ARTIGO ORIGINAL

Caracteristicas espectrais da atividade elétrica hipocampal

durante o medo condicionado ao contexto
Spectral characteristics of the hippocampal LFP during contextual fear conditioning
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RESUMO

Objetivo: O hipocampo tem um importante papel na aquisicéo e
evocacao das memdrias aversivas. Pretendeu-se, neste trabalho,
investigar a dindmica entre os ritmos hipocampais durante a
evocacdo das memérias aversivas recente e remota. Métodos:
Foram implantadas matrizes de microeletrodos em ratos Wistar. Os
animais foram treinados e testados numa tarefa de condicionamento
contextual de medo. O treino consistiu em aplicagdes de choques nas
patas. O teste de memodria foi realizado 1 dia (meméria recente) ou
18 dias (memaria remota) apds o treino. Nesse trabalho, foi proposta
uma medida baseada no espectro de poténcias, denominada “razao
delta-theta”, para caracterizacdo dos diferentes comportamentos
observados (vigilia exploratéria e congelamento) e tipos de memérias.
Resultados: A razéo delta-theta mostrou-se capaz de distinguir os
grupos testados para as memdrias recente e remota. Neste caso,
observou-se, para o grupo testado 18 dias apds, um valor menor
do que para o grupo testado 1 dia apés. Além disso, essa medida
mostrou-se Util para distinguir os diferentes estados comportamentais.
Conclusoes: Os resultados sugerem que a dindmica entre os ritmos
delta e theta pode refletir o processamento da informagao durante a
evocacdo das memorias recente e remota.

Descritores: Hipocampo; Meméria; Medo/fisiologia; Amnésia retrdgrada

ABSTRACT

Objective: The hippocampus has an important role in the acquisition
and recall of aversive memories. The objective of this study was to
investigate the relationship among hippocampal rhythms. Methods:
Microeletrodes arrays were implanted in the hippocampus of Wistar
rats. The animals were trained and tested in a contextual fear
conditioning task. The training consisted in applying shocks in the
legs. The memory test was performed 1 day (recent memory) or 18

days (remote memory) after training. \We proposed a measure based
on the FFT power spectrum, denominated “delta-theta ratio”, to
characterize the different behaviors (active exploration and freezing)
and the memories types. Results: The delta-theta ratio was able to
distinguish recent and remote memories. In this study, the ratio for
the 18-day group was smaller than for the 1-day group. Moreover,
this measure was useful to distinguish the different behavior states
— active exploration and freezing. Conclusions: The results suggest
delta-theta oscillations could reflect the demands on information
processing during recent and remote memory recalls.
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INTRODUCAO

O hipocampo tem um importante papel na aquisi¢cao
das memorias aversivas. Entretanto, essas memorias
nido ficam armazenadas permanentemente nessa es-
trutura. Lesoes do hipocampo, em humanos e animais,
produzem um grave déficit na memoria recente, mas
nao na remotal?. A hipdtese atual sugere que o hipo-
campo estd dinamicamente envolvido num processo
gradual de reorganizacao e estabilizagao das memorias
no neocortex*9.

Evidéncias a partir de experimentos realizados por
Bontempi et al.” e Frakland et al.® mostram que varias
regides corticais, como o cingulado anterior ¢ os cOr-
tices pré e infralimbico, estdo envolvidas no processa-
mento das memorias aversivas, coerentes com a pro-
posta de que as memorias remotas sao armazenadas em
redes corticais distribuidas. Inimeros estudos tém in-
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vestigado as bases celulares e moleculares envolvidas na
evocagao e no armazenamento de memdorias recentes e
remotas®!?. No entanto, os mecanismos eletrofisiol6gi-
cos envolvidos no circuito cortico-hipocampal ao longo
do tempo ainda nio sao bem conhecidos.

Em ratos, um excelente paradigma para o estudo
comportamental das memorias recentes e remotas € 0
condicionamento contextual ao medo?. Tal paradig-
ma consiste em colocar o animal em um determinado
contexto (pré-exposicdo) e aplicar choques elétricos
nas patas (treino). O teste de memoria € realizado
com dois grupos separados de ratos treinados com 5
choques nas patas e testados 1 dia (memdria recente)
ou 18 dias (memoria remota) apds o treino. Usando
esse paradigma, selecionaram-se dois estados compor-
tamentais: a vigilia exploratdria, na pré-exposicao, e o
congelamento, comportamento caracteristico observa-
do nos testes de memoria aversiva. Adicionalmente,
dois grupos controles foram estabelecidos por animais
que foram submetidos ao treinamento sem choques,
mas realizaram os testes de memoria. O comporta-
mento selecionado neste caso foi o de vigilia quieta, o
estado mais parecido com o congelamento.

METODOS

Foram utilizados 12 ratos Wistar machos provenien-
tes da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (FMUSP) pesando aproximadamente 300g no
inicio do experimento. Os animais foram mantidos
em condi¢des controladas de temperatura (23=2°C) e
ciclo claro/escuro a cada 12/12h, no qual as luzes fo-
ram acesas as 7h. Agua e comida foram oferecidas ad
libitum. Todos os procedimentos adotados estdo de
acordo com as diretrizes do Comité de Etica em Pes-
quisa Animal da FMUSP (CAPPesq 0948/09).

Os animais foram pesados e anestesiados com clo-
ridrato de cetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina
(4mg/kg), apoés prévia inducido anestésica com halo-
tano a 5%. O nivel anestésico foi mantido com doses
suplementares de 20% da dose inicial de cloridrato de
cetamina a cada hora ou sempre que o animal apresen-
tasse sensibilidade a dor. Apos tricotomia e antissepsia
do campo cirdrgico, os ratos foram posicionados em
um aparelho estereotaxico (modelo 900, David Kopf
Instruments, Tujunga, California) e realizou-se uma
incisao longitudinal da pele na linha média do cranio.
Uma broca dental de alta rotacao foi utilizada para
realizar a craniotomia e a abertura de trés orificios nos
quais foram inseridos microparafusos de aco inoxida-
vel. Os microparafusos servem para fixar o implante no
cranio com cola de cianoacrilato e também como pontos
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de contato para a referéncia do fio terra. As matrizes de
microeletrodos foram implantadas por técnica estereo-
taxica na regiao CA1l do hipocampo, com o centro nas
seguintes coordenadas anteroposterior (AP), mediola-
teral (ML) e dorsoventral (DV), relativas ao bregma:
AP -3,60; ML 2,60 ¢ DV 2,10mm.

Uma semana apds a cirurgia de implante, foi reali-
zado o registro do potencial de campo local usando um
equipamento de aquisicio (Multichannel Acquisition
Processor, Plexon Inc., Dallas). Os sinais foram pré-am-
plificados (1000x), filtrados por um passa-alto de 0,3Hz
e um passa-baixo de 400Hz e digitalizados por meio de
uma placa (National Instruments, Austin) de 64 canais
com uma frequéncia de aquisicao de 2kHz.

Os ratos treinados foram divididos em dois grupos
(G1 e G18, seis animais por grupo). Todos os animais
receberam implante de microeletrodos para registro da
atividade elétrica hipocampal e sofreram eutanésia apos
o teste, sendo o grupo G1 1 dia apds o treino e o grupo
G18 18 dias ap6s o treino. Todos os animais foram trei-
nados e testados numa tarefa de condicionamento con-
textual ao medo. Para tanto, foi utilizada uma caixa de
condicionamento com dimensdes 26x21x27,5cm?, que
possui paredes pretas e tampa de acrilico transparente.
A base ¢ formada por uma grade metalica (com arestas
de 16,4mm de diametro e equidistantes em 1,2cm) co-
nectadas a uma fonte geradora de choques elétricos em
corrente descontinua. A caixa de condicionamento foi
alocada dentro de uma gaiola de Faraday com dimen-
soes 89,5x79x54cm?. No teto superior dessa gaiola colo-
cou-se uma camera de video CCD com infravermelho
para registrar o comportamento do animal durante a
realizacdo da tarefa.

Os animais foram submetidos a sessoes de habitua-
¢ao ao experimentador e ao ambiente, sendo este dis-
tinto do local de condicionamento, durante 5 minutos
por dia, ao longo de 7 dias consecutivos. As sessoes de
treino e teste foram realizadas na fase clara do ciclo
circadiano do rato. No primeiro dia (pré-exposicao ao
contexto), o animal foi colocado na caixa de condicio-
namento por 5 minutos. No segundo dia (treino), o ani-
mal foi colocado na caixa de condicionamento e, apOs
2 minutos, recebeu choques elétricos aplicados nas pa-
tas. Cada choque com intensidade de 0,7mA e duragao
de 2 segundos. Foram aplicados 5 choques intercalados
por 1 minuto. Os animais foram reintroduzidos na cai-
xa de condicionamento para os testes de evocacao das
memorias recente (grupo G1) ou remota (grupo G18).
O tempo de congelamento foi cronometrado pelo ex-
perimentador observando o comportamento do animal
por meio da camera de video CCD.
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A andlise do comportamento foi realizada a par-
tir da inspecéo visual, quadro a quadro, do video dos
animais. Este foi classificado em vigilia quieta, vigilia
exploratoria e congelamento. O animal foi considera-
do em vigilia exploratéria quando apresentava intensa
atividade locomotora e em congelamento quando apre-
sentava auséncia total de movimentos, exceto aqueles
associados aos movimentos respiratorios. A vigilia quie-
ta neste contexto € comportamentalmente equivalente
ao congelamento. A figura 1 mostra a taxa de congela-
mento para os grupos treinados e controle (animais que
nao levaram choques nas patas).
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Figura 1. Comparacao da taxa de congelamento dos animais treinados e
controles. Subdividem-se os treinados naqueles que fizeram o teste 1 dia pds
treino (memoria recente) e 18 dias pos-treino (meméria remota)

A perfusao foi realizada através do ventriculo es-
querdo com paraformaldeido tamponado 0,1M. Antes
da abertura da cavidade toracica, os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (350mg/kg)
e cloridrato de xilazina (4mg/kg). Apds a perfusao, o
cérebro foi removido e congelado a -80°C até posterior
corte e coloragao do tecido. Foi realizada a coloragao
de Nissl usando o corante cresil violeta para identificar
a posig¢ao dos eletrodos.

Foram selecionados segmentos (com duracdo de 2
segundos) dos registros eletrofisioldgicos nos dois com-
portamentos de interesses: vigilia exploratéria e conge-
lamento. O primeiro esta relacionado com sinais regis-
trados antes de o animal ser submetido as aplicacoes
dos choques nas patas. O comportamento de congela-
mento foi registrado com o intuito de comparar os rit-
mos cerebrais nos processos de evocagao das memorias
recente e remota. A figura 2 ilustra exemplos dos trés
estagios de interesse. Os registros relacionados com a
vigilia quieta foram obtidos dos grupos controle.
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Figura 2. Segmentos de 2 segundos da atividade elétrica hipocampal nos
estados comportamentais: (A) vigilia exploratdria; (B) congelamento 1 dia
pés-treino; e (C) congelamento 18 dias pés-treino. Os sinais estdo na escala
de =0,5mV

Para estudar os mecanismos eletrofisiologicos en-
volvidos no condicionamento do medo propds-se uma
medida baseada na razido dos espectros de poténcias,
considerando as contribuicOes referentes as oscilacoes
lentas, ou seja,

onde
_ _drlfolay
@ flv" dv

e f(v) € a transformada de Fourier do sinal f(z). Desta
forma, E ¢ interpretado como o espectro de potén-
cias normalizado de um especifico sinal eletrofisiold-
gico f(¢#) em uma determinada escala de frequéncias
o =[v, V] A medida p,, € definida como a razdo
entre as energias médias dos ritmos delta (0,5 a 4Hz)
e theta (4 a 10Hz), ver exemplos na figura 3. O esti-
mador do espectro de poténcias utilizado neste tra-
balho foi proposto por Welch(®. Este procedimento
consiste em dividir a série temporal em segmentos
sobrepostos. Para cada segmento obtém-se o respec-
tivo espectro de poténcias e calcula-se a média sobre
as estimativas.

Os testes estatisticos para comparacao da razao
delta-theta foram o testes nao paramétricos de Wilcoxon
(teste W), para comparagdes pareadas, e o de Mann-
-Whitney (teste U) para comparacao de amostras inde-
pendentes. Devido ao tamanho da amostra (6 animais
por grupo) optou-se em nao realizar um teste de nor-
malidade. A comparagao dos valores de p,, nos esta-
dos de vigilia, exploratéria G1 e G18 e os dois grupos
controles, foi realizada com um teste ANOVA de 1 via
(teste F). O nivel de significAncia adotado para todos
os testes estatisticos foi de 0,05.
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Figura 3. Espectros de poténcias caracteristicos dos estados de (A) vigilia
exploratéria e (B) congelamento; as respectivas razoes delta-theta séo
0,415¢€ 3,748

RESULTADOS

A razdo delta-theta mostrou-se capaz de caracterizar
as memorias recente e remota (p<0,005; teste U). Nes-
te caso, a razao para os animais testados 18 dias apds
(3,231%0,970) € menor que o grupo testado 1 dia apos
(6,778+1,316). Caracterizando uma atividade mais
lenta durante evocacio da memoria recente. Além
disso, esta medida mostrou-se ttil para distinguir os di-
ferentes estados comportamentais, vigilia exploratoria
(0,314+0,099, grupo G1; 0,370+0,208, grupo G18) e
congelamento (p<0,05; para os dois grupos; teste W).
Mais especificamente, a medida p,, referente aos ani-
mais em vigilia exploratéria ¢ menor quando compara-
da aos animais em congelamento. Verificou-se uma di-
ferenca significante (p <0,005; teste U) na comparacao
dos valores de p,, obtidos no teste com os respectivos
grupos controle (0,309%0,033, 1 dia ap6s; 0,341+0,050,
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Figura 4. Diagrama de caixas da razao delta-theta durante a vigilia exploratéria
(VE) e congelamento 1 (C01D) e18 dias (C18D) apds o treino
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18 dias ap6s) obtidos durante vigilia quieta. Por fim, um
teste ANOVA foi aplicado nos valores de p,, referen-
tes aos estados comportamentais de vigilia, exploraté-
ria e quieta, onde nao se constatou nenhuma diferenca
significativa (p=0,241; teste F). A figura 4 resume os
principais resultados.

DISCUSSAO

No paradigma comportamental estudado, o nivel de
congelamento foi utilizado como um indicativo da taxa
de retencao de memoria. Observou-se uma diminuicao
na taxa de congelamento ao longo do tempo em fun-
¢ao do tipo de memoria evocada. Resultados similares
foram descritos por Rudy e Wright-Hardesty!. Esses
autores mostraram que existe uma relagao direta entre
o nivel de congelamento e o intervalo entre o treino e
o teste de retencdo de memoria. Adicionalmente, cons-
tatou-se, pela razao delta-theta, que o padrao eletrofi-
sioldgico caracteristico do hipocampo durante o conge-
lamento também diminuiu. Estd bem estabelecido na
literatura que, durante a vigilia exploratoria, a atividade
elétrica cerebral predominante no hipocampo € o ritmo
theta™>'7. Nossos resultados corroboram esses achados
e acrescentam que, durante a reacao de congelamento,
houve um significativo aumento de atividade cerebral
caracteristica no ritmo delta em relacao ao theta hipo-
campal.

Um modelo para explicar a dindmica cerebral osci-
latéria foi proposto por Lakatos et al.®. Esses pesqui-
sadores sugerem que existe uma organizacao hierarquica
na atividade elétrica cerebral, no qual a amplitude de
cada frequéncia oscilatoria é modulada pela fase de
uma oscilagdo de baixa frequéncia. Lakatos et al.(”
mostraram antes que a fase dessas atividades oscilato-
rias controlam a excitabilidade de populagdes neuronais
corticais e, dessa forma, podem influenciar o processa-
mento de estimulos sensoriais. Ainda sao necessarios
mais estudos a cerca da dindmica de interacao entre os
ritmos cerebrais, visto que esta pode ser um importante
mecanismo capaz de favorecer os processos de consoli-
dagdo da memdria. Nesse trabalho, verificou-se que a
dinamica entre as ondas delta e theta se altera em fun-
¢ao do tipo de memoria evocada.

Frankland et al.® relataram que os genes imediatos
Zif-268 e Fos sao intensamente ativados no hipocampo
apos a evocacdo da memoria recente, mas nao da me-
moria remota. O contrario foi observado no cortex pré-
-frontal medial, no qual se verificou um aumento signi-
ficativo na expressao desses genes apds a evocacao da
memoria remota, mas nao da memoria recente. Esses

einstein. 2012;10(2):140-4



144 Machado BS, Kunicki AC, Morya E, Sameshima K

resultados indicam que a evocagao de diferentes tipos
de memoria é mediada por mecanismos distintos em di-
ferentes regioes do cérebro.

A razao delta-theta mostrou-se uma medida atil na
caracterizagdo dos estados comportamentais. Adicio-
nalmente, diferenciou os grupos de animais em con-
gelamento durante a evocacido das memorias recente e
remota. Dessa forma, a relacdo entre os ritmos delta e
theta pode ser um importante parametro a ser conside-
rado no estudo dos processos relacionados ao aprendi-
zado e a memoria.

Outra questao relevante é o aumento expressivo da
contribuicao do ritmo delta acompanhado da diminui-
¢ao do ritmo theta durante a evocacdo da memoria re-
cente. O que pode indicar uma lentificacao da atividade
hipocampal. Sabendo-se que o hipocampo tem um im-
portante papel na aquisicio da memoria recente, mas
nao da memoria remota, sugere-se que 0 mesmo esteja
coordenando a distribuicdo da informagao para o neo-
cortex ao longo do tempo. E possivel que a lentificacio
do hipocampo favoreca a comunicacido da circuitaria
cortico-hipocampal, visto que o neocortex apresenta
uma atividade mais lenta®?). Propde-se que a comuni-
cagdo entre as areas cerebrais ocorre por meio de even-
tos de sincronizacao e que estes seriam facilitados por
areas com atividades ressonantes. Por fim, o posterior
restabelecimento da atividade theta hipocampal pode
ser interpretado como uma diminui¢ao da participagao
hipocampo nos processos de memoria.

CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a dindmica entre os ritmos
delta e theta podem refletir o processamento da in-
formacao durante a evocacdo das memorias recente e
remota.
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