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RESUMO

Este trabalho explora os padrdes de codificacdo de recompensa no mesencéfalo, a partir
da analise dos dados proveninentes do Projeto Visual Behavior Neuropixels. O experimento
realizado no projeto consiste essencialmente em uma tarefa de deteccdo de mudanca de ima-
gens, com e sem recompensa, em camundongos, realizando o registro da atividade neural em
cértex, hipocampo, mesencéfalo e talamo através de neuropixels. O mesencéfalo é estudado
em detalhes neste estudo, desejando-se explorar outras subareas do Mesencéfalo além dos cir-
cuitos dopaminérgicos da Area Tegmental Ventral, cujo papel desta no sistema de recompensa
ja estd bem estabelecido na literatura, mediando processos como motivacao e aprendizado.
A andlise dos dados conta com diversas ferramentas metodolégicas, tais quais obtencdo de
medidas de tendéncia central e de dispersado, caracterizacao de distribuicdo das taxas médias
de disparo neuronal, andlise dos padroes de atividade por meio de histogramas de tempos
peri-estimulo (PSTH), testes estatisticos (Shapiro-Wilk e Mann-Whitney) e calculo de corre-
lacoes de Pearson. A partir destas metodologias empregadas, foi possivel examinar a influéncia
de fatores como o sexo do animal e a presenca ou n3o de recompensa, além de possibilitar
a diferenciacdo do mesencéfalo com as outras regides do encéfalo disponiveis no estudo e
entre as subareas do mesencéfalo. Os resultados mostram que a taxa média de disparo dos
neuronios do mesencéfalo possuem distribuicdo com maior variabilidade que as demais, e que
os padroes de disparo nas unidades do mesencéfalo sao compativeis com uma resposta a re-
compensa, principalmente com o aumento na taxa de disparo dos neurbnios antes do evento
da recompensa. Além disso, verifica-se um destaque para o Nicleo Pré-tetal Anterior, subarea
do Mesencéfalo com distribuicdo maior que as demais e com uma taxa média de disparo maior
no bloco de atividade passiva do experimento (sem recompensa), fato intrigante que merece

investigacao futura.

Palavras-chave: Codificacdo Neural. Motivacdo e Recompensa. Mesencéfalo. Taxa de disparo.

PSTH. Neuropixels.



ABSTRACT

This study explores reward encoding patterns in the midbrain through the analysis of data
from the Visual Behavior Neuropixels Project. The experiment conducted in the project es-
sentially involves an image change detection task, with and without reward, in mice, recording
neural activity in the cortex, hippocampus, midbrain, and thalamus using Neuropixels probes.
The midbrain is studied in detail in this work, driven by the motivation to explore subareas
of the midbrain beyond the dopaminergic circuits of the Ventral Tegmental Area, whose role
in the reward system is well established in the literature, mediating processes such as motiva-
tion and learning. Data analysis employs various methodological tools, including measures of
central tendency and dispersion, characterization of the distribution of average neuronal firing
rates, analysis of activity patterns through peri-stimulus time histograms (PSTH), statistical
tests (Shapiro-Wilk and Mann-Whitney), and Pearson correlation calculations. Through these
methodologies, it was possible to examine the influence of factors such as the animal’s sex and
the presence or absence of reward, as well as to differentiate the midbrain from other brain
regions available in the study and between the subareas of the midbrain. The results show
that the average firing rate of midbrain neurons exhibits greater variability than other regions
and that firing patterns in midbrain units align with a reward response, particularly with an
increase in firing rates prior to the reward event. Additionally, the Anterior Pretectal Nucleus,
a midbrain subarea, stands out due to its higher distribution variability compared to others
and its higher average firing rate during the passive activity block of the experiment (without

reward). This intriguing finding warrants further investigation.

Keywords: Neural coding. Motivation and Reward. Midbrain. Firing rate. PSTH. Neuropixels.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso é uma das estruturas mais complexas e fascinantes do corpo humano,
responsavel por regular funcdes vitais, comportamentais e cognitivas. Ele permite a interacdo
entre o organismo e o ambiente, processando estimulos sensoriais e transformando-os em
respostas que garantem a sobrevivéncia e a adaptacao do individuo. Apesar do vasto progresso
na neurociéncia, muitas questdes sobre o funcionamento do sistema nervoso central e periférico
permanecem em aberto, principalmente no que diz respeito a forma como informacdes sdo
codificadas e interpretadas pelos circuitos neurais (KANDEL et al., 2021).

A codificacdo neural é o processo pelo qual as caracteristicas de um estimulo sensorial
sdo representadas pela atividade neural através de padrdes de disparos elétricos. Ou seja, o
estudo da codificacdo neural busca compreender como os padrdes de disparo dos neurdnios
refletem informacdes sensoriais, motoras e cognitivas. Essa abordagem é fundamental para
o avanco de tecnologias como neuropréteses e interfaces cérebro-maquina, além de oferecer
novos caminhos para o tratamento de desordens neurolégicas e psiquiatricas. Segundo Kandel
et al. (2021), a codificagdo neural é um processo intrincado que envolve a interacdo de sinais
elétricos e quimicos em escalas temporais e espaciais diversas, sendo um tema central na
neurociéncia contempordnea (KANDEL et al., 2021).

O estudo da codificacdo de recompensa no mesencéfalo, foco deste trabalho, é particu-
larmente relevante devido ao papel central dessa regido na regulacdo de comportamentos
motivados. No mesencéfalo, destaca-se a area tegmental ventral (VTA), uma estrutura chave
para a modulacao dopaminérgica dos circuitos de recompensa. A VTA contém neurdnios do-
paminérgicos que projetam para diversas regides, tais quais o nlcleo accumbens, o cértex
pré-frontal, o hipocampo e a amigdala, formando circuitos essenciais para o aprendizado ba-
seado em recompensa, a motivacdo e a tomada de decisdo (SCHULTZ; DAYAN; MONTAGUE,
1997). Este trabalho se prop&e a estudar outras estruturas do mesencéfalo além do VTA, afim
de investigar outros possiveis circuitos envolvidos na codificacdo de recompensa.

A dopamina, principal neurotransmissor liberado pelos neurdnios da VTA, é crucial para
o processamento de estimulos recompensadores. Estudos classicos de Schultz et al. (1997)
mostraram que a atividade desses neurbnios é modulada de acordo com o erro de previsao
de recompensa, isto é, o desvio entre a recompensa esperada e a real. Quando uma recom-

pensa inesperada ocorre, os neuronios dopaminérgicos exibem um aumento na sua atividade;
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em contraste, quando uma recompensa esperada nao é entregue, ha uma reducdo no disparo.
Esse mecanismo fornece uma base para ajustar comportamentos e otimizar a busca por recom-
pensas futuras, representado uma aparalhagem complexa. Por isso, a percepcao de padroes
de disparos incomuns em outras areas do mesencéfalo pode ser capaz de identificar outros
circuitos envolvidos de formas ainda nao conhecidas na codificacdo de recompensa.

Os avancos recentes na tecnologia de registro neural, como as sondas Neuropixels, tém
possibilitado uma analise mais detalhada de regiGes cada vez mais especificas do sistema
nervoso. Essas sondas permitem o registro simultaneo de grandes populacGes de neurénios em
multiplas regies cerebrais com alta resolucdo espacial e temporal (JUN et al., 2017). A aplicacdo
dessas ferramentas ao estudo do sistema de recompensa oferece a oportunidade de mapear,
com maior precisdo, os padrdes de disparo neuronal relacionados a estimulos recompensadores
e sua relacdo com estados motivacionais. O projeto Visual Behavior Neuropixels utiliza sondas
neuropixels na aquisicdo dos sinais, o que viabiliza o propésito do trabalho de analisar de forma
mais aprofundada a codificacao de recompensa em subestruturas anatémicas do mesencéfalo.

Disfuncdes nos circuitos de recompensa estdo associadas a transtornos como vicio, depres-
sdo e doenca de Parkinson (GOLDSTEIN; VOLKOW, 2011; PILGRIM; OU; SHARP, 2021; RUSSO;
NESTLER, 2013). A compreensdo detalhada do papel do mesencéfalo na codificacdo de recom-
pensa pode, portanto, contribuir para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e persona-
lizadas, melhorando a qualidade de vida de milhGes de pessoas. Por esta razdo, este trabalho
se propde a aprofundar o estudo da codificacdo de recompensa do mesencéfalo, a procura de
padrdes de disparo neuronais associados a recompensa no mesencéfalo a partir de dados expe-
rimentais do projeto Visual Behavior Neuropixels, que se utiliza de um tecnologia de registro

de atividade neuronal de Gltima geracdo, os neuropixels.

1.1 FORMACAO DE GRADUACAO RELACIONADA

Antes da graduacdo de Engenharia Biomédica, cursei aproximadamente metade do curso de
Medicina. Durante este periodo, pude construir maturidade sob o ponto de vista das Ciéncias
da Salde, com foco em Psiquiatria, visto que participei da Liga Académica de Psiquiatria da
Universidade de Pernambuco. Apds essa profunda experiéncia na area médica, decidi cursar
Engenharia Biomédica pela Universidade Federal de Pernambuco, cujo ciclo basico contém
duas importantes disciplinas da area da saide, AN203 - ANATOMIA 5 e FF242 - FISIOLOGIA

HUMANA, responsaveis por sedimentar o alicerce previamente construido na graduacao em
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Medicina. Para este trabalho, foi de grande importancia estar familiarizada com neuroanatomia
e neurofisiologia, de modo a entender os resultados e a importancia do trabalho com maior
facilidade.

Além disso, outras duas disciplinas do ciclo basico que apoiaram o desenvolvimento deste
trabalho s3o IF165 - COMPUTACAO ELETRONICA e ET625 - ESTATISTICA 1, ao fornecer o
desenvolvimento de habilidades de programacao e de conhecimentos em Estatistica, essenciais
para a obtencao e interpretacdo dos resultados.

No ciclo profissional, cursei a disciplina IN429 - EQUIPAMENTOS MEDICO HOSPITA-
LARES 1, uma matéria voltada a estudar instrumentacdo biomédica, ou seja, com énfase na
aquisicdo e tratamento de sinais bioelétricos, além de estudar a natureza destes. E crucial
conhecer esta area, que da dimens3o ao sinal com o qual a pesquisa se prop0s trabalhar e ao
aparato envolvido em sua aquisicao.

De forma mais aprofundada que a matéria supracitada, em BIO0016 - NEUROENGE-
NHARIA, uma disciplina eletiva, foram estudados os sinais do sistema nervoso, além de ter
permitido conhecer sobre a evolucdo do registro simultaneo de populacdes de neurdnios, topi-
cos importantes do trabalho. Nesta disciplina, também pude desenvolver projetos, apresentar
seminarios e conhecer técnicas computacionais de tratamento de dados, sempre na area da
Neuroengenharia.

Por dltimo, devo destacar a importancia do meu envolvimento em projetos de iniciacao
cientifica tanto na area da estatistica quanto na area da fisica. Ambos me auxiliaram no
desenvolvimento de légica em programacao por estar em contato com duas linguagens de
programacdo diferentes, R e Python, sendo esta ultima a linguagem de escolha deste trabalho
de conclus3o de curso. Além disso, na iniciacdo cientifica em estatistica, pude sedimentar o

aprendizado de conceitos estatisticos, que serdao aplicados aqui.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é analisar os padrdes de disparo neuronal associados a recom-
pensa no mesencéfalo, com foco em identificar e interpretar os achados experimentais obtidos

na base de dados do projeto Visual Behavior Neuropixels.
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1.2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar a distribuicdo das taxas de disparo dos neurdnios em diferentes sub-regides

do mesencéfalo, em condicoes com e sem recompensa.

2. Avaliar as diferencas nos padroes de disparo em relacdo a fatores como sexo e estimulos

comportamentais.

3. Quantificar a relacdo entre a frequéncia de disparo neuronal e os estimulos recompensa-
dores, identificando correlacoes significativas nos histogramas de tempos peri-estimulo

(PSTH) e em modelos de PSTH pré-concebidos.

4. Interpretar os resultados obtidos a luz dos modelos de codificacao de recompensa base-
ados em erros de previsdo, enfatizando o papel funcional dos neurdnios dopaminérgicos

no mesencéfalo.

1.3 ESTRUTURA DO TEXTO

Esta trabalho esta dividido em cinco capitulos. No Capitulo 1, apresenta-se uma introdu-
cdo e motivacao ao objeto de estudo, de modo a delinear os objetivos gerais e especificos.
O Capitulo 2, por outro lado, é dedicado a fundamentacdo tedrica, onde sdo discutidos os
conceitos centrais do trabalho, incluindo o estudo do sistema nervoso, do mesencéfalo e dos
sistemas de recompensa, bem como os sinais mensuraveis do sistema nervoso e uma evolucao
recente do registro simultaneo de grandes populacoes de neuronios.

O Capitulo 3 descreve a metodologia adotada, de modo a apresentar o Projeto Visual
Behavior Neuropixels, o fluxo de trabalho do experimento, os dados selecionados da base e as
ferramentas de andlise de dados, incluindo PSTH, coeficiente de correlacdo de Pearson e testes
de hipéteses. Ja no capitulo 4 s3o explorados os resultados obtidos durante o desenvolvimento
do projeto, ilustrados por meio de figuras e medidas estatisticas. Por ultimo, no capitulo
5, coloca-se a conclusdo deste trabalho, em que se destacam os principais resultados e sua

relevancia.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Esta fundamentacdo tedrica visa fornecer um arcabouco conceitual para compreender os
mecanismos de codificacdo neural, com énfase nos circuitos de recompensa do mesencéfalo.
Inicialmente, sera discutida a anatomia do sistema nervoso e os circuitos neurais responsaveis
pelas funcoes motoras, sensoriais e cognitivas, destacando a interacao entre neurdnios e cé-
lulas gliais, essenciais para a transmissdo de informacdes. A neuroplasticidade e a codificacio
neural também serdo exploradas, oferecendo uma base para entender a dindmica das respos-
tas neuronais a estimulos. Em seguida, sera detalhada a anatomia do mesencéfalo, incluindo
areas-chave como os coliculos superior e inferior, a area pré-tetal e a formacao reticular, com
énfase na modulacdo de comportamentos e no sistema de recompensa.

A sec3o sobre motivacdo e recompensa examina o papel da dopamina na regulacdo do
comportamento em busca de recompensas, abordando os estados motivacionais, a tomada
de decisdo e a diferenca entre recompensas de curto e longo prazo. A interacdo das vias
dopaminérgicas com outras regioes cerebrais sera discutida, assim como os impactos das lesoes
no mesencéfalo no comportamento relacionado a recompensa. O capitulo também explora a
atividade elétrica no sistema nervoso, detalhando os sinais gerados pela atividade neuronal e os
tipos de registros bioelétricos, como EEG, LFP e spikes. Além disso, serd abordado o avanco
nas tecnologias de registro neural, incluindo matrizes de multieletrodos e dispositivos como o
Neuropixels, que permitiram o registro simultdneo de centenas de neurdnios e geraram novos
desafios para as anélises de dados. Os conceitos a serem estudados sdo de grande importancia
para a compreensao dos resultados que serdo coletados pelo trabalho, de modo que o capitulo
contextualiza o leitor a respeito dos principais fundamentos envolvidos na Codificacao de

Recompensa no Mesencéfalo.

2.1 INTRODUCAO AO SISTEMA NERVOSO

Nesta secdo, serd abordado o sistema nervoso, com énfase em fundamentos essenciais a
compreensao da codificacao de recompensa no mesencéfalo. A secdo permite ao leitor localizar
o mesencéfalo anatomicamente no sistema nervoso, ao discutir os diferentes componentes
do sistema nervoso central, como o encéfalo e a medula espinhal, e as interaces entre as

células nervosas, incluindo os neurdnios e as células gliais, fundamentais para a transmissdo
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e processamento das informacdes. Além disso, serd abordada a codificacdo neural, conceito

base que representa um importante aspecto deste trabalho.

2.1.1 Estrutura Anatémica

O sistema nervoso humano é uma rede complexa de células e fibras que atua como o
centro de controle do corpo, responsavel por coordenar e regular as funcdes vitais, as atividades
motoras e sensoriais, € comunicar o organismo com o meio externo. Com base em critérios
anatémicos, o sistema nervoso é dividido em sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso
periférico (SNP). O sistema nervoso periférico tem o papel de comunicacdo entre o SNC e os
6rgaos periféricos, sendo formado por nervos, ganglios e terminacdes nervosas. Por outro
lado, o sistema nervoso central é uma estrutura simétrica e bilateral composta por duas
principais partes, a medula espinhal e o encéfalo. A medula espinhal é divida em quatro porcoes
que sdo listadas, no sentido cranio-caudal: cervical, toracica, lombar e sacral. O encéfalo é
subdividido em cérebro, cerebelo e tronco encefélico. O cérebro é composto pelo telencéfalo
e pelo diencéfalo, e o tronco encefalico, pelo bulbo, pela ponte e pelo mesencéfalo, como

ilustrado na Figura 1 (MACHADO, 2020).

2.1.2 Circuitos Neurais e Comportamento

O tecido nervoso é composto por dois tipos celulares: os neurbnios e as células gliais. Os
neurdnios sao a unidade fundamental do tecido e possuem as funcdes de receber, processar e
enviar informacoes. A neurdglia, por outro lado, é um conjunto de células responsaveis pela
sustentacdo, revestimento, modulacdo da atividade e defesa dos neuronios, preenchendo espa-
cos entre estes. Os neurdnios sao células excitaveis, que se comunicam entre si ou com células
efetuadoras (células musculares e secretoras). Os locais dessas comunicacdes sdo denominados
sinapses e juncdes neuroefetuadoras, respectivamente. A célula neuronal é composta por trés
principais partes: (i) o corpo celular, que é o centro metabdlico do neurénio, onde ocorrem
a sintese de proteinas e os processos de degradacao e renovacdo de constituintes celulares;
(i) os dendritos, especializados em receber estimulos e traduzi-los em alteragdes do potencial
de membrana, e (iii) os axdnios, que sdo prolongamentos longos e finos, através dos quais é
estabelecida a conexdo com neurdnios e células efetuadoras (MACHADO, 2020).

O recebimento, processamento e envio de informacdes pelos neurdnios se ddo pela sua
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Figura 1 — Secdo mediana do Sistema Nervoso Central. O Sistema Nervoso Central é dividido em duas
grandes partes: a medula espinhal e o encéfalo. Este é subdividido em cérebro, cerebelo e tronco
encefalico. O cérebro é composto pelo telencéfalo e pelo diencéfalo, e o tronco encefélico, pelo
bulbo, pela ponte e pelo mesencéfalo. (MACHADO, 2020)

atividade elétrica. A membrana das células neuronais separa o meio intracelular, onde ha
predominancia de ions organicos com cargas negativas e do ion potassio, do meio extracelular,
com fons sédio e cloro predominantes. O potencial de membrana de repouso dos neurdnios
é de aproximadamente -70mV, com excesso de cargas negativas no meio intracelular. Os
dendritos recebem estimulos e os traduzem em potencial de repouso da membrana, envolvendo
entrada ou saida de ions através de canais idnicos. A despolarizacdao é excitatéria e ocorre
quando ha reducao da carga negativa dentro da célula, tornando o potencial mais positivo. A
hiperpolarizacao é inibitéria e representa a diminuicdo do potencial, tornando-se mais negativo
que o potencial de repouso. A abertura de canais de ions sédio sensiveis a voltagem no
segmento inicial do axonio gera um potencial de grande amplitude do tipo "tudo ou nada",
capaz de conservar-se até atingir a terminacao axénica. A este potencial da-se o nome de
potencial de acdo ou impulso nervoso (MACHADO, 2020), o qual é a base da concepg¢do dos
sinais bioelétricos mensuraveis no sistema servoso.

Os impulsos nervosos passeiam pelos circuitos neurais formados por neurdnios interco-
nectados especificos, levando a comportamentos especificos. Em outras palavras, a funcao

comportamental de cada neurdnio é determinada por suas conexdes com outros neurdnios.
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Um exemplo disso é o reflexo patelar, que restaura o equilibrio do corpo contraindo os muscu-
los extensores da perna. Primeiramente, o estimulo é gerado com o estiramento do musculo
extensor da perna. O neurdnio sensorial, entdo, converte a informacdo mecanica em impulso
nervoso, que se propaga por ele e atinge as sinapses da coluna vertebral. Os neurdnios senso-
riais fazem sinapse com neurdnios motores que ativam a contracao dos musculos extensores
e com interneurénios inibitérios que inativam os neurbnios motores flexores, evitando que a
contracdo dos musculos antagonistas ocorra. Apesar da precisao das conexdes do sistema ner-
VOso, a experiéncia e o aprendizado podem modificar esses circuitos neurais, uma propriedade
chamada neuroplasticidade (KANDEL et al., 2013).

A informac3o sensorial deve ser transformada em sinais elétricos que produzem padroes de
atividade neural no cérebro para que seja processada pelo sistema nervoso. O processo pelo
qual as caracteristicas de um estimulo s3o representadas pela atividade neural é chamado de
codificacdo. Na codificacdo neural, tanto as caracteristicas do estimulo que fazem com que um
neurdnio responda quanto a estrutura temporal da resposta e sua relacdo com as mudancas
no mundo externo sao relevantes. Esse padrao de disparos, entdo deve ser interpretado pelo
sistema nervoso central. O processo pelo qual a informacdo é extraida dos disparos neurais é
chamado de decodificacdo. A decodificacdo de sinais neurais pode ser realizada experimental-
mente e permite inferir o que um animal ou um humano estd vendo ou ouvindo a partir de
gravacdes de neurdnios visuais ou auditivos, por exemplo. Os métodos de decodificacdo sdo
centrais para o desenvolvimento de neuropréteses para pessoas com varios comprometimentos
do sistema nervoso que resultam em paralisia extensa (KANDEL et al., 2013).

Algumas areas do encéfalo n3o sdo puramente sensoriais nem puramente motoras, mas
comp&em sistemas modulatérios de funcBes sensoriais ou motoras especificas, estando fre-
quentemente relacionados a comportamentos que respondem a uma necessidade primaria, tais
quais fome, sede ou sono. Por exemplo, no hipotadlamo ha centros modulatérios e sensoriais
que desencadeiam fome a partir dos niveis de glicose no sangue. Para satisfazer a fome, os
sentidos da visdo, audicdo e olfato sdo modulados, focando em estimulos que sdo relevantes
para a alimentac3do. Por outro lado, um grupo de neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo é
importante para monitorar reforcos e recompensas, de forma que a satisfacdo fisiolégica que
o animal experimenta ao comer, por exemplo, reforca os comportamentos que levaram ao

sucesso (KANDEL et al., 2013).
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2.2 O MESENCEFALO

O mesencéfalo (ME) é uma estrutura do tronco encefalico que estd localizada entre a
ponte e o diencéfalo. E constituido por uma porcdo dorsal, o teto do mesencéfalo, e outra
ventral, os pedinculos cerebrais, separados pelo aqueduto cerebral. Este percorre longitudi-
nalmente o mesencéfalo e é circundado por uma camada espessa de substancia cinzenta. Em
cada pedinculo cerebral sdo distinguidas duas porcoes, uma ventral e outra dorsal, que sdo
chamadas de base e tegmento, respectivamente. Entre o tegmento e a base, esta localizada a

substancia negra (Figura 2) (MACHADO, 2020).
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Figura 2 — Secdo transversal do Mesencéfalo. O Mesencéfalo é constituido por uma porcdo dorsal, o teto
do mesencéfalo, e outra ventral, os pediinculos cerebrais, separados pelo aqueduto cerebral. Em
cada pedinculo cerebral sdo distinguidas duas por¢des divididas pela substancia negra, uma ventral
e outra dorsal, que sdo chamadas de base e tegmento, respectivamente.(MACHADO, 2020)

O teto do mesencéfalo é constituido de dois pares de eminéncias localizados caudalmente,
os coliculos superiores e inferiores, relacionados a via visual e auditiva, respectivamente (Figura
3). Além disso, a area pré-tetal, cujos limites anatdmicos sdo pouco definidos, também faz
parte do teto e esta situada na extremidade rostral dos coliculos superiores, na fronteira com o
diencéfalo. A base do pedinculo cerebral, por outro lado, é formada por um conjunto compacto
de fibras descendentes dos tratos corticoespinhal, corticonuclear e corticopontino. Por dltimo,
o tegmento do mesencéfalo, que representa a continuacdo do tegmento pontino, apresenta
porcBes de substancia branca (nicleo dos nervos troclear e oculomotor) e de substancia cin-
zenta (nicleo rubro e substincia negra). A formacio reticular, que contém a 4rea tegmentar
ventral e os nlicleos da rafe, também esta localizada no tegmento do mesencéfalo (MACHADO,
2020).

O mesencéfalo é crucial para varias funcdes neuroldgicas. Ele desempenha um papel motor

importante nos movimentos oculares, tanto na musculatura extrinseca quanto na intrinseca
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Figura 3 — Vista posterior do mesencéfalo e outras estruturas, com énfase nos coliculos superiores e
inferiores.

do olho (movimentac3o do olho e acomodaco visual, respectivamente). Além disso, o mesen-
céfalo recebe impulsos proprioceptivos, participando da modulaciao da atividade motora dos
olhos e dos musculos da mastigacdo. Também deve-se ressaltar a relevancia do mesencéfalo
no sistema de recompensa e aprendizado, que é de interesse deste trabalho. A compreensao
detalhada das funcGes e conexdes do ME é fundamental para o avanco da neurociéncia, sendo
particularmente importante no estudo de distlrbios motores como a doenca de Parkinson. As
Sindromes de Weber, Benedikt e Parinaud, que sao decorrentes de lesGes de estruturas do
mesencéfalo, também provém informacdes sobre as funcdes supracitadas e representam fontes
de aprendizado para a ciéncia (MACHADO, 2020).

Neste trabalho, estudaremos algumas subareas do mesencéfalo, que estdo concentradas no

coliculo superior, area pré-tetal e formacao reticular, descritas nas subsecdes a seguir.

2.2.1 Coliculo Superior

O coliculo superior é uma estrutura que se localiza na regido posterior do teto do me-
sencéfalo e se divide em camadas ou ldminas superpostas, constituidas alternadamente por
substancia branca e cinzenta. A divisdo das camadas segue um padr3o similar nos mamiferos.
As laminas |, Il e Il s3o consideradas superficiais, as IV e V sdo intermediarias e as VI e VIl sdo
profundas. Os neur6nios das camadas superficiais recebem sinais da retina e respondem quase
que exclusivamente a estimulos visuais, enquanto os neurdnios das laminas mais intermedia-

rias e profundas recebem outras entradas somatosensoriais e se relacionam com a motricidade
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ocular. Aqui, serdo estudadas as camadas cinzenta intermediaria (SCig) e branca intermediaria

(SCiw), que correspondem as laminas IV e V, respectivamente.

2.2.2 Area Pré-tetal

A area pré-tetal corresponde a um grupo bilateral de ndcleos altamente interconectados que
estdo localizados na porcao mais anterior do teto do mesencéfalo, e esta relacionada ao controle
reflexo da pupila. Seus cinco nicleos primarios s3o niicleo do trato éptico (NOT), niicleo pré-
tetal anterior (APN), nicleo pré-tetal posterior (PPT), nicleo pré-tetal olivar (PON) e niicleo
pré-tetal medial (MPN), com a presenca dos trés primeiros niicleos no desenvolvimento deste

trabalho.

2.2.3 Formacao Reticular

A formacido reticular ou nicleo reticular do mesencéfalo (MRN) é uma agregacdo difusa
de neuro6nios separados por uma rede de fibras nervosas que ocupa a parte central do tronco
encefalico. A estrutura da FR n3o corresponde a substancia branca nem a cinzenta, sendo
considerada algo intermediario entre elas. Nesta regido, sao encontradas duas estruturas im-
portantes: a area tegmentar ventral (VTA), com neurdnios ricos em dopamina, e os nicleos
da rafe, continuacdo dos nicleos da rafe da ponte, compostos por neurdnios serotoninérgi-

cos (MACHADO, 2020).

2.3 MOTIVACAO E RECOMPENSA

Aqui, serdo discutidos aspectos relacionados a motivacdo e recompensa, com énfase no
papel da dopamina na modulacdo do comportamento em busca de recompensas. Serdo discu-
tidos os estados motivacionais que influenciam a tomada de decisdo e o comportamento em
busca de recompensas, bem como as diferencas entre recompensas a curto e longo prazo. A
secdo incluird um exame das vias dopaminérgicas, suas interacoes com outras vias cerebrais
e como essas interacdes influenciam o comportamento, com exemplos de como as lesGes nas
estruturas do mesencéfalo podem afetar o comportamento relacionado a recompensa. Este
eixo da fundamentacao tedrica é de extrema relevancia para as discusses do trabalho, pos-

sibilitando entender a relevancia dos sistemas de recompensa a sobrevivéncia e as principais
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vias com padrdes de disparo neurais ja bem estabelecidos na literatura.

2.3.1 Estado Motivacional

Antes de falar de recompensa, é necessario apresentar o conceito de motivacdo. Os estados
motivacionais influenciam o comportamento direcionado a objetivos, de forma que modulam a
atencdo, a selecdo do objetivo, o investimento de esforco na busca de objetivos e a capacidade
de resposta aos estimulos. Os estados motivacionais refletem os desejos de um organismo,
que podem ser influenciados tanto pelo estado fisiolégico quanto por estimulos que predizem
futuras recompensas ou situacoes adversas. Os estados motivacionais dependem, portanto, de
fatores internos e externos. As variaveis internas incluem sinais fisioldgicos, tais quais fome,
sede, alteracdes do ciclo circadiano, etc. Outros fatores internos incluem processos cognitivos
envolvidos em atividade, jogos ou contextos sociais. Quanto as variaveis externas, sdo incluidos
estimulos sensoriais de incentivo a recompensa, ou seja, percebidos pela visdo e olfato, por

exemplo (KANDEL et al., 2021).

2.3.2 Recompensa

Recompensas s3o objetos, estimulos ou atividades que possuem um valor positivo e podem
incitar um animal a mudar de comportamento ou resistir a interrupcao de uma acdo em
andamento. Sistemas neurais que processam recompensa devem ligar a representacao sensorial
inicial da recompensa a comportamentos que respondam a diferentes estados motivacionais
engatilhados por necessidades fisioldgicas e estimulos ambientais. Além disso, este sistema
deve ser capaz de medir os custos e beneficios para proporcionar tomadas de decisdo em prol
de um objetivo. Patologias, tal qual o vicio, podem prejudicar os sistemais neurais envolvidos
na recompensa, levando a comportamentos mal adaptados (KANDEL et al., 2021).

Em 1954, Olds e Milner realizaram estudos de autoestimulacdo elétrica do cérebro em
diversos animais. O trabalho teria como objetivo indicar os circuitos neurais responsaveis
por comportamentos relacionados a recompensa. O fenémeno que leva o animal a trabalhar
para a auto-estimulacdo é chamado de recompensa pela estimulacdo cerebral. A estimulacao
cerebral, portanto, evoca um estado motivacional, um forte impulso para realizar uma ac3o (por
exemplo, pressionar uma alavanca, como na Figura 4) que proporcionard mais estimulac3o.

Efeitos recompensadores podem ser produzidos pela estimulacao elétrica de locais em todos os
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niveis do cérebro, desde o bulbo olfatério até o niicleo do trato solitario. Locais particularmente
eficazes estdo ao longo do trajeto do feixe prosencefalico medial e ao longo de feixes de
fibras orientadas longitudinalmente préximos a linha média do tronco cerebral. A estimulacao
dessas regides resulta na ativacdo de neuronios dopaminérgicos na area tegmental ventral do
mesencéfalo (VTA). Esses neurbnios projetam-se para varias areas do cérebro, incluindo o
nicleo accumbens, a porcao ventromedial da cabeca do nicleo caudado, o prosencéfalo basal

e regides do cortex pré-frontal (KANDEL et al., 2021).
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Figura 4 — Aparato classico para experimentos de autoestimulacao. Neste caso, o roedor tem um eletrodo
implantado em uma regido cerebral, cuja estimulacdo elétrica pode ser realizada ao pressionar a
alavanca (KANDEL et al., 2021).

Embora as vias dopaminérgicos tenham papel majoritario na mediaciao da recompensa
pela estimulacdo cerebral, é importante enfatizar que também hé o envolvimento de vias ndo
dopaminérgicas. Os neurdnios dopaminérgicos que partem do VTA s3o excitados por neuro-
nios glutamatérgicos no cértex pré-frontal e na amigdala, bem como por células colinérgicas
nos nucleos tegmentar laterodorsal e pedunculopontino do tronco encefalico. Por outro lado,
também recebem sinais inibitérios via neurdnios gabaérgicos localizados na prépria VTA, ou
bem préximos a ela. Acredita-se que os neurbnios da VTA s3o, em parte, ativados através
da ativacdo dos neurdnios colinérgicos do tronco encefalico, cujo bloqueio pode acarretar na
atenuacdo dos efeitos recompensadores da estimulacdo elétrica. Os circuitos de recompensa

do cérebro estdo resumidos na Figura 5 (KANDEL et al., 2021).
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Figura 5 — Circuitos de recompensa do Encéfalo. O esquema mostra as principais vias dopaminérgicas, glu-
tamatérgicas e gabaérgicas que envolvem a drea tegmentar ventral (VTA) e o nicleo accumbens
(NAc), em um roedor. As projecdes do VTA liberam dopamina em resposta a estimulos recompen-
satérios e, em alguns casos, a estimulos n3o-recompensatoérios. As vias glutamatérgicas partem do
cortex pré-frontal, do hipocampo e da amigdala para o NAc, e da habénula lateral e do hipotalamo
para a VTA. Vias inibitérias gabaérgicas projetam do NAc para o hipotalamo e a VTA, sendo que
esta Ultima ocorre tanto diretamente quanto indiretamente, via pélido ventral (ndo mostrado).
Além disso, também s3o encontrados interneurdnios inibitérios no NAc e na VTA. Ademais, a VTA
recebe entradas da amigdala e do cértex pré-frontal e de varios nicleos do tronco cerebral que
usam o neurotransmissor acetilcolina (ndo mostrado). Essas vérias entradas controlam aspectos da
percepcdo e da memoria relacionados a recompensa. (KANDEL et al., 2021)

Recompensas podem atender a necessidades regulatérias e ndo regulatérias tanto em es-
calas de tempo curtas quanto longas. Em curto prazo, comportamentos como comer, beber
ou buscar reflgio térmico respondem a desequilibrios fisiol6gicos imediatos, promovendo acdes
rapidas que restauram a homeostase. Por outro lado, recompensas de longo prazo estdo associ-
adas a objetivos mais complexos que ndo se limitam a manutencao fisiolégica, como construir
relacionamentos duradouros, concluir uma formacao educacional ou alcancar metas profissi-
onais. Esses objetivos exigem acdes sequenciais e persisténcia ao longo do tempo, mesmo
quando cada acdo individual n3o resulta em uma recompensa imediata, mas sim no progresso

em direcdo a meta maior. (KANDEL et al., 2021)

2.3.3 O papel da Dopamina

Os efeitos da dopamina sdo bem mais complexos do que se pensava inicialmente. A do-

pamina em si nao produz prazer, na verdade, uma ampla rede de regides do cérebro é que
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processa o grau ou intensidade de recompensacao de um estimulo sensorial. Dentre as areas
envolvidadas, no cértex, citam-se as porcdes somatossensorial, associativa e pré-frontal, e nas
regides subcorticais, a amigdala, o hipocampo, o niicleo accumbens e o pélido ventral (KANDEL
et al., 2021).

Muitas das areas do cérebro cuja atividade é modulada pela antecipacdo ou recebimento
de recompensa recebem entrada dopaminérgica. Schultz e colaboradores descobriram que os
neurdnios dopaminérgicos frequentemente tém um padrdo de respostas a recompensa bastante
complexo e variavel durante o aprendizado. O experimento conduzido estd representado na
Figura 6. Isto sugere que a descarga de dopamina no encéfalo funciona como um sinal preditor

de erro, e ndo uma fonte de prazer (KANDEL et al., 2021).

No prediction
Reward occurs

Reward predicted
Reward occurs

Reward predicted
No reward occurs

Figura 6 — Os neurdnios dopaminérgicos reportam erro na previsdao de recompensa. Os graficos mostram
as taxas de disparo registradas de neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo em macacos acordados
e ativos. No topo: Uma gota de liquido doce é entregue sem aviso a um macaco. A recompensa
inesperada (R) provoca uma resposta nos neurdnios. A recompensa pode, assim, ser interpretada
como um erro positivo na previsido da recompensa. No meio: O macaco foi treinado para que
um estimulo condicionado (CS) preveja uma recompensa. Neste registro, a recompensa ocorre
conforme a previsdo e ndo provoca uma resposta nos neurdnios porque n3o ha erro na previsdo da
recompensa. Os neurdnios s3o ativados pela primeira aparicdo de um estimulo preditivo, mas n3o
pela recompensa. Embaixo: Um estimulo condicionado prevé uma recompensa que ndo ocorre. Os
neur6nios dopaminérgicos mostram uma diminuicdo no disparo no momento em que a recompensa
deveria ter ocorrido, além do aumento no disparo médio no estimulo condicionado. (SCHULTZ;
DAYAN; MONTAGUE, 1997).

Schultz e colaboradores também expandiram essa linha de pesquisa ao explorar miultiplos
sinais de recompensa no cérebro, revelando que os neurdnios dopaminérgicos ndo apenas res-

pondem ao erro de previsdo de recompensa, mas estao envolvidos em processos mais complexos
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de modulacao de comportamentos dirigidos por metas. Além de sinalizarem o erro de previsao,
esses neurdnios contribuem para a expectativa de recompensa, influenciando comportamentos
antes que as recompensas sejam obtidas. Como descrito por Schultz (SCHULTZ, 2000), os
neuronios dopaminérgicos exibem uma ativacdo fasica em resposta a estimulos que preveem
recompensas e sao modulados de acordo com o valor motivacional e a probabilidade da re-
compensa. Isso implica que o sistema dopaminérgico ndo apenas fornece informacdes sobre
recompensas recebidas, mas também sobre a antecipacdo de recompensas futuras, orientando
a tomada de decisdes e o comportamento de busca de recompensa.

Esses achados ampliam a compreensao sobre o papel dos sinais de recompensa no apren-
dizado e no comportamento dirigido por metas. A ideia de que os neur6nios dopaminérgicos
codificam n3o apenas erros de previsdo, mas também expectativas de recompensas, oferece
uma explicacdo para como o cérebro integra informacdes sobre eventos passados e futuros
para otimizar a busca de recompensas. O papel da dopamina no mesencéfalo, particularmente
na area tegmentar ventral e na substancia negra, se alinha a regulacdo de funcGes essenciais
ao controle de comportamento, reforcando o papel da dopamina ndo como uma fonte direta
de prazer, mas como um modulador de aprendizado preditivo e de ajustes comportamentais
frente a novas contingéncias (SCHULTZ, 2000).

De fato, diversos estudos recentes demonstraram uma variacdo consideravel nas proprieda-
des das respostas de diferentes subpopulacdes dos neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo,
de forma que estimulos de recompensa e estimulos desagradaveis podem estimular esses neur6-
nios. O que varia é a prioridade do estimulo: para alguns a resposta é equiparavel, mas, para
outros, ha preferéncia entre um dos dois tipos de estimulo. Em algumas subpopulacdes, o
estimulo positivo estimula a resposta e o negativo a suprime. Entender o papel preciso dessa
mistura de sinais dopaminérgicos permanece sendo uma area de investigacdo cientifica (KAN-

DEL et al., 2021).

2.4 SINAIS DO SISTEMA NERVOSO

A atividade neuronal do sistema nervoso da origem a correntes transmembrana que po-
dem ser medidas por meio de eletrodos no meio extracelular e, através do processamento da
informac3o captada, podem ser estudados diferentes sinais, tais quais Eletroencefalograma
(EEG), Local Field Potential (LFP) e spikes. Para um determinado ponto localizado no Sis-

tema Nervoso, correntes elétricas de diferentes processos celulares se superpdem e geram um
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potencial escalar. A diferenca no potencial de dois pontos distintos da origem ao campo elé-
trico, um vetor, que é o gradiente negativo do potencial escalar. Esses campos elétricos podem
ser monitorados por eletrodos extracelulares, permitindo o estudo das comunicacGes das redes
neuronais. De acordo com o método de gravacao, sinais diferentes sdo obtidos. Quando o ele-
trodo esta posicionado no couro cabeludo, o sinal é referido como EEG; quando na superficie
cortical, obtém-se o Eletrocorticograma (ECoG); e, através de pequenos eletrodos colocados

no cérebro, temos o LFP (BUZSaKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012).

2.4.1 Origem do Campo Elétrico Extracelular

Quaisquer correntes transmembrana, independente de sua natureza, podem gerar, em su-
perposicao, um potencial escalar, com a amplitude do sinal sendo inversamente proporcional
a distancia da corrente ao sitio de aquisicdo do sinal bioelétrico. Estas correntes podem ser
de origem sindptica ou ndo sinaptica. Neste Ultimo caso, as correntes sdo provenientes de
potenciais de acdo rapidos, spikes de calcio, correntes intrinsecas, interacdes de gap junctions
e neurdglia, dentre outras fontes de corrente. Potenciais de acdo rapidos geram as correntes
mais intensas através da membrana neuronal e podem ser identificados como atividade de
unidade ou spike no meio extracelular (BUZSaKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012).

Geralmente, a atividade sinaptica ¢ a principal fonte de corrente extracelular, visto que even-
tos sindpticos lentos facilitam a sobreposicdo temporal das correntes extracelulares, criando
um sinal mensuravel. Neurotransmissores atuam em receptores AMPA e NMDA, permitindo o
fluxo de ions (Na™ e Ca*") para dentro da célula, criando um sumidouro extracelular local. A
partir disso, é gerada uma corrente passiva ou de retorno, que juntamente a corrente gerada
pelo influxo de ions, formam um dipolo ou um n-polo de ordem maior, dependendo da distancia
entre as duas fontes de corrente. Este dipolo ou n-polo ird contribuir para o potencial elétrico
extracelular, representando a principal base fisiolégica do campo elétrico extracelular no caso
de correntes sinapticas. Correntes inibitérias mediadas por receptores GABA 4, em condicdes
normais, tém pouca contribuicdo para o campo extracelular, exceto em neur6nios ativos, em
que essas correntes inibitérias podem gerar correntes transmembrana significativas devido a
despolarizacdo (e, por vezes, hiperpolarizacdo) da membrana (BUZSaKI; ANASTASSIOU; KOCH,
2012).
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2.4.2 Métodos de Gravacao de Eventos Extracelulares da Atividade Neuronal

S3o muitas as formas de registrar a atividade neuronal em termos do campo elétrico ex-
tracelular, sendo exemplos a Eletroencefalografia, Magnetoencefalografia, Eletrocorticografia
e métodos de gravacdo do Local Field Potential (Figura 7). A Eletroencefalografia é uma
das formas de registro mais antigas, sendo largamente utilizada na investigacdo da atividade
elétrica do cérebro. O EEG é obtido através do posicionamento de eletrodos no couro cabe-
ludo, que leva a efeitos de distorcdo e de atenuacdo do sinal devido a presenca de tecidos
entre o cortex, intrinsecos ao método. Outro método nao invasivo é a Magnetoencefalografia,
a qual possui resolucao espaco-temporal 6tima por utilizar sensores de campos magnéticos
extramente sensiveis para medir pequenos campos magnéticos fora do cranio, provenientes
das correntes neuronais. A Eletrocorticografia, por outro lado, é um método invasivo, cujos
eletrodos devem ser posicionados no espaco subdural, de modo a contornar a distorcdo e
a atenuacdo do sinal provocadas pela dura-mater, e pelo cranio e os tecidos moles que o
revestem (BUZS4KI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012).

Os trés métodos supracitados captam principalmente a atividade elétrica que ocorre nas
camadas mais superficiais do cértex. Quando se deseja estudar a atividade neuronal em sitios
mais profundos, sdo inseridos eletrodos de metal ou vidro, ou sondas de silicio, no cérebro,
que resulta no sinal de LFP. A gravacdo de um sinal de banda larga (de corrente continua
até 40 kHz) por meio de um microeletrodo proporciona um sinal com maior robustez em
detalhes, o que permite a melhor investigacao da eletrogénese cortical. Para alcancar uma alta
resolucdo espacial, é necessario dispor de muitos pontos de observacdo, situados a distancias
curtas entre si e com minimo impacto possivel no tecido cerebral. A partir disso, é possivel
monitorar a atividade de disparo de quase todos os neuronios, ou pelo menos de uma amostra
representativa, dentro de um pequeno volume. O progresso nesse campo tem sido acelerado
pela disponibilidade de sondas de silicio micro-usinadas com um ndmero cada vez maior de
eletrodos. Potenciais de acao sincronos de muitos neurdnios podem contribuir de forma signi-
ficativa para os componentes de alta frequéncia do LFP. Por isso, com métodos apropriados,
é possivel extrair informacdes valiosas do LFP sobre a estrutura temporal das populacoes de

neurdnios em disparo, obtendo-se dados de spikes (BUZSaKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012).
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Figura 7 — Métodos de Registro de Eventos Extracelulares da Atividade Neuronal. (a) Registros simul-
taneos de trés eletrodos profundos (cada um com dois locais selecionados) na amigdala e hipocampo
esquerdos (medindo o potencial de campo local, LFP); uma matriz de eletrodos subdurais de 3 x
8 colocada sobre o cértex temporal lateral esquerdo (medindo o eletrocorticograma, ECoG); duas
tiras de quatro contatos colocadas sob a superficie temporal inferior (medindo o ECoG); uma tira
de oito contatos colocada sobre a superficie orbitofrontal esquerda (medindo o ECoG); e eletroen-
cefalografia de couro cabeludo (EEG) sobre ambos os hemisférios (nas posicdes Fz e 02) em um
paciente com epilepsia resistente a medicamentos. Os sinais de amplitude sdo maiores e os padrdes
de alta frequéncia tém maior resolucdo nos locais intracerebrais (LFP) e de ECoG em comparac3o
com o EEG de couro cabeludo. (b) Intervalo de 6 segundos de ondas lentas registrada pelo EEG de
couro cabeludo (Cz, em vermelho) e pelo LFP (em azul) captado por eletrodos profundos coloca-
dos nas camadas profundas da area motora suplementar, cértex entorrinal, hipocampo e amigdala.
Também estdo representadas a atividade de miltiplas unidades (em verde) e os picos de neurdnios
isolados (marcadores pretos). (c) Magnetoencefalograma (MEG; em preto) e EEG de profundidade
do hipocampo anterior (em vermelho) registrados simultaneamente em um paciente com epilep-
sia resistente a medicamentos. (d) Tracados de LFP registrados simultaneamente nas camadas
superficiais ("LFP surface") e profundas ("LFP depth") do cortex motor de um gato anestesiado
e um tracado intracelular ("Intracellular") de um neurbnio piramidal da camada 5. Observa-se a
alternincia de hiperpolarizacdo e despolarizacdo (oscilacio lenta) do neurdnio da camada 5 e as
mudancas correspondentes no LFP. As ondas positivas na camada profunda (préxima ao neurdnio
registrado) também s3o conhecidas como ondas delta. (BUZSaKI; ANASTASSIOU; KOCH, 2012).
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2.5 EVOLUCAO RECENTE DO REGISTRO SIMULTANEO DE GRANDES POPULACOES
DE NEURONIOS

O nlGmero de neurdnios registrados simultaneamente cresceu exponencialmente nas Gltimas
decadas, dobrando a cada sete anos, impulsionado por avancos nas tecnologias de multiele-
trodos e no processamento de dados, até chegar na tecnologia dos neuropixels, utilizada pelo
Projeto Visual Behavior Neuropixels. Os eletrodos que, a principio, eram fabricados manual-
mente, passaram a ser fabricados do forma automatizada em silicio e, aliados a melhorias no
hardware computacional, permitiram registrar sinais de centenas de neurdnios. Esta condicao
criou desafios para as técnicas de analise, que precisam lidar com o aumento de dados e a
complexidade das interacdes neurais. Por isso, é fundamental atenuar as diferencas entre os
eletrodos e o tecido neural, criando interfaces de registro estaveis ao nivel de neurénios individu-
ais. A fabricacdo de tecnologia de semicondutor de 6xido metalico complementar, por exemplo,
possibilitou que os eletrodos fossem reduzidos e funcionalizados, registrando e modulando a
atividade neural de forma precisa e minimamente invasiva, com funcoes elétricas, pticas e
bioquimicas integradas. Essas tecnologias prometem viabilizar o estudo da coordenacao entre
regioes cerebrais distantes, o monitoramento a longo prazo da evolucdo dos circuitos neurais e
o entendimento detalhado de mecanismos de meméria e aprendizagem, revolucionando a com-
preensdo do cérebro em seu estado natural e superando limitacGes tecnolégicas (STEVENSON;

KORDING, 2011; HONG; LIEBER, 2019).

2.5.1 Matrizes de multieletrodos

Na década de 90, Nicolelis e colaboradores descreveram a implementacdo de uma técnica
para gravacoes simultdneas de muitos neurénios individuais em miltiplos locais por meio de
matrizes de multieletrodos. Foram estudados 22 ratos, registrando-se um total de 883 neurénios
por configuracdes de eletrodos como as ilustradas na Figura 8A. Nessas configuracdes, o
espacamento ideal das microfibras para implantes corticais e subcorticais era de 100-250 pm
(Figuras 8B e 8C), sendo que um maximo de 48 microfibras foi implantado por animal. Esse
arranjo permitiu registros simultaneos de neurdnios nos nicleos do ganglio trigeminal (Vg), do
ndcleo principal (PrV) e do niicleo espinhal (SpV) do complexo do tronco encefélico trigeminal,
do ntcleo ventral péstero-medial (VPM) do talamo e do cértex somatossensorial primario (SI)

(Figura 8D). Registros de longo prazo foram obtidos usando microfibras com pontas cegas
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(Figura 8B), que se mostraram muito mais adequadas para gravacdes cronicas de longo prazo
do que eletrodos com pontas finas. As sondas de multieletrodos mostraram-se muito eficazes,
ja que uma média de 2,3 + 0,4 neurdnios pdde ser isolada por microfibra, e, para cada conjunto
de 16 microfibras, uma média de 13,9 + 2,1 eletrodos (ou 86% das microfibras implantadas)

resultou em pelo menos uma unidade discriminavel (NICOLELIS et al., 1997).
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Figura 8 — Configuracdo de Eletrodos para Implantes Cronicos Multinivel (A) Matrizes de microfios (1)
e feixes (2) foram projetados para maximizar a amostragem em vdrias sub-regides das estruturas
corticais e subcorticais de interesse. As matrizes (1) foram utilizadas principalmente para implantes
corticais e taldmicos, enquanto os feixes (2) foram usados para implantes no tronco cerebral.
Transistores de efeito de campo (seta) foram posicionados na cabeca do implante para corrigir a
incompatibilidade de impedancia e amplificar o sinal extracelular. (B) Vista ampliada de uma matriz
de microfios, mostrando duas fileiras de oito microfios pouco antes de um implante cronico. (C)
Vista superior de seis microfios formando uma matriz. Observe o revestimento de Teflon (seta cheia)
envolvendo o microfio de aco inoxidvel até a ponta romba (seta vazada). (D) Exemplo de um
implante multissitio. Barras de escala: (A) 1 mm por divis3o, (B) 250 pm, e (C) 60 pm. (NICOLELIS
et al., 1997).

Um sistema de Processador de Aquisicdo de Muitos Neurbnios (MNAP) (Figura 9) foi
usado para todos os experimentos por Nicolelis e seus colaboradores. A configuracdo deste

sistema foi fundamental para o desempenho das gravacdes populacionais, visto que a estratégia
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visava maximizar o nimero de unidades discriminadas em tempo real, o que reduziu o tempo
gasto na analise off-line. Os sinais analdgicos de diversas formas de onda foram capturados
para validacdo dos parametros de discriminacao. Com essa abordagem, realizaram-se gravacoes
simultaneas em miltiplos locais, o que permitiu a reconstrucdo do fluxo paralelo de informacdes
sensoriais através de varios retransmissores subcorticais e corticais do sistema somatossensorial

trigeminal do rato (Figura 10) (NICOLELIS et al., 1997).
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Figura 9 — Integracao de Configuracdes de Registro e Comportamento. Este diagrama esquematico des-
creve a organizac3o do setup de comportamento e eletrofisiologia para registros de conjuntos neuro-
nais em experimento conduzido por Nicolelis e colaboradores. Um tGinico microcomputador controla
o MNAP de 96 canais e o armazenamento de dados experimentais, transmitidos do MNAP para o
computador pessoal por meio do barramento MXI de alta velocidade. O MNAP é responsavel pela
amostragem de dados, discriminacdo de formas de onda, geracdo de sinais de tempo em tempo
real para sincronizacdo de dispositivos externos, como uma camera de video e a interface de com-
portamento. Uma placa de saida permite a monitorac3o visual e auditiva dos sinais analdgicos.
Os arquivos de dados s3o transmitidos através de uma rede para armazenamento temporario em
uma unidade éptica e, posteriormente, para armazenamento de longo prazo em CD-ROMs. Um
segundo microcomputador edita protocolos de comportamento e controla a configuracdo de com-
portamento. (NICOLELIS et al., 1997).
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Figura 10 — Registros Multiniveis em Animais em Comportamento. Registros simultaneos de conjuntos
neuronais em miultiplos niveis permitiram quantificar a propagacao espaco-temporal da ativacdo
neuronal através de varios niveis de processamento do sistema somatossensorial trigeminal do rato,
apds a estimulacdo de um dnico bigode. Em cada nivel da via, graficos em 3D foram utilizados para
representar os padrdes de atividade dos conjuntos neuronais. Nestes graficos, o eixo x representa
o tempo pés-estimulo (em ms), o eixo y representa o nimero de neurdnios registrados em cada
nivel, e o gradiente codificado por cores no eixo z foi usado para representar a magnitude da
resposta dos neurdnios (em picos/s). Neste esquema, vermelho escuro indica a maior taxa de
disparo (140-150 picos/s), e verde escuro indica a menor taxa de disparo (0-10 picos/s). SI,
cértex somatossensorial; VPM, nicleo medial posterior ventral do tdlamo; SpV, nicleo espinhal
do complexo do tronco encefélico trigeminal; e PrV, nicleo principal do complexo trigeminal do
tronco encefélico. (NICOLELIS et al., 1997).

2.5.2 Sondas montadas em silicio

Com o advento de novas técnicas de gravacao extracelular multissitios, foi possivel realizar a
triangulacdo de distancias para o isolamento e identificacdo individual dos neurdnios (Figura 11.
Idealmente, as pontas dos eletrodos estdo separadas no espaco tridimensional para que uma
triangulacdo inequivoca seja possivel em um volume. Isso pode ser feito com quatro fios
espacados com cerca de 50 pm de distancia, no caso dos tetrodos, ou por meio de sondas
montadas em silicio, as silicon probes (BUZS4KI, 2004).

Os tetrodos de fio tém varias vantagens sobre eletrodos tnicos de ponta afiada, incluindo
maior rendimento de unidades, pontas de gravacdo de baixa impedancia e estabilidade me-
canica. Como a ponta de gravacao ndo precisa ser colocada nas proximidades imediatas do
neurdnio, sdo possiveis gravacdes de longo prazo em animais em comportamento. Estes ele-
trodos podem registrar células a até 140 ym lateralmente do corpo celular em que esté posici-
onado. Um cilindro com raio de 140 pm contém aproximadamente 1.000 neurdnios no cértex
de rato, que é o nimero de células teoricamente registraveis por um dnico eletrodo (Figura

11). No entanto, na prética, apenas uma pequena fracdo dos neurdnios pode ser separada com
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seguranca usando as sondas e algoritmos de classificacdo de picos atualmente disponiveis. Os
neurdnios restantes podem ser danificados pela ponta cega dos fios préximos, podem ser silen-
ciosos ou muito pequenos em amplitude. Assim, ha uma grande diferenca entre o nimero de
neuronios registrados rotineiramente e o nimero teoricamente registravel. Ademais, o eletrodo
idealmente possui um volume muito pequeno, de modo que o dano ao tecido seja minimizado.
No entanto, um nimero muito grande de locais de gravacao é ideal para monitorar muitos

neurdnios (BUZS4KI, 2004).
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Figura 11 — A qualidade do isolamento das unidades varia em funcado da distancia do eletrodo. Ele-
trodos de miltiplos sitios (tetrodo de fio, por exemplo) podem estimar a posicdo dos neurdnios
registrados por triangulacdo. A distancia entre as pontas visiveis dos eletrodos e uma Unica célula
piramidal (representada por tridngulos) é indicada por setas. A amplitude do sinal dos neurdnios
(>60 pV) dentro do cilindro cinza (com raio de 50 pm), que contém aproximadamente 100 neurd-
nios, é suficientemente grande para permitir a separacdo por métodos de agrupamento atualmente
disponiveis. Embora a amplitude do pico extracelular registrado diminua rapidamente com a dis-
tancia, é possivel detectar neurdnios em um raio de até 140 pym, abrangendo aproximadamente
1.000 neurdnios no cértex de rato, sendo necessario métodos aprimorados de gravacio e agrupa-
mento para registrar um niimero de neurdnios real maior. (BUZSaKI, 2004).

As silicon probes, apesar de oferecem as mesmas vantagens dos principios de gravacao dos
tetrodos, sao substancialmente menores em tamanho, promovendo menos dano aos tecidos.
Além disso, multiplos locais de gravacdo podem ser dispostos em uma distancia maior, per-
mitindo a gravacdo simultanea da atividade neuronal em varias camadas corticais. As sondas
do tipo multieixo podem registrar até cem neurdnios bem separados (Figura 12). E impor-
tante destacar que a distribuicio geometricamente precisa dos locais de gravacdo permite

a determinacao da relacdo espacial dos neurdnios isolados, sendo essencial para o estudo da
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representacido e transformacdo espaco-temporal dos estimulos pelos conjuntos neuronais (BUZ-

SaKl, 2004).

Figura 12 — Registro de Alta Densidade da Atividade de Unidades na Area Somatossensorial do Cértex
de Rato. (a) Posicionamento de uma sonda de silicio com oito hastes na camada 5. Os oito locais
de gravacdo de iridio nas extremidades da ponta (detalhe) estdo conectados aos componentes
eletrdnicos extracranianos por meio de interconexdes de 2 pm. (b) Um curto intervalo de gravacdo
bruta, ilustrando a atividade de campo e de unidades (1-5 kHz). Observe a presenca de picos em
vérios locais da mesma haste (codificados por cores) e a auséncia de picos entre diferentes hastes,
indicando que eletrodos posicionados a < 200 pm lateralmente registram de diferentes populacdes
celulares. (c) Vistas bidimensionais de clusters de unidades (de um total de 28 visualiza¢des
possiveis com uma sonda de oito locais) de uma dnica haste. Os clusters s3o codificados por
cores. O sucesso da separacdo dos clusters é quantificado medindo a distdncia de Mahalanobis
a partir do centro de um cluster especifico, dentro da qual pertencem tantos pontos a outros
clusters quanto ao cluster especificado. Valores maiores da "distancia de isolamento"(a direita)
correspondem a um isolamento neuronal progressivamente melhor. (BUZSaKI, 2004).

2.5.3 Neuropixels

Jun e colaboradores desenvolveram a sonda Neuropixels para atender a necessidade de

registrar grandes populacdes de neurdnios em miltiplas regides cerebrais simultaneamente
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e em animais livres. Esse dispositivo de silicio integra 384 canais de gravacao que podem
ser programados para acessar 960 sitios distribuidos ao longo de um shank de 10 mm de
comprimento e 70 x 20 pm de sec3do transversal. Essa configuracao permite um registro denso
em um Unico shank, superando as sondas multieletrodo tradicionais que utilizam multiplos
shanks. A sonda inclui amplificadores, multiplexadores e conversores digitais integrados em
sua base, o que proporciona transmissdo digital sem ruido e permite a captura de dados de

alta qualidade (Figura 13) (JUN et al., 2017).
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Figura 13 — A sonda Neuropixels. (a) llustracdo da ponta da sonda, mostrando a disposicdo dos locais
em padr3o de tabuleiro de xadrez (quadrados escuros). (b) Imagem da ponta da sonda obtida
com microscépio eletrdnico de varredura. (c) Embalagem da sonda, incluindo o cabo flexivel e o
headstage para transmiss3o bidirecional de dados. (d) Exemplo dos niveis de ruido r.m.s. da banda
AP em solucio salina, para 384 locais (op¢do comutével). Média + desvio padrdo = 5.1£0.6 V.
(e) Impedancia tipica dos locais em solucdo salina, para 384 locais, medida para cada local com
correntes injetadas de 1 nA em frequéncia de 1 kHz (ver Métodos). Média + desvio padrio =
149 £+ 6 k. (JUN et al., 2017)

Em experimentos com camundongos e ratos, as sondas Neuropixels registraram com su-
cesso a atividade de centenas de neurdnios ao longo de diversas estruturas cerebrais em animais
acordados, fixos ou livres. Usando duas sondas, os pesquisadores capturaram a atividade de

mais de 700 neuronios individuais distribuidos por cinco regides cerebrais simultaneamente,
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incluindo cértex visual, hipocampo e tadlamo (Figura 14). Além disso, a alta densidade de gra-
vac3do permite a identificacdo de bordas anatomicas entre regides neurais com base em padrdes
de atividade e potenciais de campo local (LFPs), demonstrando a capacidade da sonda em
diferenciar e mapear areas funcionais com precisdo. Esses avancos tornam as sondas Neuro-
pixels ideais para estudar a coordenacdo neural em larga escala em tarefas comportamentais

complexas (JUN et al., 2017).
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Figura 14 — Registro de grandes populacdes neuronais com uma unica sonda em um camundongo
acordado com a cabeca fixa. Os sinais foram adquiridos de uma sonda Neuropixels inserida no
cértex visual primério (V1), nas regides CAl e giro denteado (DG) do hipocampo, e no niicleo
posterior lateral (LP) do talamo. As fronteiras aproximadas das estruturas sdo mostradas em
cinza ao lado da escala de profundidade da sonda. Nos mapas de calor, cada quadrado representa
um (dnico sitio de gravac3o. (@) Amplitude r.m.s. do sinal na banda de potenciais de ac3o (AP)
para intervalos de 1 segundo, com média de 10 intervalos. (b) Taxa de disparo medida a partir
das passagens da banda AP com um limiar de -50 pV, em um intervalo de 10 segundos. (c)
Poténcia da banda gama do LFP (35-80 Hz), calculada pelo método de Welch em um intervalo
de 1 segundo, com média de 10 intervalos. (d) Distribuicdo das localiza¢des dos neurénios tnicos
putativos (canal com amplitude maxima), suavizada com um filtro Gaussiano unidimensional
(raio = 4,5 sitios). (e) Indice de modulacdo visual da atividade de disparo em resposta a uma
estimulac3o visual de 20 Hz (duracdo de 15 segundos), para os neurdnios (inicos mais préximos
de cada sitio de gravacdo, suavizado com um filtro Gaussiano unidimensional (raio = 6 sitios).
Atras dos mapas de calor, estdo tracados exemplos de cada vigésimo quinto canal mostrado para
a banda AP (atris dos painéis a e b) e para a banda LFP (atrds do painel c), juntamente com
exemplos de rastros de picos para todos os neurdnios isolados putativos (atrds dos painéis d e e,
durante a estimulaco visual de cintilacdo); n = 103 neurdnios no tilamo, 41 no hipocampo e
62 no cortex. Barras de escala vertical /horizontal: banda AP (a, b), 315 pV/165 ms; banda LFP
(c), 1.550 pV/290 ms; neurdnio Gnico (d, e), 2,6 s. (f) Reconstrugdo histolégica da trajetéria
da sonda com coloracdo DAPI (azul) e Dil (vermelho). (g) Imagens correspondentes 81 e 82 do
Atlas do Cérebro de Camundongo Allen.

No artigo de Siegle e colaboradores, o processamento de dados dos registros Neuropixels
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envolve varias etapas essenciais, desde a aquisicao até a filtragem e organizacdo para analises
subsequentes (Figura 15). Inicialmente, o sinal coletado é dividido em duas bandas distin-
tas: a banda de picos, que captura a atividade rapida dos neurbnios (spikes) com taxa de
amostragem de 30 kHz e um filtro de alta frequéncia, e a banda do LFP, cuja amostragem
se dd a uma taxa de 2,5 kHz e a filtragem em uma banda de baixa frequéncia. A banda
de picos passa por uma sequéncia de pré-processamento que inclui subtracdo de medianas,
filtracao e etapas de whitening para remover ruidos e normalizar o sinal, ajudando a manter
a qualidade do sinal. Em seguida, para o processamento dos picos, o sinal é preparado para
a classificacdo de picos (spike sorting) com o uso do algoritmo Kilosort2, que identifica e
agrupa padroes de atividade neuronal em unidades separadas. Apds essa classificacao inicial,
os dados sdo organizados no formato Neurodata Without Borders (NWB), padréo que facilita
o compartilhamento e reutilizacdo dos dados. Finalmente, um processo de controle de quali-
dade é aplicado para remover unidades que n3o apresentem sinais claros de atividade neural,
garantindo a confiabilidade dos dados para analises posteriores, como a relacao entre atividade

neural e comportamento (SIEGLE et al., 2021).
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Figura 15 — Etapas de processamento de dados. (a) Os dados da sonda Neuropixels sdo divididos no nivel
de hardware em dois fluxos separados para cada eletrodo: banda de disparos e banda de LFP. (b)
A banda de disparos passa por etapas de subtracdo de offset, subtracdo da mediana e whitening
antes da classificacdo. Os dados resultantes podem ser visualizados como uma imagem, com
dimensBes de tempo e canais, e cores correspondendo aos niveis de tensdo. (c) Os dados de LFP
sdo reduzidos para 1.25 kHz e espacamento de canal de 40 um antes da embalagem. (d) Usamos
o Kilosort2 para combinar templates de disparo aos dados brutos. A saida desse algoritmo pode
ser usada para reconstruir os dados originais usando informacdes sobre a forma, os tempos e as
amplitudes dos templates. (e) Os dados de disparo e LFP sdo embalados em arquivos NWB 2.0.
(f) As saidas do Kilosort2 passam por um procedimento de controle de qualidade semi-automético
para remover unidades com formas de onda artefatuais. Apenas unidades com caracteristicas de
disparo ébvias s3o usadas para anélises posteriores. (SIEGLE et al., 2021)
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3 METODOLOGIA

O capitulo de metodologia deste trabalho descreve os procedimentos experimentais e ana-
liticos adotados para investigar a codificacdo de recompensa no mesencéfalo por meio da base
de dados publica do projeto Visual Behavior Neuropixels. O capitulo é estruturado em trés
secoes principais. A primeira sec3o, intitulada Descricao geral dos experimentos, apresenta
o projeto Visual Behavior Neuropixels e uma visdo detalhada do fluxo experimental seguido
no estudo, incluindo o treinamento dos camundongos e a tarefa comportamental de deteccdo
de mudancas, que envolve estimulos visuais e recompensa com agua. A segunda secao, Visao
geral dos dados, aborda as caracteristicas do conjunto de dados utilizado, destacando as
condicGes experimentais, os diferentes genétipos de camundongos e as variaveis associadas ao
nivel de experiéncia e ao tipo de estimulo apresentado. A dltima seciao, Metodologia da ana-
lise dos dados, descreve as abordagens estatisticas aplicadas a analise dos dados, incluindo
a construcdo de histogramas de tempos peri-estimulo (PSTH), o calculo do coeficiente de
correlacao de Pearson e a aplicacao de testes de hipdtese para comparar as distribuicdes ob-
tidas via dados experimentais. Cada uma dessas etapas é crucial para entender os padrdes de
codificacdo neural observados nas regidoes do mesencéfalo durante a tarefa visualmente guiada,

com foco na recompensa € no comportamento dos camundongos.

3.1 DESCRICAO GERAL DOS EXPERIMENTOS

3.1.1 O projeto Visual Behavior Neuropixels

Este trabalho irad utilizar a base de dados publica do projeto Visual Behavior Neuropixels,
que utiliza a plataforma da Allen Brain Observatory para gravacGes de atividade neural de
camundongos enquanto realizavam uma tarefa visualmente guiada, através de neuropixels. A
base de dados contém medidas comportamentais e neurais de 81 camundongos ao longo de 153
sessoes, que fornecem mais de 319 mil unidades medidas no cértex visual, talamo, hipocampo
e mesencéfalo, simultaneamente (PROGRAM, 2022). O trabalho ird focar especialmente em
dados provenientes de regides do mesencéfalo. Os dados, que incluem séries temporais, eventos
comportamentais e metadados experimentais, estdo compactados em arquivos do Neurodata
Without Borders (NWB; Teeters et al, 2015) que podem ser acessados e analisados através

do AllenSDK, um software de cédigo aberto em Python.


https://portal.brain-map.org/circuits-behavior/visual-behavior-neuropixels

42

O fluxo de trabalho do Allen Brain Observatory Neuropixel consiste em 8 principais etapas,
descritas na Tabela 1, que preparam o animal através de cirurgias para colocacdo e troca de
implantes, mapeamento de area visual, treinamento e posicionamento das probes. As gravacoes
foram feitas com sondas Neuropixels 1.0, inserindo-se até 6 sondas simultaneamente em cada
camundongo por até dois dias consecutivos de gravacao. Apds o primeiro dia de gravacao, as
sondas foram removidas e o camundongo foi devolvido a sua gaiola de origem. No segundo
dia de gravacao, as sondas foram reinseridas. As sondas foram tipicamente inseridas de 3 a

3,5 mm, resultando em 300 a 350 sitios de gravacao por sonda.

Etapa Descricao

Implantacdo de um implante de estrutura de cabeca, seguida de cra-
Cirurgia niotomia e durotomia, e insercao de um implante craniano de vidro
transparente

Utilizagdo da técnica de Intrinsic Signal Imaging (ISI) para delinear
os limites funcionais da area visual, a fim de viabilizar o adequado
posicionamento de probes de neuropixels

Mapeamento
da area visual

Habituar camundongos a longos periodos de fixacdo da cabeca na roda
Treinamento de corrida e pré-expor os camundongos a todo o conjunto de estimulos
visuais incluidos no conjunto de dados experimentais

Troca do im- O implante craniano de vidro é substituido por um de plastico, com
plante orificios apropriados para a insercdo de probes

Primeira sessao Primeiro dia de gravacdo com neuropixels

Avaliacao do Remocao das probes e retorno dos camundongos para o viveiro e, em
posicionamento seguida, spike sort com os dados da primeira sessdo e geracdo dos
das probes campos receptivos

Segundo dia de gravacdo com neuropixels, apds analise dos campos
Segunda sessdao receptivos obtidos através dos dados do primeiro dia e ajuste da colo-
cacao da probe

Recuperacdo de locais de gravacdo usando tomografia de projecdo ép-

Imagem ex vivo .
tica

Tabela 1 — Descricdo do fluxo de trabalho do Allen Observatory Neuropixel. (SCIENCE, 2023)

3.1.2 O experimento

Inicialmente, os camundongos s3o submetidos a um treinamento padronizado, no qual eles
primeiro aprendem a detectar mudancas de orientacao usando estimulos de grades estaticas,
depois passam para grades piscantes e, em seguida, aprendem a detectar mudancas na identi-

dade de imagens de cenas naturais. Cada sessdo incluiu 8 imagens, totalizando 64 transicdes
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possiveis. As imagens utilizadas neste estudo foram um subconjunto selecionado do conjunto
de estimulos de cenas naturais usado no Visual Coding Allen Brain Observatory. A tarefa esta

descrita na Figura 16.
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Figura 16 — Tarefa de deteccao de mudancas. A linha superior mostra a sequéncia continua de apresenta-
¢bes de estimulos (250 ms por estimulo), com intervalos de tela cinza entre os estimulos (500 ms),
exibidos ao camundongo durante uma sessio de comportamento. A esquerda, na parte inferior,
sdo mostrados os dois tipos de ensaio na tarefa: ensaios "go", onde a identidade do estimulo muda
e o camundongo deve lamber dentro de uma janela de resposta de 750 ms para ganhar uma re-
compensa de dgua, e ensaios "catch", onde a identidade da imagem ndo muda e o comportamento
de lamber por alarme falso é quantificado. A direita, na parte inferior, estd a configuracio do ex-
perimento, com os estimulos exibidos em um monitor voltado para o olho direito do camundongo,
um bico de lamber para deteccdo de resposta (via sensor capacitivo) e entrega de recompensa de
dgua, e uma roda de corrida. (SCIENCE, 2023)

Uma vez que a fase de treinamento foi bem sucedida, os camundongos estardo aptos a
gravacao das sessdes. Cada um deles passa por duas sessdes experimentais com Neuropixels.
Durante uma das sessdes, as imagens utilizadas sdo as mesmas do treinamento (nivel de ex-
periéncia: familiar), enquanto que na outra sess3o a tarefa é realizada com um conjunto novo
de imagens (nivel de experiéncia: novo). Isso permite a avaliacdo do impacto da novidade na
codificacao neural para estimulos e informacdes comportamentais. Cada sessdo é divida em 6
blocos, descritos na Tabela 2. Ao final de cada sessdo, no ultimo bloco, os camundongos sao
submetidos a uma etapa de visualizacdo passiva, que equivale a retracao do bico de lamber
e, consequentemente, a impossibilidade de recompensa. Esse intervalo de visualizacdo passiva
permite a andlise da atividade sensorial sem envolvimento na tarefa. Por fim, durante as ses-
sdes de gravacdo, os estimulos foram omitidos com uma probabilidade de 5%, interrompendo
a cadéncia esperada das apresentacdes de imagens piscantes. As mudancas de estimulo, o esti-
mulo imediatamente anterior a mudanca e o estimulo imediatamente posterior a uma omissao
nunca foram omitidos. O design experimental contendo o conjunto de imagens utilizado, o

fluxo de trabalho de treinamento e de gravacao, uma visdo geral da sessdo experimental e a
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estrutura da tarefa de deteccdo de mudanca, est3o sintetizados na Figura 17. (SCIENCE, 2023)

Tabela 2 — Descricdo dos Blocos

Bloco Descricao
Tarefa de deteccdo de mudancas. Imagens naturais sdo apresentadas repe-
0 tidamente e o camundongo é recompensado por lamber o bico quando a
identidade da imagem muda.
1 Breve tela cinza.
Mapeamento do campo receptivo. Estimulos Gabor usados para mapeamento
2 do campo receptivo. Para mais detalhes sobre este estimulo, consulte este
caderno.
3 Tela cinza mais longa.
4 Flash de campo completo, mostrado a 80% de contraste. Os flashes podem
ser pretos (cor = -1) ou brancos (cor = 1).
Repeticdo passiva. Reproducao quadro a quadro do estimulo mostrado du-
5 rante a tarefa de deteccdo de mudancas (bloco 0), mas agora com o bico de

lamber recolhido, para que o animal n3o possa mais participar da tarefa.
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Figura 17 — Design Experimental. (a) Conjuntos de Imagens Usados para o Comportamento: foram utiliza-
dos dois conjuntos de imagens, G e H, ambos compostos por 8 imagens naturais. Duas imagens
apareceram em ambos conjuntos, permitindo a andlise da novidade do estimulo dentro da mesma
sessdo. (b) Fluxo de Trabalho de Treinamento e Gravaco: cada camundongo foi treinado com
um dos dois conjuntos de imagens (G ou H). Uma vez que o treino foi bem sucedido, eles foram
habituados ao equipamento experimental. Apds a habituacdo, a atividade neural foi registrada
enquanto o camundongo realizava a tarefa de comportamento em dois dias consecutivos de gra-
vacdo. Um dia de gravacdo usou o conjunto de imagens familiar ao camundongo do treinamento
e o outro usou o conjunto de imagens novas. Os nimeros em cada caixa indicam o ndmero de
sessGes no conjunto de dados para cada trajeto de treinamento, conforme retornado pelas flags
padréo do SDK. O ndmero total de sessdes disponiveis (sem filtros padréo) estd entre parénteses.
(c) Vis3o Geral da Sessdo Experimental: cada sessdo de gravac3o consistiu em 4 principais fases
de estimulo: (i) comportamento ativo, durante o qual o camundongo realizou a tarefa de deteccdo
de mudancas (bloco 0), (ii) caracterizagdo do campo receptivo usando Gabor e flashes de campo
completo (blocos 1-4), (iii) reproducdo passiva, durante a qual os estimulos encontrados durante
o comportamento ativo foram reproduzidos, mas sem o bico de lamber (bloco 5), e (iv) optotag-
ging. (d) Estrutura da Tarefa de Deteccdo de Mudangas: Durante a tarefa, os camundongos sdo
apresentados a uma série continua de estimulos brevemente apresentados e ganham recompensas
de dgua ao relatar corretamente quando a identidade da imagem muda. A cadéncia regular das
apresentacées de estimulo foi ocasionalmente interrompida por uma omissdo de estimulo, que
ocorreu aleatoriamente em 5% dos estimulos sem mudanca. (SCIENCE, 2023)
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3.2 VISAO GERAL DOS DADOS

O conjunto de dados varia em gendtipo, nimero da sessao, conjunto de imagens e nivel de
experiéncia. O projeto utilizou camundongos de 3 genétipos diferentes, sendo eles, SST, VIP e
C57BL6J. As dimensdes niimero da sessdo, conjunto de imagens e nivel de experiéncia indicam,
respectivamente, o dia da sessdo (primeiro ou segundo), o conjunto de imagens utilizado (G
ou H) e se o conjunto de imagens mostrado na sess3o era familiar ou novo. A Tabela 3 contém
um resumo do nimero de sessGes disponiveis, sem anormalidades, nas quatro dimensGes do

conjunto de dados descritas acima. (SCIENCE, 2023)

Nuamero da Sessao Conjunto de Imagens Experiéncia Genétipo

SST VIP (C57BL6J

1 G Familiar 19.0 11.0 8.0
1 H Familiar 0.0 0.0 10.0
1 H Novo 3.0 0.0 0.0
2 G Familiar 30 0.0 0.0
2 G Novo 0.0 0.0 10.0
2 H

Novo 18.0 11.0 10.0

Tabela 3 — Nidmero de sessdes para cada condicdo conforme retornado por padrdo pelo SDK (sem anormali-
dades). (SCIENCE, 2023)

Para este trabalho, foram selecionados os camundongos do genétipo C57BL6J, que cor-
responde a camundongos selvagens, com nivel de experiéncia Novo, obtendo-se 10 sesses.
A partir disto, obteve-se o conjunto de dados que sera utilizado, selecionando-se apenas as
unidades neuronais do mesencéfalo. As areas disponiveis na base de dados foram APN, MRN,
SCig, SCiw, NOT, PPT e, por dltimo, um conjunto de células inespecificas do mesencéfalo,

intitulado MB. A quantidade de unidades por area e por sexo esta registrada na Tabela 4.

APN MB MRN SCig SCiw NOT PPT Total

Masculino 537 172 228 135 5 51 23 1151
Feminino 500 106 112 95 3 19 0 835
Total 1037 278 340 230 8 70 23 1986

Tabela 4 — Ndmero de unidades do mesencéfalo por area e por sexo.
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3.3 METODOLOGIA DA ANALISE DOS DADOS

Na analise dos dados, serd aplicada uma metodologia que conta com ferramentas mate-
maticas e estatistcas, incluindo o histograma de tempos peri-estimulo (PSTH), a correlacdo

de Pearson e testes de hipédtese.

3.3.1 PSTH

O PSTH é um histograma que informa a quantidade média de disparos de um neurdnio em
intervalos de tempo de mesmo tamanho dentro de uma janela de tempo peri-estimulo, com
o estimulo ocorrendo em t,. Ou seja, para obter a medida de PSTH, é necesséario selecionar

varios ensaios de tamanho ¢ que incluam o estimulo, definir a largura At do chamado bin

X

size, de modo a se obter A7

intervalos, e calcular a média de disparos em cada intervalo. A
figura 18 é um diagrama esquematico de obtencdo do PSTH. Para este trabalho, os parametros
escolhidos foram: (i) ¢y é o tempo em que ocorreu a recompensa; (ii) o tamanho da amostra
foi de 2.5 's, com inicio em ¢y — 0.5 s e término em ¢y + 2 s; e (iii) o bin size selecionado foi

de 20 ms.

3.3.2 Coeficiente de correlacao de Pearson

O coeficiente de correlacdo de Pearson (p) mede o grau de correlacdo entre duas variaveis,
avaliando intensidade e direcao de relacoes lineares. Calcula-se o coeficiente através da seguinte

expressao:

o= Yici (@i — %) (yi — 7)) _ cov(X,Y) |
\/Z?:l(%‘ —z)?- \/2?21(% - 9)° \/var(X) -var(Y)

em que n é a quantidade de medidas de cada variavel, z; é o i-ésimo valor medido da

variavel X, y; é o i-ésimo valor medido da variavel Y, e & e y sdo as médias aritméticas de
ambas variaveis. O valor do coeficiente varia entre -1 e 1. O sinal indica a direcdo da correlacdo
(positiva ou negativa) e o médulo indica a intensidade ou forca. A interpretacdo do valor do

coeficiente esta na Tabela 5.
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Obtencéao das janelas

to
! Bin Size
1
1

ml Fim

Inicio

Tamanho da janela

T

Lista de Instantes
de Recompensa

Reward Times (to)
0.054376
0.153293
0.250295
0.352735
0.451023
1.002139
1.501239
1.754525

Calculo da Taxa
Média de Disparo

Obtencao do PSTH

10

@

Média da Taxa de Disparo para n janelas:

Taxa Média = Z(Taxas de Disparo)

T

Taxa de Disparo para uma janela:

__Contagem de disparos no Bin
Taxa = Bin Size

T

Lista de Instantes de
Disparo de um neurdnio

Spike Times
0.123456
0.124567
0.125678
0.126789
0.127890
0.128901
0.129012

Taxa média de disparos

-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Tempo (s)

2.0

Figura 18 — Metodologia de obtencdo do PSTH. A partir da lista de instantes de recompensa, sdo obtidas
as janelas de tempo, com os tamanhos de largura da janela e de bin pré-estabelecidos. O inicio
da janela ocorre em tg — 0.5 s e o fim da janela, em ¢y + 2 s. Em seguida, utiliza-se a lista
de instantes de disparo de uma unidade para contar quantas vezes um neurOnio disparou em
cada bin, para cada janela. Ao final, calcula-se a média de disparo em cada bin, considerando
todas as janelas, ou seja, todos os instantes de recompensa do neurdnio. O resultado final é um
histograma da quantidade média de disparos do neurdnio em torno do estimulo, o PSTH, que
pode ser visualizado graficamente.

Intervalo do Coeficiente Forca da Correlacao

Direcao da Correlacao

09<|r| <1
0.7 < |r| <0.9
0.5 < |r] < 0.7
0.3<|r| <0.5
0<|r<0.3

Muito Forte
Forte
Moderada
Fraca

Desprezivel

Positiva (+) ou Negativa

Positiva (+) ou Negativa
(+)

Positiva (+)
(+)

Positiva
Negativa

(-)
)
ou Negativa (-)
ou (-)
Positiva ou Negativa (-)

Tabela 5 — Interpretacdo do Coeficiente de Pearson.

3.3.3 Testes de hipétese

Na metodologia do trabalho, foram empregados testes de hipéteses para analisar a norma-

lidade dos dados e comparar grupos independentes. O Teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para

avaliar a normalidade das distribuicGes dos dados. O teste de Shapiro-Wilk testa a hipotese

nula de que uma amostra x1, ..., x,, veio de uma populacdo normalmente distribuida. Assim,

se o valor p for menor que o nivel de significdncia a escolhido (aqui, escolhe-se o < 0.05),



49

a hipdtese nula é rejeitada e ha evidéncias de que os dados testados ndo sao normalmente
distribuidos. Por outro lado, se o valor de p for maior do que o nivel de significancia escolhido,
a hipétese nula (de que os dados vieram de uma populacdo normalmente distribuida) n3o
pode ser rejeitada. Caso o teste indique que os dados n3ao seguem uma distribuicdo normal,
isso sugere a utilizacdo de métodos estatisticos ndo paramétricos, que ndao assumem a nor-
malidade dos dados, para a comparacao entre populacdes diferentes. A partir dessa andlise, é
possivel definir a adequacdo de testes estatisticos subsequentes, garantindo que as suposicoes
necessarias sejam atendidas para a validade das conclusodes.

Diante da confirmac3do de que os dados estudados n3ao seguem uma distribuicao normal, o
Teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar duas amostras independentes. Este teste
ndo paramétrico é uma alternativa robusta ao teste t de Student para amostras independentes,
especialmente quando as suposicoes de normalidade ndo sao atendidas. A hipdtese nula, neste
caso, é de que as duas amostras seguem a mesma distribuicdo. O Teste de Mann-Whitney
pode ser aplicado em trés contextos distintos: o teste bilateral, que avalia se ha uma diferenca
significativa entre as medianas de duas amostras, e os testes unilaterais, que incluem o teste
unilateral superior (ou maior que), que verifica se a mediana da primeira amostra é maior do
que a da segunda, e o teste unilateral inferior (ou menor que), que avalia se a mediana da
primeira amostra é menor do que a da segunda. Em todos os casos, a hipdtese nula é rejeitada
para p < «, sendo que também sera utilizado um nivel de significancia o = 0.05 nas analises

que utilizam este teste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados deste trabalho sob o olhar de duas princi-
pais distribuicdes: (i) distribuices de taxas de disparo; e (ii) distribuicdes de correlacdo, tanto
de PSTH quanto de registros de atividade espontanea.

As distribuicoes de taxas de disparo neuronal possibilitam o estudo funcional de varias
areas do cérebro, incluindo cértex, hipocampo e medula espinhal (MIZUSEKI; BUZS4KI, 2013;
BUZS4KI; MIZUSEKI, 2014; LINDéN; BERG, 2021). O estudo dessas distribuices é motivado
pela importancia de algumas caracteristicas estabelecidas pela literatura, como a assimetria e
homeostasia destas. A natureza assimétrica das distribuicGes de taxas de disparo neuronal é
uma descoberta consistente em diversos estados e regides cerebrais e pode ser atribuida a ndo-
linearidade da curva f-I (curva de frequéncia-corrente), influenciada pela atividade sinaptica
em andamento (MIZUSEKI; BUZS4KI, 2013; ROXIN et al.,, 2011). A prevaléncia de distribuicdes
assimétricas em diversos parametros cerebrais sugere um aspecto fundamental da organizacao
e caracterizacao da complexidade do cérebro, sugerindo que caracteristicas anatomicas e fisi-
oldgicas no cérebro apresentam variacOes assimétricas que nao podem ser resumidas por uma
Unica média (BUZS4KI; MIZUSEKI, 2014). Além disso, estudos recentes demonstraram uma ca-
pacidade do cérebro de manter uma taxa de disparo estavel para seus neurdnios (homeostasia),

mesmo diante de entradas flutuantes, no cértex visual de roedores (HENGEN et al., 2013).

4.1 DISTRIBUICAO DAS TAXAS DE DISPARO NO ENCEFALO

As distribuicdes das taxas de disparo de neurdnios nas sessdes estudadas foram obtidas
para Cértex, Hipocampo, Mesencéfalo e Talamo. Primeiramente, foram obtidas as medidas de
tendéncia central e de dispersao de cada uma das distribuicoes. A média e desvio-padrao no
mesencéfalo (11,51 + 14, 33) indicaram uma maior variabilidade quando comparadas com as
outras regides do encéfalo, o cortex (5,24 + 5,53), o hipocampo (6,77 £ 8,22) e o talamo
(9,04 +£9,87). As medianas de taxa de disparo ao longo do cértex, do hipocampo, do mesen-
céfalo e do talamo sao, respectivamente, 3,60, 4,28, 5,83 e 6,83. Em seguida, foi realizado o
teste de Shapiro-Wilk para verificar a hipétese de normalidade dessas distribuicGes, obtendo-
se p < 0,01 para todas as ocasides. A partir disso, performou-se o teste ndo-paramétrico de

Mann-Whitney, de modo que o mesencéfalo apresentou a mediana da taxa de disparo maior
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que as do cértex e do hipocampo, com p < 0,01 (teste bilateral), mas mantendo-se a hipdtese
nula de que o tadlamo possui a mediana igual a do mesencéfalo (p = 0, 22 para o teste unilate-
ral). O Boxplot para cada uma das regides do encéfalo esta registrado na Figura 19. Deve-se
destacar, portanto, a ampla magnitude das medidas de tendéncia central e de dispersao do
mesencéfalo quando comparadas aos parametros das demais regides do encéfalo, sugerindo a
possivel relevancia desta area na codificacido de recompensa e motivando o aprofundamento

do trabalho no mesencéfalo.
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Figura 19 — Distribuicao das taxas de disparo dos neurénios do cértex, hipocampo, mesencéfalo e
talamo. As medianas de taxa de disparo ao longo do cértex, do hipocampo, do mesencéfalo
e do tdlamo sdo, respectivamente, 3,60, 4,28, 5,83 e 6,83. O destaque para distribuicio de
taxas de disparo no mesencéfalo se da no calculo das médias e desvios-padrdes, resultando em
11,51 4+ 14,33, que demonstra uma variabilidade maior quando comparada as distribuicées do
cortex (5,24 £ 5,53), hipocampo (6,77 + 8,22) e tadlamo (9,04 £ 9,87). Considerando um nivel
de significancia de 0, 05, o teste de Shapiro-Wilk indicou que as quatro distribuicbes ndo possuem
caracteristica de normalidade (p < 0,01). Por isso, realizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney, possibilitando afirmar que as distribuicSes das taxas de disparo do cértex e do hipocampo
s3o menores que a distribuicdo do mesencéfalo (p < 0,01), mas mantendo-se a hipdtese de que
o talamo possui distribuicdo igual a do mesencéfalo (p = 0, 22).

4.2 DISTRIBUICAO DAS TAXAS DE DISPARO NO MESENCEFALO

Para uma analise mais detalhada do mesencéfalo, estudaram-se as distribuicoes de taxas de
disparo ao longo de distintas areas, sendo elas: Nicleo Pré-tetal Anterior (APN), Células Ines-
pecificas do Mesencéfalo (MB), Nicleo Reticular do Mesencéfalo (MRN), Camada Intermediéria

de Substancia Cinzenta do Coliculo Superior (SCig), Camada Intermedidria de Substancia
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Branca do Coliculo Superior (SCiw), Niicleo do Trato Optico (NOT) e Nicleo Pré-tetal Poste-
rior (PPT). As médias obtidas para cada uma delas foi, na ordem: 12,76 + 14,28 (n = 1037),
12,98 £ 18,95 (n = 278), 9,26 + 12,12 (n = 340), 7,81 + 11,32 (n = 230), 6,33 + 5,49
(n=28), 11,08 £ 11,49 (n = 70) e 10,88 £ 7,74 (n = 23).

Apesar das médias das areas APN e MB serem proximas, as medianas dessas regidoes sao
bastante distantes (7,28 e 4,61), de modo que, a partir do teste de Mann-Whitney, a hipdtese
de igualdade entre estas duas distribuicdes foi descartada (p < 0,01). Além disso, também
foi descartada a igualdade entre a distribuicdo do APN e outras areas (MRN, com 4,66, e
SCig, com 3,69), todas com p < 0,01. Esses resultados sugerem que as unidades desta
regido disparam mais que as das outras, em média. O teste de hipétese para as demais regides
(SCiw, NOT e PPT, de medianas 5,31, 6,46 e 8,61) ndo descartou a igualdade entre as suas
medianas e a da APN, sendo que, em todas elas, n < 70. O Boxplot para cada uma das

regides do mesencéfalo estd registrado na Figura 20.
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Figura 20 — Distribuicao de taxas de disparo ao longo das areas do mesencéfalo. As dreas com maior
média sdo APN e MB, obtendo-se 12,76 + 14,28 (n = 1037) e 12,98 + 18,95 (n = 278),
respectivamente. As menores médias calculadas foram 7,81 + 11,32 (n = 230) e 6,33 + 5,49
(n = 8), que correspondem, na ordem, as areas SCig e SCiw. O MRN, o NOT e o PPT possuem
médias intermedidrias, sendo elas: 9,26+12,12 (n = 340), 11,08+11,49 (n = 70) e 10,88+7, 74
(n = 23), na ordem. Apesar das médias das 4dreas APN e MB serem préximas, suas medianas s3o
bastante distantes (7,28 e 4,61), de modo que, a partir do teste de Mann-Whitney, a hipStese
de igualdade entre elas foi descartada (p < 0,01). Também foi descartada a igualdade entre a
mediana do APN e outras dreas (MRN e SCig), todas com p < 0,01. O teste de hipétese para
as demais regides (SCiw, NOT e PPT) n&o descartou a igualdade entre as suas medianas e a da
APN, sendo que, em todas elas, n < 70.



53

Quando a anélise é feita por sexo, a taxa de disparo média ao longo de todo o mesencéfalo
para o sexo feminino é de 11,63 + 14,46 e para o masculino, 11,41 4+ 14,21. O teste de
Mann-Whintey bilateral foi realizado, obtendo-se um p-valor de 0,71, sugerindo que n3o ha
evidéncia estatistica para descartar que as medianas destas distribuicdes sdo iguais. Além
disso, a distribuicdo de taxas de disparo de neurdnios foi dividida por sexo ao longo das regides
disponiveis, obtendo-se o Boxplot na Figura 21. A hipétese de que as medianas da distribuicado
por sexo sao iguais ndo é descartada para as seguintes areas do mesencéfalo: APN, MB, MRN,
SCiw e NOT, com p > 0,20. Especificamente no SCiw e no NOT, o resultado ndo é de
grande relevancia, visto que o niimero de amostras para cada sexo é pequeno. No caso do
SCiw n = 5 para o sexo masculino e n = 3 para o sexo feminino, enquanto que no NOT,
n =>51en =19, naordem. Na area PPT, nao foi possivel realizar o teste de Mann-Whitney,
visto que n3o ha amostras para o sexo feminino. A Unica area com resultado intrigante foi a
SCig, cujas distribuicGes de sexo feminino e masculino foram tidas como diferentes pelo teste
de Mann-Whitney, com p = 0,03, contendo um ndmero de amostras razoavel (n = 135 para

o sexo feminino e n = 95 para o masculino).
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Figura 21 — Distribuicdo de taxas de disparo ao longo das areas do mesencéfalo, por sexo. A hipétese
de que os pares de distribuicGes do sexo feminino e do sexo masculino em cada &rea s3o iguais
ndo é descartada para as seguintes dreas do mesencéfalo: APN, MB, MRN, SCiw e NOT, com
p > 0,20. Especificamente no SCiw e no NOT, o resultado n3o é de grande relevancia, visto
que o nimero de amostras para cada sexo é pequeno. Na area PPT, n3o foi possivel realizar
o teste de Mann-Whitney, visto que ndo ha amostras para o sexo feminino. No caso da SCig,
as distribuicGes de sexo feminino e masculino foram tidas como diferentes pelo teste de Mann-
Whitney, com p = 0,03, contendo um niimero de amostras razoavel (n = 135 para o sexo feminino
e n =95 para o masculino).
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Outro aspecto analisado neste trabalho foi a comparacao das distribuicoes de taxas de
disparo durante a execucdo da tarefa com e sem recompensa, equivalentes aos blocos 0 e 5
do experimento. A taxa média de disparo no mesencéfalo durante a execucao da tarefa com
recompensa (10,98 £ 15,24) se mostrou inferior aquela registrada no bloco sem recompensa
(12,14 4+ 15, 88). Para investigar mais a fundo esta premissa, performou-se o teste de Mann-
Whitney, cujo resultado apontou a distincao entre as distribuicoes estudadas, com dominancia
das taxas médias de disparo no bloco 5. Este desfecho pode indicar uma funcao moduladora
destas areas do mesencéfalo na codificacao de recompensa, sendo relevante para ajuste da
motivacao sob erros de previsao. Por outro lado, é importante destacar que este resultado vai
de encontro com os experimentos conduzidos por Schultz e colaboradores (SCHULTZ; DAYAN;
MONTAGUE, 1997), em que a taxa de disparo era reduzida em erros de previso.

A Figura 22 exibe o boxplot para as distribuicdes de taxa de disparo cada uma das areas
do mesencéfalo durante a tarefa, com e sem recompensa (blocos 0 e 5 da sessdo experimental,
respectivamente). O teste de Mann-Whitney foi aplicado para cada &rea, testando a igualdade
das distribuicdes de taxa de disparo nos dois blocos analisados. Apenas nas regioes APN e MB
descartou-se a hipdtese nula (p < 0,01), o que leva a conclusdo de que essas duas areas s3o as
responsaveis pela desigualdade atestada ao longo de todo mesencéfalo, acumulando um total
de pouco mais de 1300 unidades (66,7% do total de unidades no mesencéfalo). Em todas as
outras regides obtivemos p > 0,05, mantendo-se a hipétese de igualdade entre as duas distri-
buicdes. O VTA, peca sabidamente importante para a codificacdo de recompensa (KANDEL et
al., 2021), é localizado no MRN, regido a parte do APN, o que faz levantar questionamentos

sobre o papel especifico que esta regido pode ter na codificacao de recompensa.
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Figura 22 — Distribuicao de taxas de disparo ao longo do mesencéfalo durante a tarefa, com e sem
recompensa, para as diferentes areas estudadas. A figura apresenta os boxplots correspon-
dentes as areas do mesencéfalo. Foi aplicado o teste de Mann-Whitney em cada regido, verificando
a igualdade entre as distribuicdes de taxas de disparo nos dois blocos avaliados. Apenas nas éreas
APN e MB houve rejeicdo da hipétese nula (p < 0,01), indicando que essas regides s3o as prin-
cipais responsaveis pelas diferencas observadas no mesencéfalo como um todo, somando mais
de 1300 unidades (66,7% das unidades totais). Em todas as outras areas, os valores de p foram
maiores que 0,05, sugerindo que as distribuicdes entre os blocos sdo equivalentes.

4.3 DISTRIBUICAO DA CORRELACAO DO PSTH NO MESENCEFALO

Nesta secao de resultados, serdo estudadas as distribuicdes de correlacao de PSTH no
mesencéfalo e disponibilizados alguns exemplos de PSTH que apresentaram as maiores cor-
relacdes com referéncia previamente geradas. Estas referéncias sdo modelos de PSTH que
emulam o aumento da atividade antes, durante e apds o estimulo, que serdo chamadas, em
ordem, referéncias pré, durante e pés. O calculo da correlacdo de Pearson destas com as unida-
des do mesencéfalo permite estudar o codificacdo de recompensa nesta regido anatémica sob
o ponto de vista do neurdnio, diferentemente das secGes anteriores, em que a taxa de disparo
é o objeto de estudo, refletindo-se o comportamento médio da populacdo de neurdnios.

A partir disso, estdo disponiveis na Figura 23 exemplos de PSTH de unidades do mesen-
céfalo de cada uma das areas disponiveis, especificamente os que apresentaram as maiores
correlacGes positivas com as respectivas referéncias. Na primeira linha, sdo visualizadas as
referéncias geradas para emular um aumento da taxa de disparo antes, durante e depois do

estimulo, que equivalem as referéncias pré, durante e pds, da esquerda para a direita. Em
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cada uma das colunas, a partir da segunda linha, é que se observam, de fato, os resultados
de PSTH para os neurbnios que apresentaram maior correlacdo com a referéncia da mesma
coluna, nas areas MB, SCig, APN, MRN e no mesencéfalo como um todo. As demais areas
foram omitidas devido a pequena quantidade de unidades, informacdo contida na Tabela 4.
Na Figura 24 estao descritas as distribuicoes de correlacao de unidades do mesencéfalo com
as referéncias produzidas, com divisdo por cada area disponivel. Ao olhar para o mesencéfalo
como um todo, as médias das correlacdes de cada unidade com as referéncias pré, durante e
pos ficaram em 0.08 +0.31, 0.004 +0.27 e —0.01 4+ 0.20. As regides APN, MB, MRN e SCig
apresentaram uma quantidade razoavel de unidades (n > 200). Para todos estes, o médulo
da média da correlacdo com todas as trés referéncias é menor que 0.1, sendo que para a area
MRN, a média das correlacdes com a referéncia pré ficou em 0.12 £ 0.35. Por outro lado,
NOT, PPT e SCiw tém poucas unidades (n < 70), de modo a comprometer a robustez da
analise. De qualquer forma, para estas regides, os médulos das médias ficaram todas abaixo
de 0.22. Estes resultados sugerem que o mesencéfalo, apesar de participar da codificacdo de
recompensa, possui uma distribuicdo de unidades com média nula, com alta concentracao de

unidades com correlacdo desprezivel ou fraca em relacdo as referéncias estudadas.
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PSTH de neurdnios de maior correlacdo com as referéncias de PSTH. Na primeira linha,
sdo visualizadas as referéncias pré, durante e pés. Em cada uma das colunas, a partir da segunda
linha, observam-se os resultados de PSTH para os neurdnios que apresentaram maior correlacio
com a referéncia da mesma coluna, nas areas MB, SCig, APN, MRN e no mesencéfalo como um
todo. As demais areas foram omitidas devido a pequena quantidade de unidades.
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Figura 24 — Distribuic6es de correlacio do mesencéfalo e das diferentes areas do mesencéfalo para
modelos de PSTH que emulam o aumento da atividade antes, durante e ap6s o estimulo.
Na legenda de cada grafico, estd descrita média £ desvio-padrdo da distribuicdo da correlacdo
com cada referéncia. O mesencéfalo e as suas dreas APN, MB, MRN e SCig apresentaram uma
quantidade razoavel de unidades (n > 200), com valores de média das correlacdes baixos, suge-
rindo que, em média, ndo codificam recompensa. Por outro lado, NOT, PPT e SCiw tém poucas
unidades (n < 70), de modo a comprometer a robustez da anélise.
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4.4 ESTRUTURA DE CORRELACAO NA ATIVIDADE ESPONTANEA

A partir dos resultados da distribuicdo de correlacdo do PSTH no Mesencéfalo, foi proposta
a verificacdo da estrutura de correlacdo de 6 diferentes grupos de unidades do mesencéfalo
durante a atividade espontdnea, que é referente ao bloco 3 do experimento. Estes 6 grupos
levam em consideracdo as maiores correlacdes positivas e negativas com cada referéncia es-
tudada na secdo 4.3 e estdo descritos na Tabela 6, indicando-se a quantidade de unidades
elegiveis para cada grupo e o percentual com relacdo ao nimero total de unidades. Apds a
selecdo dos grupos, foram construidas matrizes de correlacdo para cada sessao e a distribuicao
das correlacdes obtidas foram organizadas na Figura 25. A fim de comparacdo, a distribuicdo
de correlacdo para todas as unidades do mesencéfalo esta ilustrada em todos os graficos da
Figura 25 e, em cada um deles, esta contido um inset com a referéncia a qual estad associado

o grupo estudado.

Quantidade

Grupo Descricdao de Unidades

Unidades que apresentaram correlacdes positivas maiores que 0.5

0
1 de seu PSTH com a referéncia pré 198 (10.0%)
Unidades que apresentaram correla¢ées positivas maiores que 0.5 o
2 de seu PSTH com a referéncia durante 115 (5.8%)
3 Unidades que apresentararp cgrrel/a(;c")es positivas maiores que 0.5 23 (1.2%)
de seu PSTH com a referéncia pos
Unidades que apresentaram correlacbes negativas menores que o
4 -0.3 de seu PSTH com a referéncia pré 172 (8.7%)
Unidades que apresentaram correlacbes negativas menores que o
> -0.3 de seu PSTH com a referéncia durante 216 (10.9%)
6 Unidades que apresentaram correlagdes negativas menores que 100 (5.0%)

-0.3 de seu PSTH com a referéncia pés

Tabela 6 — Grupos de unidades com maiores correlacSes positivas utilizados na analise de correlacdo na ativi-
dade espontanea.

O histograma base, que é a curva com a estrutura da correlacdo para todas as unidades do
mesencéfalo em atividade espontanea, apresentou uma média de 0, 00640, 052 e o p-valor para
o teste de Shapiro-Wilk p < 0,001, descartando-se a hipétese nula de normalidade. Todos os 6
grupos também apresentaram p < 0,001 para o mesmo teste estatistico, com médias iguais a,
respectivamente, 0,047+0, 110, 0,024+£0,073, 0,010£0, 086, 0,035£0, 075, 0,0254+0, 081

e 0,018 £0,073. Em todos os casos, o nimero de neuronios que se enquadraram nos critérios
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de cada grupo superou a casa das 100 unidades, exceto no grupo 3, em que houveram apenas
23 unidades com correlacdo positiva maior que 0,5 para a referéncia pds, comprometendo a
robustez de sua anélise. Para os demais grupos (1, 2, 4, 5 e 6), foi performado o teste de Mann-
Whitney sob a hipdtese alternativa de que suas distribuicbes sdo maiores que a distribuicao
de correlacoes para todo o mesencéfalo, descartando-se a hipdtese nula para todos, com
p < 0,01. Além disso, é notavel que as distribuicdes de todos os grupos possuem uma cauda
sutilmente mais longa a direita quando se compara com a distribuicdo base, indicando maior
relevancia de valores maiores que zero nessas distribuicdes. Desta forma, pode-se afirmar que
as unidades que apresentaram maiores correlacées com as referéncia estdo mais correlacionadas
entre si durante a atividade espontanea quando comparamos com a distribuicdo de correlacGes

ao longo de todo o mesencéfalo.
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Figura 25 — Distribuicoes de correlacao no mesencéfalo durante a atividade espontanea. A figura

apresenta as distribuices das matrizes de correlacao construidas para os 6 grupos de unidades
neuronais selecionados com base nas maiores correlacdes positivas e negativas com cada referéncia.
Em cada painel, a distribuicdo de correlac3o para todas as unidades do mesencéfalo (histograma
base) estd representada para comparacdo, exibindo uma curva simétrica com caracteristica de
normalidade descartada pelo teste de Shapiro-Wilk, com p <« 0,001 e média 0,006 = 0,052. Os
grupos 1, 2, 4, 5 e 6 apresentaram distribuicdes significativamente maiores que a distribuicdo
geral, conforme evidenciado pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,01), e suas médias foram,
respectivamente: 0,047+ 0, 110, 0,024+ 0,073, 0,035 40,075, 0,025+ 0,081 e 0,018 £ 0,073.
O grupo 3 apresentou uma menor robustez na anélise devido ao nimero reduzido de neurdnios
(n = 23). As distribuices de todos os grupos apresentam uma cauda sutilmente mais longa a
direita em relacdo a curva geral, indicando a presenca de valores de correlacdo ligeiramente mais
elevados. Cada painel inclui um inset que identifica a referéncia associada ao grupo correspondente,
conforme descrito na Tabela 6.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho analisou os padrdes de codificacdo de recompensa no Mesencéfalo durante
a atividade neural registrada no Projeto Visual Behavior Neuropixels, através de sondas Neu-
ropixels. Os resultados evidenciaram uma variabilidade maior na distribuicao das taxas médias
de disparo dos neurbnios do Mesencéfalo diante da tarefa de deteccao de mudancas do ex-
perimento, em comparacdo com as outras regides do encéfalo registradas, tais quais Cortex,
Talamo e Hipocampo.

A anilise detalhada das sub-regides do mesencéfalo, por outro lado, revelou variacdes nos
padrdes de disparo e correlacoes distintas, associadas a diferentes contextos comportamentais
e fatores como o sexo. Estes achados indicam a complexidade da interacdo entre os circuitos de
recompensa e outros sistemas neurais, com destaque para os resultados obtidos em algumas
dreas do mesencéfalo, como a Camada Intermedidria de Substancia Cinzenta do Coliculo
Superior (SCig), que teve distribuicdes distintas para os sexos masculino e feminino. Além
disso, o Ndcleo Pré-Tetal Anterior (APN) apresentou alguns resultados relevantes, sendo eles
a dominancia da distribuicao das taxas médias de disparo em relac3o as distribuicoes das outras
e 0 aumento nas taxas de disparo no bloco do experimento sem recompensa. Os resultados
obtidos tém implicacGes significativas para o entendimento do sistema de recompensa e requer
maior aprofundamento, principalmente no que diz respeito ao aumento na taxa de disparo no
APN durante a atividade sem recompensa.

Portanto, este trabalho contribui para a literatura ao fornecer uma visao abrangente sobre
0s mecanismos neurais da recompensa no mesencéfalo, ao pesquisar a fundo os padrdes de
codificacdo de recompensa nas diferentes subareas do Mesencéfalo e através de metodologias
variadas, como medidas e testes estatisticos, PSTH e correlacdo de Pearson. A investigacdo
dos sistemas de recompensa pode ser de grande valia no estudo de transtornos relacionados a
disfuncoes dopaminérgicas, como vicios, depressao e a doenca de Parkinson, abrindo caminhos

para futuras intervencdes terapéuticas.
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ANEXO 1: PAINEIS DE PSTH PARA AS UNIDADES DE DIFERENTES
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Figura 26 — Painel do PSTH dos neurdnios do APN contendo as unidades com as correlagBes positiva e
negativa mais fortes e a unidade com a correlacdo mais fraca (desprezivel), considerando trés
referéncias diferentes (primeira coluna). De cima para baixo: a primeira referéncia equivale a uma
taxa média de disparo maior antes do estimulo; a segunda, durante o estimulo; e a terceira, apés

o estimulo.
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Figura 27 — Painel do PSTH dos neurénios do MB contendo as unidades com as correlacdes positiva e negativa
mais fortes e a unidade com a correlacdo mais fraca (desprezivel), considerando trés referéncias
diferentes (primeira coluna). De cima para baixo: a primeira referéncia equivale a uma taxa média
de disparo maior antes do estimulo; a segunda, durante o estimulo; e a terceira, apds o estimulo.
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Figura 28 — Painel do PSTH dos neurdnios do Mesencéfalo contendo as unidades com as correlacdes positiva
e negativa mais fortes e a unidade com a correlacdo mais fraca (desprezivel), considerando trés
referéncias diferentes (primeira coluna). De cima para baixo: a primeira referéncia equivale a uma
taxa média de disparo maior antes do estimulo; a segunda, durante o estimulo; e a terceira, apds

o estimulo.
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Figura 29 — Painel do PSTH dos neurdnios do MRN contendo as unidades com as correlacdes positiva e
negativa mais fortes e a unidade com a correlacdo mais fraca (desprezivel), considerando trés
referéncias diferentes (primeira coluna). De cima para baixo: a primeira referéncia equivale a uma
taxa média de disparo maior antes do estimulo; a segunda, durante o estimulo; e a terceira, apds

o estimulo.
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Figura 30 — Painel do PSTH dos neurénios do SCig contendo as unidades com as correlacdes positiva e
negativa mais fortes e a unidade com a correlacdo mais fraca (desprezivel), considerando trés
referéncias diferentes (primeira coluna). De cima para baixo: a primeira referéncia equivale a uma
taxa média de disparo maior antes do estimulo; a segunda, durante o estimulo; e a terceira, apds

o estimulo.
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