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"A sabedoria € algo que quando nos bate a porta ja ndo nos serve para
nada’.

(Gabriel Garcia Marquez)



RESUMO

O nadcleo accumbens (NAc) compde o corpo estriado e € considerado como
uma interface limbico-motora, com a funcéo principal de promover a busca de
recompensas. A compreensao da participagdo dos neurénios do NAc na promogao
da busca de recompensas € fundamental em uma grande variedade de transtornos
motores e comportamentais, como o0 abuso de drogas. Embora uma literatura
crescente demonstre a codificacdo de parametros cinéticos da aproximacdo de
recompensas por neurénios do estriado dorsal, pouco se sabe sobre a participagdo
do NAc nesses contextos. Além disso, mesmo os estudos realizados no estriado
dorsal levaram em conta majoritariamente dados de neurdnios Unicos registrados
nesta estrutura. Em um trabalho recente do nosso grupo de pesquisas, noés
avaliamos a participacdo de neurdnios Unicos registrados no NAc shell em uma
tarefa de aproximacao de recompensas, em um labirinto radial. O presente trabalho,
por sua vez, apresenta dados que reforcam a teoria de que o NAc funcione como
uma interface limbico-motora, promovendo a busca de recompensas e também
aponta um possivel erro de predi¢cdo de recompensas sendo computado nas bandas
de Local Field Potential (LFP) e ndo apenas em neurbnios uUnicos do NAc.
Entretanto, ambos resultados precisam de estudos mais robustos e que testem
especificamente as hipéteses apresentadas, para que conclusées mais expressivas
sejam obtidas.

Palavras-chave: Nucleo accumbens (NAc); Local Field Potential (LFP); busca de
recompensas.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DOS NUCLEOS DA BASE

Os nucleos da base (NB) séo estruturas formadas por grupos subcorticais de
neurénios envolvidos em uma grande diversidade de funcdes, como aprendizado
motor, controle comportamental e emocgdes (FLORIO et al., 2018). Eles séao
organizados em: NB - estruturas profundamente imersas nos hemisférios do
cérebro (corpo estriado [CE] e globo palido) — e nucleos relacionados — estruturas
localizadas no diencéfalo (ndcleo subtalamico), mesencéfalo (substancia negra
compacta [SNc] e substdncia negra reticulata [SNr]) e ponte (nucleo
pedunculopontino). Os NB podem ser classificados em (1) nucleos de entrada:
estruturas que recebem projecbes de diferentes regides do cérebro, constituidos
pelo ndcleo caudado (NC), putamen (NP) e nucleo accumbens (NAc) — constituem
conjuntamente o CE; (2) nucleos de saida: estruturas que compdem as projecdes
dos ndcleos da base ao tdlamo, como o globo palido interno e a SNr; e (3) nucleos
intrinsecos: aquelas estruturas que processam as informacdes entre os nucleos de
entrada e saida, como o globo palido externo (GPe), o nucleo subtalamico e a SNr
(LANCIEGO; LUQUIN; OBESO, 2012; Figura 1). As estruturas corticais apresentam
algumas das principais vias aferentes aos NB. O cOrtex envia suas projeces
topograficamente para o CE e assim, diferentes regidoes do CE se relacionam com
diferentes funcdes, como o estriado ventral (NAc) e sua relacdo com o
processamento de informacfes referentes a recompensas, e o estriado dorsal e
suas relagbes com cognicdo (principalmente referente as projecdes ao NC) ou suas
relagBes com controle motor (principalmente referente as proje¢des ao NP) (HABER,
2016). Os nucleos de saida do CE, enviam projecdes topograficamente ao talamo
gue sucessivamente projeta ao cértex, formando o0s conhecidos loops
corticoestriatais (HABER, 2016; KELLY; STRICK, 2004; Figura 1). A partir das
conexdes anatdomicas entre os NB e caracteristicas da fisiologia dos neurdnios que
compde as estruturas envolvidas, diversos modelos do funcionamento geral desse
sistema foram propostos (BERGMAN et al., 1998; COHEN; FRANK, 2009; DA
CUNHA; GOMEZ-A; BLAHA, 2012; JOG et al.,, 1999; SCHULTZ, TREMBLAY,;
HOLLERMAN, 1998), salientando a participacédo dos NB e nucleos relacionados no

aprendizado motor, em memdrias de procedimentos, de trabalho e de habitos, em
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comportamentos direcionados a objetivos, na motivacdo e na atencdo as dicas

preditivas de recompensas.

Figura 1 — Os nlcleos da base e as vias direta e indireta. Esquema ilustrando as principais
estruturas e vias dos nlcleos da base. Setas em azul escuro representam a via direta e setas em azul
claro representam a via indireta. Amy, amigdala; DS, estriado dorsal; GPi, globo pélido interno; GPe,
globo pélido externo; Hipp, Hipocampo; SN, substancia negra; STN, ndcleo subtalamico; Thal,
talamo; VP, pélido ventral; VS, estriado ventral; VTA, &rea tegmental ventral. Fonte: (HABER, 2016).

Além das entradas corticais ja descritas para o0s NB, projecbes
dopaminérgicas que partem do mesencéfalo, de estruturas chamadas area
tegmental ventral (ATV) e SNc, fornecem importantes entradas modulatérias aos NB
(Figura 2). A dopamina (DA) € uma catecolamina que pode atuar sobre duas familias
de receptores: receptores do tipo D1 (D1 e D5), que se ligam a proteina Gas,off €
receptores do tipo D2 (D2, D3 e D4), que se ligam a proteina Gaio (BAIK, 2013).
AlteracOes patoldgicas dos niveis de DA liberada nos NB estdo relacionadas a
diversos transtornos dos movimentos e do comportamento, como a doenca de
Parkinson (MASATO et al., 2019), a esquizofrenia e a depressédo (GRACE, 2016), o

transtorno bipolar (ASHOK et al.,, 2017), o transtorno de déficit de atencdo e
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hiperatividade (TRIPP; WICKENS, 2009), e o abuso de drogas (VOLKOW et al.,
2009).

—>» Mesocortical pathway

o—» Mesolimbic pathway
Nigrostriatal pathway

o—» Tuberoinfundibular pathway

Figura 2 — Vias dopaminérgicas do sistema nervoso central. Distribuicdo das quatro principais
vias dopaminérgicas do sistema nervoso central. ATV é a origem do sistema mesolimbico: neurénios
dopaminérgicos projetam ao cOrtex pela via mesocortcial (azul) e para o NAc pela via mesolimbica
(vermelho). Neurdnios dopaminérgicos na substancia negra projetam ao estriado pela via nigrostriatal
(amarelo). A via tuberoinfundibular (verde), é formada por neurdnios dopaminérgicos que projetam do
ndcleo hipotalamico a pituitaria. Fonte: adaptado de (KLEIN et al., 2019).

Em roedores, o padrdo de conexdes entre os neurbnios do CE é mais bem
estudado do que em outros organismos. Esses modelos animais ndo possuem uma
separacdo clara entre os NC e NP, como ocorre nos primatas, e assim
convencionou-se chamar essa regido de estriado dorsal. A parte ventral do estriado,
em contrapartida, reine o NAc e uma regido conhecida como tubérculo olfatério. O
CE de roedores, em geral, € formado em média por 95% de medium spiny neurons
(MSNs) e 5% de interneurdnios (KREITZER, 2009; TEPPER et al., 2010). Os MSNs
sdo neurdnios gabaérgicos que formam duas vias principais: a via direta ou via
striatonigral, quando projetam diretamente a SNr; e a via indireta ou via
striatopallidal, quando projetam diretamente ao GPe, porém indiretamente a SNr
(Figura 1). Cada MSN recebe cerca de 5-10000 entradas excitatorias
(glutamatérgicas), embora poucas entradas partam do mesmo neur6nio cortical, o

que implica a necessidade da excitacdo simultdnea de diversas entradas para a
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ativacdo de um MSN. Assim, ha hipéteses de que os MSNs integram muitas
entradas excitatérias, enquanto se mantém altamente sensitivos as possiveis
inibicdes da pequena populagdo de interneurdnios do CE (GIRAULT, 2012). Mais de
90% dos MSNSs da via direta expressam o receptor D1 e mais de 90% dos MSNs da
via indireta expressam o receptor D2 (KRAVITZ et al., 2010). Além dessa aparente
separacao molecular da expressao de receptores da DA, a ativacao das vias direta e
indireta elicitam respostas motoras opostas, em que a ativacdo da via direta
promove a iniciacdo e aumenta o vigor de respostas motoras e a ativacdo da via
indireta inibe a iniciagcdo e diminui o vigor de respostas motoras, embora ambas
sejam recrutadas simultaneamente em situacdes fisioldgicas (KRAVITZ et al., 2010;
YTTRI; DUDMAN, 2016). Apesar disso, em registros eletrofisiologicos ndo ha uma
diferenca clara em como os neurdnios das vias direta e indireta codificam aspectos
cinéticos da movimentacdo dos animais (FOBBS et al., 2020). Consistente com 0s
registros eletrofisioldgicos, a densa arborizacdo e colateralizacdo dos axénios dos
neurdnios do estriado dorsal (PARENT et al., 2000), assim como a modulagdo dessa
colateralizacéo pelos receptores D2 (CAZORLA et al., 2014), e o padrao néo seletivo
de projec6es do NAc ao palido ventral — os neurdnios envolvidos expressam ambos
receptores, D1 e D2 — (KUPCHIK et al.,, 2015), desafiam o modelo classico do

funcionamento dual do CE pelas vias direta e indireta.

1.2 CODIFICACAO DE PARAMETROS CINETICOS DA MOVIMENTAGAO NO
NUCLEO ACCUMBENS

O NAc é uma estrutura do estriado ventral que cumpre um papel central na
via de recompensas do cérebro (IKEMOTO, 2010). Mais de 90% dos neurdnios do
NAc sdo MSNs (apesar da porcentagem no resto do CE ser mais elevada, em
média) que recebem entradas glutamatérgicas do cortex pré-frontal medial, nucleo
basolateral da amigdala, tdlamo e hipocampo, e entradas dopaminérgicas da ATV
(BAMFORD; WIGHTMAN; SULZER, 2018). Por esse motivo, classicamente o NAc é
considerado como uma interface limbico-motora (MOGENSON; JONES; YIM, 1980),
com a funcao principal de promover a busca de recompensas (NICOLA, 2016).
Salamone et al., 1994, demonstram a importancia da neurotransmissao
dopaminérgica no NAc em dois experimentos manipulando os niveis de DA, via

administracdo de haloperidol (antagonista de receptores D2) ou via deplecdo
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dopaminérgica por administracdo de 6-hydroxydopamine (composto que lesiona
seletivamente terminais catecolaminérgicos). Em ambos o0s experimentos, o0s
animais com alteracdes nos niveis de DA demonstram uma menor preferéncia por
recompensas de maior magnitude apenas quando lhes é requisitado um esforgo
maior para alcancar essa recompensa — escalar uma barra de 44 cm. Assim, 0S
autores do trabalho argumentam que a funcdo da DA no NAc esta relacionada ao
vigor empreendido na busca de recompensas. Além disso, manipulacdes
dopaminérgicas como as citadas elicitam probabilidades reduzidas de resposta a
estimulos preditivos de recompensas, com acentuacao desse efeito em tarefas com
intervalos mais longos entre cada tentativa (NICOLA, 2007). Consistente com essa
hipétese, grande parte dos neurénios do NAc séo excitados por estimulos preditivos
de recompensas (GMAZ; CARMICHAEL; VAN DER MEER, 2018), e essas
excitacdes se relacionam com o vigor da resposta de aproximacao da recompensa —
guanto maior é a atividade dos neurdnios do NAc, menor é a laténcia para o inicio
do comportamento de aproximagdo da recompensa e maior € a velocidade do
animal realizando o comportamento (MCGINTY et al.,, 2013; MORRISON et al.,
2017).

Uma crescente literatura relaciona a atividade dos neurdnios do estriado
dorsal com codificacdo de parametros cinéticos, entre eles velocidade (BARBERA et
al., 2016; BARTHOLOMEW et al., 2016; COSTA; COHEN; NICOLELIS, 2004;
FOBBS et al., 2020; KIM et al., 2014; KLAUS et al., 2017; MARKOWITZ et al., 2018;
PANIGRAHI et al., 2015; RUEDA-OROZCO; ROBBE, 2015; SALES-CARBONELL et
al., 2018; SHI et al., 2004; YTTRI; DUDMAN, 2016), embora apenas um trabalho
tenha investigado essa mesma correlacdo no NAc até o momento (SJULSON et al.,
2018). Apesar de alguns apontamentos de neurdnios do CE que disparam no inicio
e fim de sequéncias de acBes (BARNES et al., 2005; CUI et al., 2013; JIN; COSTA,
2010) — como sinais de inicio e fim de determinado comportamento — andlises
posteriores demonstram que diferentes neurbnios do CE atingem seu pico de
ativacdo em momentos que abrangem o decorrer de todo o evento de locomocao.
Essas andlises apoiam a hipotese de que a atividade dos neurbnios do CE esta
relacionada a parametros cinéticos continuos da movimentacdo, como velocidade,
aceleracdo ou progresso na trajetdoria de movimentacdo (FOBBS et al., 2020;
RUEDA-OROZCO; ROBBE, 2015; SALES-CARBONELL et al., 2018). Esses dados,

entretanto, ndo excluem as interessantes observagbes de que grande parte dos
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neurénios do NAcC apresentam picos de ativacdo que precedem o inicio do
movimento em tarefas de aproximacdo de recompensas sinalizadas por dicas
(MCGINTY et al., 2013; MORRISON et al., 2017), e fomentam a questdo sobre o
envolvimento dos neurbénios do NAc com a codificacdo de parametros cinéticos

durante a locomocéo.

1.3 LOCAL FIELD POTENTIALS

Uma caracteristica central para o sistema nervoso € a capacidade de cada
neurbnio gerar e transmitir sinais eletrofisiolégicos. A natureza elétrica da
neurofisiologia foi descrita pela primeira vez por Luigi Galvani (GALVANI, 1791), ha
mais de dois séculos, e diferentes geracbes de neurofisiologistas como von
Helmholtz (MULLER, 1838), Erlanger e Gasser (SOLANDT, 1937), e Hodgkin e
Huxley (HODGKIN; HUXLEY, 1939) contribuiram independentemente para a
compreensdo do sistema nervoso utilizando diferentes métodos. Buzséki (2004),
descreve os métodos de investigacdo da atividade neural disponiveis atualmente,
comparando a tarefa de registro da atividade neural a analise do funcionamento de
uma orquestra. Nesse sentido, o autor argumenta que provavelmente o primeiro
método empregado seria um registro do ruido total gerado pela orquestra, sem a
habilidade de distinguir entre instrumentos, um método semelhante ao registro de
encefalografia ou magnetoencefalografia. Um segundo método poderia consistir na
captura de diversas fotos da orgquestra em infravermelho, em que um observador
poderia investigar os momentos de atividade dominante em cada parte da orquestra,
um paralelo aos métodos de imageamento por ressonancia magnética ou tomografia
por emissdo de positrons. Infelizmente, esses métodos falham em capturar um
componente central nas orquestras e nas interacdes entre neurbnios no cérebro: as
dindmicas temporais. Assim, um terceiro método poderia envolver o registro da
pressdo sonora gerada por cada instrumento, em que um sinal poderia ser enviado a
um observador sempre que a pressao registrada ultrapasse um limiar, analogo aos
registros de potenciais de acdo emitidos por neurbnios Unicos no cérebro.
Entretanto, até mesmo esse método iria falhar se a atividade de um grupo de jazz
fosse analisada, em que a harmonia € determinada pelas interacbes entre o0s

musicos e que pode variar entre uma apresentacado e outra. O mesmo ocorre nos
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circuitos do cérebro, em que grupos de neurdnios funcionam em diversas escalas
temporais e espaciais.

Os potenciais de acédo produzem amplos potenciais transmembrana nas
proximidades dos corpos dos neuronios, que podem ser medidos como diferencas
de voltagem quando um condutor — a ponta descoberta de um fio metalico isolado
ou eletrodo — é posicionado proximo a um neurénio (HUBEL, 1957; Figura 3). Na
realidade, o potencial medido reflete as contribuicdes elétricas de todos os
processos celulares ocorrendo préximo ao eletrodo no meio extracelular, e quando
esse potencial € comparado a um outro potencial de referéncia, um campo elétrico
(um vetor em que a amplitude € medida como Volts por distancia) € medido
(BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012). O sinal captado pelo eletrodo
extracelular € composto de uma banda de variagcbes mais altas (>250 Hz), que
acontecem na ordem de milissegundos e refletem os potenciais de acdo de um
neurdnio proximo ao eletrodo, e de uma banda de variagcdes mais baixas (<100 HZ),
que refletem o sinal que convencionou-se chamar Local Field Potential (LFP)
(HONG; LIEBER, 2019; Figura 4). O LFP € o sinal que pode fornecer informacdes
populacionais e sobre as interacbes de grupos de neurdnios e, de acordo com a
analogia de Buzsaki (2004), seria o paralelo de analise ideal para compreender as

interacBes dinAmicas dos musicos em um grupo de jazz.

Tetrode

(GG 73
» '.‘;“ . l

;- "

n= 1100

140 pym
- »

Figura 3 — Exemplo de eletrodo (tetrodo) comumente utilizado para registros eletrofisiolégicos.
Em um raio de até 50 uym (cilindro cinza), disparos de potenciais de acdo com amplitude de no
minimo 60 YV sao suficientes para identificacdo de um neurdnio Unico — por triangulacdo —
mesmo que existam outros neurdnios ativos ao seu redor (n=140). Apesar de a amplitude do
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potencial de acdo diminuir com a distancia do eletrodo de registro, neurdnios a uma distancia de
140 pm (cilindro azul) ainda podem ser detectados. O registro de LFP apresenta uma medida de
todas as correntes transmembranas de todos os neurbnios mencionados, embora 0s neurdnios
mais proximos contribuam mais para o campo registrado. Fonte: (BUZSAKI, 2004).
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Figura 4 — Registro eletrofisiolégico extracelular. (A) Diagrama de um registro eletrofisiolégico
extracelular. (B) Extracdo do sinal de LFP a partir de um registro Unico, utilizando um filtro de alta
passagem (para selecionar os potenciais de acdo; base da imagem) e um filtro de baixa passagem
(para selecionar os sinais de LFP). Fonte: (HARRIS BOZER; UHELSKI; LI, 2017).

No geral, as bandas de LFP recebem contribuicbes de todas correntes
transmembranas que atingem o meio extracelular (BUZSAKI; ANASTASSIOU;
KOCH, 2012), como: potenciais pés-sinapticos excitatérios ou inibitorios (BUZSAKI;
ANASTASSIOU; KOCH, 2012; HARRIS BOZER; UHELSKI; LI, 2017); potenciais de
acdo nao-sinapticos disparados por calcio (WONG; PRINCE; BASBAUM, 1979);
oscilagdes da membrana dependentes de voltagem e pds potenciais — gerados apés
o disparo de um neurdnio (RASCH et al., 2008); potenciais inibitérios do receptor
GABA-A, porém apenas quando o neurbnio é despolarizado (BUZSAKI;
ANASTASSIOU; KOCH, 2012); células gliais, que apesar de ndo dispararem
potenciais de acdo, possuem um interior carregado negativamente e, em grande
volume, podem contribuir para as polarizacbes observadas nos sinais de LFP
(BEDARD; KROGER; DESTEXHE, 2006). Além disso, a geometria das células que
compde o tecido a ser estudado, e a arquitetura que essas células formam em
conjunto, influenciam o sinal de LFP captado. Células com dendritos longos e
robustos, como o0s neurdnios piramidais do cértex, por exemplo, sdo capazes de
gerar dipolos (cargas de polaridade opostas minimamente separadas, que geram a
medida quantitativa dos registros de LFP, o power ou poder) amplos, pois ha
consideravel separacdo entre as cargas e as correntes de retorno (transporte de

cargas opostas, na direcdo contraria a que gerou o dipolo, com objetivo de
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neutraliza-lo) (BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012). Em contraste, neurdnios
esfericamente simétricos, como o0s talamocorticais, que projetam dendritos do
mesmo tamanho, igualmente espagcados e em todas as dire¢Oes, ndo sdo capazes
de gerar dipolos tdo perceptiveis nos registros de LFP como os dos neurdnios
piramidais (BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012). A arquitetura celular dos
neurénios piramidais no cortex também contribui para os registros de LFP mais
robustos realizados nesta regido. A estrutura laminar regular de neurdnios, com
dendritos apicais paralelos e entradas aferentes perpendiculares ao eixo dendritico
propicia a sobreposicéo de dipolos ativados sincronicamente no cortex (BUZSAKI;
ANASTASSIOU; KOCH, 2012). Em regibes profundas do cérebro, como o CE ou
talamo, apesar da falta de uma estrutura laminar de neur6nios, sinais amplos de LFP
também sdo registrados, porém indicios apontam esses sinais como entradas focais
a essas estruturas (TANAKA; NAKAMURA, 2019).

Uma literatura crescente esta evidenciando o interesse acerca dos registros de
LFP no CE e vias envolvidas na selecdo de acbes, no processamento de
recompensas e no controle motor. A administracdo aguda de morfina (agonista de
receptores opioides), por exemplo, potencializa o poder em todas as bandas de
frequéncia de LFP (delta, theta, alpha, beta e gamma) na ATV e atenua as ondas
theta no NAc, em um mecanismo dependente dos receptores dopaminérgicos
(AHMADI SOLEIMANI et al., 2018). Além disso, alteracbes nas ondas gamma no
NAc apés administracdo aguda de morfina, se correlacionam com o0 aumento
observado na locomocéo dos animais, em um mecanismo dependente de receptores
opioides (REAKKAMNUAN; CHEAHA; KUMARNSIT, 2017). A administracdo de
ketamina (antagonista do receptor NMDA) aumenta a locomocé&o de ratos e o poder
de oscila¢gbes de alta frequéncia no NAc, porém néo ha correlacéo entre os efeitos, e
0 aumento do poder € independente da ativacdo de receptores dopaminérgicos do
NAc (MATULEWICZ; KASICKI; HUNT, 2010). Aumento de poder nas bandas delta e
theta foram observados no estriado dorsal durante a codificacdo e comparacao de
estimulos ambientais por ratos (GU; KUKREJA; MECK, 2018). Altera¢des na banda
beta de LFP foram registradas no CE em modelos da doenca de Parkinson em
primatas ndao humanos (WANG et al.,, 2018) e em ratos, em que modula¢cbes da
onda theta foram verificadas durante periodos de repouso, e alteragcdes da onda
alpha foram verificadas em periodos de atividade motora (ZHANG et al., 2019).

Consistente com as alteragdes de ondas beta observadas no modelo da doenca de
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Parkinson, registros de LFP no CE de primatas ndo humanos revelaram uma
supressdo das ondas beta durante a realizacdo de movimentos (FEINGOLD et al.,
2015). Por fim, neurdnios de diferentes partes do CE alinham seus potenciais de
acao segundo diferentes bandas do LFP, em momentos distintos do aprendizado,
como evidenciado numa tarefa de busca de recompensas no labirinto em T
(THORN; GRAYBIEL, 2014).

1.4 JUSTIFICATIVA

Os dados apresentados na revisdo bibliografica, em conjunto, revelam como
padrbes cinéticos e motivacionais podem influenciar as medidas de LFP no CE e,
mais especificamente, no NAc de ratos. O desenho experimental utilizado na coleta
dos dados do presente trabalho, por sua vez, foi desenvolvido para que variaveis
cinéticas e motivacionais pudessem ser diferenciadas e quantificadas
separadamente.

Para motivacao, especificamente, dois grupos foram criados, um em que 0S
animais receberam recompensas de magnitudes e frequéncia diferentes, e outro
grupo em que 0s animais receberam recompensas de magnitude e frequéncia
iguais. Assim, caso ambos grupos demonstrem atividade de LFP semelhantes nas
analises, pode-se concluir que provavelmente o NAc, em contexto populacional, ndo
processa Vvariaveis relacionadas a natureza da recompensa buscada. Para
velocidade, especificamente, os dados podem ser amostrados em corridas em que
0s animais desempenharam (por conta propria) velocidades maiores ou menores.
Assim como para a comparagao motivacional, caso seja verificada atividade de LFP
semelhante quando os ratos desempenham diferentes velocidades de corrida, pode-
se concluir que, em contexto populacional, os neurénios do NAc provavelmente nao
processam variaveis cinéticas como a velocidade.

Em um trabalho anterior, por meio de analises da atividade de neurbnios
anicos, nosso grupo de pesquisa verificou uma codificacdo de parametros
predominantemente cinéticos pelos neurbnios do NAc durante a aproximagdo de
recompensas (LEVCIK et al., 2021). Assim sendo, o presente trabalho busca
complementar a analise dos neurdnios Unicos com a analise de LFP, para que se
possa entender a fisiologia basica da codificacdo de parametros cinéticos e

motivacionais por neurénios do NAc.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Avaliar a codificacdo de parametros cinéticos e motivacionais da aproximacao

de recompensas em registros de LFP realizados no NAc de ratos Wistar.

1.5.2 Objetivos especificos

e Verificar quais bandas do LFP (alpha, beta, gamma, delta, tetha, fast
oscilations 1 e fast oscilations 2) sdo mais ativas em eventos da trajetoria dos
animais, como inicio da locomocéo, pico da velocidade e fim da locomoc&o.

e Avaliar se os sinais de LFP se correlacionam com variaveis cinéticas, como
velocidade, aceleracao, distancia percorrida ou posi¢ao no labirinto.

e Avaliar se os sinais de LFP se correlacionam com variaveis motivacionais,
como a magnitude da recompensa escolhida.

e Testar a hip6tese de que existam possiveis variacdes dorso-ventrais nos

sinais de LFP registrados.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados Ratos Wistar (n=5) de 3 meses de idade para o estudo.
Eles foram mantidos em temperatura controlada (22 + 2°C) e em ciclos de 12 horas
claro/escuro (luzes acesas as 7:00). Durante o periodo de treinos e registros
eletrofisiol6gicos, 0s animais tiveram acesso restrito a agua e racdo (4h de acesso a
agua/dia e 15g de racao/dia). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso

de Animais da Universidade Federal do Parana.

2.2 LINHA DO TEMPO EXPERIMENTAL

3 dias 40-50 dias 7 dias 30-60 dias 90 dias
L 1 L 1 1
| ] | ] |
. = Pré-treinamento e . . Registro Processamento e
Habituacao treinamento Cirurgia Eletrofisiolégico analise dos dados

Estereotaxica

2.3 HABITUACAO E PRE-TREINAMENTO

Todos ratos foram manipulados (5 min/dia) pelo experimentador antes do
inicio do pré-treinamento e treinamento (tarefa comportamental). Durante o pré-
treinamento, os ratos foram habituados ao labirinto e as recompensas
(achocolatado). Essa habituacdo ocorreu por meio do posicionamento dos animais
no fim de cada brago do labirinto radial (Figura 5-A), de forma que pudessem
explorar o receptaculo de recompensas, até que consumissem compulsoriamente as

recompensas disponibilizadas.

2.4 COMPOSICAO NUTRICIONAL DO ACHOCOLATADO

Cada 200 ml do achocolatado disponibilizado como recompensa aos animais
foi composto por: 23g de acucares, 3.4g de proteinas, 4.8g de gorduras totais, 2.0g
de gordura saturada, 1.3g de fibra alimentar, 210mg de sodio, 150mg de célcio,
0.9mg de ferro, 135mcg de vitamina A, 9mg de vitamina C, 0.75mcg de vitamina D e

36mcg de acido folico.
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2.5 TAREFA COMPORTAMENTAL

Os animais foram divididos em dois grupos e treinados em um labirinto radial
(8 bracos) para que buscassem 3 tipos de recompensa (Figura 5). Em um dos
grupos (n=2), todas recompensas eram iguais (X,Y,Z): 4 gotas de achocolatado
(Figura 5-A [esquerda]). No outro grupo (n=3), a maior recompensa (H) consistiu em
4 gotas de achocolatado em 100% das vezes que o animal buscou o braco
recompensado; a recompensa média (M) consistiu em 4 gotas de achocolatado em
66% das vezes que o animal buscou-a; a menor recompensa (L) consistiu em 1 gota
de achocolatado em 100% das vezes que o animal a procurou (Figura 5-A [direita]).
O braco menos preferido na fase de pré-treinamento foi assinalado como H e o mais
preferido como L. Na fase de treino, cada animal realizou cerca de 10 tentativas, em
que cada tentativa se encerrou apds ele ter alcancado todos os bracos
recompensados ou apO6s 5 minutos decorridos. Nas secbes de registro
eletrofisioldgico, 12 tentativas foram realizadas em cada dia, utilizando os mesmos
critérios da fase de treino.

Os ratos foram treinados por 5 dias por semana até que atingissem algum
desses critérios por 3 dias consecutivos: ) ndo cometerem mais de 20% de erros de
memoéria de referéncia (entrar em um braco nao recompensado); Il) ndo preferirem o
braco H como ultima escolha em mais de 20% das tentativas; Ill) ndo preferirem o
braco L como primeira escolha em mais de 20% das tentativas. A Figura 5-B
apresenta graficos estereotipados de velocidade dos animais apés terem atingido
algum dos critérios de aprendizado, com tracos de velocidade de diversas corridas
sobrepostos (Figura 5-B [esquerda]) e tracos de apenas uma tentativa com 3
corridas (Figura 5-B [direita]). Esse perfil estereotipado de velocidade demonstra
uma estabilidade comportamental dos animais para que andlises de variaveis

cinéticas fossem possiveis no estudo.
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Figura 5 — A tarefa comportamental. (A-esquerda) llustragéo do labirinto radial utilizado no estudo e
os 3 bragos recompensados (X,Y,Z), para o grupo de animais que recebeu recompensas de
magnitudes e frequéncias iguais. (A-direita) llustragcdo do labirinto radial, com os 3 bracos
recompensados (H,M,L) para o grupo de animais que recebeu recompensas de magnitudes e
frequéncias diferentes. Além disso, em cores pode-se ver um exemplo da reconstrucao da trajetéria
de um animal a cada um dos 3 bragos. (B-direita) Gréafico representativo da velocidade de um dos
animais em 3 corridas, que correspondem a uma tentativa completa. (B-esquerda) Gréfico com
curvas de velocidade de diversas corridas sobrepostas.

2.6 CONFECCAO DE ELETRODOS

Arrays de eletrodos foram construidos para implante nos animais. Foram
produzidos arranjos 2x4 de eletrodos de 30 ym de tungsténio, anexados a um
microdrive que possibilitou a movimentagéo vertical dos eletrodos. Ainda, capacetes
de protecdo fornecidos por Marcelo Aguilar, membro associado da UCSD
(Universidade da Califérnia, de San Diego), foram utilizados conjuntamente aos

arrays de eletrodos.

2.7 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os ratos foram anestesiados com isoflurano 1.5% (via inalatoria) e fixados

ao aparelho estereotaxico (David Kopft Instruments, Tajunga, EUA). O escalpo dos
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animais foi retirado com auxilio de um bisturi para a exposicdo do cranio. Uma
craniotomia foi realizada para o posicionamento dos eletrodos, nas seguintes
coordenadas anatomicas: NAc (n=5) AP +0.2 até +1.2 mm e ML +0.6 até +1.0 mm
em relagcdo ao bregma e DV -5.5 mm em relagdo a dura mater. As coordenadas
seguiram o atlas de Paxinos e Watson (2007). Foram anexados 3 parafusos no
cranio dos animais e o acrilico dental foi utilizado para fixar o arranjo ao cranio dos

ratos e o capacete protetor, fornecido por Marcelo Aguilar.

2.8 REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

Apds uma semana de recuperagdo da cirurgia, utilizando os microdrives, 0s
eletrodos foram baixados em diregcéo a estrutura do NAc em aproximadamente 240
pm/dia até que a atividade neuronal unitaria fosse detectada e isolada, com o animal
no labirinto radial, mas sem realizar a tarefa comportamental. Para obtencédo do sinal
de LFP o registro foi amplificado (1000 vezes) e filtrado (500 Hz). Durante os
registros eletrofisiolégicos, 0s animais também tiveram seu posicionamento
rastreado por meio de LEDs anexados ao implante de eletrodos. O software
Cineplex System (Plexon) realizou o rastreamento dos LEDs ligados a cabeca dos
animais numa resolucdo de 30 frames/segundo e registrou as coordenadas

juntamente aos dados de atividade neural.

2.9 PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os dados de LFP foram verificados e todas sessdes de registro foram
realizadas com uma taxa de coleta de amostras de 1000 coletas por segundo, o que
permitiu que as analises posteriores fossem realizadas numa faixa de frequéncias de
0 a 500 Hz (BUZSAKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012). Em seguida, filtros notch
(butterworth) foram desenvolvidos utilizando a funcdo designfilt.m do software
MATLAB (MathWorks Inc Natick, MA), para remocédo de contaminacdes da rede
elétrica em 60 Hz e em seus respectivos harmdnicos (DE CHEVEIGNE; NELKEN,
2019). A funcéo rob_zsc.m foi criada no software MATLAB para normalizagéo por Z-
score robusto (baseado em mediana e MAD — median absolute variation — para o
calculo de Z-score). Entédo, os dados foram alinhados e cortados em janelas de 1000

ms antes e 1000 ms depois dos seguintes eventos das corridas da tarefa
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comportamental: inicio da locomo¢do, momento em que o animal atingiu o pico de
velocidade e fim da locomocao. A escolha desses eventos foi motivada por analises
de neurbnios Unicos dos mesmos registros eletrofisiolégicos analisados nesse
trabalho, realizadas em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisas (LEVCIK
et al., 2021).

2.10 ESTIMATIVA E ANALISE ESPECTRAL

Os espectros de frequéncia dos dados registrados de LFP foram estimados
utilizando o método multitaper (THOMSON, 1990), aplicando cinco fun¢des discretas
de ondas esferoidais prolatadas (cinco tapers) aos dados, através da implementacao
do método multitaper do pacote Chronux para analise espectral em MATLAB (BOKIL
et al., 2010). A funcdo mtspectrumc.m do pacote Chronux foi utilizada para estimar
todos espectros de frequéncia do trabalho. Os dados utilizados para estimar os
espectros foram coletados em janelas de 1000 ms antes e depois de trés eventos da
tarefa comportamental realizada pelos animais: inicio da locomocgdo, pico de
velocidade e fim da locomocdo. A funcdo plotsigdiff.m do pacote Chronux foi
utilizada para realizar comparacdes entre 0s espectros, utilizando a estimativa de
variancia de Jackknife para encontrar intervalos de confianca apropriados para
comparacao entre os espectros (ARVESEN, 1969). A funcao, por sua vez, retornou
0s pontos significativamente diferentes (maiores ou menores que os intervalos de
confianca) entre os dois espectros. As comparacdes sempre foram feitas em pares
de espectros calculados com dados do mesmo canal de registro de LFP, de acordo
com duas condi¢des: 1) comparacdo de parametros motivacionais da tarefa, em que
um dos espectros foi estimado com dados amostrados de corridas em que o animal
atingiu um braco especifico (L, por exemplo), e o outro espectro foi estimado com
dados amostrados de todas as outras corridas (H, M e erros, por exemplo); II)
comparacdo de parametros cinéticos da tarefa, em que um dos espectros foi
estimado com dados amostrados de corridas de laténcia menor (animal andou
rapido) ou laténcia maior (animal andou devagar), e o outro espectro foi estimado
com dados amostrados de corridas de laténcia média. A frequéncia de pontos
significativamente diferentes entre cada comparacédo de dois espectros foi coletada
para as seguintes bandas de LFP: delta (0.5-4 Hz), theta (4-8 Hz), alpha (8-12 Hz),
beta (15-30 Hz), gamma (30-90 Hz), fast oscilations 1 (90-200 Hz) e fast oscilations
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2 (200-400 Hz). Esses dados foram exportados e analisados no software estatistico
IMB SPSS.

2.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Foi utilizado um teste de estacionariedade (augmented Dickey-Fuller,
através da funcdo adstest.m do MATLAB), testando a hipétese nula Ho de que o
espectro estimado apresenta estacionariedade. O nivel de significancia utilizado
para rejeitar a hipétese nula foi de p<0.05. Os espectros testados foram obtidos com
os dados alinhados pelo inicio da locomocédo, pico de velocidade e fim da
locomocéo, com tentativas amostradas por: escolha dos bragcos L, MouH (X, Ye Z
para o grupo sem diferencas de recompensas) e também por amostragem dos
tercos de corridas mais rapidas e mais lentas em cada dia de registro. Além dos
espectros, os residuos gerados pela comparacdo mencionada na secdo anterior
foram subtraidos dos seus respectivos espectros originais e também foram
analisados pelo teste de estacionariedade. Com fins de simplificar a descricdo dos
dados, os espectros estimados unicamente (de acordo com alguma variavel
comportamental), serdo chamados de espectros originais e 0s espectros obtidos
pela subtracdo dos residuos serdo chamados de espectros residuais. A contingéncia
de espectros residuais que falharam em rejeitar a hipétese nula foi analisada pelo
teste de chi-quadrado, com auxilio do software GraphPad Prism 8.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTIMATIVA E COMPARACAO DOS ESPECTROS DE PODER

Os espectros de poder de LFP foram estimados pelo método multitaper
(THOMSON, 1990), que oferece uma estimativa ndo paramétrica, com uma
variancia baixa, do dominio de frequéncia de uma série temporal. Apos estimados
individualmente, os espectros foram comparados (secdo 2.10 dos Materiais e
Métodos) em condigcbes motivacionais (comparando dados de quando os animais
buscaram diferentes recompensa) e em condi¢des cinéticas (comparando dados de
quando os animais se locomoveram em diferentes velocidades). As figuras 6 e 7
apresentam exemplos significativos das compara¢gfes motivacionais e cinéticas,
respectivamente, com dados coletados do mesmo registro de LFP, de um animal
gue treinou sob o paradigma de recompensas variadas. A frequéncia de diferencas
significativas entre as comparagcdes dos espectros foi quantificada em cada banda
de LFP: delta (0.5-4 Hz), theta (4-8 Hz), alpha (8-12 Hz), beta (15-30 Hz), gamma
(30-90 Hz), fast oscilations 1 (90-200 Hz) e fast oscilations 2 (200-400 Hz).
Posteriormente, a frequéncia de diferencas significativas em cada banda de LFP foi
comparada pelo teste de chi-quadrado, para avaliar quais bandas de LFP sdo mais

ativadas em cada uma das condi¢cdes testadas.
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casos, o grafico superior a esquerda apresenta o espectro estimado com dados de quando o animal
buscou o respectivo braco do labirinto, o grafico superior a direita apresenta o espectro estimado com
dados das demais trajetérias do animal e gréfico inferior apresenta as diferengas significativas entre
ambos gréaficos superiores. Em vermelho esté plotada a estimativa de variancia de Jackknife de cada
caso. Note o padrdo de diferencas significativas entre os espectros quando o animal busca cada
recompensa.
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Figura 7 — Comparacdo entre espectros na condicdo cinética. Estdo representados espectros
estimados com dados amostrados quando o animal caminhou em velocidades altas (A) e baixas (B).
Em todos casos, o grafico superior a esquerda apresenta o espectro estimado com dados de quando
o animal caminhou na respectiva velocidade, o grafico superior a direita apresenta o espectro
estimado com dados de quando o animal caminhou em velocidades médias e o grafico inferior
apresenta as diferencas significativas entre ambos graficos superiores. Em vermelho esté plotada a
estimativa de variancia de Jackknife de cada caso. Note o padrdo de diferencas significativas entre os
espectros quando o animal caminhou em cada velocidade.

3.2 QUANTIFICACAO E ANALISE DAS DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS ENTRE
AS COMPARACOES DE PARES DE ESPECTROS

Entre as comparagbes de frequéncia de diferencas significativas dos
espectros, na condicdo motivacional, as diferengcas mais interessantes ocorreram
nas bandas alpha e beta de LFP, com os dados alinhados ao pico de velocidade e
ao fim da locomocéao (Figura 8). Como pode se verificar, em todos os casos, houve
uma grande frequéncia de diferencas significativas entre os espectros computados
com os dados de quando os animais foram ao bragco de média recompensa, se
comparados aos animais que foram treinados no paradigma sem diferencas de
recompensas. Os dados foram submetidos ao teste de chi-quadrado e resultaram

em p<0.01 em todos os testes e, nesse caso, nao foi necessario um teste de post-



Frequéncia de diferencgas

Frequéncia de diferengas
significativas entre os espectros

30

hoc pois a diferenca é clara entre os grupos. Como o braco de recompensa média
era recompensado em frequéncias variaveis (66% das vezes que o animal o
visitava), as diferencas observadas no LFP podem revelar erros de predicdo de
recompensa (SCHULTZ; DAYAN; MONTAGUE, 1997; SCHULTZ; TREMBLAY;
HOLLERMAN, 1998) sendo computados nas ondas alpha e beta de LFP. Entretanto,
para conclusdes robustas, novos experimentos devem ser realizados enderecando
especificamente essa hipotese e realizando controles apropriados para eliminar

outras possiveis interpretacoes.

A alpha (8-12 Hz) B beta (15-30 Hz)

Pico da velocidade Pico da velocidade
g 20- 60
°
&
°© 15
3 40
2
€ 10+
L
§ 20+
[ D—j - . I. 0_] I. - I. Hm Recompensa Balx?l
@ Recompensas iguais Recompensas variaveis Recompensas iguais  Recompensas variaveis Recompensa Média

mm Recompensa Alta
C alpha (0.5-4 Hz) D beta (15-30 Hz) Erros
Fim da locomogao Fim da locomocao

w
o
]

100+

804

N
o
1

60+

40

=y
o
1

20

- m 0_] .I m . N

Recompensas iguais  Recompensas varidveis Recompensas iguais  Recompensas variaveis

o
I

Figura 8 - Diferengcas no processamento motivacional. Percebe-se uma grande frequéncia de
pontos de diferenca significativa entre os espectros, apenas apenas para o grupo de animais treinado
sob o paradigma de recompensas variaveis, quando estes buscaram o braco de recompensa média.
Teste de chi-quadrado foi significativo (p<0.01) em todos 0s casos.

Entre as comparacdes de frequéncia de diferencas significativas dos
espectros, na condi¢cdo cinética, as diferengas mais interessantes ocorreram nas
bandas de frequéncias mais altas (gamma [30-90 Hz], fast oscillations 1 [90-200] Hz
e fast oscillations 2 [200-400 Hz]), com os dados alinhados ao inicio da locomocgao
(Figura 9). Em todos os casos, foi computada uma alta frequéncia de diferencas
significativas entre os espectros quando os animais atingiram altas velocidades

durante as corridas até a recompensa. Apenas animais treinados sob o paradigma
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de recompensas variaveis apresentaram a referida diferenca, novamente apontando
para a grande relacdo limbico-motora referida ao NAc (MOGENSON; JONES; YIM,
1980). Trabalhos realizados com neurdnios Unicos no NAc enquanto 0s animais
realizavam atividades motoras semelhantes a de nosso trabalho (corridas até
recompensas) revelaram neurdénios agindo como sinais de iniciacédo/ finalizacdo de
acOes motoras (MCGINTY et al.,, 2013; SALES-CARBONELL et al., 2018). A

atividade desse tipo de neurdnio pode estar contribuindo com as diferencas

gamma (30-90 Hz) B fast1 (90-200 Hz) C fast2 (200-400 Hz)
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Figura 9 - Diferencas no processamento cinético. Percebe-se uma diferenca clara, pronunciada
nas bandas de frequéncias mais altas do espectro, concentrada nos dados do grupo que treinou sob
o paradigma sem diferenca de recompensas, em dados alinhados pelo inicio da locomocéo.

registradas nas bandas mais altas de oscilagbes, visto que, pela natureza 1/f de
dispersdo de energia das ondas no cérebro, frequéncias de oscilagbes altas como
as registradas provavelmente advém de circuitos locais (BUZSAKI; ANASTASSIOU;
KOCH, 2012).

Além dessa andlise, os dados da condicdo cinética foram utilizados para
testar diferencas de acordo com coordenadas dorso-ventrais dos eletrodos de
registro. Os dados foram amostrados em 3 grupos de profundidades, de cerca de
1mm de diferenca em cada grupo, reunindo os dados de todos registros que
ocorreram com o0s eletrodos posicionados nas respectivas coordenadas dorso-
ventrais. As comparagdes foram realizadas para um rato que foi treinado sob o
paradigma de recompensas variaveis (Figura 10 — A:C) e um rato que foi treinado
sob o paradigma de recompensas iguais (Figura 10 — D:E). A Figura 10 apresenta
grandes frequéncias, consistentes entre diferentes alinhamentos, de diferencas
significativas para os eletrodos em posi¢cées mais ventrais, em corridas rapidas, na
banda de fast oscillations 1 (90-200 Hz). Num geral, foram computadas diferencas

significativas (p<0.05) de chi-quadrado para faixas de frequéncia altas (>30 Hz) em
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todos alinhamentos, apoiando a hipétese de uma codificacdo cinética nas regides

mais dorsais do NAc. Uma outra hipotese é de que os dados amostrados nos grupos
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Figura 10 - Diferengas de processamento cinético de acordo com profundidade do eletrodo de
registro. Percebe-se uma frequéncia pronunciada de diferencas significativas entre os espectros em
bandas de LFP fast oscillations 1, porém apenas entre os espectros calculados com dados que foram
registrados com o eletrodo posicionado em posi¢des mais superficiais do NAc (mais dorsais). No eixo
X € apresentada a faixa de coordenadas anatémicas nas quais os dados foram amostrados.

mais ventrais possam estar refletindo computacbes do estriado dorsal, que
reconhecidamente possui um papel importante para acdes motoras (RUEDA-
OROZCO; ROBBE, 2015; SALES-CARBONELL et al., 2018). Porém, o fato de as
diferencas terem ocorrido principalmente em bandas de oscilagbes mais altas de

LFP indicam uma implicacdo em circuitos locais, como ja mencionado no texto.

3.3 ANALISE DE ESTACIONARIEDADE

Por ultimo, foi realizado o teste de estacionariedade (augmented Dickey-
Fuller test), testando a hipotese nula de que os espectros originais e residuais
apresentam estacionariedade. Um sinal estacionario, em uma série temporal,
apresenta como caracteristicas principais média, varidncia e estrutura de
autocorrelacdo constantes (FOX, 1997), e num contexto de LFP pode representar

um ruido branco (white noise). Entre os dados analisados, nenhum dos espectros
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originais falhou em rejeitar a hipotese nula, ndo representando caracteristicas de
estacionariedade. Entre os espectros residuais (residuos oriundos da comparacao
entre dois espectros), muitos falharam em rejeitar a Ho, demonstrando que grande
parte da informagdo néo-estacionaria dos LFPs foi removida na comparagdo. Em
meédia, independentemente do alinhamento, os dados de espectros residuais de pelo
menos um dos 16 canais registrados falhou em rejeitar a Ho em cerca de 50% dos
registros. O fato de tantos espectros residuais apresentarem estacionariedade
demonstra que os dados significativos (dos espectros originais), que foram
removidos dos espectros residuais, compfe a maior parte da informacdo nao-
estacionaria do registro ou o “sinal” do registro. Essa afirmagdo pode ser
compreendida pela pratica comum em ajustes de modelos matematicos regressivos
que, em grande parte, ajustam o limite da tentativa continua de regresséo dos dados
por parte modelo, como 0 momento em que o0s residuos gerados apresentam
estacionariedade (FOX, 1997).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados e analises apresentados nesse trabalho confirmam em grande
parte achados da literatura e apontam resultados promissores a novos trabalhos que
investiguem mais a fundo os temas discutidos. Especificamente, o trabalho
apresenta dados que reforcam a teoria de que o NAc funcione como uma interface
limbico-motora, promovendo a busca de recompensas e também aponta um
possivel erro de predicdo de recompensas sendo computado nas bandas de LFP e
ndo apenas em neurdnios Unicos do NAc. Entretanto, ambos resultados precisam de
estudos mais robustos e que testem especificamente as hip6teses apresentadas,

para que conclusdes mais expressivas sejam obtidas.
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