi
realizada a transformada de Hilbert e a magnitude do sinal analitico
foi elevada ao quadrado. Por fim, o sinal foi suavizado usando uma
janela Gaussiana de 100 ms.

As sequéncias delta-fuso foram definidas como épocas em que 0s
picos do fuso ocorreram entre 100 ms e 1,3 s apds os picos delta. As
sequéncias SPW-R — delta correspondiam a épocas em que 0S picos
delta ocorriam entre 50 ms e 250 ms apds os picos das ripples. As
sequiéncias SPW-R — delta-fuso corresponderam a conjuncao desses
eventos. As sequéncias Delta — SPW-R corresponderam a
ocorréncias de picos de ondulacao entre 50 ms e 400 ms ap6s 0S picos
delta.

Histologia No final dos experimentos, lesdes eletroliticas foram feitas na ponta
dos eletrodos para verificar sua localizacdo precisa (camada
piramidal CA1 e camadas profundas do mPFC pré-limbico). Os ratos
foram anestesiados profundamente com uma dose letal de
pentobarbital e perfundidos intracardialmente com solucdo salina
(0,9%, p / vol), seguidos por 400 ml de paraformaldeido (10%, p /
vol). Os cérebros foram entdo cortados em se¢des coronais (40 pm) e
corados com cresil-violeta.

Fonte: (N. Maingret, Todorova R. & M. Zugaro, 2019).

6.2  Analise de dados eletrofisioldgicos

A fim de realizar as analises de sinais de LFPs (local field potential), registrados no
experimento supracitado, utilizamos rotinas escritas em linguagem MATLAB (MathWorks,
Natick, MA) personalizadas pelo grupo do Laboratorio de Estudos em Comportamento e
Cognicdo (LEMCOG). Aqui, foram analisados registros de LFP durante os periodos de
exploracdo de objetos de um total de 9 ratos.

6.3  Filtro, obtencéo de fase e amplitude

Um filtro de resposta a impulso linear foi utilizado através da funcéo eegfilt obtido do
EEGLAB para viabilizar a filtragem das frequéncias. A fungéo eegfilt possibilita a aplicacdo de
um filtro que va em dire¢cfes opostas — frente e trds — cuja vantagem assegura que atrasos de
fase inseridos pelo filtro sejam desconsiderados.

Assim também, a funcdo firls foi usada como filtro de resposta ao impulso finita (FIR)
de fase linear por estimacdo através do método dos minimos quadrados. A transformada de
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Hilbert foi utilizada para se obter o sinal analitico e possibilitar a extracao das fases e amplitudes
do sinal filtrado (funcdo hilbert do Signal Processing Toolbox). A transformada de Hilbert
impbde no sinal de entrada uma rotagdo de 90°. Este sinal girado pela transformada
conjuntamente o sinal original compdem o sinal analitico (a saida da funcao hilbert ja é o sinal
analitico). E a partir do angulo e da amplitude da representacdo polar deste sinal analitico,

foram obtidos a fase e o envelope de amplitude da oscilagéo.
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Figura 12. Obtencéo de fase e amplitude. Extraido de Scheffer-Teixeira & Tort (2017).
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filtrado.Extraido de Scheffer-Teixeira & Tort (2017).
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6.4  Analise espectral

O método de periodograma de Welch, utilizado por meio da funcéo pwelch do Signal
Processing Toolbox (50% de sobreposi¢do de janelas de Hamming com um comprimento de 4
segundos) foi 0 modo como o espectro de poténcia foi estimado. As decomposicdes espectrais
tempo-frequéncia foram obtidas usando a fungdo spectrogram do Signal Processing Toolbox
(Janela de 2 segundos, 50% de sobreposicdo) e por transformada de Wavelet usando um

conjunto de wavelets do tipo Morlet imaginaria.
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Figura 14. Espectrograma. Extraido de Lopes-dos-Santos (2018).
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6.5 Acoplamento fase-amplitude

Para avaliar o acoplamento fase-amplitude usaremos o Indice de Modulagéo
(Modulation Index, MI) conjuntamente com a criacdo de comodulogramas (Tort et al. 2009). O
MI mede a forga do acoplamento entre duas faixas de frequéncia de interesse: uma frequéncia
lenta cuja fase é modulatoria e uma outra mais rapida cuja amplitude é modulada. Brevemente,
0 M1 é obtido como se segue: as fases da frequéncia lenta sdo divididas em janelas de 20° e a
amplitude média da frequéncia rapida associada a cada janela é entdo computada; a amplitude
média é subsequentemente normalizada pela divisdo de cada valor da janela pela soma de todas
as janelas, criando assim uma funcdo de distribuicdo fase-amplitude. Uma distribuicéo
uniforme de fase-amplitude significa que a amplitude €, na média, a mesma para todas as janelas
de fase, o que ocorre na auséncia de acoplamento fase-amplitude. Quanto maior o acoplamento,
maior o afastamento que a distribuicdo fase-amplitude apresenta da distribuicdo uniforme. A
distancia entre a distribuicdo fase-amplitude empirica (P) e a distribuicdo uniforme (U)
calculadas usando KL- distence é chamada de indice de Modulagdo: quanto mais proximo de
1, maior a modulacao.

Para obter o comodulograma, o MI foi gerado para diversos pares de bandas de
frequéncias rapidas e lentas, e os valores do MI foram expressos em um gréafico bidimensional.
As bandas de frequéncia sdo sinais com filtragem estreita (largura de banda para as frequéncias
de fase: 4 Hz; largura de banda para as frequéncias de amplitude: 10 Hz) e cada coordenada no
comodulograma representa a frequéncia central. Para melhor comparacgéo entre frequéncias, as
amplitudes foram padronizadas por zscore para corrigir a flutuagdo 1/f que ocorre naturalmente

com as ondas cerebrais.
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Figura 16. Comodulograma. InformacGes de frequéncia da fase de teta, acoplada a amplitude
de oscilagfes mais rapidas. Esquema de cores montado de acordo com o MI encontrado. (Tort,
et al.; 2008)

6.6 Decomposicdo ndo supervisionada de potenciais de campo locais (LFPS)

Utilizamos o método de Decomposi¢cdo em Modos Empiricos (empirical mode
decomposition — EMD) para a extracdo dos sinais neurais brutos de LFP em diversas bandas de
frequéncia. O EMD realiza uma série de iteragdes no sinal a fim de decompd-lo em sinais
fundamentais cuja soma reconstroi o sinal original. Resumidamente, o processo do EMD:

(1) identifica os extremos (picos e vales) do sinal bruto;

(2) realiza duas interpolages ndo-lineares por spline cubico entre os pontos extremos
(picos e vales separadamente), criando dois envelopes, um superior e outro inferior;

(3) obtém a média entre os envelopes;

(4) esta média é retirada do sinal bruto original e a resultante é a primeira funcéo de
modo intrinseco (intrinsic mode function - IMF);

(5) este processo, chamado de sifting, é entdo repetido algumas vezes utilizando o IMF
gerado ao invés do sinal bruto; a cada iteracdo, todavia, o IMF é sempre atualizado;

(6) ap6s um critério de parada, o IMF final é entdo mantido e alocado como o IMF;.

(7) para obter o proximo IMF (IMF2), o IMF; é retirado do LFP e o processo se repete
sobre este novo sinal (LFP - IMFy).

(8) isto € feito sucessivamente até a obtencdo de um determinado nimero de IMFs
estabelecido por nés ou utilizando como critério a obtencdo de uma fun¢do monotdnica (sem
extremos). Com base em testes, utilizamos como critério de parada a obtencdo de 13 IMFs.

Um problema conhecido do EMD é a mistura de IMFs, ou seja, sinais que deveriam ter
sido separados acabam misturados em um tnico IMF (Wu and Huang, 2009). Para corrigir isto,
Wu and Huang (2009) propuseram o método de Ensemble Empirical Mode Decomposition
(EEMD), o qual efetivamente utilizamos nesta investigacdo através da sua implementacdo no
pacote PSTA em Python 3 (https://pennmem.github.io/ptsa_new/html/index.html), o0 mesmo
utilizado previamente (Lopes-dos-Santos; et al., 2018). O EEMD tambem utiliza 0 mesmo
processo do EMD, mas com duas diferencas fundamentais: (1) ruido branco é adicionado ao
sinal e (2) diversos EMD sao computados paralelamente. Ao final, toma-se a média dos IMFs
gerados por cada execucdo (note que neste caso o numero de IMFs tem de ser predefinido).
Como o ruido branco tem média zero, espera-se que ele seja praticamente eliminado com um

namero suficientemente grande de execucdes (120 na nossa investigacao).
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Combinamos os IMFs com frequéncias médias instantaneas na faixa de 5 e 17 Hz para
obtencdo de teta. Notamos que um IMF possui frequéncia média em torno de 8 Hz; este IMF
apresenta-se sinusoidal e com apenas um pico na sua densidade espectral de poténcia. Os sinais
de baixa frequéncia e o sinal supra-teta foram configurados como a soma dos sinais IMFs com
frequéncias médias inferiores a 5Hz e superiores a 17 Hz, respectivamente (adaptado de Lopes-
dos-Santos et al, 2018). Definimos a frequéncia superior como 17 Hz, acima da banda
tradicionalmente associada a teta (5 — 12 Hz), pois observamos também a presenca de um IMF
adicional com frequéncia média nesta faixa e que captura a assimetria dos ciclos teta. A
densidade de poténcia espectral deste IMF revela um pico em teta (~8 Hz) e um outro pico na
sua primeira harménica (~16 Hz). Ja a sua inspecédo visual em comparacdo com o sinal bruto
sugere que se trata de um sinal ndo-sinusoidal; ao somarmos os dois IMFs desta faixa, o sinal

resultante aparenta capturar bem ciclos simétricos e assimétricos de teta.

6.7 Extracdo e quantificacdo de componentes espectrais teta (tSCs)

Como 0 nosso interesse é estudar a composicdo espectral de cada ciclo teta
separadamente, partimos da literatura que identifica a ocorréncia de gama baixo (low gamma;
~ 40 Hz) no vale do teta, e gama médio (mid-gamma — 80 Hz) no pico do teta (neste trabalho a
referéncia serd sempre o teta detectado na camada piramidal de CAL). Portanto, para identificar
os ciclos teta individuais capturados durante periodos de atividade de comportamento
exploratorio (velocidade do animal > 2 cm/s) e de reconhecimento de objetos, definimos o
inicio e fim do ciclo por duas ascendentes consecutivas (zero-crossings no sentido positivo).
Neste caso, utilizar a regido média da ascendente é uma estratégia para nao cortar uma possivel
ocorréncia de um gama naguele ciclo. Obtivemos, assim, todos 0s zero-crossing positivos e
negativos, picos e vales. No caso dos picos e vales, utilizamos apenas extremos inter-espagados
entre si por pelo menos 71 ms (14 Hz) e ndo mais do que 200 ms (5 Hz), e que apresentaram
valores de amplitude maiores do que um desvio padrdo da amplitude do teta e da amplitude do
sinal lento infra-teta. Ademais, entre duas ascendentes de um ciclo candidato deveria conter
apenas um pico, uma descendente e um vale detectados nesta ordem; a falha em detectar
qualquer um destes pontos, ou uma ordem diversa desta, levava a rejei¢do do ciclo candidato.
Posteriormente, confirmamos visualmente a detec¢do correta dos ciclos. Em seguida,
obtivemos a média do espectrograma continuo do sinal supra-teta dentro de cada ciclo teta
detectado, produzindo assim uma densidade espectral para cada ciclo teta (Lopes-dos-Santos;
et al, 2008). Note que neste processo perdemos a informacéo de tempo (em que fase do ciclo o
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gama ocorreu) e preservamos apenas a informacdo da poténcia de um gama naquele
determinado ciclo.

Os espectrogramas foram processados mediante com um conjunto de wavelets
complexas do tipo Morlet com frequéncias principais de 10 a 200 Hz, e em passos de 1-Hz
(utilizamos a funcéo scipy.signal.morlet em Python 3). Para cada ciclo teta, obtivemos a média
da amplitude do espectrograma ao longo das frequéncias (equivalente a uma densidade
espectral para cada ciclo). Apo6s, aplicamos Anélise de Componentes Independentes
(Independent Component Analysis - ICA) ao conjunto de assinaturas espectrais utilizando o
algoritmo FastICA do pacote scikit-learn (http://scikitlearn.org/stable/ em Python 3) (Lopes-
dos-Santos; et al, 2018). Realizamos este procedimento para todos os canais separadamente de
todos os animais e, seguindo Lopes-dos-Santos et al (2018), nomeamos cada componente
espectral extraido como “componente espectral aninhado a teta” (theta-nested Spectral
Components — tSCs). Note que o ICA extrai misturas independentes do sinal de forma néo-
supervisionada. Isto quer dizer que as multiplas frequéncias de gama observadas neste trabalho
foram definidas empiricamente, sem a aplicacdo de filtros passa-banda e/ou uso de faixas de
frequéncia classicamente associadas a gama, como ocorre nos métodos tradicionais de estudo
destas oscilacdes.

Uma possivel interpretacdo do significado de cada componente espectral € como sendo
ingredientes que, uma vez misturados em certas proporcdes, fabricam a densidade espectral
original de cada ciclo teta. Desta forma esta decomposi¢do ndo assume que cada ciclo terad
necessariamente apenas um unico componente espectral, mas sim que as frequéncias superiores
que ocorrem dentro de cada ciclo podem ter na sua combina¢do uma oscilacdo réapida
predominante, ou oscilacdes de frequéncias diferentes, mas com poténcia parecida, e até mesmo
todas as oscilacdes rapidas conjuntamente.

Para calcular a contribuicdo de cada componente nos ciclos teta, projetamos o0s
componentes sobre o0s tSCs (produto interno entre as componentes e um dado tSC). Este valor
foi considerado como sendo a forga da componente em um determinado ciclo (neste caso cada
ciclo teta terd um unico valor para cada componente, indicando a forca ou contribuigdo daquela
componente para a assinatura espectral do ciclo). Além disto, calculamos o produto interno de
cada componente para cada ponto continuo do espectrograma, criando assim um sinal de forca
instantanea daquela componente ao longo do tempo. Por fim normalizamos este sinal por z-
score.

Para a analise de forca da componente pela fase do teta, utilizamos interpolacéo linear
entre os 5 pontos que definem o ciclo teta (ascendente, pico, descendente, vale, ascendente)

para obter a fase do teta. Em uma analise paralela (dados ndo mostrados) também obtivemos a
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fase pela transformada de Hilbert do sinal de teta e posteriormente o angulo do sinal analitico
resultante; os resultados, todavia, ndo diferiram.

Na analise da Figura 20, em que comparamos a forga das tSCs no treino e teste, usamos
a média das componentes registradas durante o treino e recalculamos a forca das tSCs

projetando estas mesmas componentes no espectro dos ciclos do treino e teste.

6.8 Analise estatistica

Nesta investigacdo optamos por usar testes ndo-paramétricos devido ao N amostral ser
relativamente baixo (n = 9 animais). Para os dados pareados, tais como comparagdo entre
exploracdo de objeto e a arena, utilizamos o teste de Wilcoxon (Wilcoxon signed-rank test).
Para dados de medidas repetidas, utilizamos o teste ndo — paramétrico de Friedman.

Uma preocupacao adicional é o baixo nimero de eventos de exploracdo de objetos em
comparacgao com a atividade exploratéria geral na arena. Esta diferenga na quantidade de ciclos
e 0 baixo N amostral podem gerar resultados extremos por acaso. Para controlar isto, também
geramos distribuicdes de controle. Para tanto, subamostramos com reposicdo os ciclos da
atividade exploratdria da arena usando o0 mesmo numero de ciclos durante a exploracdo de
objetos. Realizamos 10000 iteracGes para gerar uma distribuicdo de forca média das tSCs
(bootstrap). Apos, normalizamos a forca média das tSCs durante a exploracdo de objetos
usando z-score em relacdo a distribuicdo controle. O resultado desta andlise esta na Figura 18.
Neste caso note que valores positivos significam que a média da forca da tSCs obtidas durante
a exploracdo de objetos € maior do que a média da distribuicdo de ciclos subamostrados
(diferenga positiva). Para testar, usamos o intervalo de 95% de confianga da distribui¢éo gerada
por bootstrap (2.5° e 97.5° percentis).
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7. RESULTADOS

O nosso interesse principal neste estudo foi verificar se existe uma assinatura
eletrofisiologica especifica durante a exploracao de objetos, tanto na circunstancia de novidade
(codificagdo) quanto na evocacdo (Figura 17a). Mais especificamente, foi estudado se ha
diferengas entre o acoplamento fase-amplitude entre teta e maltiplas frequéncias mais rapidas
nas duas situagdes. Assim separamos 0s momentos de exploracdo de objetos dos momentos de
locomocdo na arena. Para tanto usamos informacdo de video e o rastreamento de um LED
posicionado no topo da cabeca dos animais (Figura 17b). Definimos como periodo de
exploracdo de objeto quando o animal estava a menos de 5 cm do objeto e com o corpo voltado
ao mesmo. Também usamos a informacdo de que nestes periodos existe uma queda brusca na
velocidade do animal (Figura 17c).

Para comparar os periodos de locomocdo e exploracdo de objetos, iniciamos nossa
investigacdo computando a poténcia das oscilagdes teta. Encontramos que a poténcia média do
teta é igual nas duas situacdes (Figura 17e). Resultados anteriores demonstraram que existe uma
relacdo linear positiva entre a poténcia de teta e a forca do acoplamento teta-gama no
hipocampo; o fato da poténcia do teta ndo decair durante a exploracdo € um indicativo forte de

que ndo serd uma fonte de viés nas analises posteriores.
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Figura. 17 Oscilacbes teta ocorrem durante a exploracdo de objetos. (a) Paradigma de
exploragdo de objetos. Os animais sdo colocados em uma arena familiar com dois objetos novos
e exploram por 3 minutos. Apds 24 horas, 0s animais sdo retestados nesta arena por 5 minutos
com um dos objetos deslocados. Figura retirada de Maingret et al. (2016). (b) Coordenadas x-
y da exploracdo do animal. As posicBes dos objetos estdo representadas em verde. (c)
Espectrograma demonstrando a presenca de oscilagdes teta durante um evento de exploracéo
de objeto, mesmo com uma queda significativa na velocidade instantanea (em vermelho).
Sombra verde representa a duracdo do encontro com o objeto. (d) Trago de LFP durante o
evento de exploragcdo do objeto. Note a presenga de ciclos teta com oscilagdes mais rapidas
sobrepostas. (e) Esquerda: Densidade espectral de poténcia de sinais durante a exploracéo de
objetos (verde) e durante a exploracdo da arena (vermelho). Direita: distribuicdo das poténcias
médias na faixa de teta para todos o0s animais (cada ponto corresponde a média de todos 0s

eletrodos de um mesmo animal).
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O nosso préximo passo foi estudar o acoplamento entre a fase de teta e a amplitude de
gama. A primeira utilizada foi a abordagem mais convencional, 0 mapa de comodulacéo (ou
comodulograma). Este mapa (Figura 18a) varre as frequéncias lentas e rapidas em busca de um
acoplamento fase-amplitude entre quaisquer pares de frequéncias. Podemos verificar, nesta
analise, a presenca de um alto acoplamento entre teta e gama médio (mid-gamma, ~70 Hz)
durante a exploracdo de objetos (Figura 18a, painel direito), mas ndo durante a locomocéo livre
na arena (Figura 18a, painel esquerdo). Prosseguimos construindo um mapa da amplitude de
maultiplas frequéncias rapidas em funcao da fase do teta. Esta analise € complementar a do mapa
de comodulacéo; nela isolamos apenas o teta como a oscilacdo geradora de fases e estudamos
a amplitude das frequéncias rapidas em fungdo dela. Assim preservamos a informag&o da fase
preferencial em que ocorrem os picos das amplitudes das oscila¢fes rapidas. Encontramos que
0 acoplamento entre teta — gama médio é explicado por um pico de amplitude do gama médio
durante o inicio da fase descendente do teta (Figura 18b). E, novamente, encontramos uma
amplitude maior de gama médio durante a exploracdo dos objetos em compara¢do com a
locomocdo livre. Como estes sdo casos particulares, realizamos andlise de grupo. Na Figura 18c
mostramos a média da amplitude do gama (60 — 90 Hz) para as fases do teta de todos os animais
(média de todos os eletrodos piramidais). Note que a amplitude do gama em func¢éo da fase do
teta € maior durante a exploracdo de objetos. Na Figura 18d simplificamos a visualizagdo
mostrando apenas o pico de amplitude de cada animal nas duas condi¢fes. E novamente

percebemos que o pico de amplitude do gama médio é maior durante a exploracédo de objetos.
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para referéncia. Note que a amplitude do gama médio é maior durante o pico e inicio da fase
descendente do teta piramidal. (c) Distribuicdo da amplitude média de gama médio (60 — 90
Hz) em funcg&o da fase do teta. A amplitude foi normalizada por z-score. Em amarelo estdo dois
ciclos teta de referéncia. Tracos claros e finos sdo diferentes animais; traco espesso € a média
dos animais. (d) Distribuicdo dos picos de amplitude em (c). Teste ndo paramétrico de
Wilcoxon (p-valor = 0.82). * denota que a diferenca entre as distribuicdes € estatisticamente

significativa.

A abordagem empregada até o0 momento possui alguns problemas. Notamos que alguns
eletrodos demonstram a presenca de ilhas de comodulagdo em outras frequéncias de gama, e
outros com frequéncias misturadas ou com ilhas presentes, mas com valores mais ténues. Da
forma como ele é construido, o comodulograma possui naturalmente baixa sensibilidade
temporal e de frequéncias. Por exemplo, os eletrodos posicionados mais proximos da origem
de um determinado gama, como o gama lento no stratum radiatum de CA1 (Schomburg et al.,
2014) pode favorecé-lo e obscurecer possiveis outras oscilac@es rapidas presentes, como o
gama médio vindo do lacunosum — moleculare de CAl (Schomburg et al., 2014). A presenca
de mdltiplos gamas e até mesmo oscilacdes beta podem ocorrer também na camada piramidal
de CA1 (Franga et al., 2014, 2016; Scheffer-Teixeira & Tort, 2017; Lopes-dos-Santos et al.,
2018); o comodulograma, todavia, como utiliza dados concatenados acabara favorecendo a
oscilacdo que ocorre mais frequentemente e/ou com maior acoplamento, deixando as demais
invisiveis. Outra limitacdo deste método € a sua baixa sensibilidade temporal (Tort, et al., 2010).
Para construir os mapas de comodulacdo sdo necessarios muitos dados de ciclos teta
concatenados, algo que fica limitado pelo baixo tempo de exploracdo de objetos naturalmente
encontrado neste paradigma (mas veja Araujo et al., 2020 para uma forma alternativa de
aumentar este tempo de exploracdo). Por fim, os comodulogramas podem perder acoplamentos
apenas pela forma como os filtros sdo empregados. Para que um filtro capture as variagdes na
amplitude de uma oscilacdo rapida € necessario que ele capture também as bandas laterais
(centro da frequéncia rapida + centro da frequéncia lenta). Por exemplo, considere uma
oscilacdo de 80 Hz cuja amplitude é modulada por uma outra oscilacdo de 10 Hz. Para um filtro
capturar as suas varia¢Oes de amplitude, ele deve ser um passa-banda entre 70 e 90 Hz (ou seja,
80 Hz + 10 Hz). Assim, 0 uso de bandas mais curtas nos filtros passa-banda ou na filtragem por
Wavelet pode levar a perda de acoplamentos (Aru et al.,2014; Hyafil, et al., 2015) ou a mistura
de oscilacOes de frequéncias diferentes, mas proximas.

Decidimos, portanto, aplicar o método desenvolvido recentemente por Lopes-dos-

Santos et al. (2018) para aumentar a sensibilidade temporal e de frequéncia da nossa analise
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(Figura 19). Neste método separamos a oscilacao teta das oscilagcdes mais rapidas (supra-teta)
pelo método de EEMD. Na sequéncia, detectamos os ciclos teta individualmente e obtemos o
espectro de poténcias médio do sinal supra-teta (10 — 200 Hz, passos de 1 Hz) mediante a
transformada de Wavelet de cada ciclo. Note que neste caso cada ciclo teta fornecera um PSD
do seu ciclo, o que resume a composicdo espectral das oscilacfes rapidas presentes naquele
determinado ciclo. Tendo em maos este conjunto de PSD’s de cada ciclo, obtemos assim as
componentes espectrais através do método de ICA (Figura 19a). O conjunto destas
componentes espectrais reconstroem quaisquer PSDs observados ciclo-a-ciclo apenas por uma
combinacéo linear. Além disto, note que esta analise atribui a cada ciclo um peso Unico para
cada uma das componentes, refletindo o quanto aquela determinada componente contribui para
a composicao espectral rapida do ciclo. Este peso € obtido pela projecdo da componente
espectral no PSD observado em cada ciclo (produto interno entre a componente e o PSD).
Interpretamos o valor resultante como sendo a for¢ca da componente naquele ciclo.
Encontramos 4 componentes espectrais de interesse no intervalo de 20 a 100 Hz.
Nomeamos as componentes como tSC1 — 4 de forma idéntica ao realizado por Lopes-dos-
Santos et al. (2018) a fim de facilitar compara¢6es (Figura 19a painel superior; theta-nested
Spectral Component). O pico de amplitude destas componentes esta representado sobreposto
as componentes; no painel inferior da Figura 16a mostramos a variagdo destas componentes por
animais. Note que além de consistente, a frequéncia — pico das componentes nao se sobrepdem.
Selecionamos entdo os ciclos que expressavam as maiores forcas (acima do 80° percentil) e
calculamos o espectro de amplitude médio destes ciclos em funcéo da fase de teta (Figura 19b).
Note a presenca de 4 ilhas de comodulagdo entre teta e as multiplas componentes, cada qual
com picos de amplitude nas suas respectivas faixas de frequéncia. Realizamos inspecéo visual
dos ciclos expressando as componentes e verificamos a presenca das oscilaces no sinal bruto
do LFP. Tal preocupacdo se deve a possibilidade destas oscilaces serem artefatos de analise,

tal como harménicas dos ciclos teta.

46



35 1SC1 {25 Hz)
30

25 = @ a
20 L =0 E
@ 15 ) g
10 g €0 g
0 40
10 2 :
s 90 180 270 360 450 540 630 90 180 270 380 450 540 630 5’
20 40 60 80 100 120 140 1€0 180 Theta Phase (°) Theta Phase (%) p=3
Frequency (Hz) g
100 10 @
© o ! min
& — 0 —
~y N N
= =
g 70 é = & =
§- gy oy
& 3 @
g = g ) g
S0 @ $ @
< & f e
N == .
k") 0
*| - o
& & & S S0 180 270 360 450 540 630 90 180 270 360 450 540 630
& & & 2= Theta Phase (°) Theta Phase (°)

E

-
2

@
by
-

0
gy
g 60
=

Frequency (Hz)
BEERB32B
Frequency (Hz)
BEE588388

2]
. }
—
Frequency (Hz)
3

-3
3

40 &0 & 40 0 40 80
Tme (ms) Time (ms) Time (ms) Time (ms)

tSC1 tSC2 tSC3 I tSC4 ll
200 100 0 100 200  -200 -100 0 100 200  .200 -100 O 100 200  -200 100 0 100 200

Time (ms) Time (ms) Time (ms) Time (ms)
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frequéncia os componentes como tSC1 — 4. (b) Distribui¢do da amplitude dos tSCs em fungéo
da fase de teta. Apenas ciclos cuja forga do tSC ficou acima do percentil 80 foram usados. Em
todos os casos 0s tSCs apresentam-se acoplados a fase de teta. Mas note que durante a selecao
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dos componentes em nenhum momento foi utilizada a informacéo de fase de teta. Em branco
dois ciclos teta sdo mostrados para referéncia. (¢) Exemplos de ciclos teta individuais com alto
valor de forca para cada tSC. (d) Média do LFP (preto), teta (vermelho) e sinal de tSC (laranja)
disparados pelo valor minimo do sinal de tSC dos ciclos com maior for¢a. O sinal de tSC foi
definido como o IMF cuja frequéncia média era a mais proxima do pico de frequéncia da

componente. Esta figura foi baseada na Figura 1 de Lopes-dos-Santos et al. (2018).

Por fim, usando estes ciclos expressando as maiores forcas para cada tSC, buscamos o
valor minimo do IMF cuja frequéncia era a mais proxima de cada tSC e calculamos a média em
torno do sinal de LFP e do teta usando uma janela de 400 ms. Esta anélise complementar visa
mostrar a presenca daquele IMF no LFP e de forma consistente na mesma fase do teta; caso
contrario, a média do LFP iria eliminar a oscilacdo rapida. Esta figura também configura como
uma reproducdo dos resultados obtidos por Lopes-dos-Santos et al. (2018).

Investigamos também a distribuicdo da forca das tSCs pela fase do teta (Figura 20). Para
tanto calculamos a forca das componentes de forma continua usando o produto interno entre a
componente e cada ponto do espectro de poténcias continuo (obtido pela transformada de
Wavelet). Apos, construimos a distribuicdo de forca da tSC pela fase do teta usando os ciclos
que expressaram as maiores forcas em média (Figura 20a; mesmo procedimento usado na
Figura 20b). Note que estes resultados ndo apenas confirmam visualmente o resultado da Figura
20b, mas permitem obter apenas um ponto méaximo de fase preferencial do teta. Verificamos
que a fase do teta em que ocorre a forca maxima dos tSCs é a mesma para todas as componentes

(~225°, correspondente ao inicio da fase descendente da oscilagdo teta).
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animal. Em amarelo estdo dois ciclos teta de referéncia. (b) Distribuicdo das fases maximas de
cada tSC para cada animal. Note que todas as tSCs aglomeram-se em torno de 225°,
correspondente ao inicio da fase descendente do ciclo teta.

Dado que conseguimos corretamente reproduzir a obtencédo das 4 tSCs e que o seu valor
de forca em cada ciclo reflete a presenca daquela oscilagéo, prosseguimos entéo para o estudo
da forca das tSCs durante os eventos de locomocdo e exploragdo de objetos. Nossa primeira
abordagem foi comparar a forca das tSCs dos ciclos ocorridos durante a exploracao de objetos
com os ciclos durante locomocao livre (Figura 21a). Nossos resultados demonstram que apenas
a forca da tSC4 foi consistentemente maior na exploracdo de objetos do que na locomocgéo
(Figura 21a). Todavia, esta diferenca poderia ser explicada por uma relacdo linear entre a
velocidade do animal e a forca das tSCs: caso uma tSC apresente forca maior para velocidades
mais lentas, ela seria favorecida nesta analise ja que a comparacdo da exploracdo de objetos,
onde a velocidade é por defini¢do lenta, seria feita contra a média da for¢a para velocidades
lentas e répidas.

Na Figura 21b mostramos a relacdo entre a velocidade do animal e a forca das tSCs para
momentos de locomocao livre (pontos vermelhos denotam a média da forca dos animais, barras
denotam intervalo de 95% de confianga). Em cada grafico mostramos a esquerda os dados
obtidos durante a exploracdo de objetos (mesmos dados da Figura 21a) para comparagao junto
com o intervalo de 95% de confianca. Note a presenca de correlacdes lineares entre a forca da
tSCs e a velocidade: tSC1 e tSC2 possuem correlagdo negativa, ao passo que tSC3 e tSC4
possuem correlacdo positiva (mas note que a correlacdo linear da tSC3 é fraca; veja a Figura
21c para os coeficientes de correlacdo linear de Pearson usando todos os animais e a Figura 21d
para os coeficientes separados por cada animal). Comparando os intervalos de confianca das
taxas de velocidade e da exploracdo de objetos notamos que para os tSCs 1-3 existe uma alta
sobreposicdo ao longo da linha de regressao, mas principalmente para as velocidades mais
lentas; para o tSC4, todavia, a sobreposicdo ocorre a partir da velocidade de 15 cm/s. Em uma
anélise complementar, calculamos a distancia dos ICs durante a exploracdo de objetos para a
reta de regressdo na velocidade representativa de 3 cm/s. A intencéo desta analise ¢ realizar
uma normalizacdo do intervalo de confianca dada a distribuicdo das forcas em relacdo a
velocidade do animal. Nosso proximo passo, entéo, foi comparar os valores de for¢a para ciclos
mais lentos (<10 cm/s). Encontramos que, novamente, apenas o tSC4 possui forca média maior
durante a exploracdo de objetos, ao passo que os demais tSCs ndo séo significativamente

diferentes (Figura 21e).
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Notamos visualmente ao longo desta figura uma certa tendéncia para as tSCs 1 e 2
durante a exploracdo de objetos possuirem valores medianos de forga abaixo do controle de
ciclos em velocidades lentas, bem como possuindo um intervalo de confianca abaixo da reta de
regressdao também para uma velocidade lenta. Apesar disto, destacamos que o tamanho amostral
é baixo e existe uma alta a sobreposi¢édo de ICs para velocidades lentas. Portanto, manteremos
uma postura cética quanto a possiveis efeitos inibitorios da exploracdo de objetos na forca das
tSCs 1 e 2. Caso isto seja um fendmeno real, aparentemente o tamanho de efeito seria baixo o

suficiente para que a nossa amostra ndo tenha poder para capturar esta variacao.
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Figura 21. A forca da tSC4 € maior durante a exploracgéo de objetos. (a) Distribuicdo das forcas
médias de cada tSC durante a exploracao ativa da arena (vermelho) e dos objetos (verde). Teste
ndo paramétrico de Wilcoxon (tSC1 p-valor = 0.65; tSC2 p-valor = 0.1; tSC3 p-valor = 0.2;
tSC4 p-valor = 0.0039). (b) Distribuicdo da forca dos tSC pela velocidade media do ciclo teta
durante exploracao ativa da arena. Circulos vermelhos denotam média, e as barras verticais séo
o intervalo de 95% de confianca. A esquerda de cada grafico, em verde, estdo os valores da
exploracdo de objetos como referéncia (mesma distribui¢éo do painel a). Note que se tomarmos
os valores da forga dos tSCs para as velocidades menores (<10 cm/s), ha sobreposigéo dos IC
para os tSCs 1-3; ja para 0 tSC4 ocorre sobreposicao a partir de 17 cm/s. Intervalo de 95% de
confianga para o parametro 1 (inclinagdo): tSCliocomogio = [-0.01; -0.004]; tSC2iocomoczo = [-
0.01; -0.004]; tSC3iocomoczo = [-0.001; 0.008]; tSC4iocomocio =[0.013; 0.021]. (c) Coeficiente de
correlacdo de Pearson computado usando a média da forca de cada tSC para as faixas de
velocidade do painel b. Este valor corresponde ao coeficiente de correlagcdo para o painel b.
Todos os animais foram usados nesta andlise. (d) Distribuicdo dos coeficientes de correlacdo
entre a forca dos tSCs e a velocidade para cada animal separadamente. (e) Distribuigédo das
forcas dos tSCs para ciclos teta lentos (<10 cm/s) em comparagdo com os ciclos de exploracédo
dos objetos (mesma distribuicdo do painel a, observe as escalas diferentes). Teste néo-
paramétrico de Wilcoxon (tSC1 p-valor = 0.3; tSC2 p-valor = 0.074; tSC3 p-valor = 0.054;
tSC4 p-valor = 0.0039). Notamos que durante a exploracdo de objetos a velocidade do animal
pode cair proximo de zero, mas contabilizamos também um pequeno periodo de chegada e saida
do objeto, ou pequenas movimentacbes em torno dele; portanto, ndo comparamos as
distribui¢Ges considerando apenas a velocidade menor de exploragdo da arena (1 cm/s), mas
sim uma faixa de velocidades compativeis com a exploracdo dos objetos. * denota que a

diferenca entre as distribuicdes é estatisticamente significativa.

Realizamos, entdo, mais uma analise controle. Como os periodos de exploracdo de
objetos s&o menores do que a locomocao livre ao longo da arena, o resultado obtido para a tSC4
poderia ser explicado por variacOes aleatorias positivas, dado o N amostral baixo. Tal efeito
pode ocorrer principalmente em conjunto de dados em que multiplos testes sdo realizados (p-
hacking). De fato, notamos com preocupacao que a variacdo das forcas das tSCs durante a
exploracdo de objetos € maior do que a forca durante a locomocéao (note que os boxplots da
Figura 21a possuem intervalo interquartil maior para a exploracdo de objetos). Para corrigir
este problema, realizamos subamostragem aleatéria dos ciclos durante a locomogdo lenta
(velocidade < 10cm/s) usando 0 mesmo numero de ciclos observados na exploragéo de objetos.

Criamos, assim, uma distribuicdo controle (Figura 22a) e calculamos a distancia do valor obtido
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Counts

durante a exploracdo de objetos a esta distribuicdo por z-score. Na Figura 22b mostramos a
distribuicédo destas distancias. Confirmamos assim que apenas a mediana da distancia da forga
do tSC4 é diferente de zero, ao passo que a distribuicdo das demais tSCs ndo possui diferenca
estatisticamente significativa. De fato, todos os valores da tSC4 demonstraram tendéncia
positiva em relacdo a média zero da distribuicdo-controle, ao passo que os demais tSCs

variaram em torno de zero.
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Figura 22. Controle por bootstrap. (a) Distribui¢do da forca dos tSCs por subamostragem com
reposic¢ao (bootstrap) dos ciclos teta durante locomocdao na arena (apenas ciclos com velocidade
menor do que 10 cm/s foram usados). A média da distribuicdo estd representada pela linha
vermelha tracejada vertical; e a média da forca do tSC durante a exploracdo de objetos, pela
linha verde tracejada vertical. Neste exemplo apenas 0 tSC4 do eletrodo de um animal foi usado.
(b) Distribuicdo das forcas dos tSCs em relacdo as suas respectivas distribui¢cbes-controle. Cada
ponto é a média da forca dos tSCs dos eletrodos de um unico animal. Os dados gerados por
bootstrap foram normalizados por z-score e a média da exploracdo de objetos foi referenciada
a esta distribuicdo normalizada. Barras verticais vermelhas denotam a média do intervalo de
95% de confianca da distribuicdo gerada por bootstrap para cada animal (note que como 0s
dados foram transformados por z-score, o intervalo é aproximadamente +1.96 para todas as

distribuigdes). Apenas a mediana da for¢a do tSC4 néo ficou dentro do IC 95%.

Por fim, comparamos os valores da forga das tSCs entre treino e teste. A nossa hipotese
de trabalho é a de que se a tSC4 estd envolvida com a codificacdo, esperamos ver uma
diminuicdo da sua forca durante o teste; mais ainda, esperamos ver uma diminuigdo durante a

exploragdo do objeto “antigo” em comparacdo com o objeto “novo” (deslocado). Ja para as

54



tSCs 2 e 3 esperamos ver o contrario: um aumento da sua forca na exploracdo geral e,
especialmente, do objeto antigo em compara¢do com o objeto novo (tais hipdteses estdo
amparadas em trabalhos como Zheng et al (2016) e Lopes-dos-Santos et al (2018)).
Encontramos, todavia, auséncia de diferencas para todas as tSCs (Figura 23a). Note que tanto
as distribuicGes das forcas por velocidade quanto os intervalos de 95% de confianga possuem
alta sobreposicdo. Além disto, as forgas observadas na exploracdo dos objetos ndo foram
diferentes entre os objetos novos da sesséo de treino e os objetos antigo e deslocado da sessao
de teste. Note, porém, que o indice de discriminacdo dos objetos ndo foi significativo, apesar
de apresentar uma tendéncia visual (Figura 23b). Vale lembrar que os dados de teste possuem
um N ainda mais reduzido, 6 animais, 0 que ocorreu por problemas no dataset (estes trés

animais ndo tinham os dados de teste disponiveis).
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Figura 23. Auséncia de evidéncias para diferencas na forgca dos tSCs durante evocacdo. (a)
Correlacdo entre velocidade e forca dos tSCs durante treino e teste. A esquerda de cada painel
estdo os valores da forca média dos tSCs durante a exploragdo dos objetos de forma
individualizada. Coeficiente de correlacdo de Pearson: tSCliino = -0.82; tSClieste = -0.69;
tSC2treino = -0.81; tSC2teste = -0.52; tSC3treino = 0.22; tSC3teste = -0.03; tSCltreino = 0.91; tSCiteste
= (.87. Intervalo de 95% de confianga para o parametro B1 (inclinagdo): tSClireino = [-0.008; -
0.004]; tSClieste = [-0.011; -0.003]; tSC2reino = [-0.010; -0.004]; tSC2teste = [-0.008; -0.001];
tSC3ireino = [-0.003; 0.007]; tSC3teste = [-0.002; 0.002]; tSCAireino =[0.012; 0.020]; tSChheste =
[0.008; 0.016]. Teste de Friedman para a forca das tSCs durante a exploracéo de objetos (pontos
a esquerda dos painéis). tSC1 2 = 4.4, p-valor = 0.22; tSC2 y? =5.4; p-valor = 0.14; tSC3 ¥ =
1.4; p-valor = 0.71; tSC1 y?= 2.6; p-valor = 0.46. (b) Distribuicio do indice de exploragio dos

objetos durante o teste. Teste de Wilcoxon: p-valor = 0.063.
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8. DISCUSSAO

As analises aqui realizadas foram estruturadas de modo que trouxessem caracteristicas
mais detalhados sobre as oscilagdes neuronais situadas em CAL hipocampal. Deste modo,
conseguimos reproduzir o método de Lopes-dos-Santos (2018) para a extracdo dos sinais
neurais brutos de LFP em diversas bandas de frequéncia, cuja aplicagéo nos permitiu identificar
4 componentes espectrais acopladas ao ritmo teta (tSCs) durante a tarefa comportamental
planejada. Com isso, demonstramos a capacidade da técnica em elencar mais informacdes sobre
0s espectros de correlatos neurais para a codificacdo do espaco. Ainda assim, demonstramos
que este método, sem filtragens previamente especificadas, viabiliza a investigacdo de
informacdes como a fase predominante de cada componente espectral (frequéncias individuais
acopladas a teta) identificado em diferentes etapas da tarefa de reconhecimento espacial de
objetos.

Outro dado interessante diz respeito a compreensdo da usual presenca de teta,
identificada nas analises do registro de LFP feito durante sono REM e locomoc¢do ativa
(Axmacher, 2016). Hipotese distinta da aqui encontrada, a qual exibiu a existéncia da
frequéncia de teta durante a exploracdo de objetos, cuja velocidade do animal é lenta ou
totalmente inerte, bem como, apontou uma correlacéo positiva entre tSC4 e a velocidade do
animal, conforme visto na figura 21. Dados que denotam o aumento de diferentes perspectivas,
no que se refere ao estudo de circuitos eletrofisioldgicos em/entre regides associadas ao tipo de
memoria especificada.

A caracterizacdo das propriedades oscilatérias nos permite investigar e descrever 0s
correlatos existentes entre as redes neuronais de &reas especificas, no caso em questdo CAl
hipocampal, mas também entre &reas corticais e/ou associativas. Neste primeiro ponto é
importante trazer a existéncia do que chamamos de hierarquia oscilatéria, a qual, conforme
Simon & Wallace (2016) a fase das oscilagdes de baixa frequéncia modula o poder das
frequéncias mais altas através do acoplamento fase-amplitude, outra analise também realizada
aqui. A fase das oscilacOes delta (inferior) influencia a amplitude das oscilagdes teta (meio). A
fase das oscilagOes delta e teta influencia a amplitude das oscilagdes gama (superior) (Simon &
Wallace, 2016).

O principal achado da nossa investigacao foi depreender o aumento do gama médio da
faixa de ~70 Hz (tSC4) durante a exploracdo dos objetos, 0 qual ocorreu tanto no treino, quanto
no teste, ou seja, durante etapas de codificagdo e recuperagdo da memoria. Dados de estudos
recentes ja tém associado os acoplamentos entre a banda de teta e as variagdes do ritmo gama

aos processos de comunicacdo entre regibes essenciais. Contudo, de modo ainda nao
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completamente conhecido. Dito de outra forma, ainda nao se sabe 0 modo como as frequéncias
ritmicas se complementam integrando elementos temporais, espaciais e contextuais de
determinado episodio (Axmacher, 2016).

Mediante a execucdo de protocolos experimentais, aceita-se que 0s ritmos gama
sistematizem conjuntos neuronais mediante a sincronizacdo da atividade das células que
codificam informacGes relacionadas (Bragin et al., 1995, Harris et al., 2003, Fries,
2009, Colgin, et al., 2009 ). Sendo importante enfatizar que a divisdo da frequéncia gama em
subtipos rapidos e lentos que encaminham fluxos de informacGes de modo separado. Alguns
estudos (Colgin et al.,2009; Brun et al., 2002; Fyhn et al., 2004 e Hafting et al. ,2005) informam
que gama rapida acopla o hipocampo com entradas do MEC (cortex entorrinal medial), as quais
propagam informac@es relacionadas a atual localizagdo espacial, necessario para uma nova
codificacdo de memdria (Brun et al., 2008).

Gama lento tem sido associada a conexdo do subcampo CA1 hipocampal as entradas de
CA3, a qual demonstra ter um relevante papel na recuperacdo da memoria (Brun et al.,
2002, Sutherland et al., 1983, Steffenach et al., 2002). Colgin et al. (2009) traz que os diferentes
tipos de gama (répida e lenta) aparecem e co-ocorrem em fases diferentes dos ritmos na
frequéncia teta. Em concordancia, estudos recentes trazem que variacao entre subtipos gama
rapidos e lentos demonstram também associacao a estratégias comportamentais utilizadas em
uma tarefa de memoria espacial (Cabral et al., 2014). A ilustracdo abaixo representa de modo
sistematizado oscilaces registradas de acordo com o tempo e fase de processamento da
informacao até retornar ao cortex.

Em uma localizacdo fixa, quando o contexto tem uma ligeira modificacdo quanto a sua
localizacdo espacial, o giro dentado e CA3 expressam uma separacdo de padrdes que é
consistente com a mudanca no padrdo de atividade associada a assembleia da célula ativa
(Leutgeb et al. 2007). Stark & Stark (2017) acrescentam que, em humanos, o indice da
discriminacdo de objetos apontou relacéo positiva com o volume do hipocampo, de modo mais
especifico, os subcampos de DG e CA3 vinculados e o subiculo, direcionando novamente para
0 papel de separacdo de padrOes das estruturas supracitadas no comportamento de
discriminacdo de objetos (Stark & Stark, 2017). Configuracdes que mais uma vez refletem os
possiveis correlatos eletrofisiologicos associados entre as areas de processamento mnemonico
relatadas.

Colgin e colaboradores (2009) evidenciam a probabilidade de o objeto novo influenciar
mudancas neuromodulatdrias como o acoplamento de frequéncias mais altas de gama em CA3
e CA1 hipocampal. Uma das possibilidades para tal neuromodulacgéo € a acetilcolina, cujo nivel

¢ aumentado em reacdo a novos estimulos (Newman et al., 2013).
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Dentro desta perspectiva, Mormann et al. (2005) investigou a ligacdo entre o
acoplamento teta-gama do hipocampo de seres humanos e o desempenho da memodria utilizando
o0 paradigma de reconhecimento de palavras. Eles encontraram que a forga do acoplamento
entre a fase teta e a poténcia gama de 45 Hz foi maior durante a recordacdo de palavras
previamente apresentadas. Este trabalho representou a hipdtese de que recrutamento de
oscilagbes gama em uma fase teta particular facilitou a recuperacdo de memorias de
experiéncias anteriores. Ao estudar o disparo de células de lugar durante frequéncias de gama
rapida e lenta moduladas por teta, Bieri et al. (2014) forneceram suporte indireto para a
possibilidade de que gama répida esteja envolvida na codificacdo da memoria, destacando a
hipotese de que células individuais j& disparadas anteriormente em seus campos de lugar,
agrupam células de lugar preferencialmente especificadas para informacfes que foram
codificadas como parte do passado recente (Bieri, Bobbitt & Colgin, 2013).

Se gama lenta e rapida modulada por teta servirem funcées de recuperacéo e codificacao
de memdria desassociadas, assegurar que 0s mesmos acontecam em distintas fases teta talvez
possa evitar a interferéncia entre a recuperacdo de memoria e a codificacdo, conforme
hipotetizado por Hasselmo, Bodelon & Wyble (2002).

Colgin (2015) traz que em modelos animais foi registrado, em CA3 hipocampal, o
acoplamento entre a fase teta e a amplitude da gama de 40 Hz, a qual melhorou conforme o0s
animais aprendiam a tarefa. Essa interacdo foi registrada no decorrer da exploracdo, em um
momento anterior no qual presumivelmente os animais recuperaram sua memoria da resposta
correta associada a um contexto especifico. Trimper, Stefanescu, Manns (2014) relataram a
existéncia e 0 aumento da coeréncia gama de 30-50 Hz entre CA3 e CAL enquanto ratos
exploravam novos objetos. Os aumentos observados na coeréncia gama lenta foram maiores
para objetos que foram de modo sequencial mais bem recuperados, em detrimento dos objetos
recuperados com menor acuracia.

Entre 0os nossos resultados, também encontramos a existéncia de uma correlacéo
positiva entre a for¢a do gama rapido com a velocidade do animal. Como visto nos estudos de
Lopes-dos-Santos (2018) e Chen et al., (2011), os quais trazem como possivel hipotese
explicativa a ideia de que as celulas de codificacdo dos ratos tém maior probabilidade de
adaptacédo ou variacdo de tamanho conforme as diferentes velocidades relacionadas. Em ratos,
as alteracOes sistematicas na faixa de gama do hipocampo associada a velocidade podem
auxiliar na estabilizacé&o da posigéo e o tamanho espacial (Ahmed; Mehta, 2012).

Provaveis funcBes de frequéncia gama co-ocorrendo em velocidades aumentadas
Montgomery e Buzsaki (2007) demonstraram que a poténcia gama total amplificou em locais

caracteristicos na pista onde o rato exibia maior probabilidade de tomar decisdes. Foi sugerido
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pelos autores que a poténcia geral na banda gama pode codificar informacdes para além das
frequéncias do ritmo gama.

Acredita-se que o animal pode fazer a transicdo entre cada elemento da sequéncia
espacial de células locais mais agilmente, representada através do aumento das frequéncias
gama em maiores velocidades (Ahmed; Mehta, 2012). Em cada ciclo gama é possivel observar
a ativacdo de um elemento na sequéncia de organizacao de células e, em velocidades superiores,
transi¢des mais rapidas sdo percebidas entre os elementos da estruturacdo das células (Senior
et al., 2008; Maurer et al., 2012). Ahmed & Mehta (2012) mencionam ainda, que essas
transices mais rapidas podem viabilizar as células de lugar, a retencdo da sua caracterizacdo
espacial apesar das velocidades de corrida mais répidas, possibilitando que o hipocampo
codifique a informacdo espacial, mesmo em altas velocidades e na auséncia de pistas externas.
Estes dados sugerem que esta relacéo entre a velocidade e 0 aumento do acoplamento teta-gama
pode fornecer suporte a preservacdo da especificidade espacial das células de lugar e das
memorias espaciais como apontado nas pesquisas de Ahmed & Mehta (2012).

Em consonancia com a interpretacdo obtida com a tratativa dos dados relacionados as
frequéncias mais rapidas de gama em CA1 em ratos, Colgin, et al. (2009) destaca que as mesmas
sdo mais coerentes com oscilacdes gama de alta frequéncia no cortex entorrinal, ao passo que
oscilagdes gama lenta em CAL de frequéncia mais sdo mais coerentes com baixa frequéncia
oscilagdes gama em CA3 (Colgin et al., 2009).

A juncdo destes dados aponta para a hipotese estabelecida por Colgin (2015) de que
CAL1 pode ser estimulado preferivelmente pelo cértex entorrinal em velocidades de corrida mais
rapidas e por CA3 em velocidades de corrida mais lentas, sendo necessario estudos mais
especificos que abarquem registros de LFP e realizacdo das analises espectrais das areas
implicadas, de modo simultaneo.

Assim, de forma a aumentar a transparéncia desta investigacao, destacamos algumas das
suas limitagBes e como iremos aborda-las posteriormente.

(1) A base de dados estava incompleta. Alguns animais ndo tinham o registro do paradigma
como mostrado na Figura 1a, com algumas sessdes faltantes. Portanto o N de 9 animais
do treino, o que ja pode ser considerado relativamente baixo, foi ainda mais impactado
no teste (N caiu para 6 animais).

(2) Verificamos também que muitos eletrodos possuiam niveis altos de ruido e artefatos de
movimento.

(3) Para muitos testes estatisticos e dependendo do fenbmeno analisado, o N pode ser
considerado baixo, muito embora seja um nimero utilizado por pesquisadores da area.

Isto ocorre muitas vezes pela dificuldade técnica e
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(4) O video do comportamento disponibilizado possuia baixa resolucao, dificultando (mas
ndo impossibilitando) a verificacdo visual da exploragéo de objetos.
(5) Notamos que movimentos laterais rapidos da cabeca produzem artefatos na estimativa

da velocidade.

Ao término deste trabalho iremos abordar cada um dos problemas de forma a melhorar
nossa investigacao.

(1) Contataremos os autores da base de dados para requisitar os dados faltantes e, assim,
aumentar 0 nosso N;

(2) Embora a presenca de artefatos e ruidos seja um problema onipresente na
eletrofisiologia comportamental, aplicaremos algumas técnicas para tentar melhorar o sinal, tal
como re-referenciamento de eletrodos e ICA;

(3) Iremos explorar outras variaveis presentes na base de dados, tais como disparos de
neurdnios e sinais do cortex pré-frontal medial,

(4) Para a comparagéo entre treino e teste utilizaremos as componentes obtidas no sono
REM e projeta-las-emos igualmente nas sessdes de treino e teste;

(5) Vamos investigar diferencas nas sessdes de estimulacdo acoplada e atrasada
(controle). De acordo com o trabalho original da base de dados, somente a estimulacdo acoplada
induz a recuperacdo da memdria para reconhecimento de objetos.

(6) Tentaremos refazer o rastreamento 2D dos animais utilizando o corpo inteiro, e ndo

somente o LED; evitaremos, assim, artefatos de movimentos rapidos da cabeca.
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9. CONCLUSAO

O desenvolvimento desta pesquisa atingiu o objetivo de realizar analises do
acoplamento de frequéncia cruzada teta-gama durante uma tarefa de reconhecimento de objetos.
Contudo, a pesquisa continuara em andamento afim de responder questionamentos que nao
foram esclarecidos por limitagcGes na obtencdo de todos os registros eletrofisiologicos, dados
complementares de imagens, entre outros ajustes e adequacgdes para melhor extragéo dos dados.
Os objetivos especificos alcancados foram o estabelecimento de padrdes de atividade
oscilatéria durante a fase de exploracdo e ndo exploracdo do objeto; a investigacdo do
percentual de ciclos teta com gama médio durante a exploracdo de um objeto novo; a exploragdo
do percentual de teta com gama lento durante a evocacdo de um objeto familiar e a extracéo e
guantificacdo de componentes espectrais da banda de frequéncia teta (tSCs) durante o
comportamento exploratorio do animal.

Assim também, é relevante mencionar a utilizacdo do conjunto de dados hc-25:
“Recordings and timed stimulation of rat dorsal hippocampal area CAl and medial prefrontal
cortex during behavior and sleep (disponivel em http://crcns.org/data-sets/hc/hc-25/)
(Maingret, Girardeau, Todorova, Goutierre & Zugaro, 2016) como alternativa que viabilizou o
andamento de pesquisas que investigam a dindmica neuronal associada ao processamento da
memoria a partir de andlises eletrofisioldgicas, mesmo em circunstancias que demandem dos

laboratdrios com este foco de trabalho, modos criativos e adaptados de produzir ciéncia.
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