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ANALISE DA FORMA DE ONDA THETA HIPOCAMPAL DURANTE CORRIDAS
EM ESTEIRA COM VELOCIDADE CONTROLADA

HIPPOCAMPAL THETA WAVEFORM ANALYSIS DURING CONTROLLED
TREADMILL RUNNING

Dante Amstalden von Zuben

RESUMO

As oscilagbes theta (6-12 Hz) desempenham um papel fundamental na
coordenacao da atividade neural no circuito trissinaptico hipocampal. Durante a
navegacao espacial, essas oscilagbes se correlacionam fortemente com a
velocidade de locomocgao de roedores, destacando seu potencial envolvimento na
integracdo sensorio-motora. No entanto, pesquisas recentes apresentaram visdes
conflitantes sobre a influéncia da magnitude da aceleragdo e da velocidade
instantdnea de corrida sobre o ritmo theta hipocampal. Além disso, estudos com
roedores em livre movimento mostraram que a forma de onda do ciclo theta se torna
mais assimeétrica sob maiores velocidades de locomogédo. No presente estudo,
busquei investigar como a locomogédo em velocidades constantes e aceleradas em
esteira afeta a forma de onda das oscilagdes theta hipocampais. Para isso,
empreguei uma analise ciclo a ciclo, que independe de transformadas baseadas em
senos e cossenos. Os resultados mostram que aumentos da velocidade de
locomogao provocam a diminuigdo do periodo e o aumento da amplitude, assim
como um aumento da assimetria da forma de onda do ciclo theta hipocampal. Estas
mudancgas na morfologia da onda sugerem que o hipocampo pode comprimir
temporalmente as sequéncias de disparo neuronal tornando-as mais eficientes e
garantindo a codificagao precisa da trajetdria espacial mesmo sob altas demandas

locomotoras.

Palavras-chave: hipocampo; ritmo theta; onda cerebral; simetria de onda; corrida;

exercicio; ratos.



ABSTRACT

Theta oscillations (6—12 Hz) play a pivotal role in coordinating neural activity within
the hippocampal trisynaptic circuit. During spatial navigation, these oscillations
strongly correlate with locomotion speed in rodents, highlighting their potential
involvement in sensorimotor integration. However, recent research has presented
conflicting views regarding the influence of acceleration magnitude and
instantaneous running speed on the hippocampal theta rhythm. Furthermore, studies
with freely moving rodents have shown that the theta cycle waveform becomes more
asymmetric at higher locomotion speeds. In the present study, | sought to investigate
how locomotion at constant and accelerated speeds on a treadmill affects the
waveform of hippocampal theta oscillations. To this end, | employed a cycle-by-cycle
analysis that is independent of sine and cosine-based transforms. The results show
that increases in locomotion speed lead to a decrease in the period and an increase
in the amplitude, as well as an increase in the waveform asymmetry of the
hippocampal theta cycle. These changes in the wave morphology suggest that the
hippocampus can temporally compress firing sequences, thereby optimizing
efficiency and ensuring accurate spatial trajectory encoding, even under conditions of

high locomotor demand.

Keywords: hippocampus; theta rhythm; brain wave; wave symmetry; running;

exercise; rats.



1 INTRODUGAO

As oscilagbes ritmicas dos potenciais eletrofisiolégicos de grandes
populacdes de neurdnios, fornecem pistas cruciais para o entendimento da dinamica
cerebral (Buzsaki, 2012). Tais oscilagbes podem ser computadas através da
variagao do potencial elétrico de populagdes de neurbnios proximos a um eletrodo
implantado no encéfalo, os chamados potenciais de campo local, ou local field
potentials (LFPs). No hipocampo, uma das oscilagbes de amplitude mais
proeminente ocorre na frequéncia theta, que varia entre 6 e 12 Hz. Diversos estudos
tém evidenciado que o ritmo theta é fortemente associado a tarefas de memoaria,
localizacdo e navegacgao espacial (Buzsaki, 2005; Tesche; Karhu, 2000; Reichelt et
al., 2021). Postula-se que tais oscilagbes sao cruciais para a coordenagao da
atividade neuronal durante processos perceptivos, cognitivos e motores, sendo
determinantes em tarefas relacionadas a atencdo e percepcdo do ambiente, bem
como para a fase do sono onde ocorre 0 movimento ocular rapido (REM). O ritmo
theta entado, se destaca por seu papel essencial para a coordenacédo da atividade

hipocampal nos momentos de alto fluxo de informacao (Buzsaki; Moser, 2013).

Nos roedores, a locomogao € um dos principais fatores moduladores do theta
hipocampal na vigilia (Bland; Oddie, 2001), embora a influéncia da velocidade e da
aceleragdo ainda seja debatida (Kropff et al., 2021; Kennedy et al., 2022).
Tipicamente, a informagao contida nos LFPs é caracterizada pelos aspectos de fase,
amplitude e frequéncia da onda, que sao aferidos através do uso de técnicas no
chamado dominio da frequéncia e requerem o acumulo entre diversos ciclos de
oscilagdo (Cole; Voytek, 2019). Tais métodos sédo capazes de fornecer informagdes
fundamentais sobre ondas cerebrais, tanto em estados fisioldégicos normais quanto
em estados patologicos, onde podem ser detectadas alteragdes nas propriedades

das oscilagdes cerebrais (Cunningham et al. 2006).

As técnicas predominantemente usadas no estudo destas oscilagbes sao
baseadas nas transformadas de Fourier e de Hilbert, que assumem sinais cerebrais
como sendo compostos por uma soma de ondas sinusoidais estacionarias (Cole;
Voytek, 2019). Contudo, alguns ritmos cerebrais ndo podem ser definidos como

ondas sinusoidais, sendo caracterizadas por formas irregulares e assimétricas.
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Particularmente, o ritmo theta hipocampal apresenta ondas em formato de
“‘dente-de-serra” (sawtooth), um formato caracterizado pela assimetria na proporgao
das fases ascendente-descente de forma que alguma das fases possui duragao
mais longa que a outra (Buzsaki et al., 1985, Cole; Voytek, 2017). Portanto, apesar
de representarem um conjunto ferramental imprescindivel no estudo de ritmos
cerebrais e de sua relagdo com estados comportamentais, essas analises ficam
sujeitas a resultados artefactuais, como na detecg¢ao de acoplamento de frequéncias
cruzadas (cross-frequency coupling, CFC) onde nao ha interagbes presentes entre
as frequéncias (Cole et al., 2017, Gerber et al., 2016). Dessa forma, informacgdes
relativas a estados fisioldgicos basais ou patoldgicos codificados nas oscilagbes
nao-sinusoides podem nao ser estimados nas analises habituais (Bartz, 2019),
gerando uma lacuna no entendimento a respeito dos processos eletrofisiologicos
envolvidos em diversos estados comportamentais, psiquicos e patolégicos. Assim,
faz-se necessario a utilizacdo de um método de quantificagao das caracteristicas da
onda no dominio do tempo, a fim de contabilizar o padrao morfolégico da oscilagéao
theta.

Uma abordagem da analise eletrofisiolégica no dominio do tempo permite a
contabilizagao da duragao das fases da oscilagao presentes num determinado ciclo,
de forma que haja a mensuracao da duracado de quatro segmentos distintos: a fase
de pico, a fase de vale, a fase ascendente e a fase descendente. A caracterizacao
precisa desses parametros permite o calculo de padrbes de simetria, como a
simetria pico-vale e a simetria ascendente-descendente. Estas medidas de simetria
sdo de alta relevancia neurofisioldgica, uma vez que refletem, de maneira sensivel,

diferentes estados psicocomportamentais como sono e vigilia (Gerber et al., 2016).

Um exemplo pratico dessa problematica emerge na implementagcédo de
protocolos de exercicio fisico em modelos animais em laboratério, onde se registra o
LFP do hipocampo de roedores (Li et al.,, 2014). Primeiramente, é importante
ressaltar que a maioria dos estudos estima a velocidade do animal a partir de
deslocamentos voluntarios em campo aberto, com alguns outros estudos utilizando
rodas para corrida ou até mesmo carros com fundo aberto para forcar o
deslocamento do roedor (Kropff, 2021). Apesar de amplamente utilizados, tais

métodos sofrem limitagdes relacionadas ao viés de amostragem da velocidade
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espontdanea do animal. No caso do campo aberto e da roda de corrida, que
representam as duas metodologias mais usuais, essa limitacdo é evidente, pois a
locomogao depende da volicdo do animal, reduzindo a amostragem em velocidades
elevadas. Além disso, tanto a duracdo como a velocidade e aceleracdo da
locomogédo ndo podem ser predeterminados. Dessa forma, o uso da esteira para
forcar a locomocao do animal, controlar a intensidade e a duracédo dos periodos de
exercicio apresenta vantagens significativas sobre o controle das variaveis do
movimento. E ainda reduz outras fontes de variabilidade de comportamento do
animal, facilitando o estudo de rotinas de exercicio crénico, assim como testes de

fadiga e esforgo (Li et al., 2014).

A relacdo precisa entre a locomogao e a modulacdo do ritmo teta hipocampal
permanece por ser elucidada (Bland; Oddie, 2001). Além disso, observa-se uma
escassez de anadlises na literatura que investiguem o efeito da corrida de maneira
anatomicamente  abrangente, registrando simultaneamente a  atividade
eletrofisiolégica de todas as sub-regides hipocampais (CA1, CA3 e Giro Denteado)
bilateralmente. Diante desse cenario, o presente estudo visou investigar o impacto
de protocolos de corrida em esteira, com velocidades constantes e crescentes sobre
a dindmica da forma de onda do ritmo theta. Para contornar a possibilidade de que
as caracteristicas nao-sinusoidais do ciclo theta hipocampal sejam negligenciadas,
propus uma analise no dominio do tempo utilizando um método de analise
ciclo-a-ciclo desenvolvido por Cole e Voytek (2019). Esta abordagem viabiliza a
deteccao de variagbes na forma da onda, proporcionando novos insights acerca da
relagdo entre comportamento locomotor e o ciclo do ritmo theta hipocampal, bem

como o efeito do treinamento de corrida no padréo do theta.
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2 MATERIAL E METODOS

Os dados analisados foram coletados previamente pelo Dr. Alan M. B.
Furtunato, estando disponiveis no banco de dados do laboratério de fisiologia do
exercicio da UFRN. A metodologia utilizada no tratamento dos animais, o protocolo

experimental e a coleta dos dados estdo descritos a seguir.

2.1 Animais

Foram utilizados cinco ratos Wistar machos adultos (3 meses de idade;
350-450 g) fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Apés a implantagéo dos eletrodos, os
ratos foram alojados individualmente em caixas transparentes de Plexiglass (19 x 12
x 7 cm) e mantidos em um ciclo claro/escuro de 12h/12h (luzes acesas as 6h), com
comida e agua ad libitum. Os experimentos foram realizados entre 16h e 20h. Todos
os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFRN, licenga n°® 52/2016) e estavam em conformidade com o Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals, 8th Edition (National Research Council, 2011).

2.3 Eletrodos

Sinais eletrofisiologicos das areas CA1, CA3 e DG do hipocampo dorsal
foram registrados usando arranjos de 16 microeletrodos (Figura 1A painel superior).
Esses arranjos foram construidos como dois feixes de dimensdes 1 linha por 8
colunas, com uma separacdo de profundidade intereletrodo de 200 um, sendo
projetados para fixarem bilateralmente no hipocampo dorsal nas coordenadas
estereotaxicas -3,6 mm AP e = 3,0 mm ML (Paxinos e Watson, 2009). Os métodos
detalhados para fabricacdo e implantacdo desses arranjos de microeletrodos sao

fornecidos em Neves et al. (2022).

2.4 Protocolo Experimental

Utilizei uma esteira elétrica (AVS Projetos, 40 x 13,5 cm) equipada com uma

grade metdlica traseira capaz de aplicar choques elétricos leves (0,1 - 0,7 mA a 60
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Hz, por até 1 segundo) para evitar que os animais saissem da esteira durante a
habituacdo e o treinamento (Figura 1A painel inferior). A operacéo da esteira foi
controlada por um Arduino Uno, e sua saida foi registrada como entradas TTL

(transistor-transistor logic).
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Figura 1: Registros eletrofisioléogicos in vivo durante corrida em
velocidades constantes e aceleradas em esteira. (A) Posicionamento estimado
dos arrays de microeletrodos em DG, CA3 e CA1 (superior) e ilustragdo esquematica
da esteira de corrida (inferior). (B) Protocolos de corrida na esteira em velocidades
constantes (constant speed) no painel superior e velocidades aceleradas
(accelerating speed) no painel inferior. Eixo Y (Treadmill speed) indica a velocidade
instantanea da esteira ao longo do tempo, que esta representado no eixo X (Time).
(C) Fragmentos representativos dos LFPs obtidos a partir de cada uma das regides
estudadas, demonstrando a sua caracteristica tipica de forma de onda assimétrica.
(D) Exemplificagdo do calculo da simetria pico-vale (verde claro e escuro,

respectivamente) e ascendente-descendente (vermelho e amarelo,
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respectivamente). A simetria pico-vale é calculada como a fragdo do periodo entre o
ponto médio da ascendente e o ponto médio subsequente da fase descendente (ou
seja, o pico). Da mesma forma, a simetria ascendente-descendente é calculada
como a fragado do periodo em que o ciclo esta na fase ascendente. Uma forma de

onda perfeitamente simétrica € igual a 0,5.

Os animais foram inicialmente habituados ao manuseio pelo pesquisador e ao
aparelho da esteira por 3 dias. No primeiro dia, os ratos foram colocados na esteira
por 30 minutos com a fungédo de choque elétrico e a esteira desativada. No segundo
dia, a funcado de choque elétrico foi ativada e a esteira permaneceu desligada. No
terceiro dia, os ratos caminharam na esteira em baixa velocidade (< 10 cm/s) por 5
minutos apos 30 minutos de habituagdo. O experimento foi projetado para que os
ratos corressem na esteira com aceleragdes controladas (A1 = 1 cm/s?, A2 = 1,5
cm/s?, A3 = 2 cm/s?) ou velocidades constantes (S1 = 20 cm/s, S2 = 30 cm/s, S3 =
40 cm/s) (Figura 1B) na seguinte sequéncia: A1, A2, A3, S1, S2, S3. A sequéncia de
6 tipos de corrida foi entdo repetida 8 vezes em uma sessao diaria. As corridas
duraram 20 segundos e foram intercaladas por intervalos de descanso de 5
segundos. O Rato 1 realizou uma sessao, enquanto os Ratos 2, 3, 4 e 5 executaram
quatro sessodes cada, totalizando 17 sessdes. Assim, cada sessao foi registrada um

total de 48 corridas, totalizando 816 corridas.

2.5 Coleta e Analise de dados

A atividade eletrofisiolégica intracraniana continua foi registrada usando um
pré-amplificador headstage conectado por fio a um sistema multicanal (RHA2116,
Intan Technologies). Sinais brutos passaram por amplificacdo de 200x, filtragem
bandpass (0,02 Hz - 20 kHz) e amostragem de 30 kHz. Essas gravacgdes
eletrofisiolégicas foram sincronizadas com as entradas TTL da esteira e
armazenadas para analise posterior. Uma camera digital de alta definicdo (Logitech
C920, 1080 x 720 pixels a 30 quadros/s), posicionada perpendicularmente a esteira,

capturou o video do Rato 1.
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A analise da simetria da forma de onda das oscilagdes theta hipocampais foi
realizada em Python usando a toolbox ByCycle (Cole; Voytek 2019). Essa
abordagem no dominio do tempo consistiu na obtencdo dos picos (fase positiva),
vales (fase negativa) e das fases ascendente e descendente de ciclos theta
individuais. Inicialmente, o sinal bruto (Figura 2A) foi submetido a um filtro low-pass
(0-30 Hz) para remover frequéncias altas que podem interferir com a identificagéo
dos picos e vales, preservando assim, o desenho da forma de onda theta subjacente
(Figura 2B). Em seguida, um filtro band-pass (6-12 Hz) foi aplicado para que os
pontos de cruzamento com o zero (zero-crossing) fossem definidos (Figura 2C).
Picos e vales foram definidos a partir computagcdo do ponto maximo e minimo entre
os pontos de cruzamento com zero no sinal LFP filtrado em low-pass (Figura 2D).
Isso possibilitou a definicdo dos pontos meédios dos flancos, onde a voltagem
representava a metade do valor da diferenca entre o ponto de pico e o ponto de vale
(Figura 2E).

A simetria pico-vale foi definida como a duragao da fase de pico dividida pela
soma da duracao das fases de pico e de vale em um dado ciclo, que de acordo com
Cole & Voytek (2019) foi definido como o intervalo entre dois vales. Similarmente, a
simetria ascendente-descendente foi definida como a duracdo da fase ascendente
dividida pela soma da duragdo das fases ascendente e descendente. Seguindo
essa definicdo, um valor de 0,5 indica ciclos simétricos, enquanto valores menores
ou maiores que 0,5 indicam ciclos assimétricos com fases de pico/ascendente mais
curtas ou mais longas, respectivamente (Figura 1D). Como variagdes
inter-hemisféricas podem indicar a especializacdo funcional de areas cerebrais
(Toga; Thompson, 2003). E importante ressaltar que alguns resultados apresentaram
diferencgas significativas (p < 0.05) em apenas um dos hemisférios, enquanto o outro
demonstrou uma forte tendéncia. Embora estes casos especificos ndo tenham
apresentado significAncia em ambos os hemisférios, foram marcados com “T”, para

sinalizar o que considerei como significancia marginal (p < 0.10)
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Figura 2: Processo de decomposi¢ao do LFP em ciclos. (A) Exemplo de
registro de potencial de campo local bruto da camada CA1 do hipocampo de rato.
(B) O sinal bruto & submetido a um filtro low-pass de 30 Hz para remover altas
frequéncias. Apenas nesta etapa a transformada de Fourier é utilizada. (C) Os
cruzamentos por zero (zero-crossings) sao encontrados apos o sinal ter sido
submetido a um filtro band-pass na faixa de frequéncia theta (6-12 Hz). (D) Picos e
vales sao encontrados no sinal filtrado com low-pass, localizando os maximos e
minimos relativos entre os cruzamentos por zero encontrados no sinal filtrado em
theta. (E) Os pontos médios dos flancos sao determinados localizando os pontos no
tempo em que a voltagem esta na metade do caminho entre as voltagens de pico e
vale adjacentes. Esses pontos denotam os limites entre pico e vale. Imagem
adaptada de Cole & Voytek (2019)
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2.6 Analise Estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o software MATLAB
(MathWorks). Foram considerados significativos os resultados estatisticos p < 0,05.
O teste de Shapiro-Wilk foi empregado para analisar a normalidade dos dados. Os
dados paramétricos foram analisados por meio do teste t de student, enquanto os
dados ndo paramétricos foram avaliados pelo teste de Wilcoxon. O teste de
correlacdo de postos de Spearman avaliou a relagdo entre as caracteristicas da

onda theta. Todos os resultados de p < 0,05 foram considerados como significativos.

3 RESULTADOS

Periodo do theta hipocampal é encurtado em velocidades mais altas

Inicialmente, busquei averiguar se o periodo e a amplitude do theta sofreram
alteragdes quando sessbes de corrida em velocidade constante de diferentes
magnitudes (20 e 40 cm/s) sdo comparadas. Os resultados mostraram que houve
um encurtamento do periodo de theta em todas as regides em ambos os hemisférios
(figura 3A). Para a amplitude, observou-se o aumento significativo da medida nas
regides CA1 e CA3, mas apenas para o hemisfério direito, em DG o aumento

ocorreu em ambos os hemisférios (figura 3C).

Tempo de corrida em velocidade constante afeta o periodo e amplitude do

theta hipocampal

Ao comparar blocos iniciais e finais do tempo de corrida para a mesma
velocidade constante (2 cm/s?), foi verificado a diminuigc&o significativa do periodo da
oscilagao theta, a mudancga ocorreu em todas as regides e em ambos os hemisférios
(figura 3B). Os blocos foram definidos pelo conjunto de 20 ciclos iniciais e 20 ciclos
finais do periodo de corrida (aproximadamente 2,5 segundos em cada bloco).
Quando a mesma comparacao foi feita para amplitude, apenas CA1 nao apresentou

aumento significativo (figura 3D).
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Figura 3. Periodo e amplitude da onda teta durante comparagdo entre
velocidades constantes altas e baixas (esquerda) e entre inicio e final do
periodo de corrida em velocidades aceleradas (direita). (A) Comparacédo da
duracdo dos periodos teta durante velocidades constantes alta (40 cm/s) e baixa (20
cm/s) para cada regido do hipocampo. (B) Comparagao da duragédo dos periodos
teta entre os blocos inicial e final das velocidades de aceleradas para cada regiao do
cérebro. (C) Comparacao da amplitude teta entre velocidades constantes alta e
baixa para cada regido do cérebro. (D) Comparagdo da amplitude teta entre os
blocos inicial e final da velocidade de aceleragado de 1,5cm/s? para cada regido do

*

hipocampo. Os asteriscos marcam diferengas estatisticamente significativas.

Graficos marcados como a letra “L” minuscula apés o nome da regidao (e.g. CA1l)

sao referentes ao hemisfério esquerdo, enquanto os marcados com “r” referem-se

ao hemisfério direito

As simetrias de pico-vale e ascendente-descendente variam conforme a regiao

hipocampal analisada

Buscando entender a forma como ocorre a variacdo dos valores de simetria
pico-vale e ascendente-descendente do ritmo theta, foi elaborado um histograma
para acessar a distribuicdo da pontuacao para cada medida de simetria (figura 4). A
analise descritiva mostrou uma tendéncia de maior assimetria pico-vale no DG
(painel superior). Notavelmente, observa-se que a medida que mais apresenta
assimetria nos ciclos de theta é a ascendente-descendente (rise-decay) nas regides
CA1 e DG (painel inferior). Embora a distribuicdo de valores tenha mostrado uma
alteracao ligeira para a maioria das areas, a média dos valores para cada area
mostrou que ha uma variagdo da simetria entre as proprias areas do hipocampo

(barras da direita).
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Figura 4. Histogramas da distribuicao da simetria pico-vale (azul) e da simetria
ascendente-descendente (verde) para cada regiao do hipocampo. Note que a
linha vermelha tracejada indica uma simetria perfeita, quando metade da duragéo do
periodo é caracterizada como pico ou ascendente, e a outra metade é caracterizada
como vale ou descendente . A linha preta vertical indica a mediana da distribuigao
dos dados. Barras na direita representam a média e erro padrao da média dos
valores dos ciclos para as respectivas simetrias nas areas estudadas de forma
bilateral, mostrando uma ligeira diferencga tanto entre as areas em si, como entre os

hemisférios de algumas areas.
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Periodo theta hipocampal é alterado pela dindmica temporal

Em seguida, para esclarecer o efeito do tempo sobre o periodo e a amplitude
do theta durante a corrida em velocidade constante, comparei os blocos iniciais e
finais das corridas de 40 cm/s. Surpreendentemente, os resultados mostraram um
aumento do periodo em todas as trés regides de forma bilateral (figura 5A). Com
relacdo a amplitude, os resultados mostraram uma diminuicdo significativa da
amplitude apenas em CA1 (figura 5B). A alteragdo da duracdo do periodo entre

momentos diferentes da corrida, ainda ndo havia sido reportada em estudos prévios.

Em seguida, para investigar se existem diferencas de periodo e amplitude entre
blocos iniciais e finais de mesma velocidade, mas sob diferentes aceleracoes,
comparei dois blocos de velocidades instantaneas equivalentes (figura 5C e D),
variando apenas a magnitude da aceleragdo (A1 = 1 cm/s? e A3 = 1,5 cm/s?). Tal
comparacgao evidenciou um aumento do periodo em CA1 (figura 5C), sem resultados
significativos para as demais regides. De forma similar, a comparacao da amplitude
entre os trechos de velocidade equivalente com magnitudes de aceleragéo diferente,

ndo resultou em significancia nas trés regides avaliadas
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Figura 5. Analise da dinamica temporal do periodo e da amplitude da onda teta

sob mesmas velocidades e diferentes aceleragées. (A) Comparagéao do periodo
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de theta nos blocos inicial versus final da velocidade constante de 40 cm/s para cada
regido. (B) Comparagdo da amplitude de theta nos blocos inicial versus final da
velocidade constante de 40cm/s para cada regiao. (C) Comparagao do periodo theta
entre as velocidades de aceleragédo A1 (1 cm/s?) e A3 (2 cm/s?) durante um limiar de
mesma velocidade instantanea (aproximadamente 18-20cm/s) para cada regido. (D)
Comparacao da amplitude teta entre as velocidades de aceleragdo A1 (1 cm/s?) e A3

(2 cm/s?) durante um limiar de mesma velocidade instantanea para cada regiao.

CA1 e DG apresentam diminuigdo nas medidas de simetria

Para clarificar a modulacao exercida pela velocidade nas simetrias pico-vale e
ascendente-descendente de theta, comparei o valor das simetrias entre as corridas
em velocidade constante baixa (20 cm/s) e as corridas em velocidade constante alta
(40 cm/s). Este contraste indicou que houve diminuigdo da simetria pico-vale de
forma bilateral nas regides CA1 e DG, enquanto CA3 néo apresentou alteragao
significativa na simetria do theta (Figura 6A). De maneira similar, a simetria
ascendente-descendente apresentou diminuigcao significativa da simetria em CA1 e
DG, porém, a alteracdo em DG manifestou-se somente no hemisfério direito (Figura
6C).

A alteragcao da simetria nas corridas em velocidade acelerada também foi
avaliada, objetivando a melhor compreensao dos efeitos da aceleragao sobre o theta
hipocampal como sugerido por Kropff et al. (2021). Tal comparagédo deu-se para a
aceleragcdo de maior magnitude a qual os animais foram submetidos (2 cm/s?),
avaliando a diferenga entre periodos iniciais da sessdo, onde o animal estava em
velocidades instantdneas mais baixas, e periodos finais, onde a velocidade

instantanea era mais elevada.

Assim, observou-se uma diminuicdo da simetria pico-vale de CA1 e DG para
ambos os hemisférios (figura 6B), de maneira muito semelhante a alteragcédo para a
mesma simetria quando comparadas velocidades diferentes. De maneira similar a
comparagao entre velocidades, a simetria ascendente descendente mostrou uma

diferenca significante apenas no hemisfério direito de CA1 e DG (figura 6D).
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Figura 6. Comparagao da simetria da forma de onda em protocolos de corrida
de velocidade constante e acelerada. (A) Comparagdo da simetria pico-vale de
baixa (20 cm/s) e alta (40 cm/s) velocidade para cada regido cerebral estudada. (B)
Comparacédo da simetria pico-vale entre as seg¢des inicial e final da velocidade
acelerada A3 (1,5 cm/s?) para cada regido. (C) Comparagdo da simetria
ascendente-descendente de baixa e alta velocidade para cada regido. (D)
Comparacao da simetria ascendente-descendente entre as sec¢des inicial e final da

velocidade acelerada A3 para cada regi&o.

4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O presente estudo buscou confirmar achados prévios da literatura que
relatam a correlagcdo entre velocidade de deslocamento do animal e a duragdo do
periodo do ritmo theta hipocampal. Busquei também utilizar o arcabouco tedrico de
uma metodologia recente e pouco explorada de analise de sinais ciclo-a-ciclo (Cole;
Voytek, 2019) para inferir as diferentes maneiras como as informagdes carreadas

pela oscilagao theta hipocampal podem ser alteradas pela velocidade.

Meus resultados mostraram que houve um encurtamento do periodo da onda
theta com o aumento da velocidade, indicando um aumento na frequéncia. Esses
resultados corroboram relatos anteriores da literatura, onde se observou aumentos
da frequéncia theta com o aumento da velocidade de locomog¢éo em livre movimento
(Kennedy et al., 2022). Foi observado também, a presenca do efeito da dinamica
temporal sobre o periodo do theta, que foi evidenciada na comparagao entre blocos
iniciais e finais da corrida para a mesma velocidade constante (Figura 5 A e B). Esse
resultado ndo havia sido previamente reportado na literatura, e contraria a ideia de
que a frequéncia do ritmo theta é afetada apenas pela velocidade instantanea de

locomocgao.

A comparagao entre periodos iniciais e finais com velocidade instantanea
equivalente (18-20 cm/s) entre corridas de velocidade acelerada com magnitude
distinta (1 e 2 cm/s?) (figura 5 C e D), mostraram a baixa influéncia da magnitude da
aceleracao sobre o periodo de theta, ao mesmo tempo que, a modulagéo

ocasionada pelo momento de corrida diferente, ndao foi suficiente para que o
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resultado fosse significativo. Note que os ratos correndo a 2 cm/s? atingiram a
velocidade referente ao intervalo entre 18 e 20 cm/s em 9 segundos, enquanto na

aceleracao de 1 cm/s, alcangaram o intervalo em 18 segundo

A alteragdo das caracteristicas do theta conforme o passar da corrida,
apresentam um possivel indicador de fadiga, sugerindo que talvez um protocolo de
corrida mais atenuado, que ndo inclua varias corridas seguidas em uma sessao
longa, seja mais adequado para isolar essa possivel fonte de variabilidade no sinal

registrado.

Outro aspecto importante do estudo foi a investigagdo do papel da aceleragao
na modulacao do ritmo theta, uma vez que tanto a aceleragdo quanto a velocidade
sao fendbmenos relacionados, embora distintos. Como a maior parte dos estudos que
se propuseram esclarecer o papel da velocidade de deslocamento no ritmo theta do
hipocampo utilizaram animais movendo-se livremente em campo aberto (Zhan,
2015; Oddie, 1998; Pan; Mcnaughton, 2002), surge o questionamento quanto a qual
fendbmeno esta de fato sendo medido. Em virtude da inter-relagcdo entre os dois
fendbmenos, os periodos no qual o animal se move podem ser descritos tanto em
termos de sua velocidade instantdnea, quanto da intensidade de aceleracao
ocorrida. Assim, o uso da esteira com velocidade e aceleragao controlada foi crucial
para garantir uma amostragem robusta do sinal eletrofisiolégico enquanto o animal
se desloca, ao mesmo tempo que garantiu o deslocamento em velocidade e

aceleracao com intensidade pré determinada.

Quanto aos efeitos do deslocamento do animal em relacdo as medidas de
simetria, os resultados mostraram que CA1 e DG apresentaram diferencas
significativas, especialmente com relagdo a simetria pico-vale, que apresentou
mudangas em ambos os hemisférios, corroborando o que foi reportado por Shremet
et al. (2016). A analise da simetria ascendente-descendente revelou uma
predominancia de resultados significativos no hemisfério direito das regides CA1 e
DG. Tais achados sugerem que as alteragdes induzidas pela corrida,
independentemente do regime de velocidade (constante ou acelerada), apresentam
especificidade regional e lateralizagdo. Investiga¢des futuras devem ser conduzidas
para aprofundar a relagéo entre o tipo de deslocamento e a dinAmica hemisférica

nessas sub-regides.
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Furtunato et al. (2020) observaram uma reducdo da amplitude de theta ao
longo de varias corridas de mesma velocidade. De forma similar, os resultados do
presente estudo encontraram redugcdo da amplitude do theta hipocampal entre
periodos iniciais e finais para corridas de mesma velocidade em CA1, sugerindo que
ha efeito da dindmica temporal na modulagao da energia de theta para esta regido

especifia.

Estudos futuros deverdo considerar ainda a analise de sobreposicao das
formas de onda através de diversos ciclos theta, um passo importante na
investigacdo morfoldgica dos sinais em diferentes condi¢ées ou porcdes diferentes
dentro da mesma condi¢ao, tornando mais facil a visualizacédo dos ciclos estudados.
Além disso, a combinagao das métricas de simetria utilizadas para aferir a proporgao
das fases ascendente-descendente e pico-vale podem ser usadas para formar uma
medida unica, refletindo o centro de massa da onda e salientando a mudanga no

formato da onda de maneira global.

Outra questao importante a ser considerada em estudos deste tipo € a forma
como ocorre o deslocamento do animal, que pode ser descrita de varias maneiras.
Considerando de forma ampla as possibilidades de movimento, podemos
classifica-los com relacdo a sua direcionalidade, podendo ser linear, circular ou
mesmo em pulos (Hansimayr et al., 2007; Klimesch, 1999). A forma da marcha em
si, depende da velocidade instantanea do animal, e também podera ser ponderada
quanto ao seu efeito no theta. Uma caracterizacdo basica dos tipos de marcha é
composta por trés tipos: andar, galope (ou trote) e corrida propriamente dita
(Whishaw; Kolb, 2005). Dessa forma, é salutar que estudos futuros explorem os
efeitos eletrofisiologicos do deslocamento de roedores de forma ampla, visando
expandir a quantidade de dados passiveis de serem agregados nas analises a fim
de estabelecer conexdes entre os diversos aspectos envolvidos com 0s processos

eletrofisiolégicos relacionados ao movimento animal.

Saliento a necessidade de combinar a implementagdo da metodologia
ciclo-a-ciclo com analises de transformadas tradicionais, dado que essas
abordagens se provaram bem sucedidas em estabelecer ligagbes entre oscilagbes

neurais e processos cognitivos ou patolégicos (Cole; Voytek, 2019).
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