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Resumo 

O córtex piriforme anterior (aPC) modulado pela ação da noradrenalina (NA) está 

envolvido no circuito neural que suporta o aprendizado do apego do roedor infante com sua 

mãe em um período específico do desenvolvimento anterior ao dia pós-natal (P) 10. O aPC 

está envolvido no processamento e discriminação de odores e durante o primeiro mês de vida 

pós-natal sofre mudanças morfológicas e funcionais. Estudos de imunohistoquímica e 

registros de potencial de campo sugerem uma progressiva maturação na inibição cortical no 

aPC, a qual está envolvida na integração e afinamento da atividade cortical para o input 

olfatório entrante e representação do odor. O propósito da presente tese foi contribuir para o 

entendimento dos mecanismos neurobiológicos envolvidos no apego do rato infante para sua 

mãe mediado por odor, por meio da análise do papel da transmissão sináptica GABAérgica no 

aPC. Assim, o estudo da tese foi realizado para: 1) descrever as características da transmissão 

sináptica GABAérgica no aPC durante o período sensível (P5-P8) e pós-sensível (P14-P17) 

para o aprendizado do apego e para, 2) explorar a contribuição das características da 

transmissão sináptica GABAérgica no aPC em um circuito neural artificial integrado para o 

processamento do odor nesses períodos. O desenho experimental incluiu estudos combinados 

de eletrofisiologia celular in vitro e de modelagem computacional. Os resultados 

eletrofisiológicos demonstraram que a transmissão sináptica GABAérgica e as propriedades 

intrínsecas passivas e ativas das células piramidais da camada 2/3 do aPC são 

substancialmente diferentes em P5-P8 e P14-P17. Esses dados experimentais foram 

integrados em um circuito neural artificial onde foi simulado o processamento de odor em 

condições etológicas (odor de baixa intensidade e odor de alta intensidade com ação da NA). 

A análise das simulações sugere que o input GABAérgico nas células piramidais parece 

contribuir com um efeito despolarizante nos dois períodos de idade. Além disso, o perfil de 

rápida adaptação na frequência de disparo de potenciais de ação para o input despolarizante é 

maior nas células piramidais em P5-P8 que em P14-P17. Assim, o nosso estudo sugere que 

essas duas condições maduracionais no aPC garantem em P5-P8 um perfil de processamento 

de odor, que quando reforçado pela ação da NA, leva a um rápido melhoramento na eficácia 

sináptica, contribuindo assim para uma rápido aprendizado do apego que caracteriza o período 

sensível; enquanto esse mecanismo parece ocorrer em menor grau para aPC no período P14-

P17.  
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Abstract 

The anterior pyriform cortex (aPC) modulated by the action of noradrenaline (NA) is 

involved in the neural circuitry that supports the early attachment learning in infant rodents 

within a specific period of development before the postnatal day (P) 10. The aPC is involved 

in the processing and discrimination of odors and during the first month of postnatal life goes 

through morphological and functional changes. Field potential recording and 

immunohistochemical studies suggest a progressive maturation of cortical inhibition in aPC, 

which is involved in the integration and tuning of cortical activity for the incoming olfactory 

input and odor representation. The purpose of this thesis was to contribute to the 

understanding of the neurobiological mechanisms involved in the rodent infant attachment by 

analyzing the role of GABAergic synaptic transmission in aPC. Thus, the study of the thesis 

was performed 1) to describe the characteristics of GABAergic synaptic transmission in the 

aPC during the sensitive (P5-P8) and post-sensitive (P14-P17) periods for infant attachment 

learning, and 2) to explore the contribution of the characteristics of GABAergic synaptic 

transmission in aPC in an integrated artificial neural circuit for odor processing. The 

experimental design included combined studies of in vitro cellular electrophysiology and 

computational modeling. Electrophysiological results demonstrate that GABAergic synaptic 

transmission and the passive and active intrinsic properties of 2/3 layer aPC pyramidal cells 

are substantially different in P5-P8 and P14-P17. These experimental data were integrated 

into an artificial neural circuit where the odor processing was simulated under ethological 

conditions (low-intensity odor and high-intensity odor with NA action). The analysis of the 

output of the simulations suggests that the GABAergic input in the pyramidal cells appears to 

contribute with a depolarizing effect on pyramidal cells in both periods. Moreover, the profile 

of rapid spike frequency adaptation is greater in P5-P8 pyramidal cells than in P14-P17 

pyramidal cells. Thus, our study suggests that these two maturational conditions in aPC 

guarantee in P5-P8 an odor processing profile, which when reinforced by the action of NA 

leads to a rapid improvement in synaptic efficacy, contributing to a rapid attachment learning 

that characterizes the sensitive period. This mechanism seems to occur in lesser extent manner 

for aPC in the post-sensitive period. 
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Capítulo 1  

Introdução 

O presente estudo aponta ao entendimento dos mecanismos neurobiológicos envolvidos 

no apego, mediado por odor, do rato infante com sua mãe, por meio da análise do papel da 

transmissão sináptica GABAérgica no córtex piriforme anterior em dois períodos do 

desenvolvimento pós-natal. Neste capítulo, descreve-se a ideia da tese, motivação para a 

realização do estudo, tópico de estudo e hipóteses, estratégia metodológica para abordar as 

hipóteses e perguntas, descrição de objetivos e, finalmente, a descrição sobre a estrutura da 

tese.  

1. Ideia da tese: uma jornada pessoal 

A ideia de estudar a transmissão sináptica GABAérgica no córtex piriforme anterior 

surgiu quando revisava a literatura sobre a formação de apego nos roedores infantes. A 

formação do apego em roedores, ratos e camundongos, precisa de uma breve experiência com 

os estímulos da mãe, a qual resulta em preferências subsequentes pelas características da mãe. 

Os ratos nascem com limitadas habilidades sensoriais (cegos, surdos) e motoras, porém são 

capazes de se orientar para o ventre materno, localizar o mamilo da mãe e sugar o leite deste. 

Experimentos com ratos no período fetal (TEICHER; BLASS, 1977; PEDERSEN; BLASS, 

1982; ABEL et al., 1998; ALBERTS; RONCA, 2012) mostram que o feto é capaz de detectar 

sinais químicos presentes no líquido amniótico, e que o odor do líquido amniótico aprendido é 

o que guia o recém-nascido para encontrar rapidamente o mamilo materno e amamentar-se 

pela primeira vez, e não apenas pela exposição pré ou pós-natal a esse odor. Nos dias 

seguintes após o nascimento, os ratos neonatos (P1-P4) avaliados em testes de duas escolhas 

já mostram comportamentos organizados de orientação-aproximação, evidenciando 

preferências para o odor da mãe em relação à maravalha do ninho (POLAN; HOFER, 1998; 

POLAN; HOFER, 1999; POLAN et al., 2002) e odor da maravalha do próprio ninho em 

relação à maravalha limpa (SCZERZENIE; HSIAO, 1977; CORNWELL-JONES; SOBRIAN, 

1977). Os ratos infantes, na primeira e segunda semana pós-natal, continuam exibindo 

preferências consistentes guiadas pelo odor da própria mãe (POLAN; HOFER, 1998; AL AIN 
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et al., 2016; PERRY et al., 2016) e do próprio ninho (GREGORY; PFAFF, 1971; 

CORNWELL-JONES; SOBRIAN, 1977). Em todos esses trabalhos, os filhotes apresentam 

preferências consistentes quando são desafiados a escolher entre um odor aprendido, materno 

ou do próprio ninho, em relação a um odor familiar, como a maravalha limpa. Curiosamente, 

quando filhotes dessas mesmas idades são desafiados a escolher entre dois odores altamente 

parecidos, essa preferência olfatória apresenta variações interessantes entre a primeira e 

terceira semana pós-natal. 

Quando filhotes com idade superior a P10, ratos e camundongos, são avaliados em um 

teste de duas escolhas para escolher entre o odor do próprio ninho em relação a odor de outro 

ninho, correspondente a outra ninhada do mesmo estágio de lactação (da mesma cepa, 

alimentados com a mesma dieta, com o mesmo tipo de material de ninho e mantidos na 

mesma sala colônia), mostram preferência consistente pelo odor do próprio ninho. Porém, 

filhotes menores de P10 exibem comportamentos de orientação-aproximação semelhantes 

tanto para os odores do próprio ninho quanto para o odor do ninho de outra ninhada, 

indicando não preferência (GREGORY; PFAFF, 1971; MEYER; ALBERTS, 2016). Essa 

transição na acurácia discriminativa do odor aprendido, além do desenvolvimento nas 

habilidades sensoriais (visão, audição) e motoras, entre a primeira e a terceira semana pós-

natal, sugere um refinamento paralelo nos centros de processamento e percepção do odor. 

Quais seriam os centros do sistema olfatório implicados no aprendizado desta preferência 

olfatória e no processamento deste odor?  

Experimentos desenhados utilizando o paradigma de condicionamento clássico têm 

confirmado a natureza associativa do aprendizado de preferência olfatória nos roedores 

infantes, mediante o qual se presume que o filhote forma o apego com sua mãe, e também 

exploram o circuito neural que suporta esse aprendizado. A exploração comportamental com 

esse paradigma tem mostrado que ratos e camundongos infantes < P10 são mais sensíveis 

para formar preferências condicionadas a um odor artificial pareado com estimulação tátil no 

dorso do filhote usando um pincel suave (stroke), simulando as lambidas da mãe 

(MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et al., 2013; GHOSH et al., 2015), ou odor pareado 

com o cuidado materno (SULLIVAN et al. 1990). Inclusive, um odor artificial pareado com 

estímulo nocivo, como shock elétrico na pata do filhote, induz preferência olfatória pelo odor 

condicionado dentro desse período (MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009; 

ROTH et al., 2013). Posterior a esse período (>P10), o pareamento odor-stroke não induz 

mais preferência comportamental pelo odor condicionado nos roedores (WOO; LEON, 1987; 
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WILSON; SULLIVAN, 1994; SULLIVAN et al., 2000a; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; 

ROTH et al., 2013; GHOSH et al., 2015) e o pareamento odor-shock elétrico não induz mais 

preferência pelo odor condicionado, pelo contrário induz consistente evitação comportamental 

(SULLIVAN; WILSON, 1995; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009; 

ROTH et al., 2013). O aprendizado de preferência olfatória odor-stroke antes de P10 é 

suportado por um circuito neural que inclui o bulbo olfatório (BO) (WOO; LEON, 1987; 

SULLIVAN; WILSON, 1991; RANGEL; LEON, 1995;SULLIVAN et al.,2000a; 2003; 

MORICEAU; SULLIVAN, 2004; LETHBRIDGE  et al., 2012) e o córtex piriforme anterior 

(aPC) (ROTH; SULLIVAN, 2005; FONTAINE et al., 2013; MORRISON et al., 2013), 

ambos modulados pela noradrenalina (NA). Assim, é possível que a transição na acurácia da 

discriminação do odor materno ou do próprio ninho aprendido ocorra por mudanças nesse 

mesmo circuito.  

É interessante pensar que a reduzida discriminação (ou preferência não específica) que 

os roedores infantes mostram (<P10) para odores da mesma categoria (próprio ninho vs outro 

ninho) ocorre durante o período em que os filhotes são capazes de formar facilmente 

associações odor-stroke. Além disso, a discriminação desse odor aprendido surge durante o 

período em que os filhotes não são mais sensíveis a formar associações odor-stroke (>P10). 

Isso me levou a pensar que, possivelmente, os odores aprendidos (da mãe, próprio ninho, 

irmãos), em associação com as contingências maternas (leite, calor, lambidas, cuidado 

materno) durante o período sensível, são de uma categoria geral, os quais uma vez aprendidos, 

o odor do próprio ou outro ninho/mãe/irmãos, têm o mesmo valor para eliciar 

comportamentos de orientação-aproximação no filhote. Uma vez que o período de alto 

aprendizado de preferência olfatória associativa fecha, o odor aprendido ganha uma categoria 

diferente nos centros de processamento do odor e, dessa forma, melhora a capacidade 

discriminativa do filhote para o odor da mãe em relação a outros muito semelhantes. Nesse 

sentido, a transição da discriminação do odor aprendido seria também uma característica do 

desenvolvimento do apego nos roedores infantes. 

Entre o BO e o aPC, o último está envolvido no processamento e na discriminação de 

odores (ISAACSON, 2010; WILSON; SULLIVAN, 2011). Além disso, especificamente, o 

circuito inibitório dentro do aPC está envolvido na integração e afinamento da atividade 

cortical para o input olfatório e na representação do odor (POO; ISSACSON, 2009; 

FRANKS; ISAACSON, 2006; LUNA; SCHOPPA, 2008; ISAACSON, 2010). Tanto estudos 

de potencial de campo evocado in vivo (SCHWOB et al., 1984) quanto estudos de 
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imunohistoquímica da densidade sináptica inibitória (SARMA et al., 2011) sugerem um 

gradual desenvolvimento da inibição no aPC entre a primeira e terceira semana pós-natal. 

Assim, surgiu a ideia de estudar a transmissão sináptica inibitória no aPC de ratos na primeira 

e terceira semana pós-natal, dois períodos-chaves onde ocorrem mudanças comportamentais 

para o aprendizado e expressão do apego. 

2. Motivação do estudo 

Em várias regiões cerebrais, a maturação do sistema inibitório está relacionada com o 

aparecimento de formas mais finas de processamento sensorial e motor, e inclusive, 

emocional; e durante o período de maturação, o sistema inibitório suporta um processamento 

neural diferenciado nas regiões corticais, e, às vezes, conforma períodos críticos de 

plasticidade neural. Em certos córtices sensoriais, a maturação do sistema inibitório inclusive 

abre períodos críticos, como é o caso para a organização colunar competitiva da dominância 

ocular no sistema visual. É possível também que no córtex piriforme anterior existam 

mudanças críticas no processamento olfatório, as quais podem estar relacionadas às 

particularidades dos estágios do desenvolvimento do sistema inibitório.  

Considero que conhecer as características da transmissão GABAérgica no aPC durante 

a primeira e terceira semana pós-natal contribuirá para o entendimento dos mecanismos 

neurobiológicos envolvidos no processamento e aprendizado associativo de odor nesses 

períodos. Além disso, a literatura não apresenta dados sobre a transmissão sináptica 

GABAérgica nos períodos do desenvolvimento mencionados, dessa forma, os resultados do 

presente trabalho poderiam contribuir com conhecimento básico nesse campo e beneficiar 

estudos de modelagem e simulação computacional, com uma abordagem integrativa, para a 

compreensão de um fenômeno no desenvolvimento pós-natal envolvendo o sistema olfatório.    

3. Tópico e perguntas de pesquisa 

Pouco se conhece sobre a ontogenia da função inibitória no aPC. Sabe-se por estudos de 

potencial de campo, que a atividade cortical evocada por estimulação elétrica do trato 

olfatório lateral (LOT) aparece no início da primeira semana pós-natal associada com o 

componente da atividade cortical inibitória que progressivamente se evidencia e atinge um 

padrão semelhante ao adulto ao redor de P14 (SCHWOB et al., 1984). Esses dados são 

coerentes com estudos de imunohistoquímica realizados em ratos (WESTRENBROEK et al., 
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1998) e camundongos (SARMA et al., 2011) que demonstram o aparecimento das primeiras 

sinapses inibitórias funcionais em P6-P7 e estabelecem o perfil adulto em torno de P21. Desse 

modo, esses dados sugerem que a transmissão sináptica GABAérgica no aPC também se 

encontra funcional na primeira semana pós-natal e muda com o avanço do desenvolvimento. 

Contudo, quais serão as características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC durante 

o primeira e terceira semana pós-natal? Essas características são semelhantes ou diferentes 

nesses períodos? Estabelecer as características da transmissão sináptica GABAérgica durante 

esses períodos permitirá abrir insights sobre como opera o sistema GABAérgico durante os 

períodos sensível e pós-sensível do aprendizado do apego. Mas, antes disso, caso essas 

características da transmissão sináptica GABAérgica sejam semelhantes ou diferentes nesses 

dois períodos, a seguinte questão a resolver seria como essas características contribuem para 

um processamento neural diferencial do circuito olfatório nesses dois períodos.  

Assim, o presente estudo foca na abordagem das seguintes perguntas: 

1. Quais são as características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC durante os 

períodos sensível (<P10) e pós-sensível (>P10) do aprendizado do apego? Essas 

características são semelhantes ou diferentes entre esses períodos?  

2. Tais características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC, semelhantes ou 

diferentes, nos períodos sensível e pós-sensível do aprendizado do apego, integrados 

em um circuito neural, contribuem com um padrão de processamento neural 

diferencaem cada período? 

4. Hipóteses específicas 

Considerando que, o aparecimento da função inibitória cortical gradualmente 

amadurece de P1 até atingir um perfil semelhante ao adulto em P14 (SCHWOB et al., 1984) e 

que as sinapses inibitórias maduras aparecem em P5-P7, com densidade constante até P14 e 

após com rápido incremento (SARMA et al., 2011), com modificações na forma e extensão 

dos pontos sinápticos sobre os dendritos das células piramidais do aPC (WESTRENBROEK 

et al., 1998), pensamos que a transmissão sináptica GABAérgica no aPC entre a primeira e 

terceira semana pós-natal se desenvolve refletindo tais mudanças. Assim, para responder a 

primeira pergunta, propomos as seguintes hipóteses a serem testadas experimentalmente:  

1. Semelhante ao desenvolvimento da transmissão sináptica GABAérgica em outros 

córtices e áreas cerebrais em desenvolvimento do rato (OKADA et al., 2000; 
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BOSMAN et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2008; BEN-ARI et al., 2012; 

EHRLICH et al., 2013), a transmissão sináptica GABAérgica no aPC altera-se, 

principalmente, nas seguintes características entre a primeira e terceira semana pós-

natal: duração da transmissão sináptica, frequência da transmissão sináptica, 

dinâmica de ativação das correntes pós-sinápticas mediadas por receptor GABAA e 

potencial de reversão das correntes pós-sinápticas mediadas por receptor GABAA. 

Por outro lado, o desenvolvimento da transmissão sináptica excitatória no aPC é 

modulado pela atividade sensorial olfatória no início da vida e, na ausência dessa 

atividade, a maturação da plasticidade é demorada (FRANKS; ISAACSON, 2005). 

Em outros córtices, o desenvolvimento inicial da transmissão sináptica GABAérgica 

também é modulada pela experiência sensorial (JIAO et al., 2006; KRECZKO et al., 

2009; GAINEY et al., 2016). Assim, pensamos também que:  

2. No aPC, o desenvolvimento da transmissão sináptica GABAérgica é modulado pela 

experiência olfatória e na ausência de estimulação olfatória ocorre modificações nas 

propriedades da transmissão sináptica GABAérgica em desenvolvimento.  

Para a segunda pergunta não oferecemos hipóteses específicas, pois ela foi explorada 

como um todo em um estudo de abordagem integradora, a qual se discute na seção seguinte.  

5. Abordagem metodológica 

Pergunta 1: Quais são as características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC 

durante os períodos sensível e pós-sensível do aprendizado do apego? Essas características 

são semelhantes ou diferentes entre esses períodos? 

Para o estudo das características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC 

propomos um estudo eletrofisiológico em nível celular. No córtex aPC, os interneurônios 

GABAérgicos estão distribuídos em todas as camadas e formam sinapses com as células 

piramidais da camada 2/3 ao longo do comprimento dos seus dendritos apical distal, proximal, 

basal e soma (uma descrição detalhada sobre a organização do circuito intracortical inibitório 

se encontra no Capítulo 2). Para estudar a transmissão sináptica GABAérgica existem duas 

estratégias eletrofisiológicas principais: registro de potencial inibitório pós-sináptico e registro 

de corrente inibitória pós-sináptica nas células que recebem o input GABAérgico. As duas 

estratégias, uma medindo a mudança de potencial e a outra a mudança da corrente, 

conseguem refletir a ação imediata prévia de um evento de transmissão sináptica na célula. 
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Para o estudo das características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC propomos um 

estudo eletrofisiológico das correntes pós-sinápticas inibitórias espontâneas (sIPSC) 

mediadas por ativação dos receptores GABAA nas células piramidais do aPC. As sIPSC 

refletem a soma de muitas sinapses GABAérgicas resultantes da liberação de GABA, seja por 

ação dependente ou independente de potencial de ação (input do LOT ou das próprias 

piramidais recorrentes, veja o Capítulo 2) sobre as células pré-sinápticas GABAérgicas. O 

estudo das correntes foi realizado nas células piramidais do aPC em dias representativos dos 

períodos sensível e pós-sensível para o aprendizado do apego, mediante whole-cell path-

clamp voltage clamp. Essa estratégia permite registrar os eventos sinápticos, a cinética de 

ativação e a inativação das correntes, em uma ordem temporal de dezenas de milissegundos. 

Os detalhes do desenho experimental e teste de hipóteses para a pergunta 1 se encontram 

descritos no Capítulo 3.  

Pergunta 2: Tais características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC, 

semelhantes ou diferentes nos períodos sensível e pós-sensível do aprendizado do apego, 

integrados em um circuito neural, contribuem com um padrão de processamento neural 

diferencial em cada período? 

A abordagem da segunda pergunta implica a integração dos dados eletrofisiológicos da 

transmissão sináptica GABAérgica (sIPSC) em dois períodos do desenvolvimento pós-natal 

em um circuito neural. Um circuito neural representa a organização de vários níveis 

biológicos, no qual a sinapse é o elemento estrutural e funcional unitário (Figura 1.1 A) 

(SHEPHERD, 2004). Os nossos dados de sIPSC representam os padrões de conexão sináptica 

e interação de vários pontos sinápticos distantes em uma célula (nos espinhos dendritos, nos 

dendritos, no soma), caracterizando o microcircuito (SHEPHERD, 2004). Porém, somente 

com os dados do microcircuito não poderíamos inferir nada funcional para o circuito neural, 

pois este se encontra várias escalas de organização acima. O nível hierárquico mais próximo 

do microcircuito é o neurônio. Assim, para obtermos dados para esse nível biológico 

desenhamos um estudo experimental eletrofisiológico whole-cell patch-clamp na 

configuração current-clamp. Nas mesmas condições de preparação de fatias cerebrais 

correspondentes a filhotes de rato, foram obtidos registros das propriedades intrínsecas de 

membrana e de propriedades de disparo das células piramidais do aPC. Os detalhes do 

desenho experimental, análise de dados e resultados se encontram descritos no Capítulo 4.  

Com os dados experimentais do neurônio, modelamos um circuito regional do aPC. O 

modelo artificial do aPC representa os elementos básicos do circuito local: número de 
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neurônios piramidais com regras de conexão com um grande conjunto de outros neurônios 

piramidais e interneurônios GABAérgicos. Para a modelagem do circuito, o neurônio 

piramidal foi modelado com a complexidade necessária para representar o neurônio real 

(Figura 1.1 B) (SHEPHERD, 2004). No nosso modelo, a arquitetura do neurônio, que 

integra os nossos próprios dados experimentais das propriedades intrínsecas da membrana e 

padrão de atividade neural das células piramidais, integra os seguintes níveis de organização 

(Figura 1.1 C):  

1. Divisão das árvores dendríticas basal e apical (os pontos de integração dos inputs 

na célula);  

2. Diferentes inputs sinápticos excitatórios e inibitórios em níveis distintos das 

árvores dendríticas apical e basal; 

3. Axônios que enviam seus colaterais e estabelecem sinapses sobre outros neurônios 

vizinhos e, também, distantes.  

Baseado nessa arquitetura do neurônio piramidal foi modelado o seguinte nível 

hierárquico, o circuito regional do aPC. O circuito é capaz de representar a interação entre 

neurônios dentro do aPC, incluindo todos os níveis de organização prévios, além das 

conexões colaterais de axônios, circuitos excitatório e inibitório feedforward e feedback; e 

excitação recorrente. O nosso modelo artificial do circuito regional do aPC também conecta 

com um circuito regional do BO, constituindo um circuito integrado especializado em 

processamento do odor (Capítulo 5, Figura 5.1).   

Uma vez que os nossos dados experimentais do neurônio piramidal foram integrados ao 

circuito integrado BO-aPC, a seguinte etapa foi o desenho de um experimento de simulação 

computacional para explorar, neste último circuito, o modo de contribuição das 

características de transmissão sináptica GABAérgica do aPC, perfis da primeira e terceira 

semana pós-natal, no processamento do odor. O desenho experimental buscou representar o 

processamento de odor em um contexto etológico comum dos ratos infantes dessas idades: 1) 

os filhotes e a mãe dentro ou fora do ninho, com o odor do ninho ou o odor da mãe sendo 

constante para os filhotes; 2) a mãe, eventualmente, lambendo os filhotes dentro do ninho e o 

odor dela ou do ninho é reforçado pelas lambidas. Essas duas condições foram simuladas no 

nível do circuito integrado BO-aPC. Para representar a condição 1, foi simulada a atividade 

do circuito integrado BO-aPC apenas para um odor constante de baixa intensidade. Para 

representar a condição 2 foi simulada a atividade do circuito para estimulação constante de 

odor de alta intensidade junto com a ação da noradrenalina. Os resultados das simulações 
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foram analisados considerando, comparativamente, os períodos, e a partir deste se discutem as 

possíveis contribuições distintivas no processamento neural do circuito regional do aPC das 

características da transmissão sináptica GABAérgica em dois períodos do desenvolvimento. 

Os detalhes do desenho experimental, análise de dados e resultados se encontram descritos no 

Capítulo 5. 

Figura 1. 1. Níveis de organização do cérebro e representação canônica de um neurônio 

piramidal cortical e sequência de operações funcionais 

 

 

A. Múltiplos níveis de organização do cérebro. O presente trabalho integra os níveis grifados 

em negrito. Os nossos dados experimentais correspondem aos níveis microcircuitos sinápticos 

e neurônios. O modelo computacional que foi usado contempla os níveis circuitos locais ou 

regionais do aPC e integra com o circuito do BO conformando o circuito inter-regional ou 

integrado para processamento de odor. B. Representação canônica de um neurônio piramidal 

cortical. C. Representação abstrata de um neurônio piramidal com um sistema de séries de 

compartimentos integrativos e a sequência de operações funcionais. Cada compartimento está 

representado pelas letras A-F e formam uma subunidade local para o processamento de 

informação. Os sítios principais de inputs excitatórios são os espinhos A1 e A2 e a sua 

interação podem gerar um processamento de informação local específico e mudanças de 

atividade dependente local. A atividade nos ramos dendríticos B e C são somados no ponto D, 

esse ponto atua como um ponto de decisão local na passagem de informação para o soma. Se 

essa atividade se espalhar à o soma, depende da ação do gating modulatório pelos inputs 

excitatórios (e) e inibitórios (i) ao longo da extensão do dendrito apical (D). O ponto F é um 

estágio de somação entre as atividades espalhadas para o soma dos dendritos apicais (D) e 

basais (E). No soma (F) também chegam input diretos, muitos deles inibitórios (i), os quais 

provêm uma integração e modulação global do output neuronal. Uma vez que o impulso 

nervoso é iniciado no cone axonal, se propaga pelo axônio, mas também retropropaga aos 

dendritos. (Modificado de SHEPHERD, 2004, Cap 1. The Synaptic Organization of the Brain, 

2004, Fifth Edition, Oxford University Press).  
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6. Objetivos 

Objetivos gerais  

1. Descrever as características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC durante os 

períodos sensível e pós-sensível para o aprendizado do apego; 

2. Explorar a contribuição das características da transmissão sináptica GABAérgica no 

aPC, em um circuito neural artificial integrado do BO-aPC, para o processamento do 

odor durante os períodos sensível e pós-sensível para o aprendizado do apego.  

Objetivos específicos  

1. Caracterizar o perfil do desenvolvimento da transmissão sináptica GABAérgica 

mediante registro eletrofisiológico das células piramidais da camada 2/3 do aPC nos 

períodos de idade P5-P8 e P14-P17, e determinar os efeitos da privação sensorial 

olfatória precoce; 

2. Caracterizar o perfil maturacional das propriedades intrínsecas ativas e passivas das 

células piramidais da camada 2/3 do aPC nos períodos de idade P5-P8 e P14-P17; 

3. Modelar um circuito neural artificial do aPC, integrando o perfil da transmissão 

sináptica GABAérgica e as propriedades intrínsecas ativas e passivas das células 

piramidais de P5-P8 e P14-P17, e simular o funcionamento do circuito nos dois 

períodos para o processamento de odor. 

7. Estrutura da tese 

A presente tese estrutura-se em seis capítulos e um anexo. A seguir descrevemos 

brevemente o teor de cada capítulo. No Capítulo 2 realizamos uma discussão do referencial 

teórico com explicação do fenômeno de interesse. O Capítulo 3 descreve o primeiro estudo 

de natureza experimental, realizado para investigar as características da transmissão sináptica 

GABAérgica no aPC dos filhotes de rato, em dois períodos do desenvolvimento pós-natal. 

Neste apresentamos a introdução, as descrições da metodologia e dos resultados, bem como 

discussões específicas dos achados. O Capítulo 4 contém o segundo estudo de natureza 

experimental, realizado para investigar as características das propriedades intrínsecas passivas 

e ativas da membrana das células piramidais do aPC, em dois períodos do desenvolvimento 

pós-natal. Além disso, compreende também uma introdução, descrições de metodologia e 

resultados; e discussões específicas para os achados. O Capítulo 5 apresenta um estudo de 
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natureza computacional, no qual integramos os dados experimentais obtidos nos capítulos 3 e 

4 em um modelo computacional do circuito BO-aPC, com o propósito de explorar as 

perguntas sobre as características de processamento do odor nos dois períodos de idade. Neste 

apresentamos também a introdução, a descrição da metodológica da modelagem e simulação 

computacional, a descrição dos resultados e as discussões específicas para os achados. 

Finalmente, no Capítulo 6 encerramos com conclusões gerais sobre a pesquisa, sumarizando 

as principais contribuições do trabalho além de descrever as principais linhas futuras que se 

derivam da presente pesquisa. No Anexo, encontra-se os parâmetros da simulação e o artigo 

publicado.  

O objetivo do Capítulo 1 foi introduzir as perguntas de pesquisa, clarificar o porquê da 

realização do estudo, modo de abordagem das hipóteses e perguntas exploradas, e como o 

estudo seria reportado nas seguintes seções da tese. 
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Capítulo 2  

Referencial teórico 

Na seção inicial desse capítulo, descrevemos o referencial teórico no qual o presente 

trabalho se baseia. Em um primeiro momento, são discutidos estudos experimentais sobre a 

natureza aprendida da formação do apego em roedores e a exploração de circuitos neurais 

envolvidos sob a luz do paradigma do condicionamento Pavloviano ou clássico. Em seguida, 

é discutida a organização do sistema olfatório, mecanismos de plasticidade sináptica e 

modulação noradrenérgica e desenvolvimento pós-natal do sistema olfatório. 

1. Aspectos comportamentais e mecanismos neurobiológicos do apego 

1.1. Apego dos infantes com sua mãe 

No campo da psicologia, o apego se refere a uma conexão emocional que os infantes 

humanos estabelecem com um adulto (a figura de apego), o qual é caracterizado por 

comportamentos que envolvem a procura de proximidade com esta figura, especialmente 

quando os infantes experimentam situações assustadoras ou desconfortantes (BOWLBY; 

1984). Esses comportamentos teriam a função de garantir o acesso ao abrigo, proteção, 

alimento e a proximidade física com a mãe, essenciais para a sobrevivência do infante 

(BOWLBY; 1984; SULLIVAN, 2017).  

Acredita-se que o comportamento de apego dos infantes com sua mãe/cuidador seja 

formado nas interações com a mãe/cuidador, e as variações no padrão de comportamento 

materno ou a separação da mãe pode modificar o padrão do apego e sua organização 

(BOWLBY; 1984; HOFER, 2009; LUCION; BORTOLINI, 2014; RAINEKI et al., 2014; 

SULLIVAN, 2017). 

1.2. Aspectos comportamentais do apego em roedores infantes 

A existência do comportamento de apego em espécies de aves e mamíferos tem levado a 

explorar questões sobre a formação do apego, sua manutenção, desenvolvimento, causas e 

função em experimentos controlados, com perspectiva integradora da biologia e psicologia 
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em vários níveis de análises. Dentro desta perspectiva, estudos desenvolvidos com roedores 

têm provido importantes insights para o entendimento da formação do apego no início da vida 

e função da figura de apego no desenvolvimento fisiológico e comportamental do infante e os 

mecanismos neurais envolvidos. Contudo, neste estudo focamos somente nos aspectos 

comportamentais e neurobiológicos da formação do apego em roedores, ratos e camundongos. 

1.2.1. Aprendizado do apego 

O aprendizado é um dos processos biológicos que facilita a adaptação ao ambiente no 

qual se encontram os indivíduos em desenvolvimento. Esse ambiente pode ser o útero 

materno, o corpo da mãe, os irmãos-ninhada ou outros mais amplos no decorrer do 

desenvolvimento do animal. Em cada um desses ambientes, ou como Jeffrey Alberts chama 

“nichos ontogenéticos” (ALBERTS, 1994; 2008), os ratos recém-nascidos têm que aprender a 

encontrar o mamilo da mãe e sugar leite dele e encontrar o ninho ou a mãe e os irmãos quando 

se encontrarem fora ou longe deles. Essas tarefas também requerem certas habilidades para 

predizer eventos importantes no ambiente, tais como: quando e onde 

mãe/calor/leite/ninho/irmãos estarão disponíveis. Tudo isso envolve aprendizado.   

A formação do apego nos roedores, ratos e camundongos, precisa de uma breve 

experiência com os estímulos da mãe, os quais resultam em uma preferência pelas 

características aprendidas dela. Os ratos nascem com limitadas habilidades sensoriais (cegos, 

surdos) e motoras, porém são capazes de se orientar para o ventre materno, localizar o mamilo 

da mãe e sugar o leite dele. Experimentos com ratos no período fetal (TEICHER; BLASS, 

1977; PEDERSEN; BLASS, 1982; ABEL et al., 1998; ALBERTS; RONCA, 2012) têm 

mostrado que o feto é capaz de detectar sinais químicos presentes no líquido amniótico, e que 

o líquido amniótico aprendido é o que guia o recém-nascido a encontrar rapidamente o 

mamilo da mãe e amamentar pela primeira vez, e não apenas a exposição pré ou pós-natal a 

esse odor. O líquido amniótico liberado no parto e que fica na mãe seria espalhado no seu 

pelo por ela mesma, mediante frequentes lambidas que realiza durante e depois do parto, 

impregnando assim a região ventral e o mamilo dela com esse líquido, que contém os odores 

já aprendidos e guia o filhote para encontrar o mamilo e sugar o leite (ALBERTS, 2008). 

Apontando-se a possibilidade de que a liberação de grandes fontes de noradrenalina e 

dopamina no cérebro fetal durante o processo do parto, a saída do filhote pelo canal vaginal 

da mãe, seria o mediador do aprendizado do odor do líquido amniótico (ALBERTS, 1994; 

RONCA et al., 1996; 2006; ALBERTS, 2008; ALBERTS; RONCA, 2012).  



31 
 

Nos dias seguintes após o nascimento, os ratos neonatos (P1-P4) avaliados em testes de 

duas escolhas já exibem comportamentos organizados de orientação-aproximação, 

evidenciando preferências para o odor da mãe em relação à maravalha do ninho (POLAN; 

HOFER, 1998; POLAN; HOFER, 1999; POLAN et al., 2002), odor da maravalha do próprio 

ninho em relação a maravalha limpa (SCZERZENIE; HSIAO, 1977; CORNWELL-JONES; 

SOBRIAN, 1977) e odor  da dieta materna (impregnada com odor artificial) em relação à 

dieta padrão (DUVEAU; GODINOT, 1988). Estudos experimentais com ratos infantes 

(primeira e segunda semana pós-natal) continuam a mostrar preferências consistentes guiados 

por odor da própria mãe (POLAN; HOFER, 1998; AL AIN et al., 2016; PERRY et al., 2016),  

do próprio ninho (GREGORY; PFAFF, 1971; CORNWELL-JONES; SOBRIAN, 1977) e da 

dieta materna (DUVEAU; GODINOT, 1988; SULLIVAN et al., 1996; TERRY; 

JOHANSON, 1994). Esses trabalhos sugerem a ocorrência de algum tipo de associação entre 

o odor com uma gama de estímulos (calor, leite, tato, cuidado materno) mediando o 

aprendizado de preferência olfatória. Presume-se que essas associações acontecem durante e 

após o parto na interação mãe-infante dentro do ninho.  

Experimentos desenhados usando o paradigma de condicionamento clássico têm 

confirmado a natureza associativa do aprendizado do apego e também tem permitido 

compreender as características particulares desse fenômeno, do qual apresentamos uma 

revisão a seguir.  

1.2.1.1. Natureza associativa do aprendizado do apego 

Um aprendizado de natureza associativa implica aprender a relação entre eventos no 

ambiente e a predizer quais eventos ocorrerão juntos, sendo importante para adequar o 

comportamento nesse ambiente. O condicionamento clássico é o mecanismo mais simples 

pelo qual os organismos aprendem as relações entre os eventos. Os estudos experimentais que 

iremos descrever nesta seção são de natureza comportamental, os quais têm sido 

desenvolvidos dentro desse paradigma. Assim descreveremos brevemente a definição usada 

no paradigma dos elementos-chaves para formar a associação.  

No paradigma do Condicionamento Pavloviano ou Clássico, os elementos-chaves que 

formam a associação são: 1) um estímulo que elicia uma resposta particular, sem necessidade 

de treinamento prévio, é chamado de estímulo incondicionado (US), e a resposta eliciada por 

ele denominada resposta incondicionada (UR); 2) um estímulo que não provoca uma resposta 

particular inicialmente, mas que depois o faz como um resultado de uma associação com um 
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estímulo incondicionado, é chamado de estímulo condicionado (CS), e a resposta eliciada por 

ele é chamada de resposta condicionada (CR). A consecução do condicionamento de uma CS 

depende da relação temporal da apresentação dos estímulos CS e US em vários ensaios 

(pareamento CS-US). Para medir o condicionamento do CS (magnitude, probabilidade ou 

latência da resposta condicionada) um novo ensaio é realizado, apresentando o CS sozinho 

(sem o US) (DOMJAN, 2010).   

Usando um paradigma experimental de condicionamento clássico se demonstrou que 

filhotes de rato são capazes de aprender a relação temporal entre dois estímulos. O 

pareamento de um odor artificial (laranja ou menta) (CS) com saliva materna, infusão oral de 

leite ou vigoroso stroke no dorso do filhote (que simula as lambidas da mãe) (US) resulta em 

uma consistente resposta melhorada da atividade comportamental do filhote (movimento das 

patas, cabeça e corpo inteiro) (CR) para a apresentação do odor condicionado sozinho (CS), 

bem como uma preferência pelo odor condicionado (CR) em um teste de duas escolhas (odor 

CS vs maravalha limpa) medido como tempo de permanência ou número de visitas na área 

contendo o odor CS (SULLIVAN et al., 1986a; SULLIVAN; LEON, 1986; WILSON et al., 

1987; SULLIVAN; LEON, 1987; WOO; LEON, 1987; DO et al., 1988; SULLIVAN et al., 

1989a,b; SULLIVAN; WILSON, 1991; SULLIVAN et al., 1991; MORICEAU; SULLIVAN, 

2005; ROTH et al., 2013). O mesmo protocolo de condicionamento clássico aplicado em 

filhotes de camundongos, também induz preferência olfatória para o odor condicionado 

(GHOSH et al., 2015).  

A particularidade desse condicionamento é que os filhotes de rato também mostram 

resposta semelhante para o pareamento de odor (CS) com uma estimulação dolorosa (belisco 

na cauda ou shock elétrico nas patas) (US) (SULLIVAN et al., 1986a; 2000b; CAMP; RUDY, 

1988; MORICEAU; SULLIVAN, 2004 b; 2005; RAINEKI et al., 2009; UPTON; 

SULLIVAN, 2010; ROTH et al., 2013), a qual, como veremos na seção seguinte, está restrita 

a um estágio especifico do desenvolvimento do filhote (Figura 2.1 A). 
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Figura 2.1 Transição no desenvolvimento do aprendizado do apego e circuito neural que 

suporta o aprendizado 

 

 

O apego do infante para sua mãe é guiado pelo odor dela, esse odor é aprendido e passa por 

transições antes do período do desmame (A). Na primeira semana pós-natal os filhotes 

confinados ao ninho (<P10) dependem dos cuidados da mãe para sobreviver, nesse período os 

filhotes aprendem associações de odor (CS) com estímulos incondicionados (US) tácteis 

(lambidas, da mãe ou stroke do dorso) e inclusive estímulo nocivo (shock elétrico) (B), que 

resultam em preferência pelo odor condicionado. Esse aprendizado é de natureza transitória e 

é suportado por um circuito neural único (C) que envolve o bulbo olfatório (BO) e córtex 

piriforme anterior (aPC) modulados pela noradrenalina (NA) liberada pelo locus coeruleus 

(LC). Posterior a esse período, conforme os filhotes ganham maturidade motora e sensorial, 

saem do ninho e exploram o ambiente ao redor, começam a apresentar formas de aprendizado 

associativo semelhante ao adulto, o qual não é mais suportado pelo circuito neural único 

(Gráfico modificado de DEBIEC; SULLIVAN, 2017; The neurobiology of safety and threat 

learning in infancy. Neurobiology of Learning and Memory 143 (2017) 49–58).  
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1.2.1.2. Períodos sensíveis para a formação do apego 

Tem sido mostrado que os roedores infantes, ratos e camundongos, são mais sensíveis 

para formar preferências condicionadas para um odor artificial em um estágio específico do 

desenvolvimento. O condicionamento de odor-stroke em filhotes de rato induz uma efetiva 

preferência, expressada como comportamentos de orientação-aproximação pelo odor 

condicionado antes do P10 (WOO; LEON, 1987; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et 

al., 2013). Porém, posterior a esse período, o pareamento odor-stroke não induz mais nos 

filhotes a mesma magnitude da resposta comportamental para apresentação do odor (WOO; 

LEON, 1987; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et al., 2013) (Figura 2.1 B). Esse 

mesmo fenômeno também tem sido observado em camundongos infantes (GHOSH et al., 

2015).  

Por outro lado, experimentos de condicionamento pareando um odor artificial (CS) com 

belisco na cauda ou shock elétrico (0,5 mA) nas patas (US) também têm mostrado diferenças 

nas respostas condicionadas limitadas a estágios específicos do desenvolvimento dos filhotes. 

Antes de P10, o pareamento do CS-US induz comportamentos de orientação-aproximação 

pelo odor condicionado (CAMP; RUDY, 1988; SULLIVAN et al., 1986; MORICEAU; 

SULLIVAN, 2005; RAINEKI  et al., 2009), porém posteriormente o pareamento CS-US 

induz comportamento de evitação para a apresentação do odor condicionado (CAMP; RUDY, 

1988; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI  et al., 2009; ROTH  et al., 2013). A 

resposta de orientação-aproximação dos filhotes <P10 não seria devido a falta de 

sensibilidade para a dor, pois durante os ensaios de pareamento CS-US eles mostram reações 

nociceptivas (vocalizações e tentativas de escape) (CAMP; RUDY, 1988; SULLIVAN et al., 

2000a; LANGUILLE et al., 2009).  

A ocorrência desse fenômeno em faixas iniciais do desenvolvimento pós-natal dos 

filhotes coincide com o período em que eles se encontram confinados no ninho. Assim, a 

inibição de aprendizado de evitação seria crucial para a sobrevivência do infante, pois 

enquanto se encontra dentro do ninho está exposto a eventuais pisadas, mordidas e 

manipulação brusca da mãe, as quais caso fossem aprendidas como estímulo aversivo 

levariam a evitar a mãe (SULLIVAN, 2001; 2003; SULLIVAN; HOLMAN, 2010). No 

momento em que os filhotes ganham mais habilidade motora, saem do ninho e exploram 

outros ambientes e coespecíficos (>P10) os aprendizados de preferências condicionadas de 

odores se tornam mais específicos e mais semelhantes ao animal adulto.   
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Desse modo, os dois fenômenos de aprendizado de preferência do odor condicionado 

com estimulação táctil ou estímulo aversivo em período anterior a P10 têm sido interpretados 

como um mecanismo adaptativo dos filhotes, permitindo o aprendizado do apego da mãe e 

suprimindo sua aversão (SULLIVAN; 2001; 2003; SULLIVAN; HOLMAN, 2010). O 

fechamento do período sensível parece ser dependente da modulação do sistema de estresse. 

A ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) (incremento do hormônio 

corticosterona circulante), antes de P10, pode acelerar o fechamento do período sensível e a 

inibição farmacológica do sistema pode prolongá-lo (SULLIVAN, 2005; MORICEAU et al., 

2010; SULLIVAN; HOLMAN, 2010; SANTIAGO et al., 2017). Tem sido apontado o papel 

chave da presença da mãe na regulação do funcionamento do estresse, para o aprendizado de 

eventos aversivos e ameaça dos filhotes durante o período sensível, e na transição para 

períodos posteriores (BERTOLUS et al., 2016; GUNNAR; SULLIVAN, 2017; DEBIEC; 

SULLIVAN, 2017; SANTIAGO et al., 2017). 

Como veremos na seção seguinte, as características do aprendizado de preferência 

olfatória durante o período sensível são atribuídas ao suporte de um circuito neural único de 

aprendizado nos filhotes (Figura 2.1C).  

1.3. Mecanismos neurobiológicos do aprendizado do apego 

1.3.1. Circuito neural envolvido no aprendizado do apego 

Usando o modelo de condicionamento clássico em filhotes de roedor, tem sido proposto 

que o mecanismo neural subjacente a esse fenômeno é um circuito transitório de aprendizado, 

que inclui uma massiva liberação de noradrenalina (NA) do locus coeruleus (LC) no bulbo 

olfatório (WOO; LEON, 1987; SULLIVAN; WILSON, 1991; RANGEL; LEON, 1995; 

LANDER; SULLIVAN, 1999; SULLIVAN et al., 2000a; SULLIVAN, 2003; MORICEAU; 

SULLIVAN, 2004; LETHBRIDGE et al., 2012) e no córtex piriforme anterior (aPC) (ROTH; 

SULLIVAN, 2005; FONTAINE et al., 2013; MORRISON et al., 2013), com subsequente 

indução de plasticidade estrutural e funcional nessas regiões (YUAN et al., 2014). A ação da 

NA nas duas regiões é considerada necessária e suficiente para o aprendizado de preferência 

do odor condicionado.  

Esse circuito parece não suportar mais esse aprendizado após o dia P10, pois o 

pareamento odor-stroke não induz mais preferência comportamental pelo odor condicionado 

nos roedores (WOO; LEON, 1987; WILSON; SULLIVAN, 1994; SULLIVAN et al., 2000a; 
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MORICEAU; SULLIVAN, 2005; ROTH et al., 2013; GHOSH et al., 2015) e nem mudanças 

no bulbo olfatório (WOO; LEON, 1987). Por outro lado, o pareamento odor-shock elétrico 

depois de P10 não induz mais preferência pelo odor condicionado, pelo contrário, induz 

consistente evitação comportamental (SULLIVAN; WILSON, 1995; MORICEAU; 

SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009; ROTH et al., 2013). Esse último fenômeno, tem 

sido explicado como uma transição no circuito neural que suporta o aprendizado de evitação-

aversão, para o qual se sugere progressivo envolvimento da amígdala, modulado pelo 

hormônio corticosterona (SULLIVAN, 2005; MORICEAU; SULLIVAN, 2005; UPTON; 

SULLIVAN, 2010), e da porção posterior do córtex piriforme ao invés do anterior (RAINEKI 

et al., 2009; ROTH et al., 2013).  

1.3.1.1. Mudanças no bulbo olfatório 

O aprendizado de preferência olfatória condicionada odor-stroke ou odor-shock elétrico 

(0,5 mA) melhora a atividade do BO dos roedores infantes antes do P10 (SULLIVAN; 

WILSON, 1991a; SULLIVAN; WILSON, 1991b; SULLIVAN; WILSON, 1995; ROTH et 

al., 2013). Esse aprendizado é mediado pela ativação noradrenérgica. Durante o 

condicionamento dos filhotes infantes, os níveis de NA se incrementam no BO (RANGEL; 

LEON, 1995) e têm sido mostrados que a liberação de NA é necessária para a aquisição do 

aprendizado de preferência olfatória nos roedores infantes (SULLIVAN et al., 1991; 

SULLIVAN, WILSON, 1991a; SULLIVAN et al., 2000a). O bloqueio de receptores β-

adrenérgicos dentro do BO (SULLIVAN et al., 1992) ou a lesão do LC, impedindo a 

liberação de NA (SULLIVAN et al., 1994), previne esse aprendizado.  

Interessantemente, o pareamento de odor com agonista β-adrenérgico isoproterenol via 

infusão, sistêmica ou dentro do BO (SULLIVAN et al., 1991a; SULLIVAN et al., 2000a), ou 

com estimulação, farmacológica ou elétrica, das fibras ascendentes do NA (SULLIVAN; 

WILSON, 1991a; SULLIVAN et al., 2000a), na ausência de algum outro estímulo 

incondicionado ou reforçador, é suficiente para produzir respostas condicionadas de 

preferência para o odor. A ativação do locus coeruleus (LC) no BO posterior a P10 não 

suporta mais o aprendizado de odor (MORICEAU; SULLIVAN, 2004). De modo que, no BO, 

a ação da NA é tanto necessária quanto suficiente para induzir preferência olfatória para um 

odor condicionado. 

As fibras noradrenérgicas que se projetam para o BO terminam em todas as camadas e o 

pareamento odor-stroke incrementa a liberação de NA no BO, porém só durante o período 
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sensível (RANGEL; LEON, 1995). Observa-se um incremento na atividade elétrica das 

células Mitrais (Mt) durante o pareamento do odor com estimulação elétrica da projeção do 

LC para o BO em comparação com o grupo controle (WILSON; SULLIVAN, 1992). Além 

disso, as células Mt de ratos infantes expostos somente à estimulação de odor mostram uma 

rápida habituação (WILSON; SULLIVAN, 1992), sugerindo que a ação da NA nas células Mt 

impede de se habituarem para o odor entrante durante o condicionamento.  

A NA também atua em outro grupo de células, as células granulares (Gr), que são 

interneurônios inibitórios que modulam o output do BO através de células Mt adjacentes. A 

NA suprime a atividade das células Gr (TROMBLEY; SHEPHERD, 1992; WILSON; LEON, 

1988) mediado por receptores α2 (PANDIPATI et al., 2010). A ação inibitória da NA na 

atividade das células Gr libera do bloqueio às células Mt (inibe a inibição), mantendo as 

células Mt mais responsivas para o input entrante do odor (WILSON; SULLIVAN, 1994). 

Estudo ex vivo do BO tem mostrado também que a ação inibitória da NA é dependente da 

idade e da dose. Uma dose baixa suprime a IPSC nas células Mt, a qual é bloqueada por 

antagonista de receptor α2, ocorrendo esse efeito, principalmente, em filhotes <P14. De modo 

contrário, uma dose alta de NA melhora a IPSC nas células Mt mediante a ativação do 

receptor α1, principalmente depois de P14 (PANDIPATI; SCHOPPA, 2012).  

Também se reporta a ação da NA, via ativação dos receptores β-adrenérgicos, no nível 

das sinapses intra-glomerulares. A expressão de receptores β-adrenérgicos parece estar 

localizada, principalmente, nas células periglomerulares (Pg) e Mt (YUAN et al., 2003). 

Logo, a ação da NA parece ter efeito inibitório nas células Pg, pois a aplicação do agonista de 

receptores β-adrenérgicos, isoproterenol, suprime a atividade excitatória evocada das células 

Pg em resposta à estimulação elétrica do nervo olfatório (YUAN, 2009; YUAN et al., 2014).  

1.3.1.2. Mudanças no córtex piriforme anterior 

Semelhante ao observado para o BO, tem sido apontado o papel modulador da NA no 

aPC. A ação da NA no aPC é tanto necessária quanto suficiente para o aprendizado de 

preferência olfatória inicial (YUAN et al., 2014). A ação noradrenérgica no aPC atua 

mediante seus receptores α e β. O bloqueio dos receptores β-adrenérgico previne o 

aprendizado de preferência olfatória e a infusão local do agonista isoproterenol no aPC 

pareado com um odor induz preferência condicionada para esse mesmo odor. Além disso, a 

ativação dos receptores β-adrenérgicos melhora a plasticidade sináptica entre o LOT-aPC em 
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filhotes <P10 (MORRISON et al., 2013; GHOSH et al., 2015, 2017). Não se conhece se esse 

efeito persiste depois de P10, como se tem descrito para o BO, porém registros 

eletrofisiológicos in vitro do aPC têm mostrado uma ação da NA dependente de dose e idade. 

Uma dose baixa e alta de NA induz um incremento na frequência das mEPSC e reduz a 

frequência das mIPSC das células piramidais da camada L2/3 em P8-P11, respectivamente. 

Contudo, em P14-P21, essas mesmas doses têm o efeito contrário, nas duas idades, mediados 

por receptores β e α-adrenérgicos (GHOSH et al., 2015).  

Além do papel da ativação dos receptores β-adrenérgicos também têm sido descrito o 

papel do receptor de glutamato NMDA, que ativa canais de cálcio tipo L (LTCC) nas células 

piramidais da camada L2 do aPC, considerado como importante para ao aprendizado de 

preferência olfatória durante o período sensível. O bloqueio local do receptor NMDA no aPC 

previne o aprendizado de preferência olfatória (MORRISON et al., 2013; MUKHERJEE; 

YUAN, 2016) e a indução de LTP
1
 in vitro (MORRISON et al., 2013). A ativação dos LTCC 

nas células piramidais da camada L2 do aPC são dependentes da ativação dos receptores 

NMDA, e o bloqueio dos LTCC previne a formação de memória de preferência olfatória de 

24 horas, mas não interrompe a de três horas, em roedores infantes no período sensível 

(MUKHERJEE; YUAN, 2016). Recentemente reportou-se que a ativação dos receptores β-

adrenérgicos (usando o agonista isoproterenol) no aPC incrementa as correntes de cálcio, 

mediadas por canais LTCC, mensurados mediante whole-cell nas células piramidais da 

camada L2 em roedores infantes <P10, porém esse efeito do isoproterenol não foi mais 

observado em filhotes > P10 (GHOSH et al., 2017).  

Baseado nesses dados sugere-se que uma ação modulatória da NA, melhorando a 

excitação e reduzindo a inibição, seria o suporte do aprendizado da preferência do odor no 

aPC durante o período sensível nos roedores (GHOSH et al., 2015); especificamente, a 

manutenção de uma plasticidade sináptica dependente de NMDA nas sinapses do LOT com as 

células piramidais da camada L2 (MUKHERJEE; YUAN, 2016), moduladas pela ativação 

dos receptores β-adrenérgicos (GHOSH et al., 2017). Por outro lado, a falta de suporte dessa 

plasticidade (reduzida expressão receptores NMDA, canais LTCC e receptores β-

adrenérgicos nas células piramidais da camada L2) caracterizaria a atividade do aPC nos 

filhotes maiores de > P10 (GHOSH et al., 2017). Contudo, até o momento, não há estudos 

detalhados do desenvolvimento dos sistemas de neurotransmissão intracorticais no aPC, que 

                                                           
1
 LTP (do inglês Long-Term Potentiation), referido a uma forma de plasticidade sináptica que reflete a um 

aumento duradouro na força de transmissão sináptica.  
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permitam compreender o papel do aPC para o aprendizado de preferência olfatória no início 

do desenvolvimento pós-natal, com a mesma profundidade de estudo do BO para o mesmo 

fenômeno. Como veremos nas seções seguintes, o aPC piriforme sofre mudanças 

significativas no desenvolvimento dos sistemas de transmissão excitatórios e inibitórios, nos 

períodos coincidentes com o aprendizado de preferência olfatória. Conhecer melhor as 

características desses sistemas e seus modos de ação no processamento do odor, durante o 

período sensível de aprendizado do apego e no período pós-sensível, poderia abrir insights 

para a compreensão do papel do aPC no circuito BO-LC-Noradrenalina no suporte dos 

mecanismos de aprendizado de preferência olfatória.  

1.3.1.3. Sistema Locus Coeruleus-Noradrenalina 

A maior fonte de NA no sistema nervoso é o LC e tanto o BO quanto o aPC recebem 

inputs noradrenérgicos do LC (SHIPLEY et al., 1985; McLEAN; SHIPLEY, 1991; ASTON-

JONES, 2004). As células do LC respondem a diferentes estímulos sensoriais, 

especificamente quando ocorre uma mudança no ambiente, tais como a aparição de um evento 

novo ou inesperado; ou uma mudança nas contingências de estímulo-reforço dentro de uma 

situação de aprendizado em laboratório (BOURET; SARA, 2005). Tem sido proposto que as 

diferenças particulares entre o neonato e o rato adulto, na resposta para o estímulo do LC e os 

padrões de liberação de NA, medeiam a modulação diferente do funcionamento em curso do 

circuito neural olfatório, envolvido no aprendizado da preferência do odor. No roedor adulto, 

a resposta do LC para o estímulo sensorial é menos sensitiva, particularmente para estímulos 

não nocivos (ASTON-JONES; BLOOM, 1981; KIMURA; NAKAMURA, 1985; 

NAKAMURA; SAGAKUCHI, 1990), e ante a uma estimulação sensorial repetida mostra 

rápida habituação (KIMURA; NAKAMURA, 1985; VANKOV et al., 1995).  

O LC do rato infante é mais responsivo para o estímulo sensorial, incluindo estímulos 

nocivos ou não nocivos (ASTON-JONES; BLOOM, 1981; KIMURA; NAKAMURA, 1985; 

NAKAMURA; SAGAKUCHI, 1990) e falha na habituação em resposta à estimulação 

sensorial repetida (KIMURA; NAKAMURA, 1985; NAKAMURA; SAKAGUCHI, 1990). 

Além dessas diferenças, também tem sido mostrado que o LC em neonato libera, 

substancialmente, mais NA dentro do BO do que o LC de adulto (RANGEL; LEON, 1995). 

As mudanças no perfil de infante para adulto, na resposta para o estímulo do LC e na redução 

da liberação de NA, têm sido atribuídas à redução na expressão de auto-receptores α1 e a 

emergência da função inibitória dos auto-receptores α2, resultando em um decaimento rápido 
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(em poucos milissegundos) na atividade das células do LC em resposta a um estímulo 

sensorial (NAKAMURA; SAKAGUCHI, 1990; WINZER-SERHAN; LESLIE, 1997; HAPPE 

et al., 2004). Tais particularidades no padrão de atividade do sistema LC-NA suportariam o 

aprendizado do odor condicionado com estimulação táctil no início da vida e também o 

fechamento do período sensível para esse aprendizado.  

2. Organização estrutural e funcional do sistema olfatório 

2.1. Bulbo olfatório principal 

2.1.1. Visão geral 

O bulbo olfatório (BO) é uma estrutura com camadas bem distinguidas (Figura 2.2). A 

camada mais superficial é o ponto de entrada dos terminais axonais dos neurônios sensoriais 

olfatórios (OSN). Em seguida, esses axônios fazem contato sináptico com os dendritos apicais 

das células Mitral (Mt) formando estruturas esféricas, chamadas glomérulos. Ao redor dos 

glomérulos se encontram os interneurônios periglomerulares (Pg) que formam contatos 

sinápticos com as células Mt e os OSN dentro dos glomérulos e também estabelecem conexão 

entre glomérulos. As células Mt se encontram na camada mais profunda e projetam seus 

axônios para regiões corticais pelo trato olfatório lateral (LOT). Na camada profunda se 

encontram as células granulares (Gr), interneurônios inibitórios, que estabelecem contatos 

sinápticos dendro-dendríticos de modo recíproco com os dendritos laterais das células Mt 

(SHEPHERD et al., 2004).  

No roedor adulto estimam-se aproximadamente 1.800 glomérulos distribuídos ao longo 

do BO (ROYET et al., 1988; MOMBAERTS et al., 1996), com axônios OSN expressando 

um mesmo tipo de receptor olfatório, convergindo dentro de um ou dois glomérulos no BO 

(MOMBAERTS et al., 1996; IMAI; SAKANO, 2007; ZOU et al., 2009), junto com os 

dendritos das células Mt. A inervação específica dos glomérulos pelos axônios OSN, 

expressando um único tipo de receptor, formam mapas randomicamente distribuídos ao longo 

do BO (VASSAR et al., 1994;MORI, SAKANO, 2011; TAKEUCHI; SAKANO, 2014; 

ZAPIEC; MOMBAERTS, 2015).  

Dentro dos glomérulos, as células Pg estabelecem sinapses dendro-dendríticas 

GABAérgicas com as células Mt (KOSAKA; KOSAKA, 2005; MURPHY et al., 2005), as 

quais, por sua vez, estabelecem sinapses dendro-dendríticas glutamatérgicas com as células 
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Pg (SHEPHERD et al., 2004). No roedor adulto estima-se um total aproximado de 30.000-

40.000 células Mt (ROSSELLI-AUSTIN;ALTMAN, 1979, MESIAMI, 1989; RICHARD et 

al., 2010), dessas 10-20 células projetam para cada glomérulo (RICHARD et al., 2010; 

SOSULSKI et al., 2011; LIU et al., 2016).  

Figura 2.2. Organização laminar do Bulbo Olfatório 

 

Os axônios dos OSN saem do OE e atravessam a placa cribiforme formando o nervo olfatório 

(ON) e terminam na camada superficial do bulbo olfatório (BO) estabelecendo sinapses com 

os dendritos apicais das células Mitrais (Mt) e os interneurônios periglomerulares (Pg), 

formando estruturas esféricas chamadas glomérulos (GL). Os corpos das células Mt se 

encontram na camada mais profunda (Mt) e lateralmente estendem seus dendritos sobre os 

quais se estabelecem sinapses dendro-dendríticos com as células granulares (Gr), com soma 

distribuídos mais profundamente. Entre a camada GL e a camada Mt se encontra uma camada 

formada pelos ramos dendríticos apicais e distais das células Mt (camada plexiforme externa). 

Entre a camada Mt e a camada Gr se encontra a camada plexiforme interna (Pin), formada 

pelos axônios das células Mt e os dendritos apicais das células Gr. Os axônios das células Mt 

saem do BO formando o trato olfatório lateral (LOT) e projetam para regiões centrais. 

Por outro lado, as células Gr formam sinapses dendro-dendríticas recíprocas em espaços 

adjacentes com as células Mt. As células Gr recebem inputs excitatórios glutamatérgicos das 

células Mt e, por sua vez, essas recebem inputs GABAérgicos das células Gr (SHEPHERD  et 

al., 2007). A inibição gerada pelas células Gr sobre as células Mt depende da ativação de 

receptores NMDA nas células Gr (e não de AMPA) (SCHOPPA et al., 1998; CHEN et al., 

2000). Propõe-se que para ativar os receptores NMDA nas células Gr e consequentemente 

liberarem GABA, a célula Gr recebe excitação axo-dendrítica de inputs corticofugais 
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(originados no córtex piriforme), os quais facilitam a ativação dos receptores NMDA para que 

a seguinte excitação dendro-dendríticas Mt-Gr possa, portanto, facilitar a inibição dendro-

dendríticas Gr-Mt (BALU et al., 2007).  

2.1.2. Projeções do bulbo olfatório para regiões centrais 

Os axônios das células Mt deixam o BO formando o LOT, que se estende ventralmente 

no cérebro (Figura 2.3). De cada axônio no LOT, saem vários axônios colaterais que deixam 

o LOT ao longo da sua extensão e se espalham obliquamente, entrando em várias regiões 

corticais (SHEPHERD et al.,2004). A primeira projeção central é o núcleo anterior olfatório 

(AON), que recebe uma porção de axônios BO, ipsilateral e contralateral, bem como de 

projeções corticofugais de regiões olfatórias mais centrais. Uma porção importante de axônios 

das células Mt também se projeta, diretamente, para o córtex piriforme anterior (aPC), 

posterior (pPC) e córtex entorrinal ipsilateral. Esses córtices também recebem projeções 

importantes do BO e do AON contralateral via a comissura anterior (AC) (SHIPLEY et al., 

2004; IMAI, 2014).  

Figura 2.3. Projeções centrais do Bulbo Olfatório  

 

 

Os axônios das células Mitrais saem do bulbo olfatório e projetam diretamente para regiões 

corticais diversas, através do trato olfatório lateral (LOT). O gráfico é uma visão ventrolateral 

dessas projeções. Os terminais axônios do LOT saem perpendicularmente para entrar em cada 

região. As letras da A, D, P e V se referem a anterior, dorsal, posterior e ventral, 

respectivamente. (Gráfico tomado de IMAI, 2014; Construction of functional neuronal 

circuitry in the olfactory bulb. Seminars in Cell & Developmental Biology 35 (2014) 180–

188).  

A formação do LOT antecede à formação anatômica do BO. No período embrionário 

E16-E17, antes mesmo dos glomérulos estarem formados, o LOT já se encontra estendido ao 

longo da porção ventral do cérebro do rato (SCHWOB; PRICE, 1984; MORIIZUMI et al., 
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1995; LOPEZ-MASCARAQUE  et al., 1996) e começa a se mielinizar rapidamente entre P9 

e P21 (SCHWOB et al., 1984; MORIIZUMI et al., 1995). A velocidade de condução no LOT 

é de 1 metro/segundo em P3-P10, de 2,7 metros/segundo em P15 e de 9,6 metros/segundo no 

adulto (SCHWOB et al., 1984).   

2.2. Córtex piriforme 

2.2.1. Demarcação anatômica 

O córtex piriforme se estende ventralmente ao longo do cérebro, paralelo à fissura rinal, 

desde o final do tubérculo olfatório, na sua porção anterior, até o final da fissura rinal, na 

porção posterior. Em toda sua extensão, recebe inputs diretamente dos axônios das células Mt 

via o LOT (Figura 2.3 A). Descreve-se duas sub-regiões de córtex piriforme, o córtex 

piriforme anterior (aPC) e o córtex piriforme posterior (pPC). A demarcação anatômica entre 

as duas sub-regiões reside no estreitamento da densidade do LOT (Figura 2.4A) e 

internamente na extensão e espessura das suas camadas (NEVILLE; HABERLY, 2004). Além 

dessas subdivisões grossas, existem outras em cada sub-região caracterizadas pelas variações 

na espessura em alguma das suas três camadas (NEVILLE; HABERLY, 2004). Devido à 

relevância para o nosso trabalho, aqui focamos na descrição e discussão apenas do aPC.   

2.2.2. Organização Laminar 

Internamente, o aPC está organizado em três camadas (Figura 2.4B). A camada 1 (L1) 

é a mais superficial e contêm terminais axonais, dendritos e um número reduzido de corpos 

neuronais, compondo-se de duas subdivisões, L1a e L1b. A camada L1a contém os terminais 

axonais das Mt, que saem do LOT, e a camada L1b contém os terminais axonais, que se 

projetam de outras regiões corticais olfatórias e não olfatórias, chamados de inputs 

associativos (NEVILLE; HABERLY, 2004; HAGIWARA et al., 2012). A camada 2 (L2) 

contém uma grande densidade de corpos celulares das células piramidais superficiais (SP), 

células semilunares (SL) e, também, axônios dos inputs associativos (NEVILLE; HABERLY, 

2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013). A camada 3 (L3) contém, em menor densidade, os corpos 

das células piramidais profundas (DP) e os terminais axonais dos inputs associativos 

NEVILLE; HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013). Nas três camadas também se 

encontram distribuídos interneurônios GABAérgicos de diversa morfologia (BEKKERS; 

SUZUKI, 2013).  
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Figura 2.4. Localização, delimitação anatômica, arquitetura laminar e circuito do córtex 

piriforme anterior  

 

Visão ventrolateral de um cérebro de rato mostrando a extensão do LOT saindo do BO e se 

estendendo para o aPC e pPC. Uma maior extensão do LOT (cinza) caracteriza a região do 

aPC, organizados ventralmente à fissura rinal (fr) (A). Internamente o aPC está organizado em 

camadas bem definidas (B). A camada superficial (L1a) é o lugar de entrada dos terminais 

axônais do LOT. Nessa camada também se encontram alguns interneurônios GABAérgicos 

(H, horizontais; G, neurogliais; B, bastquet; M, multipolares) e predominantemente os ramos 

dos dendritos apicais das células semilunares (SL), piramidais superficiais (SP) e piramidais 

profundas (DP), com corpos nas camadas mais profundas (L2/3). Esses neurônios formam 

microcircuitos intracorticais excitatórios e inibitórios (IN1, inibição feedforward; IN2, 

inibição feedback ) (C). Os dendritos apicais distais das células principais e os interneurônios 

na camada L1a recebem inputs diretos do LOT (inputs aferentes, aff). Nas camadas L1b, L2 e 

L2 se integram inputs excitatórios aferentes (LOT) e nas camadas L1b, L2/3 se integram 

vários inputs associativos (assn), tanto os provenientes de outras regiões corticais quanto os 

gerados dentro do próprio microcircuito (recorrentes excitatórias SP→SP, 

SL/SP/DP→interneurônios, interneurônios→SP). As células SP e DP são as que saem do aPC 

e projetam para outras regiões corticais e inclusive para o próprio BO (Gráficos foram 

tomados dos trabalhos de Suzuki; Bekkers, 2007. Microcircuits Mediating Feedforward and 

Feedback Synaptic Inhibition in the Piriform Cortex, The Journal of Neuroscience, January 

18, 2012 , 32(3):919 –931, 919/ Inhibitory Interneurons in the Piriform Cortex.Clinical and 

Experimental Pharmacology and Physiology (2007) 34, 1064–1069).  
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2.2.3. Células principais 

O aPC contém vários tipos celulares, dentre esses descrevemos as células principais, 

que se caracterizam pela extensão de sua arborização dendrítica e axônios que se projetam 

para outras áreas (células piramidais superficial e profunda) e pela grande conexão associativa 

intracortical (células semilunares) (NEVILLE; HABERLY, 2004); e também interneurônios, 

que formam amplas conexões internas nas diferentes camadas do aPC (NEVILLE; 

HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 2.4 B). As três classes de células 

principais e as várias classes de interneurônios possuem diferentes características 

morfológicas e propriedades elétrofisiológicas intrínsecas (SUZUKI; BEKKERS, 2006; 

2010a, b; 2011; CHOY et al., 2017).   

2.2.3.1.    Células semilunares 

As células semilunares (SL) são a população celular que se encontra em maior 

proporção na porção superficial da camada L2 do aPC e são também as mais abundantes do 

córtex piriforme. Morfologicamente se caracterizam por possuir: ramos dendríticos de curto 

alcance projetando apicalmente em direção à camada L1a e axônios que atingem 

horizontalmente a mesma camada, em direção à outras células piramidais; e colaterais para 

interneurônios nas camadas mais profundas do aPC, mas que não projetam para fora do aPC 

(SUZUKI; BEKKERS, 2006; HAGIWARA et al., 2012; CHOY et al., 2017; MAZO et al., 

2017). 

2.2.3.2. Piramidais superficiais 

As células piramidais superficiais (SP) têm seus corpos distribuídos majoritariamente na 

porção profunda da camada L2, e seus dendritos apicais se estendem em frondosas 

ramificações nas camadas mais superficiais. Seus dendritos basais se expandem radialmente 

desde o soma com profusão de pequenos espinhos dendríticos (SUZUKI; BEKKERS, 2011; 

HAGIWARA et al., 2012; CHOY et al., 2017). Os axônios mielinizados dessas células 

projetam para outras áreas olfatórias, ipsi e contralateralmente e ainda projetam de volta para 

o BO (NEVILLE; HABERLY, 2004; BALU  et al., 2007; MAZO et al., 2017).  
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2.2.3.3. Piramidais profundas 

As células piramidais profundas (DP) se encontram distribuídas na camada L3, 

estendendo um dendrito principal que se ramifica na camada L1 e apresentam também 

dendritos basais que se estendem horizontalmente na camada L3 (SUZUKI; BEKKERS, 

2006; SUZUKI; BEKKERS, 2011; HAGIWARA et al., 2012; CHOY et al., 2017). São as 

células com maior extensão dendrítica no aPC e; semelhante às células SP, projetam seus 

axônios mielinizados para outras áreas olfatórias, ipsi e contralateralmente e também de volta 

para o BO (NEVILLE; HABERLY, 2004; BALU et al., 2007; MAZO et al., 2017). 

2.2.3.4. Interneurônios 

O aPC contém interneurônios que usam GABA ou outra substância como 

neurotransmissor (NEVILLE; HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013). Até o 

momento, têm sido identificadas sete classes de interneurônios que expressam diferentes 

marcadores moleculares e apresentam características morfológicas e eletrofisiológicas 

diferentes, sendo que a maior parte deles libera GABA como neurotransmissor (SUZUKI; 

BEKKERS, 2010 a, b). Esses interneurônios se encontram amplamente distribuídos nas três 

camadas do córtex piriforme e a maioria estende seus frondosos dendritos na mesma camada, 

porém alguns estendem densos dendritos basais e apicais nas três camadas do aPC (Figura 

2.3B). Como veremos mais adiante, a posição desses interneurônios GABAérgicos em cada 

camada e o tipo de input que recebem são consideradas cruciais para a função inibitória 

intracortical (BEKKERS; SUZUKI; 2013).  

2.2.4. Organização Sináptica Intracortical 

As células descritas acima formam sinapses glutamatérgicas e GABAérgicas em cada 

camada descrita (NEVILLE; HABERLY, 2004; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 2.3 C).  

2.2.4.1. Sinapses Excitatórias 

As sinapses excitatórias glutamatérgicas dentro do aPC são estabelecidas pelos 

terminais axonais do LOT, pelas as células SL, SP e DP; e pelos inputs associativos 

provenientes de outros córtices olfatórios ou não olfatórios. As células piramidais recebem os 

inputs nos seus dendritos apicais. Os originados do BO terminam formando sinapses 

excitatórias nos dendritos distais das células SL, SP, DP e dos interneurônios na camada L1b, 
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enquanto que os inputs excitatórios associativos terminam formando sinapses nos dendritos 

proximais, basais ou soma das células SL, SP, DP; e interneurônios nas camadas L1b, L2/3 

(NEVILLE; HABERLY, 2004; FRANKS; ISAACSON, 2005; BEKKERS; SUZUKI, 2013) 

(Figura 2.4 C).  

2.2.4.2. Sinapses inibitórias 

As sinapses inibitórias são estabelecidas pelos dendritos e axônios dos interneurônios 

GABAérgicos que se encontram distribuídos nas três camadas do aPC. As sinapses são 

estabelecidas nos dendritos apicais, proximais e basais e também no soma das células SL, SP 

e DP (Figura 2.4C).  

2.2.5. Circuito neural 

2.2.5.1. Aferentes 

O primeiro circuito aferente é constituído pelos inputs que chegam do BO na camada 

L1a, onde estabelecem sinapses glutamatérgicas com os dendritos apicais distais das células 

SL, SP e DP (FRANKS; ISAACSON, 2005; BATHELLIET et al., 2009); e com os dendritos 

dos interneurônios GABAérgicos (STOKES; ISAACSON, 2010). O segundo circuito aferente 

é constituído pelos inputs excitatórios que chegam de diversas regiões do córtex olfatório e 

também do lado ipsi e contralateral que chegam à camada L1b, chamados também de inputs 

associativos (NEVILLE; HABERLY, 2004; HAGIWARA et al., 2012). Tem-se evidência de 

que as células piramidais, individualmente, recebem inputs sinápticos provenientes de 

diferentes glomérulos do BO (BATHELLIER et al., 2009; APICELLA et al., 2010). Tem sido 

proposto que cada célula piramidal recebe inputs de aproximadamente 200 aferentes do BO 

(DAVISON; EHLERS, 2011), sendo que cada terminal axonal Mt realiza cinco contatos 

sinápticos nesta célula (FRANKS; ISAACSON, 2006; BATHELLIER et al., 2009; FRANKS 

et al., 2011).  

Das células piramidais, as células SL tendem a receber um input aferente do LOT mais 

forte, e as células SP e DP mais fraco (SUZUKI; BEKKERS, 2006; SUZUKI, BEKKERS, 

2011; HAGIWARA et al., 2012. BEKKERS; SUZUKI, 2013; CHOY  et al., 2017). Por outro 

lado, também tem sido sugerido que os interneurônios da camada L1a recebem seis vezes 

mais inputs das fibras do LOT do que os dendritos das células piramidais (STOKES; 

ISAACSON, 2010).  
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2.2.5.2. Eferentes 

A principal projeção eferente do aPC é mediada pelos axônios das células SP e DP. As 

maiores projeções ocorrem para as próprias regiões olfatórias, como: córtex piriforme 

posterior, córtex entorrinal e também as projeções de tipo corticofugais para o núcleo anterior 

olfatório e BO. Projeções abundantes são também enviadas para: tálamo, hipotálamo, 

amígdala e regiões do córtex pré-frontal; e o córtex olfatório contralateral, mediante a 

comissura anterior (NEVILLE; HABERLY, 2004; SHIPLEY et al., 2004; HAGIWARA et 

al., 2012).  

2.2.5.3. Autoassociativas 

As células SL e SP recebem inputs associativos de outras áreas corticais olfatórias, 

ipsilateralmente e também contralateralmente via os inputs comissurais. As células SL tendem 

a receber input associativo mais fraco, comparado com o input aferente que recebem do LOT, 

enquanto que as células SP e DP recebem mais forte (SUZUKI; BEKKERS, 2006; SUZUKI, 

BEKKERS, 2011; HAGIWARA et al., 2012. BEKKERS; SUZUKI, 2013; CHOY  et al., 

2017).  

As células piramidais do aPC também recebem inputs delas mesmas (inputs 

autoassociativos ou recorrentes), os quais formam sinapses nos dendritos apicais e proximais 

nas camadas L1b (SP e DP) (FRANKS; ISAACSON, 2005). As células SL inervam 

preferencialmente as células SP e DP na camada L3, mas não outras SL, e interneurônios 

GABAérgicos em L3(CHOY et al., 2017). Assim, o principal circuito autoassociativo é 

formado pelas conexões sinápticas recorrente entre as células piramidais SP e DP. Cada célula 

piramidal recebe uma conexão recorrente de pelo menos outras 20% células piramidais, sendo 

que cada contato sináptico é uniquantal (FRANKS et al., 2011). 

2.2.5.4. Inibitório 

O circuito inibitório é mediado por duas fontes de inibição sináptica sobre as células 

piramidais da camada L2 e L3 do aPC (feedforward e feedback).  

2.2.5.4.1. Inibição feedforward 

A inibição feedforward é formada pelos interneurônios na camada L1a que recebem 

input direto do LOT.  Como mencionamos acima, os interneurônios na camada L1a recebem 
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alta convergência de input das células Mt, mais do que as células piramidais (STOKES. 

ISAACSON, 2010; STOKES et al., 2014). 

Tem sido descrito duas variantes de circuito: LOT→ célula horizontal→ SP/SL e 

LOT→ célula com forma neuroglial→ SL/SP (SUZUKI, BEKKERS, 2012), formando 

contatos sinápticos dispersos ao longo dos dendritos apicais distais das células piramidais da 

camada L2/3 (STOKES et al., 2014).  

2.2.5.4.2. Inibição feedback 

A inibição feedback é formada pelos interneurônios camadas L1b e L2/3, que recebem 

inputs associativos, exclusivamente das células piramidais ativas, e que inibem 

preferentemente as células que os excitam (STOKES; ISAACSON, 2010), sendo LOT→ 

SL→ célula multipolar de disparo rápido o tipo de circuito mais comum (SUZUKI, 

BEKKERS, 2012; CHOY et al., 2017). Propõe-se que a excitação recorrente sobre os 

interneurônios da camada L3 é mais forte do que a excitação recorrente entre as células 

piramidais (STOKES. ISAACSON, 2010), de modo que a inibição feedback provê uma 

inibição mais forte do que a inibição feedforward sobre as células piramidais das camadas 

L2/3 (FRANKS et al., 2011; LARGE et al., 2016a,b).  

Além de promover inibição nas células piramidais, há evidência de que um grupo de 

interneurônios (que expressam somatostatina e com padrão de disparo regular e rápido) 

também inibe outros interneurônios inibitórios, na camada L2/3, e a si mesmos (LARGE et 

al., 2016b). 

2.2.6. Plasticidade sináptica 

É sugerido que para manter uma representação invariante de características especificas 

de odores, a plasticidade dependente da atividade dos inputs do LOT poderia não ser 

necessariamente desejada. Em estudo de potencial de campo evocado em fatias de córtex 

olfatório de ratos adultos, a estimulação tetânica do LOT não induz de modo confiável LTP 

mediado por receptor NMDA (JUNG et al., 1990). Além disso, a indução bem-sucedida de 

LTP foi difícil de alcançar e resultou em pequeno incremento de 10-15% da força sináptica 

(JUNG et al., 1990; KANTER; HABERLY, 1990; KANTER; HABERLY, 1993).  



50 
 

2.2.7. Retropropagação de potencial de ação 

É sugerido que a plasticidade LTP nas sinapses LOT-aPC nos dendritos apicais distais 

das células piramidais depende da retropropagação do potencial de ação nos dendritos distais 

das células piramidais, induzindo sinal de cálcio transitório. Em animal adulto, o pareamento 

de disparo pré e pós-sináptico leva a um sinal pequeno de cálcio transitório nos dendritos 

distais das células piramidais na camada L1b (input associativo), levando uma falha seletiva 

na indução de LTP na camada L1a, o qual pode ser recuperado melhorando o potencial de 

ação de retropropagação. Por outro lado, a indução de LTP pareando disparo pré e pós-

sináptico pode ser induzida na camada L1b, porém requer disparo em burts
2
 da célula 

piramidal pós-sináptica  (JOHENNING et al., 2009). 

2.3. Aspectos do desenvolvimento pós-natal do córtex piriforme 

2.3.1. Organização laminar 

As camadas do córtex piriforme começam a se formar ainda no período embrionário 

(MARTIN-LOPEZ et al., 2017). No dia embrionário E19 observa-se a camada L1 sem 

distinção clara entre as suas porções L1a e L1b (MORIIZUMI et al., 1995; MARTIN-LOPEZ 

et al., 2017).  

Para o momento do nascimento a camada do LOT no aPC já se encontra presente e 

ganha espessura entre a primeira e quarta semana pós-natal (WILSON et al., 2000; SARMA 

et al., 2011). As subdivisões L1a e L1b aparecem em P7, e ao longo do tempo a espessura da 

camada L1a se incrementa, estabilizando-se em P30. A camada L1b se desenvolve na 

primeira semana pós-natal e permanece estável nas semanas seguintes (WILSON et al., 2000; 

SARMA et al., 2011), enquanto que a camada L2 se incrementa progressivamente entre P0 e 

P30 (SARMA et al., 2011).  

Observa-se também que a projeção comissural do lado contralateral não atinge a 

camada L1b até ao redor da segunda semana pós-natal (SCHWOB; PRICE, 1984; WILSON 

et al., 2000). Antes desse período prima o input do BO de projeção ipsilateral, sendo a função 

olfatória também processada nos córtices de cada hemisfério como vias independentes 

(KUCHARSKI; HALL, 1987; 1988; FONTAINE  et al.,  2013).  

                                                           
2
 Referido a uma série de disparos rápidos de potenciais ação com intervalo de menos de 5 ms entre cada 

potencial (BEAN, 2007). 
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2.3.2. Células 

Conta-se com dados escassos na literatura sobre as características de desenvolvimento 

morfológicas e eletrofisiológicas dos diferentes tipos celulares no aPC, durante a primeira e 

terceira semana pós-natal, sem comparação do tipo de células piramidais. Estudos de 

imunohistoquímica têm mostrado que a população de células piramidais com corpos celulares 

na camada L2 permanece estável ao longo do desenvolvimento, enquanto que o número de 

interneurônios GABAérgicos é alto entre P0 e P2 e, rapidamente, reduz-se entre P2 e P7 e 

mais lentamente até P14, permanecendo depois disso estável até o período adulto (SARMA et 

al., 2011). Assim, a proporção de interneurônios/células piramidais cai significativamente 

durante a primeira semana pós-natal (P0-P7) e se reduz ainda mais ao longo da segunda 

semana pós-natal (P14), permanecendo posteriormente estável com uma proporção de 1 

interneurônio para cada 10 células piramidais (SARMA et al., 2011).  

Ao redor do P14, o córtex piriforme tem um perfil morfológico semelhante ao adulto, 

com células piramidais completamente desenvolvidas nas camadas L2 e L3 (VALVERDE; 

SANCATANA, 1994). As células piramidais da porção mais superficial da camada L2 

maturam antes das distribuídas na porção profunda, sugerindo que as primeiras em 

amadurecer sejam as células SL que dependem do input direto do BO (SARMA et al., 2011). 

Paralelo às mudanças morfológicas, há também mudanças importantes nas propriedades 

intrínsecas passivas e ativas das células piramidais da camada L2/3. Entre a segunda e quarta 

semana pós-natal, o potencial de membrana em repouso e o limiar de disparo de potencial de 

ação se tornam mais negativos, sem mudanças na resistência ao input, e a geração e duração 

dos potenciais de ação se tornam mais rápidos (GHOSH et al., 2015).  

2.3.3. Organização sináptica intracortical 

2.3.3.1. Excitatória 

 Na primeira semana pós-natal nos ratos, predomina expressão de receptores NMDA 

em relação os receptores AMPA nas sinapses do LOT-aPC (L1a), o qual ao longo do primeiro 

mês pós-natal muda progressivamente, reduzindo a expressão de receptores NMDA e 

incrementando a expressão de receptores AMPA. Essa mudança não foi observada nas 

sinapses glutamatérgicas associativas (L1b e L2/3) (FRANKS; ISAACSON, 2005).  
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Paralela com essas mudanças no desenvolvimento de receptores glutamatérgicos, 

também tem sido observada uma rápida maturação na densidade de espinhos dendríticos nos 

sítios de input do LOT (dendritos apicais distais) comparado com as sinapses associativas 

(dendritos apicais basais e proximais). A densidade de espinhos dendritos nas sinapses do 

LOT se incrementa rapidamente nas duas primeiras semanas pós-natal e permanecem estáveis 

ao longo do período adulto, enquanto que a densidade sináptica dos espinhos dendritos nas 

sinapses associativas continua a se incrementar progressivamente ao longo da fase adulta 

(POO; ISAACSON, 2007).  

2.3.3.2. Inibitória 

De P0 a P10, a densidade sináptica total na camada L1a do córtex piriforme se 

incrementa em 1/3 da sua densidade de adulto (WESTRUM, 1975; MORIIZUMI et al.,1995). 

Um trabalho de microscopia eletrônica reporta que os contatos sinápticos GABAérgicos em 

L1a aparecem em P6, mudando significativamente em tamanho e lugar de distribuição entre 

P13 e P21, atingindo o perfil adulto. Enquanto que na camada L1b e L2, os contatos 

sinápticos GABAérgicos aparecem desde P2 e também atravessam mudanças em tamanho e 

distribuição nas semanas seguintes, atingindo o perfil adulto em P21 (WESTENBROEK et 

al., 1988).  

Estudo de imunohistoquímica mais recente reporta a presença de sinapses GABAérgicas 

na camada L2 em P7, e não antes, e a densidade permanece estável entre P7 e P14, 

incrementando-se de modo importante em P60 (SARMA et al., 2011). Esses dados sugerem 

que durante a primeira semana pós-natal em roedores a inibição se encontra funcional, 

principalmente na camada mais profunda do córtex piriforme.  

2.3.4. Circuito Neural 

Pouco se conhece sobre a ontogenia da função do circuito do córtex piriforme. Sabe-se, 

por estudos de potencial de campo, que a atividade cortical para a estimulação elétrica do 

LOT aparece bem no início da primeira semana pós-natal, e o padrão de atividade cortical 

inibitória progressivamente muda, atingindo um padrão semelhante ao adulto ao redor de P14 

(SCHWOB et al., 1984). Esses dados são coerentes com os estudos de imunohistoquímica de 

SARMA e colaboradores (2011), que mostram evidências de sinapse GABAérgica funcional 

em P7 e entre P14 e P30, com a contínua formação de sinapses GABAérgicas funcionais no 

aPC. Além disso, outras funções corticais como a discriminação comportamental específica 
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de dois odores altamente semelhantes (próprio ninho vs. outro ninho), também aparecem em 

período pós-natal semelhante (GREGORY; PFAFF, 1979; MEYERS; ALBERTS, 2016).  

2.3.5. Plasticidade Sináptica 

Uma maior contribuição de receptores NMDA nas sinapses do LOT-aPC predomina 

durante o início do desenvolvimento pós-natal (FRANKS; ISAACSON, 2005). Além disso, 

essas sinapses expressam robusta LTP dependente de receptor NMDA em ratos infantes, com 

a magnitude declinando rapidamente durante o primeiro mês pós-natal. Por outro lado, essa 

capacidade para expressar robusta LTP dependente de NMDA nas sinapses associativas 

permanece constante ao longo do período pós-natal (POO; ISAACSON, 2007).  Tem sido 

sugerido que essa alta capacidade de plasticidade sináptica excitatória em nível das sinapses 

LOT-aPC poderia contribuir na rápida formação de aprendizado de preferências olfatórias, no 

início do desenvolvimento pós-natal (FRANKS; ISAACSON, 2005; POO; ISAACSON, 

2007).  

Como descrevemos na seção 1.3.3, uma plasticidade LTP dependente de NMDA nas 

sinapses LOT-aPC parece ser necessária para a indução de aprendizado de preferência 

olfatória em roedores infantes <P10, pois a infusão de antagonista de receptor NMDA no 

aPC, antes do pareamento odor-stroke, previne o aprendizado do odor. Além disso, a indução 

de LTP in vitro nas sinapses LOT-aPC, pareando a aplicação de agonista β-adrenérgico com 

estimulação de alta frequência no LOT, é prevenido pela aplicação de antagonista de receptor 

NMDA (MORRISON et al., 2013).  

2.3.6. Retropropagação de potencial de ação. 

A pesar de não existir dados experimentais para o início do desenvolvimento, 

JOHENNING e colaboradores (2009) discutem a possibilidade dos mecanismos que suportam 

o LTP dependente de NMDA nas sinapses LOT-aPC (camada L1a) também serem 

sustentados por retropropagação
3
 do potencial de ação para os dendritos apicais distais e as 

propriedades intrínsecas de disparo das células piramidais (JOHENNING et al., 2009). 

Considerando que, no início do desenvolvimento, a indução de LTP mediada por receptores 

NMDA nas sinapses LOT-aPC se encontra particularmente incrementada e gradualmente se 

                                                           
3
 Referido a uma condução ativa ao longo do dendritos da despolarização produzida pelo potencial de ação no 

segmento inicial do axônio. A amplitude da despolarização diminui ao longo dos dendritos com o 

distanciamento do soma.   
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reduz ao longo do primeiro mês pós-natal, é possível que o mecanismo de retropropagação de 

potencial de ação mediado pelas propriedades intrínsecas de disparo das células piramidais 

suporte a LTP nesse período.  

3. Papel da transmissão sináptica GABAérgica no processamento cortical 

do odor 

Um modelo possível de como o córtex piriforme processa o odor seria que esse estímulo 

evocaria uma atividade espacialmente distribuída no córtex piriforme, onde apenas uma 

pequena fração de células piramidais responde para um estímulo, sem uma relação 

topográfica aos padrões espaciais do processamento nos glomérulos do BO (ISAACSON, 

2010; WILSON; SULLIVAN, 2011; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 2.5). Pensa-se que 

essa distribuição dispersa de codificação permite que um grande número de padrões das 

características de odor seja armazenado (WILSON; SULLIVAN, 2011). A atividade evocada 

pelo odor no aPC, mantendo uma forma de processamento espacialmente disperso, tem sido 

observada em ratos a partir de P3, com perfil semelhante ao adulto em P10 (ILLIG, 2007). 

Figura 2.5. Representação dispersa de odores no córtex piriforme 

 

 

O gráfico que mostra uma representação abstrata de como o odor é representado no córtex 

piriforme. No epitélio olfatório, os pontos coloridos iguais representam receptores olfatórios 

que expressam um mesmo gene receptor. Os neurônios olfatórios sensoriais expressando um 

mesmo gene receptor projetam para um mesmo glomérulo no bulbo olfatório (no gráfico 

representado como circuitos coloridos maiores). As células mitrais de cada glomérulo 

projetam difusamente para o córtex piriforme (disperso) (Gráfico tomado do trabalho de 

BEKKERS; SUZUKI, 2013, Neurons and circuits for odor processing in the piriform cortex. 

Trends in Neurosciences, July 2013, Vol. 36, No. 7).  

O padrão de processamento de odor disperso tem sido estudado e proposto a partir de 

estudos in vivo e in vitro, os quais sugerem que a codificação dispersa do odor é suportada por 
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uma característica particular dos circuitos intracorticais excitatórios e inibitórios. A 

estimulação de odor evoca tipicamente um fraco incremento na taxa de disparo das células 

piramidais da camada L2/3, porém apenas uma pequena porção celular dispara forte, essa 

atividade corresponderia com a atividade dispersa (RENNAKER et al., 2007; POO; 

ISAACSON, 2009; ISAACSON, 2010). O mecanismo pelo qual apenas um grupo pequeno de 

células piramidais, aleatoriamente dispersas, mostra uma alta atividade evocada por odor, tem 

sido atribuído à atividade do circuito inibitório 

Estudos in vitro e in vivo tem mostrado que um determinado odorante evoca a atividade 

de uma ampla população de interneurônios. Em registros individuais de células piramidais, a 

excitação é específica para um odor, porém, a inibição é inespecífica. O registro individual de 

interneurônios tem sugerido que um determinado odor evoca uma inibição global no córtex 

piriforme (POO; ISAACSON, 2009; ZHAN; LUO, 2010). Essa atividade inibitória 

contribuiria para a representação dispersa do odor, garantindo que apenas as células 

piramidais que receben uma excitação forte e preferente consigam disparar potencial de ação 

(ISAACSON, 2010). Porém, em estudo com camundongos acordados, combinando 

estimulação optogenética e registro multicanal de células, tem mostrado que os interneurônios 

GABAérgicos individuais no aPC exibem, de fato, uma resposta excitatória para diferentes 

odorantes, porém essa resposta não foi uniforme em todos esses interneurônios, havendo pelo 

menos quatro tipos de resposta excitatória, inclusive alguns interneurônios mostrando uma 

resposta inibitória (HU et al., 2017). Isso sugere que, talvez, os subtipos diferentes de 

interneurônios GABAérgicos descritos no cortex piriforme (SUZUKI; BEKKERS, 2010a,b), 

tenham diferentes papeis funcionais no processamento cortical do odor.  

O processamento diferenciado do microcircuito inibitório do córtex piriforme, 

modulado pela atividade entrante do BO, seria o suporte mais básico para o processamento 

disperso do odor no córtex piriforme. Tem sido mostrado que os interneurônios da camada 

mais superficial do córtex piriforme (L1a) recebem um input olfatório mais forte do que as 

células piramidais, e atividade desses interneurônios promovem uma inibição inicial 

feedforward transitória sobre a atividade das células piramidais. Os interneurônios das 

camadas L2/3, recrutados exclusivamente pela excitação recorrente das células piramidais, 

promovem uma inibição feedback de início tardio sobre a atividade das células piramidais, 

porém de efeito mais duradouro (STOKES; ISAACSON, 2010; 2013). Há a proposta que 

esses dois microcircuitos inibitórios forçam uma inibição ampla no córtex piriforme 

(STOKES; ISAACSON, 2013).  
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Capítulo 3  

Desenvolvimento pós-natal da transmissão sináptica GABAérgica 

no córtex piriforme anterior 

1. Introdução 

Um estudo de imunohistoquímica mostrou que o número de interneurônios 

GABAérgicos em todas as camadas do aPC é maior no momento do nascimento até o dia pós-

natal (P) 4 e logo se reduzem à metade em P7, permanecendo com quantidade estável depois 

dos P14 (SARMA et al., 2011). Além disso, a densidade das sinapses inibitórias na camada 1a 

(L1a) incrementa-se progressivamente do P14 até o período adulto, sendo que antes do P7 não 

é detectada a presença de sinapses inibitórias (SARMA et al., 2011). Paralelo ao incremento 

na densidade de sinapses inibitórias, a inibição cortical no aPC, evocada pela estimulação 

elétrica no LOT, atinge o perfil semelhante ao adulto ao redor do P14 (SCHWOB et al., 

1984). O período de transição no aprendizado do apego em roedores infantes (>P10) 

(MORICEAU; SULLIVAN, 2005; RAINEKI et al., 2009; ROTH et al., 2013; GHOSH et al. 

2015) é coincidente com o intenso aumento na inibição sináptica no aPC (P14-P60) (SARMA 

et al., 2011; SCHWOB et al., 1984). 

O desenvolvimento progressivo na morfologia e função do circuito inibitório no aPC 

durante as três primeiras semanas após o nascimento, sugere que a sinapse inibitória poderia 

operar de modo diferente nos ratos neonatos (<P10) e nos filhotes maiores (>P10). Assim, 

neste estudo examinamos o perfil do desenvolvimento das correntes inibitórias pós-sinápticas 

espontâneas (sIPSC) nas células piramidais da camada 2/3 usando eletrofisiologia in vitro. 

Nós focamos em dois períodos do desenvolvimento pós-natal (P5-P8 e P14-P17) com a 

finalidade de representar as idades de transição no aprendizado do apego. Também foram 

mensuradas as correntes inibitórias pós-sinápticas miniatura (mIPSC) para testar se o 

incremento na densidade sináptica inibitória, como mostrado em estudo inmunohistoquímica 

prévio (SARMA et al., 2011), poderia também refletir no incremento do número de sítios 

sinápticos de liberação de GABA. Além disso, pelo fato do desenvolvimento de circuito 

inibitório no neocórtex poder ser modulado pela experiência sensorial, e este é fraco e com 
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persistencia de fenôtipos sinápticos imaturos quando privados dela (JIAO et al., 2006; 

KRECZKO et al., 2009; GAINEY et al., 2016), nós também estudamos a transmissão 

sináptica GABAérgica após privação olfatória em P3. Portanto, considerando que os circuitos 

inibitórios corticais no aPC podem ser formados mediante mudanças neuronais intrínsecas e 

por influências do ambiente durante os processos de maturação, nós mensuramos as sIPSC e 

mIPSC nos animais com nariz unilateralmente ocluídos. Assim, nós isolamos as mudanças 

conduzidas pela maturação no aPC ipsilateral ao nariz ocluído, e aquelas mudanças 

provocadas pela interação do ambiente e maturação ficaram isoladas no aPC contralateral ao 

nariz ocluído. 

2. Métodos 

2.1. Ética 

Todos os procedimentos experimentais que contemplam o uso de animais foram 

realizados em concordância com as diretrizes e normas do Guidelines for Animal Care and 

Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health (2011) e, especialmente, com 

as disposições da Lei Brasileira número 11.794 de 08 de novembro de 2008, que regula o uso 

de animais para propósitos científicos e didáticos no Brasil. O projeto foi aprovado no Comitê 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob a 

carta de aprovação de número 27961 do dia 27 de novembro de 2014 além do ADENDO 

aprovado em Fevereiro de 2016 pelo mesmo Comitê.  

2.2. Animais 

2.2.1. Alojamento 

 Foram utilizados ratos Wistar, fêmeas e machos, provenientes do Centro de 

Reprodução e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS. Os animais 

foram trasladados ao biotério setorial do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS), no 

Departamento de Fisiologia, vinte dias antes do início do experimento. Nesse ambiente, os 

animais foram mantidos à temperatura (21-22º C) e umidade (60%) controladas, ciclo 

claro/escuro de 12 horas, luz a partir de 8h; e livre acesso à comida (Nuvilab Cr2, Colombo, 

Brasil) e água durante todo o período de pesquisa. As fêmeas adultas foram alojadas em 

caixas transparentes (44 x 33 x 21 cm) com maravalha, mantendo quatro animais por caixa. 

Os ratos machos foram alojados em caixas semelhantes com dois animais por caixa. As 
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condições de cuidados e manutenção dos animais foram realizadas pela equipe de médicos 

veterinários e bioteristas que atuam no CREAL da UFRGS.  

2.2.2. Acasalamento 

Após o período de habituação dos animais foi iniciado o procedimento para 

acasalamento. A forma mais usada para acasalar os ratos é determinar o ciclo estral da fêmea 

a partir de amostra do lavado vaginal. Identificando o pico da fase de proestro a fêmea é 

colocada junto com o macho. Esse procedimento é realizado diariamente até obter um período 

estável do ciclo estral. Nas nossas condições experimentais, para evitarmos o estresse por 

manipulação nas fêmeas para a coleta de lavado vaginal, colocamos a fêmea junto com o 

macho em caixa separada com maravalha limpa no início do período escuro. A verificação de 

receptividade da fêmea para o macho foi realizada mediante a observação do comportamento 

de lordose. A apresentação desse comportamento na fêmea foi necessária para deixá-la ou não 

com o macho na caixa até o dia seguinte. Após a noite, a constatação da presença de 

espermatozóides no esfregaço vaginal foi considerada como o início da gestação (dia 0).  

2.2.3. Gestação, parto e padronização de ninhadas 

Entre os dias 17 e 19 de gestação, as fêmeas foram individualizadas em caixas 

transparentes contendo maravalha abundante para o parto dias depois. A maravalha não foi 

trocada até cinco dias após o parto. Algumas fêmeas prenhas foram trasladadas ao biotério 

setorial do Departamento de Bioquímica, onde foram alojadas em caixas transparentes (44 x 

33 x 21 cm), e mantidas em condições ambientais semelhantes ao biotério do Departamento 

de Fisiologia. Para o traslado as fêmeas foram colocadas em caixas pequenas com maravalha, 

grades cobertas com jalecos descartáveis novos e colocadas em um saco preto de pano para 

transporte em táxi. Os translados foram realizados em horários do dia em que o trânsito é 

reduzido. O tempo de translado foi de aproximadamente de 5 a 10 minutos. O translado de 

fêmeas prenhas foi necessário pela impossibilidade de alojar os animais no biotério do 

Departamento de Bioquímica desde o início da gestação. O parto aconteceu no dia 22 para 

todas as fêmeas. As que foram trasladadas não mostraram complicações no parto, exceto uma 

fêmea que demorou 23 dias para parir e teve que ser sacrificada. O dia do nascimento foi 

considerado dia 1 (P1). No P2, os filhotes de cada ninhada foram padronizados em 8-10 

filhotes e, quando possível, com igual proporção de machos e fêmeas.   
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2.3. Oclusão nasal unilateral 

2.3.1. Anestesia por frio 

A hipotermia é considerada um método seguro e eficaz para anestesiar roedores 

neonatos até P7, pois durante esta idade os recém-nascidos são funcionalmente 

pecilotérmicos, ou seja, a temperatura corporal e a taxa metabólica estão estreitamente 

relacionadas com a temperatura do ambiente, assim a termorregulação não está 

completamente desenvolvida até a terceira semana de vida (FOWLER; KELLOG, 1975; 

GORDON, 1993). Este procedimento é usado também com eficácia para cirurgias cerebrais 

em neonatos (ALVARES-DOLADO et al., 2006; MORRISON et al., 2013). Após a anestesia 

por hipotermia, a recuperação do esfriamento foi rápida, sendo que os filhotes permaneceram 

aquecidos a temperatura semelhante ao ninho (33ºC) e com retorno gradual da ao normal 

(entre 20-30 minutos). Só depois deste tempo de recuperação, os filhotes foram retornados 

para o ninho com a mãe para evitar infanticídio (PHIFER; TERRY, 1986).  

 Iniciamos a anestesia por hipotermia pela preparação de uma caixa de isopor com gelo 

moído, com registro de temperatura de aproximadamente 2-4ºC. Um grupo de quatro filhotes 

foi retirado do ninho, colocado em uma caixa pequena contendo maravalha limpa e levado 

para uma outra sala para realizar o procedimento cirúrgico. A caixa contendo os filhotes foi 

colocada sobre uma almofada térmica em temperatura, controlada de 30-33ºC; antes, durante 

e depois do procedimento de oclusão nasal. Para induzir hipotermia, os filhotes foram 

envoltos em gaze e submersos até o pescoço em gelo moído (2-3ºC), entre 8-10 minutos 

(PHIFER; TERRY, 1986). Durante esse período foram monitorados os sinais vitais do filhote 

bem como a ausência de reflexos de extensão das patas por pressão, antes de prosseguir com a 

oclusão nasal.  

2.3.2. Cauterização do nariz 

Após a comprovação da anestesia, o filhote foi pego cuidadosamente com uma mão, 

ajeitando a cabeça com o dedo anelar, de modo que ficasse visível o nariz. Usando hastes de 

algodão estéril, a região do nariz foi limpa com antisséptico (Timeoláte, que contém cloridrato 

de lidocaína 21,0 mg/mL e cloreto de benzetônio 1,33 mg/mL). Seguidamente, colocandou-se 

a ponta de um ferro quente sobre o nariz do animal para cauterizar a parte externa do nariz 

direito do animal. O procedimento teve uma duração inferior à 30 segundos. Após a 

cauterização, foi colocado anestésico local em creme (lidocaína) e antibiótico em creme 
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(Nebacetin: Sulfato de neomicina 5 mg/g, bacitracina zíncica 250 UI/g) sobre a região 

cauterizada com o filhote sendo colocado junto aos irmãos na caixa, sobre a almofada quente. 

O mesmo procedimento foi realizado para os animais do grupo Sham, porém a cauterização 

unilateral correspondeu à superfície dorsal do nariz direito, adaptação do protocolo descrito 

por Meisiami (1976) e utilizado por Wilson et al. (2000).  

Após a recuperação da anestesia, comprovando os sinais vitais e o ganho de 

temperatura, os quatro filhotes foram devolvidos para o ninho da mãe, e seguidamente foram 

retirados os quatro filhotes restantes para o procedimento da oclusão unilateral do nariz. 

Durante os dias seguintes à oclusão, foi observada a recuperação dos filhotes e antibiótico em 

creme(Nebacetin) foi aplicado externamente até completa cicatrização do ferimento.  

 Na literatura não encontramos referências sobre a taxa de mortalidade em decorrência 

desse procedimento, porém o trabalho de Mesiami (1976) relata que o procedimento de 

oclusão nasal por cauterização em P1 tem maior ocorrência de mortalidade que ao ser 

realizado em P3. Assim, nós decidimos realizar o procedimento de oclusão nasal unilateral em 

P3.O nosso procedimento de oclusão nasal unilateral resultou entre dois e três filhotes mortos 

por cada ninhada, entre o terceiro e quarto dias após a cirurgia.  

2.3.3. Verificação da oclusão nasal 

A verificação da oclusão nasal foi realizada nos dias seguintes à cirurgia (P5-P8). 

Metade dos filhotes foi retirada da caixa-ninho e transportada em uma caixa pequena com 

maravalha para a sala de observação, onde permaneceu aquecida (30-33
o
) sobre uma 

almofada térmica durante a observação. Um a um, o nariz dos filhotes foi observado usando 

uma lupa e verificado se o nariz estava completa ou parcialmente ocluído. Esfregou-se, 

delicadamente, uma haste de algodão molhada em espuma de sabonete neutro, diluído em 

água morna, sobre o nariz cauterizado. A observação de borbulhas de ar no nariz foi usada 

como indicador de oclusão parcial, no caso contrário foi considerado completamente ocluído. 

Os filhotes com confirmação de oclusão completa foram marcados no dorso e observados nos 

dias seguintes pós-natais indicados. Na Figura 3.1 se mostra exemplos de nariz 

completamente ocluído. 
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Figura 3.1. Oclusão nasal  

 

Exemplos de verificação de oclusão nasal em 3, 5, 7 e 11 dias após a oclusão nasal unilateral 

do lado direito mediante cauterização (desde P3). No P5, ainda se observa a cicatrização da 

cauterização. A partir de P8 o nariz se encontra completamente ocluído. 

Figura 3.2.  Imagens de histologia mostrando cortes coronais de encéfalos com oclusão 

nasal unilateral em P3 marcados com cresil violeta.  

 

Em A, se mostra o córtex piriforme anterior em 4 períodos de idade no lado ipsi e 

contralateral à oclusão nasal. Imagens fotografadas com câmera acoplada a microscópio Luz 

obtidas com aumento 5 x. Em B, imagens dos mesmos cortes histológicos em aumento 20x. A 

observação simples, as camadas 2/3, correspondentes às células piramidais não mostram 

diferenças. Barra escala: 100 µm. 
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2.3.4. Histologia 

Com o propósito de verificar alguma modificação morfológica no córtex piriforme 

decorrente da oclusão nasal unilateral, alguns filhotes foram profundamente anestesiados com 

overdose de xilazina/cetamina e, em seguida, foram perfundidos transcardialmente com 

solução salina fria, seguido de paraformaldeído 8%. Posteriormente, seus encéfalos foram 

dissecados e colocados em paraformaldeído 8% durante 12 horas. No dia seguinte, os 

encéfalos foram transferidos para álcool 96% por 12 horas. No terceiro dia, os encéfalos 

foram desidratados com concentrações crescentes de álcool e de xilol e logo incluídos em 

parafina. Os encéfalos incluídos foram cortados em micrótomo a 7 µm de espessura e 

montados em lâminas gelatinizadas. Após a secagem das lâminas, estas foram coradas com 

cresil violeta, cobertas com lamínulas usando Paramount e observadas no microscópio de luz 

acoplada a uma câmera. Na Figura 3.2 se apresentam imagens representativas do aPC e BO.   

2.4. Eletrofisiologia in vitro 

2.4.1. Preparo de soluções 

Com o propósito de manter as células saudáveis, tanto durante o corte e incubação das 

fatias quanto durante o registro das células, foi importante manter o ambiente extracelular 

semelhante ao encontrado no encéfalo do animal vivo. Assim, foi usado uma solução líquido 

cefalorraquidiano artificial (aCSF) semelhante ao encontrado no rato. As soluções de corte e 

de perfusão (normal) foram preparadas usando os mesmos componentes, porém com 

variações nas suas concentrações de cloreto de sódio, sacarose e cloreto de cálcio.   

Para preservar as células nas fatias foi usada solução aCSF com alto teor de sacarose 

(solução de corte). A solução foi preparada substituindo o cloreto de sódio (NaCl) por uma 

concentração isomolar de sacarose para reduzir o influxo de sódio, o qual leva a possibilidade 

dos neurônios despolarizarem durante a anóxia que acompanha a decapitação, dissecação  e 

corte do encéfalo (MOYER; BROWN, 2002). A solução aCSF de corte estoque foi preparada 

um dia antes de cada experimento, usando água MiliQ com osmolaridade de 18,2 mOsm e 

mantida sob refrigeração (0-4ºC). A manutenção da temperatura entre 0-4ºC é usada para 

reduzir o metabolismo das células na região de interesse (HÁJOS et al. 2009). A solução de 

aCSF de corte foi preparada contendo os seguintes reagentes: 220 mM sacarose, 3mM KCl; 

1,25mM NaH2PO4-H2O; 2mM MgSO4-7H2O; 26mM NaHCO3 e 10mM de dextrose.  
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A solução aCSF normal foi usada para a incubação e perfusão de fatias durante os 

registros eletrofisiológicos das células, de modo que essa solução correspondeu ao ambiente 

extracelular. A solução estoque da solução aCSF normal foi preparada com água MiliQ, com 

osmolaridade de 18,2 mOSm e pH de 7,2, mantida a temperatura da sala (21-23 ºC). Os 

componentes da solução foram: 124mM de NaCl; 3mM de KCl; 1,25mM de NaH2PO4-H2O; 

2mM de MgSO4-7H2O; 26mM de NaHCO3; 10mM de Dextrose. Foi adicionado 2mM de 

CaCl2 depois de 20 minutos de oxigenação, com mistura de O2-CO2 (95%-5%). A solução 

aCSF normal em uso foi constantemente oxigenada durante os procedimentos de incubação, 

recuperação e registro. 

2.4.2. Preparo de fatias 

Antes do início do experimento, a sala de eletrofisiologia era regulada na temperatura de 

22-23º C. Em seguida, o cooler do vibrátomo era ligado para refrigerar a temperatura estável 

de 0ºC e o banho de incubação era aquecido para manter uma temperatura estável de 37ºC. 

Uma vez que o cooler do vibrátomo atingia os 0ºC, o que manteve a solução de corte a 4º C, a 

solução aCSF normal foi colocada em um Becker de 600 mL, acoplado a um sistema de rede 

no seu interior para manter as fatias. Essa solução foi oxigenada com uma mistura de gás 

carbogênio (95% O2-5% CO2) entre 15-20 minutos antes de colocar o cloreto de cálcio. A 

solução de corte foi oxigenada do mesmo modo. Na bancada, colocamos um Becker pequeno 

contendo solução de corte, previamente refrigerada, mantida dentro de um recipiente 

retangular com gelo moído. Uma vez que essas condições foram estabelecidas, foi 

prosseguido com os seguintes procedimentos abaixo descritos.  

Nos períodos de idade P5-P8 e P14-P17, o filhote era retirado da sua caixa-ninho e 

levado para a sala de eletrofisiologia, onde, após a verificação da oclusão nasal, era 

anestesiado com uma combinação de xilazina/cetamina (100mg/10 mg por kg). 

Imediatamente após a confirmação da anestesia, mediante uma forte pressão com pinça na 

pata posterior, o filhote era colocado em posição dorsal. Usando uma lâmina de bisturi foi 

realizada uma incisão desde a região frontal até o bregma, para expor o crânio. Em seguida, 

foi realizada uma incisão na região do pescoço até atingir a jugular do animal. Após a essa 

incisão, com uma tesoura era feito rapidamente um corte vertical na linha média do crânio e 

um corte horizontal no limite do cerebelo, extraindo o encéfalo com o bulbo olfatório intacto. 

Todo esse procedimento foi cuidadosamente executado para ocorrer em menos de 1 minuto. 

O encéfalo foi colocado na solução de corte oxigenada e em seguida foi talado o cerebelo 
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sobre uma base de petri fria e oxigenada. Feito isso, usamos cola sintética (Super bonder) para 

colar o cérebro sobre uma plataforma, com a região posterior voltada à base e a região dorsal 

encostando-se à parede de um bloco retangular de agarose, colado previamente na plataforma. 

Imediatamente, a plataforma contendo o cérebro foi colocada na câmara do vibrátomo já 

preenchida com solução de corte oxigenada.  

Usando um vibrátomo (Leica Microsystems, Bannockburn, IL) foram realizados cortes 

coronais de 300 µm de espessura, com avanço posterior-anterior com velocidade de 2.0.  

Após o aparecimento do LOT, foram coletadas entre 3 e 4 fatias. Cada fatia coronal foi 

separada na linha média com uma lâmina de aço inoxidável acoplada a uma tesoura 

hemostática. As fatias correspondentes a cada hemisfério foram colocadas para incubação, em 

redes separadas e sinalizadas, em um Becker com solução aCSF normal. Eram  perfundidas 

continuamente com mistura de gás carbogênio (95% O2-5% CO2)  e mantidas a temperatura 

ambiente. O procedimento de corte teve duração entre 10-15 minutos. Depois da coleta de 

todas as fatias, o Becker contendo as fatias foi colocado em banho-maria para incubação a 37 

ºC, durante 45 minutos. Após a finalização desse tempo, o Becker foi retirado da incubação e 

as fatias foram mantidas em recuperação na temperatura ambiente, por 60 minutos, antes de 

iniciar com os registros. Por todo o tempo as fatias permaneceram oxigenadas com mistura de 

gás carbogênio.  

2.4.3. Visualização e identificação de células 

Após o período de recuperação de uma hora, as fatias foram transferidas para uma 

câmara acoplada a um microscópio, equipado com contraste de interferência diferencial e 

padrão de iluminação infravermelho(IR-DIC) e sistema de vídeo com objetiva de imersão em 

água 40X (Olympus BX51WI), para proceder com os registros. A câmara esteve 

continuamente perfundida com solução aCSF normal em temperatura ambiente (22-23ºC), e 

borbulhada com 95% de O2 e 5% de CO2. A região do córtex piriforme anterior (aPC) e as 

camadas foram visualizadas usando objetiva 5X em padrão de IR-DIC infravermelho. Essas 

regiões foram reconhecidas baseadas na sua localização relativa ao trato olfatório lateral 

(LOT) e a densidade compacta das células da camada 2 (SUZUKI; BEKKERS, 2006). A 

identificação do soma neuronal na camada 2/3 foi visualizada diretamente usando a objetiva 

de imersão 40X.  Na Figura 3.3 se mostram exemplos de visualização das camadas do aPC e 

das células piramidais.  
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Figura 3.3.  Identificação do córtex piriforme anterior (aPC) e visualização das células 

piramidais na camada 2/3.  

 

Em A, identificação aPC com o sistema de vídeo no microscópio de contraste de interferência 

diferencial e padrão de iluminação infravermelho (IR-DIC). Na imagem superior se mostra 

um exemplo de como foi identificado a camada 2/3 no aPC em aumento 5X. A imagem 

sinaliza o local do LOT e a posição das camadas se encontra numerada. A pipeta registrando 

na camada 2. Na imagem inferior, se mostra as células nas camadas 2/3 em aumento 10X. 

Note a aglomeração de células em L2. Em B, célula piramidal marcada com Lucifer Yellow 

observada em microscópio de fluorescência. A célula se encontra no limite das camadas 2/3, 

com prolongamentos dendríticos orientados em direção ao LOT (franja preta). Em C, a 

mesma célula fotografada em aumento maior. Em D, outra célula piramidal registrada com 

pipeta contendo Lucifer Yellow. A observação foi realizada com o microscópio de registro 

que não possui filtros para obter imagens coloridas.  

2.4.4. Registro whole-cell patch clamp 

Uma vez que o neurônio de interesse foi visualizado, foram fabricadas pipetas para 

patch a partir de capilares de vidro de borosilicato (1.5/1.12 OD/ID, WPI, Sarasota,FL), 

usando um estirador de pipetas (P-1000, Sutter instruments, Novato, CA) que esquenta e 

estende o vidro. Os parâmetros foram ajustados para obter pipetas com diâmetro da ponta de 1 
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µm e uma resistência final de 3-6 M. Após a fabricação, as pipetas foram polidas com fogo 

usando Micro Forge (MF-830, Narishige, Japan). 

2.4.4.1. Voltage-clamp 

O registro sIPSC foi realizado na configuração whole-cell volage-clamp usando uma 

pipeta patch que foi preenchida com solução contendo: 117,5 mM CsGluconato; 11 mM 

CsCl2; 1 mM MgCl2; 10 mM HEPES; 11 mM EGTA; 2 mM Na-ATP; 0,5 mM Na-GTP e Qx-

314 (Lidocaína). O gluconato de césio (CsGluconato) foi preparado a partir de CsOH e o 

ácido glucónico. A solução foi preparada usando água MILIQ e pH foi ajustado a 7,25 com 

10 M de CsOH. Após o ajuste, a solução foi filtrada e ajustada a uma osmolaridade de 285-

290 mOsm. Nessas condições, o potencial de equilíbrio do cloreto foi de -43 mV, o qual foi 

calculado usando a equação de Nerst, onde o meio extracelular foi dado pelas concentrações 

totais de cloreto extracelular (no aCSF descrito acima).  

Para isolar as correntes inibitórias pós-sinápticas (sIPSC e mIPSC) a membrana da 

célula foi fixada em 0 mV, próximo do potencial de equilíbrio das correntes excitatórias pós-

sinápticas. As sIPSC e mIPSC foram registradas após um minuto do rompimento do selo da 

membrana e da obtenção da configuração whole cell. O registro foi realizado usando o 

Multiclamp 700B Amplifier (Molecular Devices, CA, USA), no modelo gap free durante 5 

minutos na presença de ácido quinurênico diluído na solução aCSF de perfusão (1mM, KyA), 

para bloquear as correntes excitatórias ionotrópicas. Todos os registros foram realizados na 

sala com temperatura ambiente (22-25 °C). As mIPSC foram registradas em aCSF de 

perfusão, contendo tetrodotoxina (1 M, TTX). Ao final de alguns experimentos, bicuculina 

metiodida (10 M, BMI) foi diluída na solução de perfusão (aCSF + KyA) para verificar o 

envolvimento dos receptores GABAA nas IPSC.  

Durante todo registro a resistência em serie e a capacitância whole-cell foram 

continuamente monitoradas. Registros com mais de 20% de mudança na resistência whole-

cell foram excluídos. Os dados obtidos nos registros whole-cellvoltage-clamp foram filtrados 

em passa baixa a 1 HZ (−3 dB, eight-pole Bessel) e a amostra foi coletada em 10 kHz com o 

Digidata 1440- A System (Molecular Devices, CA, USA). A aquisição de dados foi 

constantemente monitorada com um osciloscópio e com o software pClamp 10.6 (Molecular 

Devices, CA, USA). Os dados foram armazenados em um computador para análise posterior 

off-line.  
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2.4.5. Marcação de células com Lucifer Yelow 

Em alguns experimentos, as células foram perfundidas com corante Lucifer Yellow, 

diluído na solução da pipeta de patch. Essa estratégia foi utilizada para verificar a identidade 

celular através da sua morfologia e verificar com a forma descrita para as células piramidais 

no aPC (SUZUKI; BEKKERS, 2006). Na solução da pipeta de patch foi diluída 0,1-0,2 % de 

Lucifer Yelow (peso/ volume) para realização do registro de patch clamp. Depois de 10-15 

minutos de registro, tempo padronizado para a difusão do corante por todos os 

prolongamentos da célula, a pipeta foi retirada lentamente para fora da célula e fatia era 

mantida na solução de registro durante 2-5 minutos. Após esse tempo, a fatia foi fixada com 

paraformaldeído 4%, durante uma noite a 4ºC. No dia seguinte, a fatia foi retirada da solução 

fixadora e lavada por um minuto (3 X) em fria de 0,1 M PBS. Em seguida, a fatia foi montada 

em lamínulas, coberta com outra lamínula, usando Paramount, e imediatamente foi observada 

em microscópio de fluorescência ativando a luz azul. 

Algumas células foram diretamente observadas através da lente do microscópio com 

ativação de luz fluorescente azul, acoplada ao sistema de registro, e outras foram observadas 

mediante microscopia confocal. Na Figura 3.3, são mostrados alguns exemplos de células 

piramidais da camada 2/3 marcadas em verde com Lucifer Yellow. Pela sua morfologia 

cumprem com o critério de células piramidais. 

2.4.6. Drogas utilizadas 

Todas as drogas utilizadas foram adicionadas no sistema de perfusão do aCSF em sua 

concentração final. O ácido quinurênico (KyA, Sigma-Aldrich), antagonista competitivo dos 

receptores ionotrópicos de glutamato; bicuculina (BMI, Sigma –Aldrich), antagonista 

competitivo dos receptores de GABAA; e tetrodotoxina (TTX, Tocris Bioscience), bloqueador 

altamente seletivo dos canais de sódio dependentes de voltagem, foram preparadas a partir das 

soluções estoque no dia do experimento. A solução-estoque para cada droga foram as 

seguintes: 26 mM de KyA diluída em DMSO, 5mM de BMI diluída em água destilada e 1mM 

de TTX diluída em água destilada.  

2.5. Análise de dados 

Todos os dados coletados provieram de um total de 245 células piramidais das camadas 

2/3 de 52 ratos em idade pós-natal P5, P6, P7 e P8 (20 fêmeas e 32 machos) e de 53 ratos em 
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idade pós-natal P14, P15, P15 e P17 (31 fêmeas e 22 machos). Cada evento de correntes 

inibitória pós-sináptica (sIPSC, mIPSC) foi selecionado manualmente e uma média de 100 

eventos individuais ou 1 minuto de registro foram analisados para cada célula.  

A frequência das sIPSC e mIPSC, intervalo inter-evento, amplitude, decay time constant 

e 10-90% rise time constant foram mensurados usando o software Mini Analysis 6.0.3 

(Synaptosoft, Inc, Fort Lee, NJ, USA). As comparações estatísticas e os gráficos foram 

realizados usando o SPSS e o Graph Prisma 6 (GraphPad, LaJolla, CA). O teste de 

normalidade para todos os dados com um n > 30 foi o teste D’agostino-Pearson (K2) de uma 

amostra. 

As comparações estatísticas dos parâmetros das sIPSC e mIPSC entre os dois períodos 

de idade foram realizadas usando o two-tailed Student´s t test ou o two-way ANOVA (idade x 

condição experimental), seguido de Tukey´spost hoc test. Os resultados do teste Omnibus 

(valores F) foram descritos no texto. Para a comparação das curvas de probabilidade 

cumulativa dos intervalos inter-eventos das sIPSC e mIPSC entre os grupos, o two-

sampleKolmogorov-Smirnov (K-S) test foi usado.  

Todos os dados são apresentados como média ± SEM e o "n" representa o número de 

neurônios ou eventos. Para todos os casos, o nível de significância estatística foi estabelecido 

em  = 0,05. Os resultados significativos para todos os testes foram denotados usando 

asterisco nas figuras e tabelas associadas.  

3. Resultados 

3.1. Mudanças na transmissão sináptica GABAérgica durante o desenvolvimento 

pós-natal normal 

Foi caracterizado o desenvolvimento normal da transmissão sináptica GABAérgica 

medindo as sIPSC e mIPSC nas células piramidais das camadas 2/3 (L2/3) do aPC obtidas de 

ratos infantes em dois períodos do desenvolvimento pós-natal (P5-P8 e P14-P17). A Figura 

3.4 (A) mostra exemplos de traçados de sIPSC e mIPSC nos dois períodos de idade. Nós 

registramos as sIPSC na presença de ácido quinurênico, antagonista dos receptores 

ionotrópicos excitatórios de glutamato, mantendo a célula em um voltagem de 0 mV 

(voltagem de reversão das correntes pós-sinápticas excitatórias) com as sIPSC observadas 

como correntes de saída. As sIPSC foram bloqueadas por adição 10 µM de bicuculina no 
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banho das fatias (Figura 3.4 B), indicando que as sIPSC mediadas por receptor GABAA 

foram isoladas. 

Figura 3.4. Traçados representativos de registros das correntes inibitórias pós-sinápticas 

espontâneas (sIPSC) e miniatura (mIPSC)  

 

Traçados em P5-P8 (A, esquerda) e P14-P17 (A. direita) registrado com fixação de voltagem 

em 0 mV. Em B se mostram exemplos de traçado das sIPSC, bloqueados após aplicação de 

bicuculina metiodida (BMI), indicando que as sIPSC foram mediadas por receptor GABAA.  

Superior, traçado representativo do período de idade P5-P8, antes da aplicação de BMI e 

inferior traçado representativo do período de idade P14-P17 para antes, 2 min e 5 min depois 

da aplicação de BMI.  

3.1.1. Correntes inibitórias pós-sinápticas espontâneas (sIPSC) 

Observamos um incremento significativo de 65% na média das frequências das sIPSC 

do período P5-P8 (0,48 ± 0,08 Hz; n=24 células) ao P14-P17 (0,79 ± 0,09 Hz; n=30 células) [t 

(52) =2,14; p=0,01;t Student] (Fig 3.5 A; Tabela 3.1). Consistentemente também observamos 

uma diminuição significativa no intervalo inter-evento das sIPSC em P14-P17 comparado 

com a curva da distribuição da probabilidade acumulativa em P5-P8 (p<0,0001; K-S test). De 

acordo com a mesma curva de distribuição de probabilidade acumulada dos intervalos inter-

eventos das sIPSC, a probabilidade de encontrar sIPSC com intervalos inter-eventos menores 

que 2000 ms em P14-P17 foi de 22% mais alto que em P5-P8 (Fig 3.5 A). 

Por outro lado, não observamos mudanças significativas no desenvolvimento para os 

outros parâmetros das sIPSC (Fig 3.5 C-E) (p>0,05; t Student test) (P5-P8 vs P14-P17: 
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Amplitude11,61 ± 0,59 pA vs 12,81 ± 0,75 pA; 10-90% risetime 4,88 ± 0,26 ms vs 4,35 ± 

0,24 ms; decay time constant 5,36 ± 0,43 ms vs 5,06 ± 0,44 ms) (Tabela 3.1). 

Figura 3.5. Desenvolvimento pós-natal das correntes inibitórias pós-sinápticas 

espontâneas (sIPSC) e miniatura (mIPSC) nas células piramidais das camadas 2/3 no 

aPC.   

 

Em A se mostra a média (± EP) das frequências sIPSC e mIPSc incrementando-se 

significativamente coma idade. B, C probabilidade acumulada de intervalos inter-evento 

mostrando o incremento da frequência com a idade (sIPSC e mIPSC) (P5-P8, n=559 eventos 

vs P14-P17, n=1151 eventos; p<0,0001; K-S test). D-F, gráficos da média (± EP) de sIPSc e 

mIPSC da amplitude, 10-90% rise time constant e decay time constant comparando entre 

idades (tStudent test). *<0,05. Cada círculo nos gráficos representa os valores de uma célula.  

3.1.2. Correntes inibitórias pós-sinápticas miniatura (mIPSC) 

Com o objetivo de determinar se o incremento na densidade sináptica inibitória 

reportado durante as duas primeiras semanas pós-natais reflete aumento das sinapses 

GABAérgicas funcionais em função da idade, nós registramos as mIPSC aplicando 

tetrodotoxina (TTX) no banho de perfusão das fatias. Semelhante às sIPSC, nós observamos 

um significativo incremento de 59% nas frequências das mIPSC de P5-P8 (0,69 ± 0,08 Hz; 

n=8 células) a P14-P17 (1,10 ± 0,17 Hz; n= 8 células) [t (14) =2,14; p=0,04; t Student test] 

(Figura 3.5 B, gráfico inserido; Tabela 3.1). Este resultado foi confirmada pela diminuição 

significativa no intervalo inter-evento das mIPSC em P14-P17, representado no gráfico da 

distribuição de probabilidade acumulada (p<0,0001; K-S test). A probabilidade para encontrar 
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mIPSC com intervalo inter-evento menor que 200 ms em P14-P17 foi 14,5% maior que em 

P5-P8 (Fig 3.5 B). 

Semelhante ao que foi observado para as sIPSC, a média da amplitude das mIPSC não 

mudou significativamente com a idade (P5-P8: 9,81 ± 0,30 pA vs P14-P17: 8,87 ± 0,27 pA; 

t(14)=1,95; p=0,07; t Student test) (Fig 3.5 C; Tabela 3.1). Porém, diferente das sIPSC, a 

cinética das mIPSC diminuiu com a idade. A média do 10-90% rise time das mIPSC diminuiu 

significativamente (P5-P8: 5,79 ± 0,32 ms vs. P14-P17: 4,53 ± 0,39 ms; t (14) =2,52; p=0,02; 

t Student test) (Fig 3.5 D; Tabela 3.1). Adicionalmente, a média do decay time constant das 

mIPSC também diminuiu significativamente com a idade (P5-P8: 2,63 ± 0,25 ms vs. P14-

P17: 1,81 ± 0,12 ms; t (14) =2,99; p=0,01; t Student test) (Fig 3.5 E; Tabela 3.1). 

Tabela 3.1. Desenvolvimento normal das propriedades das correntes inibitórias 

espontâneas (sIPSC) e miniaturas (mIPSC) pós-sinápticas mediadas por GABAAR.  

 

 

 

Os valores são apresentados como média ± EP. Letras iguais representam comparações 

estatisticamente significativas (t de Student test). Significância quando p<0,05. Entre 

parênteses se indicam o número de células registradas. sIPSC registro em presença de KyA e 

mIPSC registro em presença de Kya e TTX.  

3.1.3. Potencial de reversão das correntes inibitórias pós-sinápticas espontâneas 

(EGABA) 

Nós também investigamos se o nível de inibição provida pelo input GABAérgico ao 

córtex piriforme muda durante o desenvolvimento. Assim, nós estimamos o potencial de 

reversão do GABA (EGABA) pela mensuração dos picos das amplitudes das sIPSC das células 

piramidais das camadas 2/3 em diferentes potenciais de membrana. Nós observamos que no 

período P5-P8, o EGABA se encontra mais despolarizado que no período P14-P17 [P5-P8: -

Parâmetros  P5-P8  P14-P17  

sIPSC  (n=24) (n=30) 

Frequência  (Hz)  0,48 ± 0,08
a 
 0,79 ± 0,09

a
 

Amplitude(pA)  11,61 ± 0,59 12,81 ± 0,75 

10-90% Rise Time ( ms)  4,88 ± 0,26 4,35 ± 0,24 

Decay Time Constant (ms)  5,36 ± 0,43 5,06 ± 0,44 

EGABA (mV)  -21,67 ± 1,67 (6)
 a
 -40 ± 2,89 (3)

 a
 

mIPSC  (n=8) (n=8) 

Frequência  (Hz)  0,69 ± 0,08
a
 1,10 ± 0,17

a
 

Amplitude(pA)  9,81 ± 0,39 8,87 ± 0,27 

10-90% Rise Time ( ms)  5,79 ± 0,32
 a
 4,53 ± 0,39

 a
 

Decay Time Constant (ms)  2,63 ± 0,25
a
 1,81 ± 0,12

a
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21,67 ± 1,67 mV; n=6 células vs. P14-P17: -40 ± 2,89 mV; n=3 células; t (7) =5,94; p=0,001; 

t Student test] (Tabela 3.1). 

Uma vez que o perfil normal do desenvolvimento das propriedades das sIPSC e mIPSC 

foi investigado, a nossa pesquisa focou em investigar se esse perfil normal do 

desenvolvimento das propriedades das IPSC entre P5-P8 e P14-P17 são influenciadas pela 

experiência sensorial olfatória.  

3.2. Efeitos da privação olfatória unilateral na maturação da transmissão sináptica 

GABAérgica 

3.2.1. Correntes inibitórias pós-sinápticas espontâneas (sIPSC) 

Com o objetivo de compreender como a experiência sensorial olfatória afeta o 

desenvolvimento pós-natal da transmissão sináptica GABAérgica nas camadas 2/3 do aPC, 

registramos as sIPSC nas células piramidais do aPC em filhotes com oclusão unilateral do 

nariz direito (desde P3), em dois períodos do desenvolvimento pós-natais (P5-P8 e P14-P17). 

Nós comparamos os parâmetros das sIPSC nas células piramidais da camada 2/3 do aPC 

ipsilateral e contralateral ao nariz ocluído e sham. Na Figura 3.6 (A) são exibidos os traçados 

representativos das sIPSC. A análise de variância para dois fatores (ANOVA-2 vias) foi 

realizada para explorar os efeitos da idade e da privação olfatória sobre os parâmetros das 

sIPSC. Foram considerados como fatores fixos: o período de idade estudado (P5-P8 e P14-

P17) e a condição de privação olfatória (lado ipsilateral, lado contralateral e sham) (Figura 

3.6 B).  

A frequência das sIPSC foi incrementada com a idade [F (1,152) = 36,27; p < 0,001; ƞ
2
 

parcial =0,19] e foi afetada pela privação olfatória [F (2, 152) = 3,45; p = 0,034; ƞ
2
parcial 

=0,04] e pela interação da idade e privação [F (2, 152) = 3,81; p = 0,02; ƞ
2
 parcial =0,05]. Nas 

células piramidais do aPC no sham, lados contralateral e ipsilateral, a frequência das sIPSC se 

incrementou entre P5-P8 e P14-P17 em 52%, 143% e 57% respectivamente (Tabela 3.2). Em 

P5-P8, a média das frequências sIPSC foi semelhante nos três grupos (Tukey´s post hoc 

multiple comparison test) (Figura 3.6 B; Tabela 3.2). Porém, em P5-P8 a distribuição de 

probabilidade acumulada de intervalos inter-evento das sIPSC no lado ipsilateral foi 

ligeiramente deslocada para intervalos maiores quando comparada ao sham e lado 

contralateral (p<0,0001; K-S test). A probabilidade de encontrar sIPSC com intervalos inter-

eventos menor que 200 ms no sham e no lado contralateral foi 13% maior que para o lado 



73 
 

ipsilateral (Figura 3.6 C).  Em P14-P17, as sIPSC nas células piramidais do lado contralateral 

tiveram uma frequência significativamente maior que no sham e no lado ipsilateral (Tukey´s 

post hoc multiple comparison test) (Fig 3.6 D; Tabela 3.2). A curva de probabilidade 

acumulada também mostra o encurtamento no intervalo inter-eventos no lado contralateral 

comparado com o sham e lado ipsilateral (p<0,0001; K-S test). A probabilidade de encontrar 

sIPSC com intervalos inter-evento menor que 200 ms no lado contralateral e no lado 

ipsilateral foi 13 % maior e 7% menor respectivamente em comparação com o sham (Figura 

3.6 D).  

Tabela 3.2. Propriedades das correntes inibitórias espontâneas e miniaturas pós-

sinápticas mediadas por GABAAR em animais com oclusão nasal unilateral 

 

Os valores são apresentados como média ± EP. Letras iguais representam comparações post 

hoc estatisticamente significativas (Tukey´s Test). Significância quando p<0,05. sIPSC 

registro em presença de KyA e mIPSC registro em presença de Kya e TTX.  

 

A análise da amplitude mostrou um efeito principal da idade [F (1, 152) = 9, 34; p = 

0,003; ƞ
2
parcial =0,06], mas não efeito da privação olfatória [F (2, 152) = 1,54; p = 0,22; 

ƞ
2
parcial =0,02] ou a interação entre esses fatores [F (2, 152) = 0,76; p = 0,47; ƞ

2 
parcial 

=0,01] (Figura 3.7 A). O incremento da média da amplitude das sIPSC de P5-P8 para P14-

P17 ocorreu principalmente no lado contralateral à oclusão nasal (25,14%) em relação ao 

sham e ao lado ipsilateral, nos quais o incremento foi < 13,5% (Tabela 3.2). A curva de 

 Parâmetros das sIPSC e mIPSC 

Período de 

idade  
Grupo 

No. 

Células 

Frequência 

(Hz) 

Amplitude 

(pA) 

10-90% Rise 

Time(ms) 

Decay Time 

Constant (ms) 

   sIPSC 

P5-P8 Sham 27 0,53 ± 0,07 13,73 ± 0,79 4,09 ± 0,24 4,16 ± 0,40
 a,b

 

 Contra 25 0,48 ± 0,05 14,20 ± 0,65 4,38 ± 0,38 5,40 ± 0,33
 a
 

 Ipsi 33 0,47 ± 0,04 13,85 ± 0,79 4,44 ± 0,26 5,34 ± 0,30
 b

 

P14-P17 Sham 29 0,81 ± 0,10
 a
 15,09 ± 0,94 4,10 ± 0,28 4,20 ± 0,30 

 Contra 20 1,17 ± 0,16
 a,b

 17,77 ± 1,23 3,90 ± 0,28 3,64 ± 0,24 

 Ipsi 24 0,74 ± 0,07
 b

 15,72 ± 1,02 3,59 ± 0,23 3,80 ± 0,21 

   mIPSC 

P5-P8 Sham 13 0,58 ± 0,10 8,89 ± 0,35 5,31 ± 0,43 2,81 ± 0,37 

 Contra 9 0,65 ± 0,14 8,42 ± 0,48 4,49 ± 0,31 2,90 ± 0,15 

 Ipsi 8 0,74 ± 0,11 9,22 ± 0,27 5,08 ± 0,49 2,99 ± 0,30 

P14-P17 Sham 12 1,06 ± 0,17 9,37 ± 0,36 4,38 ± 0,44 2,72 ± 0,23 

 Contra 11 1,35 ± 0,24 8,59 ± 0,27 5,10 ± 0,35 3,09 ± 0,57 

 Ipsi 8 1,03 ± 0,22 8,71 ± 0,36 4,56 ± 0,50 2,41 ± 0,23 
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probabilidade acumulada mostra um deslocamento significativo para amplitudes maiores com 

a idade no contralateral e também no ipsilateral (p<0,0001; K-S test) (Figura 3.7 B-D). 

Figura 3.6. Efeitos da privação olfatória inicial no desenvolvimento das frequências das 

correntes pós-sinápticas espontâneas nas células piramidais da camada 2/3 do aPC em 

dois períodos de idade.  

 

Em A, traçados representativos de sIPSC (registrados com fixação de voltagem em 0 mV) em 

P5-P8 e P14-P17 em sham, lado contralateral e lado ipsilateral. B, Probabilidade acumulada 

do intervalo inter-eventos em P5-P8 comparando sham, contra e ipsilateral. Note o intervalo 

inter-eventos maior no lado ipsilateral comparado com a curva do lado contralateral e sham 

(n=752-1031; os dois p<0,0001; K-S test). Em C, probabilidade acumulado curto para o lado 

contralateral e maior para o lado ipsilateral, os dois comparados com o sham (contralateral vs 

sham, n=832-1365; p<0,0001; K-S test. Ipsilateral vs sham, n=997-1365; p=0,002; K-S test). 

A probabilidade acumulada inter-eventos do lado contralateral está deslocada para valores 

mais curtos comparado com lado ipsilateral (n=832-997 eventos; p<0,0001; K-S test). D, 

gráfico da média de frequência (± EP) analisada usando ANOVA 2-vias seguido pelo Tukey´s 

post hoc test. *p<0,05. Cada quadrado triângulo e círculo representam os valores de uma 

célula.  
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Figura 3.7. Efeitos da privação olfatória inicial no desenvolvimento da amplitude das 

correntes pós-sinápticas espontâneas 

 

A, Gráfico de dados da média (± EP) da amplitude em sham, lado ipsilateral e contralateral. A 

amplitude incrementa com a idade (Anova de 2-vias), isso também é observado na 

probabilidade acumulada com a idade em sham (B), lado contralateral (C) e lado ipsilateral. 

Note que no lado contralateral a amplitude em P14-P17 está mais distribuída em amplitudes 

maiores que em P5-P7. Cada quadrado, triángulo e círculo representam os valores de uma 

célula.  

A análise do 10-90% rise time das sIPSC não mostrou modificações significativas com 

a idade [F (1, 152) = 3, 56, p = 0,06, ƞ
2
parcial =0,02] , com a privação olfatória [F (2, 152) = 

0,09; p = 0,91; ƞ
2
parcial <0,01] ou com a interação dos dois fatores [F (2, 152) = 1,23; p = 

0,29; ƞ
2 

parcial =0,02] (Figura 3.8 A; Tabela 3.2). Porém, a análise do decay time constant 

das sIPSC mostrou significativa redução com a idade [F (1, 152) = 17,79; p< 0,001; ƞ
2
parcial 

=0,11], sem efeito principal da privação olfatória [F (2, 152) = 0,96; p = 0,387; ƞ
2
parcial 

=0,01], porém mostrou um efeito significativo da interação idade e privação F (2, 152) = 

5,00; p = 0,008; ƞ
2
parcial =0,06] (Figura 3.8 B;Tabela 3.2). A redução da média do decay 

time constant das sIPSC com a idade foi principalmente no lado contralateral (48%) e 

ipsilateral (40%), enquanto que o sham teve incremento <1% (Figura 3.8 B; Tabela 3.2). A 

análise post hoc no P5-P8 mostrou que o decay time constant das sIPSC nos lados 

contralateral e ipsilareal da oclusão nasal foram significativamente maiores quando 

comparado com o sham (Tukey´s post hoc test, para os dois p=0,01; (Figura 3.8 C; Tabela 

3.2). A probabilidade de encontrar sIPSC com decay time constant menor que 5 ms no lado 
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contralateral e ipsilateral  foi de 7% e 28% menos, respectivamente, em comparação com o 

sham (Figura 3.8 C). O deslocamento na distribuição de probabilidade acumulada nos lados 

contra e ipsilateral para valores altos de decay time constant relativos ao sham (Figura 3.8 C, 

esquerda; p<0,001e p<0,0001; K-S test) (Figura 3.8 C). Essas mudanças observadas em P5-

P8 não foram mais evidenciadas nas análises da cinética das sIPSC no período P14-P17 

(Figura 3.8 D).  

Figura 3.8. Efeitos da privação olfatória inicial no desenvolvimento da cinética das 

correntes pós-sinápticas espontâneas (mIPSC) em P5-P8 e P14-P17.  

 

Em A, gráfico da média (± EP) do 10-90% rise time constant em sham, lado contralateral e 

ipsilateral em P5-P8 e P14-P17 (Two-way Anova, p>0,05). B, gráfico da média (± EP) do 

decay time constant em sham, lado contralateral e ipsilateral em P5-P8 e P14-P17 (Two-way 

Anova, efeito da interação idade x privação olfatória, p<0,05). Note que o decay time constant 

no lado contra e ipsilateral estão incrementados em relação ao sham (Tukey´s post hoc test , 

*p<0,05). C, curva de probabilidade acumulada no lado ipsilateral está deslocada para valores 

decay time constant maior que no lado contralateral (n=646-692; p<0,0001, K-S test) e no 

sham (n=634-692; p<0,0001, K-S test). D, probabilidade acumulada de decay time constant 

em P14-P17semelhante para sham, nos lados contra e ipsilateral (K-S test, p<0,05). Cada 

quadrado, triângulo e círculo representam os valores de uma célula.  
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3.2.2. Correntes inibitórias pós-sinápticas miniatura (mIPSC) 

Em seguida, nós mensuramos a frequência, a amplitude e a cinética das IPSC, 

independente de potencial de ação, mIPSC (Figura 3.9 A). A análise da média da frequência 

das mIPSC nas células piramidais nas camadas 2/3 do aPC mostrou mudanças significativas 

com a idade [F (1, 56) = 12,76; p= 0,001; ƞ
2 

parcial =0,19], porém não mostrou efeito da 

privação olfatória [F (2, 56) = 0,639; p = 0,53; ƞ
2 

parcial =0,04] ou de interação dos dois 

fatores [F (2, 56) = 0,53; p = 0,59; ƞ
2 

parcial =0,05]( Figura 3.9 B). O incremento na 

frequência das mIPSC de P5-P8 a P14-P18 no sham (82%) e no lado contralateral (107%) 

foram maiores que o aumento no lado ipsilateral (39%) (Tabela 3.2). A curva de distribuição 

da probabilidade acumulada dos intervalos inter-eventos das mIPSC também ilustra essas 

mudanças (Figura 3.9 C1-C3). A probabilidade de encontrar mIPSC com intervalo inter-

eventos menor que 2000 ms em P14-P17 comparado com P5-P8 foi maior no sham (0,14) e 

no lado contralateral (0,13) do que no lado ipsilateral (0,09) (Figura 3.9 C1-C3). 

Nós não encontramos efeitos significativos da idade, da privação olfatória ou da 

interação dos dois fatores na amplitude [idade, F (1, 56) = 0,03; p = 0,88; ƞ
2
parcial<0,01; 

privação, F (2, 56) = 1,72; p = 0,19; ƞ
2 

parcial =0,06; interação, F (2, 56) = 0,94; p = 0,39; ƞ
2 

parcial =0,03] (Figura 3.9 D), no 10-90% rise time [idade, F (1, 56) = 0,84; p = 0,36, 

ƞ
2
=0,02; privação, F (2, 56) = 0,00; p = 0,99; ƞ

2 
parcial <0,01; interação, F (2, 56) = 2,20, p = 

0,12, ƞ
2 

parcial =0,07] (Figura 3.9 E) ou no decay time constant das mIPSC [idade, F (1, 56) 

= 0,29; p = 0,59; ƞ
2
=0,11; privação, F (2, 56) = 0,34; p = 0,71, ƞ

2 
parcial =0,01; interação, F 

(2, 56) = 0,51; p = 0,60; ƞ
2 

parcial =0,06] (Figura 3.9 E). 

3.2.3. Potencial de reversão das correntes inibitórias pós-sinápticas espontâneas 

(EGABA) 

Nós também investigamos se as mudanças dependentes da idade no nível da inibição, 

observadas nas células piramidais dos animais controle, poderiam ser afetadas pela 

experiência de privação olfatória. Nós estimamos o potencial de reversão como descrito nas 

seções anteriores, e encontramos que o EGABA das sIPSC nas células piramidais das camadas 

2/3 se encontra despolarizado em filhotes mais jovens no sham (P5-P8: -29,38 ± 1,48 mV, n= 

8 células vs. P14-P17: -43,74± 4,27 mV, n= 4 células, t(10)=4,02, p= 0,002; t Student test) e 

no lado contralateral (P5-P8: -29,17 ± 0,83 mV; n=6 células vs. P14-P17: -42 ± 3,74 mV; n= 

5 células; t(9)=3,67; p=0,005; t Student test) (Tabela 3.2). Porém, no lado ipsilateral a 
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oclusão nasal, o EGABA das sIPSC permanece despolarizado também em idade maiores (P5-

P8: -28,00 ± 1,23 mV; n=5 células vs. P14-P17: -26,67 ± 1,67 mV; n= 3 células; t (6) =0,65; 

p=0,54; t Student test) (Tabela 3.2).  

Figura 3.9. Efeitos da privação olfatória inicial no desenvolvimento nas correntes pós-

sinápticas miniatura (mIPSC).  

 

Em A, traçados representativos de sIPSC e mIPSC nas duas idades para sham, lado 

contralateral e ipsilateral (fixação de voltagem em 0 mV). B, probabilidade acumulativa de 

intervalo inter-eventos em sham, contralateral e ipsilateral. Note que com a idade a curva de 

probabilidade acumulada em P14-P17 em sham (B1) (n=1110- 1182 eventos; p<0,0001; K-S 

test) e contralateral (B2) (n=1178- 1199 eventos; p<0,0001; K-S test) está deslocada para 

valores mais rápidos de intervalos inter-eventos em relação ao período P5-P8; enquanto que o 

deslocamento da curva no lado ipsilateral é muito discreto (B3) (n=1227-1398; p<0,0001; K-

S test). C, gráfico da média (± EP) da frequência mIPSC no sham, lados contra e ipsilateral 

(Two-way ANOVA, efeito principal da idade, p<0,05). D-F, gráfico da média (± EP) da 

amplitude, 10-90% rise time constant e deay time constant das mIPSC em sham, contra e 

ipsilateral que não mostra efeitos da privação e não mudanças com a idade (Anova 2-vias, 

p>0,05). Cada quadrado triângulo e círculo representam os valores de uma célula.  

4. Discussão 

O objetivo do presente estudo foi examinar o perfil eletrofisiológico basal da 

transmissão sináptica GABAérgica nas células piramidais da camada 2/3 do aPC em dois 
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períodos do desenvolvimento pós-natal (P5-P8 e P14-P17) e se esse perfil de 

desenvolvimento é modulado pela experiência olfatória na caixa-ninho onde os filhotes 

permanecem com a mãe. Aqui nos provemos a primeira evidência de que a inibição 

GABAérgica nas células piramidais do aPC se incrementa de P5-P8 a P14-P17, com aumento 

nas frequências de sIPSC e mIPSC e com cinéticas rápidas das mIPSC  e com potenciais de 

reversão das sIPSC mais hiperpolarizantes. A privação olfatória parcial no início do 

desenvolvimento pós-natal por oclusão nasal unilateral induz pequenas mudanças no perfil do 

desenvolvimento da transmissão sináptica GABAérgica, reduzindo o incremento com a idade 

da frequência das sIPSC e mIPSC, prolongando a cinética das sIPSC em P5-P8 e mantendo o 

potencial de reversão das sIPSC despolarizado em P14-P17. Além disso, o procedimento leva 

a um incremento maior da amplitude e da frequência das sIPSC no lado contralateral com a 

idade.  

4.1. Perfil de desenvolvimento da transmissão sináptica GABAérgica no aPC 

Nós registramos uma resposta fisiológica inibitória nas células piramidais das camadas 

2/3 do aPC em ausência de estímulos evocados e nós encontramos que a frequência das sIPSC 

mediada por receptores GABAA se incrementa em 65% entre a primeira e a terceira semana 

de vida pós-natal, sem mudanças significativas paralelas na amplitude ou na cinética.  

O aumento na frequência da sIPSC pode ser atribuído ao incremento com o 

desenvolvimento da densidade de contatos sinápticos inibitórios sobre as células piramidais 

L2/3 ou a um incremento na excitabilidade de interneurônios GABAérgicos para os inputs 

excitatórios. Para distinguir um do outro, registramos IPSC nas células piramidais L2/3 após 

eliminar qualquer efeito eventual de potenciais de ação espontâneos mediante o bloqueio com 

TTX. Se a maturação é que leva a um incremento na densidade dos contatos sinápticos 

inibitórios sobre a camada L2/3, logo a frequência das mIPSC deverá mudar de modo 

semelhante à frequência das sIPSC. Em favor dessa hipótese, continuamos a observar um 

incremento de 59% na frequência das mIPSC em P14-P17 sobre o período de idade P5-P8, 

sem mudanças na amplitude. Os nossos resultados são consistentes com prévios estudos de 

imunohistoquímica no aPC em camundongos (SARMA et al., 2011) e ratos 

(WESTRENBROEK et al., 1998), os quais reportam um incremento na densidade dos 

contatos sinápticos sobre as células piramidais L2/3 durante as três primeiras semanas pós-

natais. Nossos achados são também consistentes com estudos eletrofisiológicos que reportam 
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o aparecimento de um perfil semelhante ao adulto de inibição cortical no aPC em resposta à 

estimulação elétrica no LOT ao redor de P14 (SCHWOB et al., 1984). 

Os nossos achados sugerem um ganho progressivo no input inibitório nas células 

piramidais L2/3 com o desenvolvimento em condições fisiológicas normais. Porém, como as 

células piramidais da L2/3 recebem input inibitório de interneurônios da camada L1a e da 

camada L2/3 no aPC (SUZUKI; BEKKERS, 2010b; BEKKERS; SUZUKI, 2013), é difícil 

determinar a fonte de interneurônios que está contribuindo com o ganho de input inibitório 

nas células piramidais da camada 2/3. Contudo, análise imunohistoquímica da densidade de 

sinapses inibitórias na camada L1a do aPC de camundongos tem reportado o primeiro 

aparecimento de contatos sinápticos GABAérgicos em P7, o qual permanece sem mudanças 

até P14, porém com rápido incremento depois dessa idade (SARMA et al., 2011). Outro 

estudo de imunohistoquímica em combinação com análise ultraestrutural do córtex piriforme 

em ratos tem reportado o primeiro aparecimento de sinapses simétricas de células GAD 

positivas na camada L1a em P6, o qual se incrementa ligeiramente nas seguintes semanas 

estabelecendo um perfil adulto ao redor do P21 (WESTRENBROEK et al., 1998). Por outro 

lado, enquanto os contatos sinápticos inibitórios aparecem em P6 na camada L1a e L2/3 esses 

já se encontram presentes em P2, as quais se alteram em distribuição, forma, tamanho nas 

semanas seguintes nesses mesmos animais (WESTRENBROEK et al., 1998). Isso fortemente 

sugere que o input inibitório que nós observamos nas células piramidais da camada L2/3 em 

P5-P8 pode representar, principalmente, a contribuição do input inibitório de interneurônios 

da camada L2/3, uma vez que as sinapses inibitórias na camada L1a não estão ainda 

funcionais nesse período de idade. Enquanto que a inibição observada em P14-P17 pode ter 

uma contribuição tanto dos inputs inibitórios de interneurônios GABAérgicos das camadas 

L1a como das L2/3. Para distinguir a contribuição das duas fontes de inibição no 

desenvolvimento do input inibitório nas células piramidais da camada 2/3, sugerimos futuros 

estudos in vitro com bloqueio farmacológico de uma das fontes de inibição, medindo os 

parâmetros das IPSC para estimulação do LOT ou dos inputs associativos.  

Outros achados de nosso estudo foram as mudanças na cinética das mIPSC nas células 

piramidais L2/3. Nas mIPSC, mas não nas sIPSC, houve diminuição no 10-90% rise time e no 

decay time constant com a idade. Os estágios de maturação de diferentes subunidades do 

receptor GABAA modificam a cinética das IPSC, desde que o rise time e o decay time 

constant das IPSC refletem a ativação e inativação dos receptores GABAA pelo 

neurotransmissor GABA (FARRANT; NUSSER, 2005). As mudanças do desenvolvimento 
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das cinéticas das mIPSC de lentas para rápidas, as quais nós observamos aquisão 

presumivelmente mediadas pelas mudanças maturacionais nas subunidades α dos receptores 

GABAA, assim como está bem documentado que ocorre para outras regiões cerebrais 

(BOSMAN et al., 2005, PEDEN et al., 2008; EHRLICH et al., 2012). Parece ser que em 

estágios iniciais do desenvolvimento, a predominância de subunidades α2 (Peden et al., 

2008), e α3 (BOSMAN et al., 2002; 2005) e um gradual incremento das subunidades α1 

(BOSMAN et al., 2002,2005; PEDEN et al., 2008; EHRLICH et al., 2012) medeiam a 

mudança gradual de cinéticas lentas a rápidas, atingindo padrão semelhante ao adulto na 

terceira semana pós-natal. 

Nós esperávamos encontrar também uma diminuição consistente com o 

desenvolvimento na cinética das sIPSC, porém observamos apenas uma redução de 6%.  

Provavelmente, a conexão GABAérgica nas células piramidais L2/3 com interneurônios, com 

distinto perfil de maturação, pode explicar esse achado. O aPC tem pelo menos cinco classes 

de interneurônios GABAérgicos distribuídos nas diferentes camadas, cada um tem diferente 

padrão de disparo e diferentes compartimentos sinápticos com as células piramidais 

(SUZUKI; BEKKERS, 2010a; 2012). Se cada população de interneurônios contribuiu 

igualmente para a geração de mIPSC (independente de potencial de ação) e sIPSC 

(combinação dependente e independente de potencial de ação), tais mudanças na cinética das 

mIPSC, mas não nas sIPSC, pode sugerir um efeito contrabalanceado das propriedades pré ou 

pós-sinápticas das sinápticas GABAérgicas. As propriedades pré-sinápticas poderiam ser 

resultantes de uma maturação seletiva da população de interneurônios com distintos inputs 

sinápticos nas células piramidais. 

Adicionalmente, encontramos que os potenciais de reversão (EGABA) das sIPSC se 

encontram despolarizados no início do desenvolvimento, os quais se tornam hiperpolarizados 

com o incremento da idade. A despolarização do EGABA pode caracterizar a sinalização do 

GABAA em estágios iniciais do desenvolvimento (BEN-ARI et al., 2012; KILB et al., 2013),  

tipicamente um resultado da mudança maturacional dos co-transportadores NKCC1 (que 

facilita a acumulação de cloreto) para KCC2 (que transporta cloreto para fora da célula) 

(KIRMSE et al., 2018). No neocórtex, a mudança gradual para respostas hiperpolarizantes de 

GABA é observada ao redor do final da primeira semana pós-natal (YAMADA et al., 2004). 

Os nossos resultados também sugerem que no córtex piriforme, a sinalização do GABAA 

gradualmente se desenvolve para respostas hiperpolarizantes da primeira para a terceira 

semana pós-natal. Isso é suportado por um estudo ultraestrutural em ratos, mostrando um 
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gradual incremento pós-natal na distribuição de proteína KCC2 em todas as camadas do 

córtex piriforme, atingindo perfil de distribuição de adulto no final da segunda semana pós-

natal (KOVÁCS et al., 2014). Nas células piramidais do neocórtex maduro, o EGABA se 

encontra perto do potencial de membrana de repouso, o qual principalmente medeia a 

hiperpolarização da célula (BEN-ARI, 2002). Nós mostramos aqui que o EGABA é mais 

despolarizado em P5-P8 e se torna mais hiperpolarizado em P14-P17, sugerindo que GABA 

tem diferentes funções nas células piramidais da camada 2/3 do aPC nesses dois períodos de 

idade.  

4.2. A privação olfatória tem efeito leve no desenvolvimento da transmissão 

GABAérgica 

O circuito cortical inibitório no aPC é formado pela combinação de mudanças 

intrínsecas neuronais e estímulos ambientais. Portanto, nós realizamos a oclusão nasal 

unilateral para isolar as modificações que poderiam ter sido conduzidas pela maturação no 

aPC, no lado ipsilateral à oclusão, ou pela interação com o ambiente e maturação no aPC, no 

lado contralateral. Além disso, usamos animais sham para controlar efeitos específicos de 

procedimentos cirúrgicos e manipulação dos animais. Uma vez que a nossa hipótese era que o 

estímulo olfatório seria necessário para a maturação do circuito inibitório no aPC, nós 

esperávamos encontrar alterações significativas nas propriedades maturacionais das sIPSC e 

mIPSC nas células piramidais das camadas 2/3 em P14-P17. Encontramos que, depois de uma 

privação olfatória parcial em P3, a frequência das sIPSC e mIPSC segue um incremento de 

P5-P8 a P14-P17, porém o incremento no lado contralateral foi maior e no lado ipsilateral 

menor, principalmente nas mIPSC. Parece que depois de alguns dias de oclusão nasal esse 

perfil já se encontra presente. Pois, embora a análise da média das frequências em P5-P8 não 

foi significativa, a probabilidade de encontrar eventos IPSC rápidos foi maior no lado 

contralateral e menor no lado ipsilateral, os dois em relação aos animais sham. Semelhante ao 

observado para os animais controle, a amplitude não mudou significativamente com o 

desenvolvimento em sham e no lado ipsilateral, porém, no lado contralateral a amplitude das 

sIPSC se incrementou de maneira importante (25,14%) com a idade. Isso pode sugerir que a 

maturação da inibição sináptica nas células piramidais L2/3 é levemente afetada pelo odor da 

caixa-ninho, onde os filhotes se encontram com a mãe. 

Várias hipóteses podem ser levantadas para explicar porque o perfil geral do 

desenvolvimento da inibição no aPC foi levemente afetado pela privação olfatória (desde P3). 
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Por exemplo, a privação nasal unilateral representa um estado de redução e não um bloqueio 

total da passagem de odor no nariz ocluído (PHILPOT et al., 1997). Portanto, um mínimo 

input olfatório ao aPC pode ser necessário para um adequado desenvolvimento das sinapses 

inibitórias. Alternativamente, o aPC recebe inputs do lado contralateral através da comissura 

anterior e, talvez, essa inervação possa ser suficiente para um normal desenvolvimento das 

sinapses inibitórias nas células piramidais L2/3. Porém, é importante mencionar que a 

projeção contralateral parece não atingir a camada L1a do aPC até a segunda semana pós-

natal (cerca de P12), devido a projeção comissural não se encontrar completamente 

desenvolvida nesse período (SCHWOB; PRICE, 1984). 

Interessantemente, encontramos mudanças maturacionais na cinética das sIPSC, mas  

não das mIPSC. O decay time constant das sIPSC teve uma grande redução nos lados contra e 

ipsilateral, enquanto que a diminuição nos animais sham foi de apenas 1%, conforme foi 

observado para animais controle. Embora houvesse essa redução na cinética das sIPSC, em 

P5-P8 a cinética nos lados contra e ipsilateral foram muito mais lentas do que no sham, 

porém,a probabilidade de encontrar cinéticas mais rápidas no lado ipsilateral nessa idade foi 

menor do que no lado contralateral. Esses efeitos não foram mais observados em P14-P17. 

Isso nós sugere que a oclusão nasal unilateral prolonga o decay time constant das sIPSC nas 

células piramidais L2/3, principalmente durante o período P5-P8.  

Vários fatores podem influenciar o prolongamento do decay time constant das sIPSC 

(eventos dependentes e independentes de potenciais de ação), incluindo: a difusão de GABA, 

recaptação, e propriedades cinéticas dos receptores pós-sinápticos (FARRANT; NUSSER, 

2005). No momento, nós não temos evidências para confirmar ou descartar tais alternativas. 

Porém, considerando que o input inibitório na camada 2/3 é dado por diferentes subtipos de 

interneurônios (SUZUKI; BEKKERS, 2012), uma possibilidade é que cada subtipo com sua 

própria propriedade intrínseca poderia contribuir com a cinética de decay time heterogênea. 

Nos ratos, na primeira semana pós-natal, o input inibitório dominante nas células piramidais 

da L2/3 é dado principalmente pelos interneurônios GABAérgicos dentro da própria camada 

2/3 do aPC (WESTRENBROEK et al., 1998; SARMA et al., 2011), os quais são células 

multipolares de rápido disparo (SUZUKI; BEKKERS, 2010b; SUZUKI; BEKKERS, 2012) 

excitadas pelas células semilunares (SUZUKI; BEKKERS, 2012, CHOY et al., 2017), a 

primeira população de neurônios excitatórios que recebem input direto do LOT 

(SUZUKI;BEKKERS, 2010b). Períodos prolongados de oclusão nasal unilateral (de P1 até 

P30) levam a uma redução nas ramificações dos dendritos das células semilunares (WILSON 
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et al., 2000). A redução dos inputs excitatórios nas células semilunares e, consequentemente, 

o input sobre os interneurônios de rápido disparo, na camada 2/3, poderia reduzir as respostas 

inibitórias pós-sinápticas com cinéticas rápidas nas células piramidais 2/3. O decay time 

constant das sIPSC nas células piramidais 2/3 em P14-P17 não foi alterado, sugerindo que 

exista mecanismos compensatórios ocorrem depois da oclusão nasal com impacto no input 

inibitório.  

Interessantemente, encontramos que o EGABA na condição ipsilateral permanece sem 

alteração (mais despolarizado) com a idade quando comparado com a condição contralateral e 

sham, sugerindo que a privação olfatória inicial retarda a mudança maturacional da 

hiperpolarização do EGABA nas células piramidais da camada 2/3. Embora o EGABA tenha sido 

registrado em apenas três células de três distintos animais para a condição ipsilateral em P14-

P17, esses valores são muito consistentes e homogêneos. Futuros estudos são necessários para 

verificar esse achado e determinar os possíveis efeitos na sinalização do GABA.  

Assim, diferente da sinalização glutamatérgica no aPC que depende da atividade 

olfatória inicial para desenvolvimento adequado nas sinapses do LOT-L1a, mas não das 

sinapses associativas nas camadas L1b e L2/3 (FRANKS; ISAACSON, 2005), a privação 

parcial olfatória nos estágios iniciais do desenvolvimento não leva a impactos substanciais no 

desenvolvimento da transmissão sináptica GABAérgica no aPC. Nossos resultados indicam 

que o curso geral do desenvolvimento da inibição nas células piramidais L2/3 foi afetado em 

certo grau.  

4.3. Privação olfatória unilateral incrementa a frequência e amplitude das sIPSC no 

lado contralateral à oclusão nasal 

Estudos iniciais têm sugerido que o lado contralateral à oclusão nasal pode representar 

uma condição de sobre estimulação uma vez que o lado aberto do nariz recebe mais influxo 

de ar e odor, quando comparado com animais não ocluídos (revisado em DIAZ et al., 2013). 

Além disso, depois da oclusão nasal unilateral, as áreas olfatórias periféricas e centrais 

passam por severas mudanças estruturais, moleculares e funcionais nos lados ipsi e 

contralateral à oclusão (revisado em COPPOLA, 2012; DIAZ et al., 2013).  

Interessantemente, nossos resultados indicam que a frequência e amplitude das sIPSC e 

a frequência das mIPSC no lado contralateral se incrementam com a idade do mesmo modo 

que no sham, porém, em P14-P17, a frequência e amplitude das sIPSC e mIPSC foram muito 
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mais incrementadas e semelhantes, respectivamente, em relação ao sham. Esses resultados 

sugerem que a privação olfatória parcial não altera o desenvolvimento normal da inibição 

sobre as células piramidais das camadas 2/3 no lado contralateral à oclusão, entretanto em 

P14-P17 parece promover um melhoramento na probabilidade de liberação de GABA e na 

eficácia da transmissão sináptica de uma maneira dependente do input excitatório. 

Possivelmente, esse melhoramento seja atribuído a um incremento no input olfatório para o 

aPC no lado contralateral por mudanças nos padrões de excitabilidade na membrana nos 

interneurônios GABAérgicos em desenvolvimento em P14-P17. Esse período de idade é 

caracterizado por uma sinaptogênese ativas dos interneurônios GABAérgicos na camada L1a 

e L2/3 (WESTRENBROEK et al., 1998; SARMA et al., 2011). Portanto, é possível que esses 

interneurônios das duas fontes tenham sido afetados na excitabilidade das suas membranas, 

seja por input olfatório direto ou indireto.  

4.4. Relevância para o processamento do odor no desenvolvimento inicial pós-natal 

Estudos prévios em roedores, em idades maiores que P9, têm mostrado que a inibição 

GABAérgica no aPC está envolvida na integração de inputs do LOT e na sincronia de disparo 

de potenciais de ação nas células piramidais da camada 2/3 (FRANKS; ISAACSON, 2006; 

LUNA; SCHOPPA, 2008; POO; ISAACSON, 2009). Especificamente, as respostas sinápticas 

GABAérgicas ocorrem em torno de 10 ms depois do início da estimulação elétrica no LOT e 

essa resposta tende a truncar as respostas excitatórias nas células piramidais, limitando a 

janela temporal para a integração sináptica dos inputs das células mitrais sobre as células 

piramidais. Esses inputs entrantes dentro dessa janela temporal favorecem na célula o disparo 

de potencial de ação (FRANKS; ISAACSON, 2006; LUNA; SCHOPPA, 2008). Nós 

mostramos, neste trabalho que a transmissão sináptica GABAérgica em P5-P8 é diferente de 

P14-P17, sugerindo que as sinapses inibitórias podem operar distintivamente em cada período 

dessas duas idades, sustentando dois mecanismos neurais diferentes para o processamento de 

odor. Possivelmente, esses dois perfis distintos de inibição provêm duas janelas temporais 

diferentes para a integração do input de odor nas células piramidais das camadas 2/3.  

No neocórtex, uma inibição GABAérgica débil permite uma janela temporal de 

integração, na qual tanto os potencias excitatórios pós-sinápticos chegando em grupos 

temporalmente coincidentes quanto os não-coincidentes, podem se integrar nas células 

piramidais para atingir o limiar de disparo de potencial de ação em uma janela temporal mais 

ampla. Por outro lado, uma inibição mais forte permite uma janela temporal de integração 
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mais estreita e possibilita que somente os potenciais excitatórios pós-sinápticos, que chegam 

em grupos temporalmente coincidentes, são os mais prováveis de serem integrados na célula 

piramidal para atingir o limiar de disparo (KUHLMAN et al., 2010). Nós especulamos que o 

incremento na função inibitória no aPC em filhotes maiores pode prover uma janela de tempo 

mais abreviada para a integração de inputs do LOT evocados pelo odor nas células piramidais 

da camada 2/3, mediante a restrição da integração e geração de potenciais de ação dos inputs 

chegando em grupos temporalmente não-coincidentes. Por outro lado, uma função inibitória 

fraca no aPC de filhotes neonatos pode providenciar uma janela temporal mais ampla para a 

integração e geração de potenciais de ação de inputs chegando em grupos temporalmente 

coincidentes e não-coincidentes nas células piramidais da camada 2/3. Esses dois perfis 

inibitórios no aPC poderiam suportar diferentes mecanismos para o processamento de odor e 

aprendizado de preferência olfatória em roedores infantes.  
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Capítulo 4  

Maturação das propriedades intrínsecas passivas e ativas de 

membrana das células piramidais do córtex piriforme anterior 

1. Introdução 

No Capítulo 3, mostramos que a inibição GABAérgica nas células da camada 2/3 do 

aPC e o potencial de reversão das correntes inibitórias pós-sinápticas (EGABA) são diferentes 

em P15-P8 e P14-P17. Para explorar se essas diferentes caraterísticas integradas em um 

circuito neural, contribuem com um padrão de processamento neural diferencial em cada 

período (pergunta 2 de pesquisa) precisamos integrar esses dados (nível microcircuito) no 

procesamento da célula piramidal (nível neurônio). Assim, nesse trabalho, nós examinamos as 

características das propriedades ativas e passivas da membrana das células piramidais da 

camada 2/3 do aPC nos períodos P15-P8 e P14-P17.  

Foi mensurada a atividade elétrica das células piramidais para injeção de pulsos de 

corrente hiperpolarizante e despolarizante, utilizando estratégia eletrofisiológica patch-clamp 

whole-cell em configuração current clamp em fatias de cérebro de filhotes de rato em 

períodos de idade P5-P8 e P14-P17. A partir dessas respostas, nós calculamos os parâmetros 

de propriedades passivas (potencial de membrana em repouso, resistência ao input, constante 

de tempo da membrana) e ativas (limiar de disparo, amplitude e duração de potencial de ação, 

bem como características de tipo de disparo) das células piramidais da camada 2/3 do aPC. 

2. Método 

2.1. Ética 

Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos foram aprovados pelo Comité de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), 

com o número da carta de aprovação 27961 do dia 27 de novembro de 2014 e do ADENDO 

aprovado em fevereiro de 2016pelo mesmo CEUA.  
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2.2. Animais 

Foram utilizados ratos Wistar, fêmeas e machos, provenientes do Centro de Reprodução 

e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) da UFRGS. Todos os cuidados com 

os animais referentes a: alojamento, reprodução, gestação, traslado de fêmeas grávidas do 

biotério setorial de Fisiologia para o biotério de Bioquímica, bem como o parto e 

padronização das ninhadas foram realizados como descrito no Capítulo 3. Filhotes de rato 

(machos e fêmeas) nos períodos P5-P8 e P14-P17 foram estudados.  

2.3. Eletrofisiologia in vitro 

2.3.1. Preparo de fatias 

Após serem anestesiados com xilazina/cetamina (100 mg/10 mg por kg) os filhotes de 

rato foram decapitados e os cérebros rapidamente extraídos (<60 segundos) e colocados em 

solução aCSF fria (2-4ºC) com alto teor de sacarose, contendo: 220 mM de sacarose; 3 mM 

de KCl; 1,25 mM de NaH2PO4-H2O; 2 mM de MgSO4-7H2O; 26 mM de NaHCO3 e 10 mM 

de dextrose. Após 10 minutos de borbulhar a solução com gás carbogênio (mistura 95%O2 -

5% CO2), foi incluída 1 mM de CaCl2 na solução aCSF fria. Em seguida, o cérebro foi colado 

sobre uma plataforma e rapidamente colocado no vibrátomo (Leica Microsystems, 

Bannockburn, IL), para o corte das fatias na mesma solução aCSF fria. Fatias coronais de 300 

μm contendo o córtex piriforme anterior foram obtidas. Após o corte, as fatias foram 

incubadas à 37 ºC  em banho maria por 45 minutos em uma solução aCSF normal contendo os 

seguintes componentes: 124 mM de NaCl; 3 mM de KCl; 1,25 mM de NaH2PO4.H2O; 2 mM 

de MgSO4.7H2O; 26 mM de NaHCO3 e 10 mM de dextrose. Antes de colocar as fatias, 1 mM 

de CaCl2  foi adicionada após 10 min de borbulhar a solução com gâs 95%O2-5% CO2. Após o 

período de incubação, as fatias foram retiradas do banho e deixadas para se recuperarem a 

temperatura ambiente por 60 minutos, continuamente oxigenadas (95%O2-5% CO2), antes do 

início dos registros.  

Uma vez finalizado o período de incubação, as fatias foram transferidas para a câmara 

de registro. Foram visualizadas em microscópio equipado com contraste de interferência 

diferencial e padrão de iluminação infravermelho (IR-DIC) e sistema de vídeo com objetiva 

de imersão 40X (Olympus BX51WI). As identificações da camada 2/3 do córtex piriforme e 

das células piramidais foram realizadas usando objetivas 5X e 40X, respectivamente. Na 
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câmara, a fatia foi mantida em contínua perfusão com solução aCSF normal borbulhada com 

95%O2-5% CO2 a uma taxa de aproximadamente 2 mL/ min.  

2.3.2. Registro whole-cell patch clamp 

Para os registros whole-cell das células piramidais, as pipetas foram preparadas a partir 

de capilares de vidro de borosilicato (1.5/1.12 OD/ID, WPI, Sarasota,FL) usando um estirador 

de pipetas (P-1000, Sutter instruments, Novato, CA). Após o preparo, as pipetas foram 

polidas usando Micro Forge (MF-830, Narishige, Japan) com uma resistência final da ponta 

(1 µm) de 3-6 M). Os registros foram realizados usando o amplificador Multiclamp 700 B 

(Molecular Devices, CA, USA). 

2.3.3. Current-clamp 

Para o registro das propriedades passivas e ativas da membrana das células piramidais 

da camada 2/3 do aPC, foi utilizada a configuração current-clamp. Para os registros de 

current-clamp, a pipeta foi preenchida com solução intracelular contendo: 120 mM de 

Kgluconato; 10 mM de KCl; 1 mM de MgCl2; 0,025 mM de CaCl2; 0,2 mM de EGTA; 2 mM 

de Na2-ATP; 0,2 mM de Na2-GTP; 10 mM de HEPES; pH a 7,2; ajustado com KOH 10 M, e 

osmolaridade de 285-295 mOsm. Os dados foram registrados através do amplificador 

Multiclamp 700B (Molecular Devices, CA, USA), digitalizados em 10 Hz com Digidata 

1440- A System(Molecular Devices, CA, USA), filtrado em 1 kHz (−3 dB, eight-pole Bessel) 

e analisados off-line usando o software pClamp 10.6 (Molecular Devices, CA, USA). O 

potencial de membrana foi fixado em -65 mV para todas as células. Para mensurar as 

propriedades intrínsecas passivas das células, uma série de pulsos de correntes despolarizantes 

e hiperpolarizantes (-180 pA a +300 pA) de onda quadrada (500 ms de duração) foram 

injetados nas células com intervalo de 500 ms, a cada 20 pA. Também registramos a atividade 

espontânea das células em modo gap free.  

O potencial de membrana em repouso (Vm) foi medido dentro de alguns minutos depois 

de romper a membrana ceiçar e foi definido como o potencial de membrana estado-estável 

(obtido em modo de injeção de corrente 0). A resistência ao input (Rin) foi determinada a 

partir da resposta de voltagem para 1 s. de injeção de corrente hiperpolarizante de -100 pA e 

foi calculado como a proporção do pico da deflexão da voltagem para a corrente injetada. A 

constante de tempo da membrana (τm) foi definida como o tempo necessário para a célula 

atingir o 63,2% da sua máxima deflexão de voltagem em resposta a uma injeção de corrente 



90 
 

hiperpolarizante (-100 pA). A capacitância da membrana (Cm) foi calculada a partir dos dados 

de Rin e τm usando a fórmula Cm= τm / Rin.  

Para medir as propriedades do potencial de ação (PA), foram injetadas séries de 

correntes despolarizantes (onda quadrada) de 1 s. de duração em passos de 20 pA (+20 pA a 

+300 pA). A rheobase foi definida como a mínima corrente despolarizante injetada para gerar 

pelo menos 1 PA. O primeiro PA evocado pelo pulso de corrente despolarizante foi definido 

para a mensuração das propriedades de PA. Os PA com amplitude máxima abaixo de 10 pA 

não foram incluídos na análise. A média da amplitude do PA foi definida como a média do 

incremento de voltagem do limiar para disparo de PA ao pico da amplitude do primeiro PA 

para todas as injeções de correntes despolarizantes. A média da duração do PA foi definida 

como largura entre a metade máxima da amplitude do PA para o primeiro PA para todas as 

injeções de correntes despolarizantes. A média da latência do PA foi calculada como o tempo 

requerido para eliciar um PA depois do início da injeção das correntes despolarizantes. A 

frequência de PA foi calculada mediante a quantificação do número de spikes eliciados por 

injeção de correntes despolarizantes de 1 s. de duração.  

2.4. Análise de dados 

Todos os dados coletados provieram de um total de 21 células piramidais das camadas 

2/3 de oito filhotes de ratos provenientes de cinco ninhadas diferentes (P5-P8 e P14-P18). As 

análises de estatística dos dados eletrofisiológicos foram realizadas usando o two-side 

unpaired t Student test após o teste de normalidade dos dados (Kolmogorov-Smirnov test). As 

comparações estatísticas e os gráficos foram realizados usando o software Graph Prisma 6 

(GraphPad, LaJolla, CA). Todos os valores no texto, gráficos e tabela são apresentados como 

média ± erro padrão (EP). Adicionalmente na tabela, também foi incluído o valor de desvio 

padrão (DP). O número de neurônios é expresso como “n”. O nível de significância foi 

estabelecido em p<0,05 e a significância dos dados em tabelas e gráficos é denotada com 

asterisco (*).  

3. Resultados 

No Capítulo 3 mostramos que a inibição GABAérgica nas células piramidais da 

camada 2/3 do aPC mudam significativamente entre P5-P8 a P14-P17. Aqui, nesse estudo, 

encontramos que as propriedades intrínsecas passivas e ativas da membrana das células 
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piramidas L2/3 também mudam sinificativamente durante esses dois períodos do 

desenvolvimento pós-natal.  

3.1. Desenvolvimento pós-natal das propriedades passivas de membrana 

Nós medimos as propriedades passivas das células piramidais da camada 2/3 do aPC.  

Na Figura 4.1 se ilustram respostas típicas de voltagem para injeção intracelular de correntes 

hiperpolarizantes e despolarizantes em neurônios em P5-P8 e P14-P17.  

Figura 4.1.  Mudanças na resposta do potencial de membrana para injeção de corrente 

em células piramidais em P5-P8 e P14-P18.  

 

A amplitude dos passos de correntes injetadas (traçados inferiores) foram -120 pA, -40 pA, -

20 pA, +20 pA, +60 pA e +120 pA para os dois períodos. Houve uma diminuição progressiva 

na resistência ao input e na constante de tempo da célula com a idade.  

3.1.1. Potencial de membrana em repouso 

O potencial de membrana em repouso (Vm) foi medido imediatamente depois da 

configuração whole-cell. O Vm se torna mais negativo com o avanço da idade. Em P5-P8, o 

Vm foi -39,22 ±5,66 mV (n=9 células) e em P14-P17 foi mais negativo -54,35 ± 2,27 mV 

(n=12 células) [t(19)=8,45, p<0, 0001, t Student test)]. Os resultados se encontram 

sumarizados na Tabela 4.1 . 
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A resistência ao input (Rin) e a constante de tempo da membrana (τm) foram estimados 

com injeção de pulsos de corrente hiperpolarizante (-100 pA) de 500 ms de duração.  

3.1.2. Resistência ao input e Constante de tempo da membrana 

Encontramos uma grande redução (147%) na Rinp das células piramidais da camada 2/3 

com a idade. Em P5-P8, a Rin foi de 438,6 ± 99,44 MΩ (n= 9 células) o qual se reduziu 

significativamente em P14-P18 para 177,1± 50,02 MΩ [t (19)=7,91, p<0, 0001, t Student test] 

(Tabela 4.1). A τm também se reduz com o avanço da idade (41%). Em P5-P8 a τm foi de 

42,78± 4,17 ms e em P14-P18 se reduziu para 30,33 ± 1,69 ms [t(19)=3,04, p=0,007, t 

Student test)] (Tabela 4.1). 

Tabela 4.1. Propriedades passivas e ativas das células piramidais da camada 2/3 do aPC 

 

As propriedades intrínsecas foram mensuradas mediante whole-cell current clamp das células 

piramidais da camada 2/3 nos períodos de idade de P5-P8 e P14-P17. Os valores são descritos 

como Média ± EP e DP. Os asteriscos representam significância estatística (unpaired t 

Student Test). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 

Parâmetros 
P5-P8  

(n=9 células) 

P14-P17 

(n=12 células) 
t (19) p 

Propriedades Passivas       

 Média ± EP DP Média ± EP DP   

Potencial de membrana em repouso (mV) -39,22 ±1,89 5,66 -54,35 ± 0,66 2,27 8,45 < 0,0001**** 

Resistência ao input (MΩ) 438,6 ± 33,15 99,44 177,1 ± 14,44 50,02 7,91 < 0,0001**** 

Constante de tempo da membrana (ms) 42,78 ± 4,17 12,53 30,33 ± 1,69 5,88 3,04 0,007** 

Capacitância da membrana (pF) 98,21 ± 7,16 21,48 178,1 ± 10,83 37,51 5,70 < 0,0001**** 

Propriedades Ativas       

Limiar de disparo de AP (mV) -36,63 ± 1,35 4,04 -45,96 ± 1,80 6,24 3,90 0,001** 

Amplitude de AP  (mV) 76,90 ± 3,38 10,13 85,43 ± 4,53 15,69 1,42 0,17 

Duração do AP (ms) 4,32 ± 0,33 0,98 2,97 ± 0,09 0,34 4,46 0,0003*** 

Frequência máxima de AP (Hz) 11 ± 2,36 7,07 21,50 ± 2,53 8,79 2,94 0,0085** 

Rheobase (pA) 48,89 ± 6,76 20,28 95,00 ± 11,04 38,26 3,27 0,004** 

Vthres-Vm (mV) 3,92 ± 2,95 8,86 8,77 ±2,38 8,23 1,29 0,21 
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3.1.3. Capacitância da membrana 

Uma vez que a Cm foi calculada a partir dos dados de τm e Rinp, consequentemente se 

incrementa com a idade com os valores de 98,21 ± 21,28 pF em P5-P8 para 178,1 ± 37,51 pF 

em P14-P17 [t(19)=5,70, p<0,0001, t Student test)] (Tabela 4.1). 

3.2. Desenvolvimento pós-natal nas propriedades de potencial de ação 

O limiar de disparo, amplitude, duração e frequencia de disparo de potencial de ação 

foram mensurados a partir do primeiro potencial de ação para injeção de correntes 

despolarizantes (+20 pA-+300 pA) de 500 ms de duração. 

3.2.1. Limiar de disparo de potencial de ação 

Com a idade, o limiar de disparo de potencial de ação (Vthres) se torna mais negativo em 

aproximadamente 25%. Em P5-P8, o Vthres foi de -36,63 ± 4,04 mV (n=9 células) passando 

para -45,96 ± 6,24 mV em P14-P17 [t(19)= 3,90; p=0,001; t Student test] (Tabela 4.1). 

Também foi calculada a diferença entre o Vthres eo Vm(Vthres-Vm) para determinar se a 

quantidade de despolarização requerida para atingir o limiar de disparo de potencial de ação 

nas células nas duas idades é estavel. Em P5-P8, a diferença Vthres-Vm foi de 3,92 ± 8,86 mV e 

em P14-P17 se incrementa ligeiramente para 8,77 ± 8,23 mV, porém essa diferença não foi 

estatisticamente significativa [t(19)= 1,29, p=0,21; t Student test] (Tabela 4.1). 

3.2.2. Amplitude do potencial de ação 

Foi observado que o pico de amplitude se incrementa ligeiramente com a idade 

(aproximadamente em 11 %), de 79,90 ± 10,13 mV (n=9 células) em P5-P8 passa para 85,43 

± 15,96 (n=9 células) em P14-P17, porém, essa diferença não mostrou significância estatística 

[t(19)= 4,46, p=0,17, t Student test)] (Tabela 4.1). Na Figura 4.2 se mostram exemplos 

representativos da amplitude e duração de potenciais de ação nas duas idades.  

3.2.3. Duração do potencial de ação (half-width) 

Com o avanço da idade, a duração do potencial de ação se torna significativamente mais 

rápido (em aproximadamente 45%), de 4,32 ± 0,98 ms em P5-P8 passa para 2,97 ± 0,34 ms 

em P14-P18 [t(19)= 4,46, p=0,0003, t Student test)] (Tabela 4.1; Figura 4.2). 
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Figura 4.2.  Mudanças nos parâmetros de potencial de ação com a idade. 

 

 

Exemplos de potenciais de ação registrados em P5-P8 e P14-P17. A linha horizontal 

sobrepassando os dois traçados indica 0 mV e o limiar de disparo de PA é mostrado com linha 

pontilhada em cada traçado (de -23 mV para P5-P8 e de -39 mV para P14-P17). A amplitude 

do PA se incrementa e a duração do PA de reduz com a idade.  

3.2.4. Frequência de disparo de potenciais de ação 

A relação input-output da média de frequência de spikes
4
 versus a média de amplitude 

da corrente injetada também muda com a idade (Figura 4.3). Na Figura 4.4 se ilustra 

exemplos de traçados da resposta de duas células em P5-P8 e P14-P17 para injeção de 

corrente despolarizante crescente. A corrente rheobase para evocar PA incrementa de 48,89 ± 

8,86 pA em P5-P8 para 95 ± 38,26 pA em P14-P17 (Tabela 4.1). As células piramidais dos 

animais mais jovens (P5-P8) tiveram alta frequencia de disparo de PA para injeções de 

correntes de menor intensidade (a partir de +20 pA), porém, também tiveram uma menor 

frequência máxima de disparo (11± 7,07 Hz), a qual diminui para injeção de corrente de 

maior intensidade (+180 pA- 300 pA (Figura 4.5). A frequência de disparo de PA em P4-P17 

alcançou a disparar potenciais de ação para injeção de correntes de maior intenside (a partir de 

+ 60 pA) e a sus frequência de disparo foram também maiores que nos animais jovens (21,50 

± 8,79 Hz) [t(19)= 2,29, p=0, 0085; t Student test)] (Tabela 4.1). Para injeção de corrente de 

+120 pA, a média de frequência de disparo das células nas duas idades é muito semelhante. A 

partir de injeção de corrente de + 140 PA o número de spikes nas células em P14-P18 começa 

a se incrementar proporcional ao input de corrente, atingindo um número de spikes 

significantivamente maior que em P5-P8 para injeção de corrente de +160 pA (p<0,01). 

                                                           
4
  É outro termo utilizado para descrever potenciais de ação, especialmente aqueles de mudança rápida na 

voltagem. 
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Injeções de corrente entre +180 e +300 pA induzem um incremento grande no número de 

spikes nas células em P14-P18 em relação às células em P5-P8 (p<0,0001) (Figura 4.5). 

Figura 4.3. Curva da relação corrente-resposta das células piramidais da camada 2/3 do 

AP em P5-P8 e P14-P17 

 

A diferença na frequência média (± EP) de disparo de PA das células entre 20-140 pA não 

mostra significância estatística (p<0,05). Entre injeção de corrente de 160-300 pA,a 

frequência média de disparo nas células em P14-P17 incrementa-se proporcional ao 

incremento na corrente despolarizante e entanto que a frequência média de disparo diminui 

nas células em P5-P8 (P5-P8 vs P14-P17, **p<0,001, **** p<0,0001, unpaired t Student 

Test).  

Para as duas idades, nenhuma das células evocou PA para injeção de corrente de +20 

pA. Na injeção de corrente de +60 PA, todas as células em P5-P8 mostraram pelo menos um 

potencial de ação (quatro células evocaram menos de três potenciais de ação e cinco células 

evocaram mais de seis potenciais de ação). Em P14-P17, para a mesma injeção de corrente, 

oito células não evocaram nenhum  potencial de ação, duas células evocaram um potencial de 

ação e duas células evocaram oito e dez potenciais de ação, respectivamente. Para injeção de 

corrente de +120-+180 pA, mais da metade das células registradas (5/9) em P5-P8 foram 

capazes de gerar o primeiro spike, porém, o segundo e terceiro foram diminuídos em 

amplitude e prolongados em duração. Para injeção de corrente de +200 pA-+300 pA, todas as 

células mostraram essse perfil. Em P14-P17, a maioria das células começaram a evocar spikes 

para injeção de corrente de +120 pA. De um total de doze células, dez incrementaram o 

número de disparo com o aumento de injeção de corrente, porém houve uma célula que só 
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evocou spikes para corrente de +300 pA e o perfil de disparo foi semelhante às células em P5-

P8. Uma célula começou a disparar trens de spike semelhante às células em P5-P8, com 

injeção de corrente >+180 pA.  

Figura 4.4. Características de disparo de PA das células piramidais do aPC em P5-P8 e 

em P14-P18.  

 

Traçado de duas células piramidais representativas para cada período de idade. Note como as 

duas células nas duas idades não disparam PA para injeção de corrente de +20 pA. A célula 

em P5-P8 mostra adaptação
5
 de disparo entre +180 pA e + 300 pA, enquanto que a célula em 

P14-P18 mostra disparo de regular, o qual se incrementa com o aumento da intensidade da 

corrente despolarizante. A amplitude das correntes injetadas é indicada no início de cada 

traçado. 

3.2.5. Disparo em burst 

Em P5-8, apenas um neurônio disparou potencial de ação em burts em resposta a 

injeção de corrente, enquanto que em P14-P17 foram observados dois neurônios com esse 

tipo de disparo. Os disparos em burts do potencial de ação foram observados no início dos 

trens de disparo.  

                                                           
5
 Referido à diminuição ou cese de disparo de spikes durante estimulação constante. 
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Figura 4.5.  Mudanças no padrão de disparo do potencial de ação com o 

desenvolvimento  

 

 

Respostas no potencial de membrana para pulsos de corrente de 500 ms de duração em 3 

células piramidais em P5-P8 e P14-P17. O primeiro traçado (esquerda) é a frequência mínima 

de disparo da célula e o segundo traçado (direita) é a frequência máxima de disparo de PA da 

célula. A amplitude das correntes injetadas é indicada no início de cada traçado. 

3.2.6. Disparo espontâneo 

Após o registro de potenciais de ação com injeção de corrente de 500 ms e 1000 ms, as 

células foram registradas em modo gap free durante 1 minuto (sem fixação de corrente, com o 

potencial de membrana em -65 mV). Nessas condições, algumas células mostraram disparo 

espontâneo nas duas idades. Em P5-P8, seis células de nove (6/9) mostraram disparo 

espontâneo e em P14-P18, cinco células de doze (5/12) exibiram disparo espontâneo (Figura 
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4.6). Duas células com disparo espontâneo mostraram burst de potenciais de ação em P5-P8. 

Nas células dos filhotes maiores não foram observados disparos espontâneos em burst. 

Figura 4.6.  Disparo espontâneo de PA em células piramidais em P5-P8 e P14-P17  

 

 

Traçados representativos de disparo espontâneo das células em cada período de idade. Os 

traçados foram obtidos de registros em modo gap free durante 60 segundos.  

4. Discussão 

Nesse estudo, nós mostramos que as propriedades intrínsecas passivas e ativas das 

células piramidais das camadas 2/3 do aPC passam por um processo de maturação importante 

entre a primeira e terceira semana de vida pós-natal. Esses resultados são consistentes com 

estudos eletrofisiológicos prévios reportados em roedores para outras regiões cerebrais e, 

inclusive, o próprio córtex piriforme de camundongos.  

4.1. Desenvolvimento das propriedades passivas da célula piramidal 

Os nossos resultados mostram que as propriedades intrínsecas das células piramidais da 

camada 2/3 do aPC se encontram em processo de maturação entre a primeira e terceira 

semana de vida pós-natal. De P5-P8 a P14-P17, o potencial de membrana em repouso (Vm), a 

resistência ao input (Rin) e a constante de tempo da membrana (τm) tiveram uma redução 

importante. Esses dados são coerentes com os dados reportados para outros córtices em 

desenvolvimento, como: córtex visual primário de camundongos (KASPER et al., 1994), 

córtex auditivo primário (OSWALD; REYES, 2008), córtex somatosensorial (LORENZON; 
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FOEHRING,1993;MARAVALL et al., 2004; VALIULLINA et al., 2016) e córtex pré-frontal 

em ratos (ZHANG, 2004), nos quais as mudanças significativas nas propriedades intrínsecas 

passivas da célula piramidal ocorrem entre a primeira e terceira semana de vida pós-natal. 

Interessantemente, parece que a hiperpolarização do Vm nas células piramidais 2/3 do 

córtex piriforme continua além da segunda semana pós-natal, enquanto que a Rin parece 

atingir o nível de maturação na segunda semana pós-natal. Um estudo de Vm e Rin para células 

piramidais do córtex piriforme em camundongos em P8-11 e P14-P21 mostra isso (GHOSH et 

al., 2015).  

As mudanças com o desenvolvimento nas propriedades intrínsecas passivas da 

membrana da célula piramidal parecem estar relacionadas com mudanças na morfologia das 

células. Por exemplo, no neocórtex a redução progressiva na Rin das células piramidais está 

relacionada com o incremento na área superficial do soma e prolongamento dos dendritos 

primários apicais (ZHANG, 2004). No córtex piriforme anterior, entre a primeira e terceira 

semana pós-natal acontece um incremento importante na espessura de todas as camadas 

(SCHWOB; PRICE, 1984, SARMA et al., 2011), as quais refletem mudanças na morfologia 

das células, sendo que, uma das camadas superficiais (L1a) está formada na sua maior parte 

por dendritos apicais das células piramidais das camadas mais profundas (L2 e L3) 

(NEVILLE; HABERLY, 2004; WILSON; SULLIVAN, 2011; POO; ISAACSON, 2011; 

BEKKERS; SUZUKI, 2013). Assim, é altamente provável que a redução progressiva da Rin 

nas células piramidais do aPC com o incremento da idade esteja relacionada com mudanças 

na morfologia da célula piramidal. Por outro lado, uma diminuição importante na Rin com a 

idade pode ser também devido a um incremento na expressão da condutância de canais 

iônicos que suportam o potencial de membrana em repouso das células piramidais.  

4.2. Desenvolvimento de propriedades de PA 

Processos de maturação cortical, como: neurogênese, apoptose, migração neuronal, 

diferenciação neuronal e estabelecimento de redes neurais funcionais são influenciados, direta 

ou indiretamente, pelo padrão de atividade elétrica dos neurônios (KILB et al., 2011). Assim, 

durante os períodos de maturação morfológica do sistema nervoso é comum também observar 

mudanças paralelas no padrão de atividade dos neurônios. Nos roedores (ratos e 

camundongos, os mais estudados), tais mudanças acontecem principalmente durante o 

primeiro mês de vida pós-natal, com mudanças mais dramáticas entre a primeira e segunda 

semana pós-natal. Por exemplo, nas células piramidais do neocórtex de ratos, o limiar de 
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disparo e duração do PA diminui, enquanto que sua amplitude aumenta entre a primeira e 

segunda semana pós-natal (LORENZON; FOEHRING, 1993; KASPER et al.,1994; ZHANG, 

2004; VALIULLINA et al., 2016). Por outro lado, nas células piramidais do córtex auditivo 

primário (OSWALD; REYES, 2008) e do córtex piriforme em camundongos (GHOSH et al., 

2015) a diminuição do limiar de disparo e duração e o incremento na amplitude do PA vai 

além da terceira semana pós-natal. Neste estudo, nós encontramos que o PA das células 

piramidais da camada 2/3 do aPC em ratos, também diminui no limiar de disparo e se torna de 

duração mais breve entre P5-P8 e P14-P17, porém com ligeiro incremento na amplitude 

(p=0,17). Mudanças maturacionais na ativação e inativação de correntes de sódio dependentes 

de voltagem podem estar associadas com à diminuição na duração do potencial de ação com a 

idade, como se tem observado para as células piramidais do córtex visual em macacos 

(MARUYAMA et al., 2007). 

Entre P5-P8 e P14-P17, também observamos mudanças nas propriedades de disparo dos 

spikes. As células piramidais de animais mais jovens precisam de baixas correntes para gerar 

alta frequência de disparo de PA, enquanto que as células de animais mais velhos requerem 

correntes elevadas para gerar alta frequência de disparo de PA, porém a frequência máxima de 

disparo em P5-P8 foi menor que em P14-P17. Interessantemente, as células piramidais em P5-

P8 diminuem significativamente a sua frequência de disparo com o incremento da intensidade 

de injeção de corrente e algumas não são sensíveis ao incremento de input despolarizante. 

Tais mudanças nas propriedades de disparo de PA das células piramidais do aPC sugerem 

incremento paralelo nas propriedades dos canais de sódio dependentes de voltagem.  

Aponta-se que em paralelo ao desenvolvimento do sistema nervoso, a densidade das 

correntes de sódio dependentes de voltagem se incrementa (McCROMICK; PRINCE, 1987; 

WANG et al., 2009). As correntes de sódio dependentes de voltagem são consideradas 

elementos-chaves para iniciação e propagação do PA nos neurônios e em outras células 

excitáveis (CATTERALL, 2000; COLBERT, 2002; BEAN, 2007), as quais resultam 

principalmente na ativação do canal, enquanto que sua inativação contribui na atenuação do 

PA (JUNG et al., 1997; BEAN, 2007). É possível que aquelas células piramidais do aPC que 

só geram um PA ante o incremento da intensidade da corrente despolarizante, tenham uma 

lenta velocidade de recuperação da inativação de canais de sódio dependentes de voltagem. 

Por outro lado, células que inicialmente disparam PA, mas que rapidamente se adaptam (após 

o primeiro PA, os seguintes spikes mostram diminuição da amplitude e prolongamento da 

duração) devem ter uma recuperação um pouco mais lenta da inativação das correntes de 
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sódio que aquelas células que mostram um padrão de disparo de PA regular, como são a 

maioria das células em P14-P17. As correntes de potássio seguem também o mesmo curso 

paralelo de desenvolvimento do sistema nervoso e estão relacionados com o afinamento nas 

propriedades de disparo dos PA (LORENZON; FOEHRING, 1995; MASSENGILL et al., 

1997; GUAN et al., 2011). Assim, é possível que a adaptação na frequência do disparo de PA 

nas células dos animais mais jovens e o encurtamento na duração do potencial de ação sejam 

também controlados por correntes de potássio.  

Outro achado interessante foi que, embora o limiar de disparo de PA mudasse para 

valores mais hiperpolarizados de P5-P8 para P14-P17, a diferença entre o limiar de disparo 

(Vthres) e o potencial de membrana de repouso da célula (Vm) não muda significativamente 

com a idade. Isso sugere que a quantidade de despolarização requerida para que a célula 

piramidal gere PA é constante durante o desenvolvimento.  

O fato com significância para o processamento do odor é que embora as células 

piramidais em P5-P8 respondam com disparos de potenciais de ação em trens para injeção de 

correntes mais baixas do que as células em P14-P17, essa resposta se incrementa até certo 

pulso de injeção de corrente despolarizante. Para pulsos de correntes altas, os disparos 

mostram adaptação. Entre P5-P8 e P14-P17 essa reduzida excitabilidade das células 

piramidais gradualmente desaparece. Em P14-P17, apenas duas células (de 12) foram 

observadas com características de disparo semelhante às células de P5-P8. É possível que as 

características na excitabilidade das células em P5-P8 sejam devidas às correntes imaturas de 

entrada e de saída, como se tem relacionado em outras regiões corticais (LORENZON; 

FOEHRING, 1993; MASSENGIL et al., 1997; WANG et al., 2009; GUAN et al., 2011). É 

interessante destacar que a reduzida excitabilidade e rápida adaptação das células piramidais 

do aPC para o input despolarizante em P5-P8, um mecanismo de regulação da sua própria 

atividade, ocorre em um período em que o input GABAérgico inibitório é ainda fraco (nossos 

dados do Capítulo 3).  

4.3. Relevância para o processamento de odor no aPC 

As características particulares das células piramidais nas propriedades intrínsecas 

passivas e de disparo em P5-P8 e P14-P17 podem ser importantes para compreender como 

essas células respondem ao input sináptico proveniente do bulbo olfatório. Tem sido sugerido 

que as células piramidais com uma Rin alta e τm mais duradoura têm respostas de grande 

magnitude e de duração prolongada para o input sináptico (McCORMICK; PRINCE, 1987). 
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Assim, as células piramidais do aPC em P5-P8, com características de Vm menos 

hiperpolarizado, Rin alto e τm mais duradoura, podem responder melhor para pequenos inputs 

de correntes sinápticas de cinéticas lentas. Enquanto que as células piramidais em P14-P17, 

com características de Vm mais hiperpolarizado, Rin baixa e τm mais breve podem responder 

melhor para inputs de correntes sinápticas mais prolongadas de cinéticas rápidas. Essas duas 

formas de processamento do input sináptico podem ser importantes para entender as possíveis 

diferenças no processamento de odor e os mecanismos associativos de aprendizado em P5-P8 

e P14-P18.  
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Capítulo 5  

Diferenças no processamento do odor no córtex piriforme anterior 

em dois períodos do desenvolvimento pós-natal inicial. Um estudo 

computacional 

1. Introdução 

Nos Capítulos 3 e 4, mostramos que nos períodos P5-P8 e P14-P17 o aPC de filhotes 

de rato tem características marcadamente diferentes referentes à transmissão sináptica 

GABAérgica nas células piramidais da camada 2/3 do aPC e às propriedades intrínsecas 

passivas e ativas dessas células.  

Nesse trabalho, exploramos se as características diferentes da transmissão sináptica 

GABAérgica em P5-P8 e P14-P17 contribuem com um padrão de processamento neural 

distinto em cada período. Especificamente, como é o processamento do odor no aPC em P5-

P8 e P17-P18? Quais semelhanças e/ou diferenças caracterizam esses dois períodos de idade?  

Foram as perguntas a serem exploradas mediante simulação computacional em circuito neural 

artificial integrado do BO e aPC.  

Primeiro, baseado em modelo computacional do circuito BO-aPC prévio (ORURO et 

al.,2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b), foi modelado um circuito artificial BO-aPC para 

P5-P8 e P14-P17, usando os nossos dados experimentais eletrofisiológicos do aPC reportados 

nos dois capítulos anteriores. Além disso, para a modelagem também foi incluída a 

propriedade de plasticidade sináptica excitatória entre o LOT-aPC, a qual é característica dos 

roedores em desenvolvimento durante a primeira e terceira semana pós-natal (POO; 

ISAACSON, 2007). Segundo, para testar as características de processamento de odor, o 

modelo do sistema olfatório das duas idades foi simulado em duas condições de exposição ao 

odor que mimetizam condições etológicas significativas para os filhotes de rato e 

camundongo em P5-P8 e P14-P17: filhotes dentro do ninho expostos ao odor mãe/ninho 

constante. Uma condição de simulação foi de estimulação com um odor de baixa intensidade, 

que pretende representar o odor da mãe/ninho que pode estar distante do filhote ou bem pode 
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estar perto, mas ao qual o sistema sensorial olfatório se tem adaptado. A outra condição de 

simulação foi de estimulação com um odor de alta intensidade, que pretende representar o 

odor da mãe/ninho percebido pelo filhote junto com estimulação ou contato materno 

(lambidas, leite, tato).  

As simulações de processamento do odor dessas duas condições foram realizadas 

mantendo o odor em constante disponibilidade. Assim, no circuito BO-aPC artificial a 

amostragem do odor foi realizada em cada ciclo respiratório do animal, onde os ritmos de 

atividade das células mitrais do BO estão acoplados ao ritmo da frequência respiratória, de 

aproximadamente 2 Hz (POO; ISAACSON, 2009). A simulação do odor de baixa e alta 

intensidade (com ação da NA) foi realizada em dois e seis ciclos respiratórios, 

respectivamente, correspondendo a 3.300 ms o tempo total de simulação, com 100 células de 

cada tipo no BO e no aPC.  

O trabalho desse capítulo foi desenvolvido em colaboração com Enver Miguel Oruro 

Puma do Programa de Pós-graduação em Neurociências da UFRGS.   

2. Método 

2.1. Modelagem 

A modelagem do artificial circuito do BO-aPC para os períodos P5-P8 e P14-P17, 

integrando os dados experimentais, e as simulações foram realizadas no software NetLogo 

versão 6.0.4 (Wilensky, U. 1999. NetLogo. http://ccl.northwestern.edu/netlogo/ June 4, 2018).  

2.2. Arquitetura do modelo 

A construção da arquitetura do circuito integrado do BO-aPC (duas redes neurais 

separadas) foi baseada no modelo computacional do circuito BO-aPC para filhote de rato 

<P10 desenvolvida por Enver Oruro (ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b). 

O modelo canônico do neurônio piramidal do aPC integra as divisões das árvores dendríticas 

basal e apical, diferentes inputs sinápticos excitatórios e inibitórios ao longo dos dendritos 

apical e basal e também o envio de colaterais pelos axônios que fazem sinapses sobre outros 

neurônios vizinhos e distantes (recorrentes) (Figura 5.1). O modelo também integra vários 

níveis de organização prévios.  

 

http://ccl.northwestern.edu/netlogo/
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Figura 5.1. Arquitetura neural do circuito artificial do sistema olfatório  

 

A figura é uma estutura simplificada do bulbo olfatório (BO), contendo apenas as células 

mitrais (Mt, vermelho) e o cortex piriforme anterior (aPC) contendo os principais tipos 

celulares: células piramidais (Pyr, azul), interneurônios feedfoward (Ff, preto) e feedback 

(Fb, cinza). Os axônios das células Mt se extendem para o aPC formando o trato olfatório 

lateral (LOT, vermelho). Os terminais do LOT estabelecem sinápses excitatórias (pontos 

vermelhos) com os dendritos apicais das células Pyr e com interneurônios Ff . Por sua vez, os 

interneurônios Ff estabelecem sinapses inibitórias nos dendritos das células Pyr (em preto). 

As células Pyr formam um importante input associativo estabelecendo sinápses excitatórias 

(ASSN, pontos azuis) com outras células Pyr adjacentes e com os interneurônios Fb. Por sua 

vez esses interneurônos estabelecem sinapses inibitórias com os dendritos basais e soma das 

células Pyr (setas cinza). As células Mt e Pyr são moduladas por noradrenalina.  

2.2.1. Modelo do bulbo olfatório 

Diferente do modelo computacional do circuito BO-aPC desenvolvido por Enver Oruro 

(ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b), o circuito do nosso modelo tem só 

um tipo celular no BO, é a célula mitral (Mt) (Figura 5.1, vermelhas). Nós não incluímos os 

outros tipos neuronais do BO (neurônios olfatórios sensoriais, células periglomerulares e as 

células granulares) devido a que a inclusão desses outros tipos celulares geraria um ruído 

muito grande no output do sistema, o qual interfere com o objeto de observação. Sem os 

outros tipos neuronais do BO incluídos, o circuíto ficou mais fino ou mais sensível para 
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especificar a contribuição das correntes inibitórias mediadas por GABAA, sem as variações 

que esses outros tipos neuronais poderiam atribuir para o sistema.  

Para determinar o número de células Mt no BO, partimos de um trabalho prévio que 

estimou o número de glomérulos (~1.800) e o número de sinapses que estabelecem os 

neurônios sensoriais olfatórios (OSN), expressando um único tipo de receptor olfatório, com 

as células Mt (aproximadamente 50-100) em um glomérulo (MOMBAERTS et al., 1996). A 

partir desses dados, calculamos um número aproximado de células Mt de 90.000 a 180.000 no 

BO. No nosso modelo do circuito BO-aPC, incluímos apenas 100 células Mt que 

correspondem a aproximadamente 3 a 10 glomérulos. O disparo das células Mt foi modelado 

como um processo Poisson
6
 que gera potencial de ação em taxas específicas. A taxa basal de 

disparo foi de 2 Hz, sendo que esse valor passa para 100 Hz quando um odor é estimulado e 

depois decai para níveis basais com um tempo constante de 50 ms.  

2.2.2. Modelo do aPC e conectividade 

Semelhante ao modelo de Oruro (ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al., 

2017a,b), o aPC também foi programado como outra sub-rede neural composta de três tipos 

celulares: as células piramidais (Pyr), os interneurônios feedforward (Ff) e os interneurônios 

feedback (Fb) (SUZUKI; BEKKERS, 2012; BEKKERS; SUZUKI, 2013) (Figura 5.1, 

células representadas em azul, preto e cinza, respectivamente).  

O nosso modelo inclui 100 células de cada tipo neuronal (Pyr, Ff e Fb) do aPC. Para a 

conectividade entre o BO e o aPC, nós consideramos que cada célula Pyr está aleatoriamente 

conectada com aproximadamente o 10% das células Mt (FRANKSet al., 2011), sendo que 

cada terminal axonal das células Mt estabelece em torno de cinco sinapses excitatórias 

(FRANKS; ISAACSON, 2006). Considera-se que os interneurônios da camada L1a (Ff) 

recebem cerca de seis vezes mais conexões do que as células Pyr (FRANKS; ISAACSON, 

2006), de modo que no nosso modelo, cada interneurônios Ff recebe 40% da conexões 

sinápticas das células Mt. A conectividade dos interneurônios Ff e Fb com as células Pyr foi 

considerada que cada célula Pyr recebe o 37% de conexão daos interneurônio Ff e 45% dos 

interneurônios Fb; por outro lado cada um dos interneurônios Ff e Fb recebem conexões dos 

40% das células Pyr (SUZUKI; BEKKERS, 2012). Para a conexão associativa entre as 

células Pyr, foi considerada que cada Pyr está interconectada aleatoriamente com 20% de 

                                                           
6
 Referido a um processo estocástico simples utilizado para modelar o tempo aleatório em que os inputs 

sinápticos chegam a um neurônio piramidal.  
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outras células Pyr, sendo que essa conexão é uma à uma (FRANKS et al., 2011). (Tabela 5.1, 

em anexo). 

2.2.3. Parâmetros de dados experimentais adicionados ao modelo do aPC 

Os parâmetros das células Pyr e da transmissão sináptica GABAérgica foram obtidos a 

partir de nossos dados experimentais em P5-P8 e P14-P17 (Capítulo 3 e 4). Para os dois 

períodos de idade, os seguintes parâmetros foram considerados: 

1. Correntes inibitórias pós-sinápticas espontâneas (sIPSC) (decay time, rise time, 

frequência e amplitude) e potencial de reversão das sIPSC (EGABA). Esses dados 

correspondem ao registro de células piramidais no aPC de animais controle 

(Capítulo 3). Na construção do modelo artificial do aPC, os parâmetros das sIPSC e 

EGABA foram considerados equivalentes para a inibição de Ff→Pyr e Fb→Pyr.  

2. Propriedades intrínsecas passivas de membrana da célula piramidal: potencial de 

membrana em repouso, resistência ao input, constante de tempo e capacitância de 

membrana. Dados experimentais obtidos dos registros de células piramidais no aPC 

de animais controle (Capítulo 4).  

3. Propriedades intrínsecas ativas de membrana da célula piramidal: limiar de disparo 

de potencial de ação, amplitude de potencial de ação, duração do potencial de ação, 

rheobase, frequência máxima de disparo de potencial de ação, etc. Dados 

experimentais obtidos via registros de células piramidais no aPC de animais controle 

(Capítulo 4). 

2.2.4. Parâmetro de atividade dos neurônios e plasticidade sináptica 

Todos os parâmetros de atividade dos neurônios e plasticidade sináptica foram 

modelados semelhantes ao modelo computacional do circuito BO-aPC descrito por Oruro 

(ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b). A seguir descrevemos brevemente 

os parâmetros (Tabela 5.1, no Anexo).  

2.2.4.1. Neurônios 

Foi usado o modelo integrate-and-fire
7
 para simular dados de células reais, que define 

as mudanças da voltagem de membrana das células Mt e interneurônios Ff e Fb no tempo, em 

                                                           
7
 É referido ao modelo que descreve o potencial de membrana de um neurônio em termos dos inputs sinápticos e 

da injeção de corrente. Um potencial de ação é gerado quando o potencial de membrana atinge o limiar, mas o 
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termos dos inputs sinápticos e a corrente injetada que a célula recebe (ORURO et al., 

2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b), o qual é descrito em cada compartimento pela 

seguinte equação: 

𝑉𝑡(𝑡) =
1

𝐶
 (𝐼𝑒(𝑡) − 𝐺(𝑉(𝑡) − 𝐸𝐿))     (1) 

onde a voltagem do potencial de membrana 𝑉(𝑡) das células é a única variável de estado, 

como uma função da capacitância do neurônio (𝐶), a condutância (𝐺), potencial de repouso 

(𝐸𝐿) e o tempo dependente de corrente externa entrante (𝐼𝑒). A seguinte regra foi considerada 

quando o potencial de membrana se torna maior de um limiar, onde Vr é o potencial de 

membrana em repouso:  

𝑉(𝑡) > 𝜃∞ 

𝑉(𝑡) ← 𝑉𝑟 

O input externo (𝑉𝑒𝑥𝑡) de um neurônio pré-sináptico particular no tempo τ é uma função 

da força de conexão sináptica (𝑊𝑖𝑗), a mudança na condutância (𝑔𝑖  (𝑡)) na célula (𝑗) e 

diferença entre o potencial de equilíbrio (Nernst) (𝐸𝑁𝑖𝑗) de um tipo específico de canal e a 

corrente do potencial de membrana (𝑣𝑗(𝑡)) do neurônio pós-sináptico j no tempo 𝑡 como 

descrito pela equação: 

𝑉𝐽
𝑒𝑥𝑡(𝑡) =  𝑊𝑖𝑗𝑔𝑖𝑗(𝑡)[𝐸𝑁,𝑖𝑗 − 𝑣𝑗(𝑡)]     (2) 

A comunicação entre neurônios ocorre na rede neural mediante potenciais de ação 

discretos (para o disparo de todos os neurônios) ou mediante continuo output, as duas formas 

ocorrem como uma função do potencial de membrana, como descrito pela seguinte equação: 

𝐹𝑖(𝑉) =  {

0

(
𝑉−θ𝑚𝑖𝑛

θ𝑚𝑎𝑥−θ𝑚𝑖𝑛
)

𝛽

1

  if
  if
  if

 θ𝑚𝑎𝑥
       𝑉 ≤  θ𝑚𝑖𝑛

> 𝑉 > θ𝑚𝑖𝑛

       𝑉 ≥  θ𝑚𝑎𝑥

    (3) 

onde 𝐹𝑖(𝑉) representa a probabilidade instantânea de disparo (para todos os grupos 

neuronais). O θ𝑚𝑖𝑛e o θ𝑚𝑎𝑥 representam o limiar mínimo e a saturação do limiar para a 

função de probabilidade/output, respectivamente; onde β define a não linearidade deFi(V). 

Para os neurônios pré-sinápticos contínuos 𝑔𝑖(𝑡) = 𝑔𝑚𝑎𝑥 ∗ 𝐹𝑖[𝑉(𝑡) ]  e para o disparo dos 

                                                                                                                                                                                     
modelo não considera as mudanças reais associadas com a voltagem da membrana e condutâncias que conduzem 

ao potencial de ação.  
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neurônios pré-sinápticos 𝑔𝑖(𝑡) = 𝑔(𝑡 − 𝑡𝑖
𝑓𝑖𝑟𝑒

), onde 𝑡𝑖
𝑓𝑖𝑟𝑒

é o tempo do último potencial de 

ação do neurônio, com um tempo de curso da condutância representada pela seguinte 

equação: 

𝑔(𝑡) =  𝑔𝑚𝑎𝑥(𝑒−𝑡 𝜏1⁄ − 𝑒−𝑡 𝑡2⁄ )    (4) 

onde, a dimensão constante de 𝑔𝑚𝑎𝑥 representa a máxima condutância de um determinado 

canal e τ1 e τ2 são o tempo de subida e decaimento, respectivamente, da condutância. Depois 

o disparo, a voltagem de cada disparo dos neurônios é restabelecida para um potencial de 

hiperpolarização 𝑉ℎ𝑦𝑝𝑒𝑟 e permanece inativo por um período refratário 𝑡𝑟𝑒𝑓𝑟𝑎𝑐.  

No modelo também foi implementado um parâmetro de adaptação neuronal para as 

células piramidais como uma corrente hiperpolarizante que incrementa o limiar de disparo 

para os neurônios recentemente ativados. As mudanças na condutância das correntes pós-

hiperpolarização 𝑉𝑖
𝑎ℎ𝑐

nos neurônios Pyr são descritos na seguinte equação:  

𝜏𝑎ℎ𝑐 𝑑𝑉𝑖
𝑎ℎ𝑐

𝑑𝑡
+  𝑉𝑖

𝑎ℎ𝑐 =  𝐴𝑎ℎ𝑐𝑋𝑖     (5) 

onde 𝑋𝑖é igual a 1 no passo de tempo depois que o neurônio dispara 𝑖 spikes e 0 quando não 

dispara potencial de ação. Portanto, o 𝑉𝑎ℎ𝑐 incrementa com a constante 𝐴𝑎ℎ𝑐e decai com o 

tempo caraterístico 𝜏𝑎ℎ𝑐.  

Os inputs excitatórios para as células Mt são modulados pela onda sinusoidal de 2 Hz 

que mimetiza a frequência respiratória (POO; ISAACSON, 2009).  

2.2.4.2. Plasticidade sináptica 

Para as modificações sinápticas das conexões Mt→Pyr e das conexões Pyr→Pyr, foi 

implementado um modelo de plasticidade sináptica excitatória dependente de atividade 

(Hebbiano
8
), semelhante ao que foi usado por Oruro (ORURO et al., 2016a,b; 2017; PARDO 

et al., 2017a,b). O melhoramento na eficácia sináptica ocorrerá se tanto os neurônios pré e 

pós-sinápticos disparam juntos, entanto que se reduzirá se isso não ocorrer. Cada conexão 

Mt→Py ou Pyr→Pyr foi estabelecida com um peso sináptico
9
 inicial (W) de 0,02. No modelo, 

                                                           
8
 Referido ao mecanismo de plasticidade proposto por Donald O. Hebb para a atividade coincidente de dois 

neurônios.  
9
 Na neurociência computacional o termo é referido à força ou amplitude de uma conexão sináptica, e é 

considerada como fonte de informação sobre plasticidade, e inclusive aprendizado, em um determinado circuito 

neuronal.  
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a ocorrência da plasticidade sináptica excitatória é dependente da ativação de receptores 

AMPA e NMDA, no qual foi assumido que as despolarizações pós-sinápticas são atribuídas à 

retropropagação do potencial de ação dos neurônios pós-sinápticos descritos pela seguinte 

equação  (ORURO et al.2016 a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b):  

ipost(t) =  
t

τpost
 exp (1 −

t

τpost
)    (6) 

onde o tempo de curso dessa despolarização no neurônio pós-sináptico (τpost) é de 2 ms. O 

tempo de curso da cinética dos canais de NMDA dependentes da ligação do glutamato nos 

receptores representado pela seguinte equação (ORURO et al.,2016a,b; 2017; PARDO et al., 

2017a,b):  

𝑏𝑔𝑙𝑢(𝑡) = exp (−
𝑡

𝜏𝑁𝑀𝐷𝐴𝑓) (1 − exp (
𝑡

𝜏𝑁𝑀𝐷𝐴𝑟))  (7) 

onde 𝜏𝑁𝑀𝐷𝐴𝑓(7 ms) e 𝜏𝑁𝑀𝐷𝐴𝑟(1 ms) caracterizam a cinética dos receptores de NMDA.Assim, 

o melhoramento da eficácia nas sinapses excitatórias entre os neurônios 𝑖e 𝑗 é descrito pela 

seguinte equação (ORURO et al.,2016a,b; 2017; PARDO et al., 2017a,b):  

d𝑊𝑖𝑗
𝑠𝑦𝑛

d𝑡
=  (1 − 𝑊𝑖𝑗

𝑠𝑦𝑛
)

𝑖𝑝𝑜𝑠𝑡(𝑡 − 𝑡𝑗
𝑓𝑖𝑟𝑒

)𝑏𝑔𝑙𝑢(𝑡 − 𝑡𝑗
𝑓𝑖𝑟𝑒

− 𝑡𝑑𝑒𝑙𝑎𝑦)

𝜏𝑝𝑝
 

+ (0 − 𝑊𝑖𝑗
𝑠𝑦𝑛

) (
𝑖𝑝𝑜𝑠𝑡(𝑡−𝑡𝑗

𝑓𝑖𝑟𝑒
)

𝜏𝑛𝑝𝑝 +
𝑏𝑔𝑙𝑢(𝑡−𝑡𝑗

𝑓𝑖𝑟𝑒
−𝑡𝑑𝑒𝑙𝑎𝑦)

𝜏𝑝𝑛𝑝 )  (8) 

onde, 𝑡𝑑𝑒𝑙𝑎𝑦 é o tempo que o o potencial de ação demora para percorrer do soma para as 

sinapses das colaterais recorrentes. Se 𝑖𝑝𝑜𝑠𝑡e 𝑏𝑔𝑙𝑢 tem o pico juntos, então o peso sináptico 

entre os neurônios 𝑖 e 𝑗 é conduzido com as caraterísticas de tempo 𝜏𝑝𝑝 (100 ms). Caso 

contrário, se os eventos ocorrem de modo não sincronizado, a eficácia sináptica é diminuída 

com o tempo 𝜏𝑝𝑛𝑝 (𝜏𝑝𝑛𝑝=𝜏𝑛𝑝𝑝=200 ms).  

2.3. Simulações 

2.3.1. Relação input-output das células piramidais artificiais do aPC 

Considerando dados experimentais próprios (propriedades intrínsecas passivas e ativas) 

para as células Pyr da camada 2/3 do aPC reportados no Capítulo 4 (Tabela 4.1) modelamos 

células Pyr artificiais para P5-P8 e P14-P17. Para testar se as células Pyr artificiais mostram 

padrões de disparo de potencial de ação semelhante às células Pyr reais, registradas 
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experimentalmente, foi simulada a relação da injeção de corrente despolarizante vs. 

frequência de disparo de potencial de ação (input-output) nos dois períodos de idade, 

utilizando as equações 1 e 5 descritas na seção 2.2.4.1. 

Foram simulados 200 experimentos, onde a injeção de corrente foi realizada a cada 1,5 

pA (minimo+1,5 e máximo +300 pA) e foi medida o número de potenciais de ação evocados 

pelas Pyr em resposta a cada passo de injeção de corrente despolarizante. As simulações da 

relação input-output foram realizadas durante 1.000 ms (bin de 0,5 ms) e os dados são 

reportados como traçados da resposta de potencial de ação das 200 células Pyr simuladas. A 

modelagem e as simulações foram realizadas em Netlogo. Os traçados foram realizados 

usando o software GraphPrisma 5.01, com os dados das simulações obtidas do NetLogo.  

2.3.2. Processamento do odor no aPC artificial em P5-P8 e P14-P17 

O passo seguinte foi explorar como o circuito do aPC processa o odor em cada período 

de idade pós-natal (P5-P8 e P14-P17). Para isso, o modelo foi construído considerando os 

dados experimentais de eletrofisiologia (propriedades intrínsecas de membrana e de 

transmissão sináptica GABAérgica) correspondente para cada período de idade. O número de 

cada tipo celular utilizado no modelo foi 100. Foram simuladas as seguintes condições: 1) 

processamento de um odor de baixa intensidade e 2) processamento de um odor de alta 

intensidade associada a ação de noradrenalina (NA).  

2.3.2.1. Condições de processamento de odor simuladas 

A condição 1 representa a atividade de uma quantidade menor de neurônios do sistema 

olfatório (e.g. o odor da mãe é percebido como relativamente distante). Para isso, foram 

estimuladas dez (10) células Mt. A condição 2 representa a atividade de uma quantidade 

maior de neurônios do sistema olfatório (e.g. o odor da mãe é percebido junto com o contato 

materno). Para isso, além de um incremento no número de células Mt estimuladas, foi 

adicionado no circuito a ação da NA representada pela redução do limiar de disparo dos 

neurônios de todos os tipos celulares no circuito. Para a simulação do odor de alta intensidade, 

foram estimuladas 60 células Mt aleatórias, diferente das dez anteriormente estimuladas. O 

disparo de potencial de ação das células Mt foi realizado mediante parâmetro de uma corrente 

dependente de disparo, sendo que o limiar foi randomizado entre os valores mínimo e o valor 

de limiar. O número de disparos de cada célula Mt foi aproximadamente cinco (5) spikes por 

cada fase de inalação.  
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Para as duas condições simuladas, também foi considerado no circuito a plasticidade 

sináptica excitatória intrínseca entre os terminais das células Mt e os dendritos das células 

Pyr; e entre as Pyr-Pyr (associativas ou recorrentes), que têm sido reportados como 

características nos roedores < P30 (FRANKS; ISAACSON, 2005; POO; ISAACSON, 2007).  

2.3.2.2. Consideração do ritmo respiratório na simulação 

Os roedores apresentam uma frequência respiratória basal de aproximadamente 2 Hz 

(UCHIDA; MAINEN, 2003; KEPECS et al., 2007; WESSON et al., 2008) e, assim como as 

células olfatórias sensóriais do epitélio olfatório, as células mitrais e as dos centros corticais 

olfatórios estão fortemente acopladas com a respiração (VERHAGEN et al., 2007). Assim, as 

simulações foram realizadas em dois ciclos respiratórios de 400 ms de duração, com cada 

ciclo composto de duas fases (200 ms de fase de exalação seguido de 200 ms de fase de 

inalação). A determinação da duração de cada ciclo respiratório foi baseada em trabalhos 

experimentais com roedores in vivo (POO; ISAACSON, 2009; HADDAD et al., 2013; 

STERN et al., 2018). O início da estimulação do odor foi programado para coincidir com o 

início da fase de exalação. Uma vez iniciada a estimulação do odor, esta foi mantida 

constante: durante dois ciclos respiratórios para o odor de baixa intensidade e durante seis 

ciclos respiratórios para o odor de alta intensidade (+ NA).  

2.3.2.3. Saídas das simulações e parâmetros de análises 

A modelagem e as simulações foram realizadas usando o programa Netlogo 6.0.4. Para 

todas as simulações foram usadas as oito equações descritas acima (seções 2.2.4.1 e 2.2.4.2). 

Qualquer célula que dispara pelo menos um potencial de ação durante os 200 ms de inalação 

foi considerada como ativa. As duas condições (odor de concentração baixa e alta) foram 

simuladas em uma única corrida de 3.300 ms. Os dados são apresentados como Raster-plot. A 

medida da latência (ms) para atingir o pico máximo de disparo foi considerada desde o inicio 

da fase de inalação. A duração total do período de atividade foi determinada como o tempo 

total (ms) desde o início dos spikes até o final, dentro de uma fase de inalação. A taxa de 

disparo máximo foi determinada como o taxa de disparo que atinge o máximo número de 

disparos por segundo (Hz), dentro de uma fase de inalação. A sincronização de disparos foi 

considerada quando os disparos aparecem juntos, dentro de uma janela temporal <10 ms.  

Os traçados de potencial de ação foram gerados usando o software GraphPrisma e o 

Raster-plot usando o NetLogo. 
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3. Resultados 

3.1. Relação input-output das células piramidais 

Nos gráficos da Figura 5.2 se mostram as frequências de disparo de potenciais de ação 

em P5-P8 e P14-P17 para injeção de corrente despolarizante de +20 PA, +120 pA e +240 

pA.Semelhante ao que foi observado para as células Pyr reais (Capítulo 4), as artificiais 

correspondentes ao período P5-P8 foram mais sensíveis à disparar potenciais de ação para 

injeção de corrente de baixa intensidade (+20 pA) do que as células Pyr em P14-P17 (+50 

pA). Em P5-P8, as células Pyr mantiveram o número de disparo de spikes relativamente 

estável com o aumento da intensidade de corrente (3 spikes em +20 pA; 5 spikes em +120 pA; 

6 spikes em +240 pA) (Figura 5.2 A-C, traçado preto), enquanto que em P14-P18 o número 

de spikes se incrementou com o aumento da intensidade de corrente (0 spikes em +20 pA; 12 

spikes em +120 pA; 24 spikes em +240 pA) (Figura 5.2 A-C, traçado vermelho) para 

estimulação constante de 1.000 ms. Esse padrão de disparo das células Pyr (n= 200 células em 

cada idade), pode ser observado na curva da relação input-output, com injeção de corrente de 

0 a +300 pA (passo de amplitude de corrente injetada: 0,5 pA) (Figura 5.2 D).  

3.2. . Processamento do odor no aPC artificial em P5-P8 e P14-P17 

3.2.1. Resposta das células piramidais individuais para estimulação de odor 

De um total de 100 células Pyr do modelo, foram registradas aleatoriamente cinco 

células individualmente em cada idade para verificar o padrão de disparo nas condições de 

odor de baixa e alta intensidade (mais ação da NA). As simulações das duas condições foram 

realizadas em um total de oito ciclos respiratórios (2 ciclos de odor baixa intensidade e 6 

ciclos de odor alta intensidade), com duração de cada ciclo de 400 ms (exalação de 200 ms e 

inalação de 200 ms). Em cada idade, a resposta individual das células Pyr é representada por 

traçados de cores diferentes (Figura 5.3).   

3.2.1.1. Odor de baixa intensidade 

Na simulação do odor de baixa intensidade (0-800 ms, barra azul, dois ciclos 

respiratórios), apenas uma célula Pyr (traçado preto) disparou um potencial de ação no final 

da fase de inalação em P5-P8 (latência de 128,5 ms desde o início da fase de inalação)  
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(Figura 5.3A); enquanto que em P14-P17, nenhuma das cinco células Pyr evocou potencial 

de ação nessa condição (Figura 5.3B). 

Figura 5.2. Relação input-output das células piramidais artificiais do aPC 

 

Os gráficos A-C mostram o padrão de disparos de potenciais de ação (PA) de 200 células 

piramidais artificiais para injeção de corrente despolarizante em cada período de idade (P5-P8 

e P14-P17). Observe que as células piramidais em P5-P8 disparam 3 potenciais de ação com 

intervalo inter-spike prolongados, enquanto que as células em P14-P18 não evocam nenhum 

PA (A). Para injeção de corrente de +120  pA, as células de P5-P8 mantêm o mesmo perfil de 

disparo que para injeção +20 pA, enquanto que as células em P14-P18 disparam PA com 

intervalo inter-spike mais curto (B). Quando se incrementa a intensidade da injeção de 

corrente (+240 pA), as células piramidais em P14-P17 incrementam o número de spikes, 

enquanto que as células em P15-P17 incrementam menos e mantém o intervalo inter-spike 

prolongado. A relação injeção de corrente-potencial de ação foi plotada como uma curva 

frequência-injeção de corrente (D). Para injeção de corrente despolarizante de 0-50 pA, as 

células piramidais em P14-P17 não evocam PA; porém, o incremento de intensidade de 

corrente desde esse ponto evoca incremento proporcional no disparo de PA (curva vermelha). 

As células piramidais em P5-P8 disparam PA para injeção de corrente de intensidade menor; 

porém a máxima frequência de disparo é entre +120-+140 pA, a partir desse ponto o número 

de spikes com o incremento de corrente despolarizante não muda significativamente (curva 

preta). Foram realizadas 1000 simulações. A injeção de corrente foi realizada a cada 0,5 pA.  
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3.2.1.2. Odor de alta intensidade (com ação de NA) 

3.2.1.2.1. Período P5-P8 

A entrada do odor de alta intensidade estimulado junto com ação da NA evocou 

mudanças nas respostas de disparo das células Pyr nas duas idades (Figura 5.3, 800-3.300 

ms,barra laranja, 6 ciclos respiratórios). Em P5-P8, em cada ciclo respiratório as células Pyr 

disparam um potencial de ação na fase de inalação em resposta ao odor. A latência para o 

início de disparo dos potenciais de ação, desde o início da fase de inalação, variou de célula a 

célula e por cada ciclo respiratório simulado. A mesma célula Pyr que disparou na condição 

de odor de baixa intensidade (traçado preto), disparou potenciais nos dois primeiros ciclos 

respiratórios (800-1.600 ms) com uma latência cada vez reduzida de 118 ms (primeiro ciclo) 

e de 93 ms (segundo ciclo). As 4 células restantes responderam disparando potenciais de ação 

sincrônicos (spikes acontecendo dentro de uma janela temporal < 10 ms) com latências de 17 

ms e 49,5 ms no  primeiro e segundo ciclo, respectivamente.  

Nos quatro ciclos respiratórios seguintes (1.600-3.300 ms), as cinco células Pyr 

responderam ao odor de alta intensidade (+NA) disparando potenciais de ação sincrônicos e 

com progressiva redução na latência para o início do disparo em cada avanço da simulação 

[terceiro ciclo: 65,5 ms;  quarto ciclo: 52,5 ms; quinto ciclo: 47,5 ms; sexto ciclo: 43 ms] 

(Figura 5.3A).  

3.2.1.2.2. Período P14-P17 

Em P14-P17, nos ciclos respiratórios iniciais de estimulação de odor de alta intensidade 

quatro das cinco células Pyr evocaram um potencial de ação em cada fase de inalação. Nos 

ciclos respiratórios seguintes, a metade dessas células Pyr incrementa seu disparo para dois ou 

três potenciais de ação por cada fase de inalação. Com o avanço do ciclo respiratório 

simulado, também a latência para o início de disparo de potencial de ação se reduziu e, assim 

como foi observado para as células em P5-P8, algumas células Pyr em P14-P17 também 

dispararam sincronicamente (Figura 5.3B).  

No primeiro ciclo respiratório de estimulação do odor (800-1.200 ms), quatro células 

dispararam um potencial de ação em cada fase de inalação, sendo que três células Pyr 

dispararam sincronicamente com latência de 40 ms e uma disparou a uma latência de 61 ms. 
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Figura 5.3. Registro de atividade de cinco células piramidais artificiais aleatórias do 

córtex piriforme anterior para a estimulação de odor baixa e alta intensidade (+NA) em 

P5-P8 e em P14-P17 

 

O gráfico mostra a simulação do padrão de disparo de cinco células piramidais (Pyr) 

artificiais aleatórias de um conjunto de 100 células no córtex piriforme anterior em resposta a 

estimulação de um odor de baixa intensidade durante 2 ciclos respiratório (0-800 ms, barra 

azul) e em resposta a um odor de alta intensidade (com ação de NA) durante 3 ciclos 

respiratórios (800-3300 ms, barra laranja). O córtex piriforme artificial tem a propriedade de 

plasticidade sináptica excitatória. A, na simulação em P5-P8 observamos que, ao final da 

apresentação do odor baixa intensidade (segundo ciclo respiratório, fase de inalação, 600-800 

ms), algumas células Pyr evocam disparo sincrônico, nos seguintes dois ciclos respiratórios 

(800-1.600) algumas células Pyr disparam sincronicamente formando uma frequência de 

disparo ~20 Hz. Nos últimos quatro ciclos respiratórios todas as células disparam 

sincronicamente, mantendo a mesma frequência de disparo de 20 Hz. B, as células Pyr em 

P14-P17 também disparam em um tempo próximo com uma frequência de ~20 Hz; porém, 

nos quatro ciclos seguintes a frequência de disparo de algumas células se incrementa (~ 40 

Hz) e o disparo não se mostra mais sincrônico. 

 

No segundo ciclo respiratório (1.200-1.600 ms), as quatro células responderam com 

disparos sincrônicos de um potencial de ação, com latências 40 ms e de 64 ms, 

respectivamente. No terceiro ciclo respiratório (1.600- 2.000 ms) as quatro células evocaram 

disparo sincrônico na latência de 39 ms, e uma dessas células evocou um potencial de ação 
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adicional com latência de 134 ms, na mesma fase de inalação. No quatro ciclo respiratório 

(2.000-2.400 ms), três células Pyr continuam disparando um potencial de ação 

sincronicamente com latência de 41 ms e uma células evocou dois potenciais de ação na 

mesma fase de inalação com latências de 27 ms e 97 ms. No quinto ciclo respiratório (2.400-

2.800 ms), uma célula Pyr continuou a evocar um potencial de ação com latência de 43,5 ms e 

três células Pyr evocaram um potencial de ação sincronicamente com latência de 27 ms. Duas 

dessas três células evocaram mais um potencial de ação na mesma fase de inalação com 

latências de 61 ms e 121 ms. No sexto ciclo respiratório (2.800-3.200 ms), as quatros células 

Pyr evocaram o primeiro potencial de ação sincronicamente (latência de 26 ms). Dessas 

células, uma disparou um potencial de ação adicional com latência de 88 ms e, outra célula 

disparou mais dois potenciais de ação com latências de 54 ms e 112,5 ms, dentro de uma 

mesma fase de inalação.  

Uma vez caracterizadas a respostas individuais das células Pyr para estimulação do odor 

de baixa e alta intensidade (+NA), a seguir foi realizada uma simulação computacional para 

explorar as respostas de uma população de células Pyr no aPC para os mesmos estímulos.  

3.2.2. Padrão de atividade do aPC em resposta ao odor em P5-P8 e P14-P17 

Depois de mensurar as características de padrão de disparo de uma amostra aleatória de 

cinco células Pyr artificiais nas duas idades, realizamos a simulação das duas condições (odor 

de baixa e alta intensidade) considerando o número total de células do modelo (100 células de 

cada tipo celular). No modelo também foi incluída a propriedade de plasticidade sináptica 

excitatória entre Mt→Pyr (LOT) e Pyr→Pyr (associativa), semelhantes para os dois períodos 

de idade.  

Com tais condições da arquitetura e conectividade neural do modelo, foi simulado o 

processamento de um odor de baixa intensidade em dois ciclos respiratórios (Figura 5.4), 

seguido da condição de odor de alta intensidade estimulado junto com a ação da NA (que 

simula o contato materno) em seis ciclos respiratórios (Figura 5.5). Para gerar o odor de 

baixa intensidade, um grupo de dez células Mt foram ativadas aleatoriamente e para gerar a 

estimulação do odor de alta intensidade, um outro grupo de 60 células Mt (odor de maior 

intensidade), diferentes das células anteriores, foi também estimulada de forma alteatória. Os 

resultados da simulação são mostrados em gráficos Raster-plot, onde cada ponto representa o 

disparo de um potencial de ação de uma célula.  
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Figura 5.4. Raster-plot do processamento de um odor de baixa intensidade no circuito 

olfatório artificial representativo para P5-P8 e P14-P17 

 

A figura mostra a atividade das células mitral (Mt) no BO e a atividade das células piramidais 

(Pyr) e os interneurônios feedforward (Ff) e feedback (Fb) no aPC em resposta à estimulação 

de odor de baixa intensidade em 2 ciclos respiratórios (exalação/inalação) (0-800 ms). O aPC 

artificial tem a propriedade de plasticidade sináptica excitatória. A barra azul no topo dos 

gráficos indica a presença de odor constante. A atividade de cada tipo celular está separada 

por linhas cinza pontilhadas horizontais. Maior atividade é observada na fase de inalação. Em 

P5-P8 se observa atividade de um grupo pequeno de células Pyr na fase de inalação dos 2 

ciclos respiratórios, o qual não é observado em P14-P17. Nas duas idades, durante toda a fase 

de inalação, nos dos 2 ciclos respiratórios é observada atividade de células Mt e 

interneurônios Ff. Cada ponto de representa uma célula com disparo de um potencial de ação. 
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3.2.2.1. Odor de baixa intensidade 

Nos dois períodos de idade se observou escassa ou nula presença de disparo de todos os 

tipos celulares durante as fases de exalação (0-200 ms, 400-600 ms) e uma maior atividade 

celular nas fases de inalação (200-400 ms, 600-800 ms) (Figura 5.4). Tanto em P5-P8 como 

em P14-P17, as células Mt evocaram disparos em burts, mantendo uma periodicidade de 

intervalo curto durante toda a fase de inalação. Também foram observados disparos de alguns 

interneurônios Ff durante a fase de inalação, porém sem um ritmo aparente. 

Interessantemente, apenas em P5-P8 se observa alguma atividade dispersa de células 

Pyr nas duas fases de inalação, sendo que uma maior atividade foi observada na última fase 

de inalação (600-800 ms), com latência para o pico máximo de 165 ms. Por outro lado, em 

nenhuma das idades foi observado atividade dos interneurônios Fb em resposta ao odor de 

baixa intensidade. 

3.2.2.2. Odor de alta intensidade (com ação de NA) 

Nos dois períodos de idade, foi observada uma maior atividade de todos os tipos 

celulares nas fases de inalação, e escassa ou nula nas fases de exalação (Figura 5.5). 

3.2.2.2.1. Atividade das células Mitral 

As células Mt evocaram disparos em burts mantendo uma periodicidade (~ 16 períodos 

de disparo durante toda a fase de inalação) (Figura 5.5, fila inferior). Esse padrão de 

atividade se manteve estável durante todas as fases de inalação (Figura 5.6; traçado preto), 

com picos de atividade máxima em todos os ciclos respiratórios semelhantes nas duas idades 

(Figura 5.7; traçado preto). 

3.2.2.2.2.   Atividade das células Piramidais 

Por outro lado, a estimulação do odor de alta intensidade (com ação da NA) evocou 

resposta de elevada atividade das células Pyr, a qual aparece restrita dentro de um único 

período de curta duração, principalmente nas fases iniciais da inalação. Em P5-P8, a latência 

para atingir o pico de alta atividade, bem como a duração da atividade total ficaram 

progressivamente prolongadas na sequência dos ciclos respiratórios simulados, enquanto que 

a taxa de disparo máximo se incrementou (Figura 5.5; Figura 5.6 A; traçado vermelho).  



Figura 5.5. Raster-plot do processamento de odor de alta intensidade (com ação de NA) no circuito olfatório artificial representativo para 

P5-P8 e P14-P17 

              

A figura mostrando a continuação da atividade das células mitral (Mt) no bulbo olfatório e a atividade das células piramidais (Pyr) e os 

interneurônios feedforward (Ff) e feedback (Fb) no aPC em resposta à estimulação de odor de alta intensidade (+ NA). O aPC tem a 

propriedade de plasticidade sináptica excitatória, características do circuito nas duas idades. A barra laranja no topo dos gráficos indica a 
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presença constante do odor de alta intensidade (800- 3300 ms). A atividade de cada tipo celular está separada por linhas cinza pontilhadas 

horizontais. Em P5-P8, nos primeiros ciclos respiratórios, uma única alta atividade de células Pyr, seguida das células Fb é observada 

imediatamente após a atividade das células Mt, esse padrão de atividade se continua nos ciclos respiratórios seguintes, com variação apenas na 

prolongação no tempo de início dessa atividade relativo ao início de atividade das células Mt. Em P14-P17, a latência para observar uma 

atividade alta das células Pyr, após a atividade das células Mt, é mais prolongada. Essa atividade ocorre em um período mais amplo do que 

observado para as células Pyr em P5-P8; além disso, com o passar do tempo da simulação, nos ciclos respiratórios seguintes, a atividade das 

células Pyr é mais dispersa na fase de inalação e nos dois últimos ciclos respiratórios se observa um e até dois momentos desse padrão de 

atividade. A atividade das células Fb inicialmente não acompanha à atividade das Pyr. Aparece um padrão de atividade dos interneurônios Fb a 

partir do segundo ciclo respiratório e se mantém em patrão e latência nos seguintes ciclos. Cada ponto de representa uma célula com disparo de 

um potencial de ação.  
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No primeiro ciclo respiratório (100-1200 ms), as células Pyr em P5-P8 evocaram 

disparos bem acoplados ao início da atividade das células Mt com uma latência para atingir o 

pico de atividade máxima de 35 ms (coincidente com a fase de subida da atividade das células 

Mt) e a duração total do período de atividade foi de 45 ms (desde o início de atividade até a 

caída à zero) (Figuras 5.5, 5.7 A,B). Por outro lado, as células Pyr em P14-P17, atingem o 

pico de atividade 80 ms depois do início da fase de inalação, com duração total de 75 ms 

(Figuras 5.5, 5.6 B, 5.7). A taxa de disparo máximo para as células Pyr das duas idades foi de 

1 Hz (Figura 5.6). Como pode ser observado nos Raster-plot da Figura 5.5, esse perfil 

mudou nos ciclos respiratórios simulados seguintes.  

No segundo ciclo respiratório (1.200-1.600 ms), a latência para atingir o pico máximo 

de atividade nas células Pyr nas duas idades foi semelhante (65 ms), com duração de atividade 

total de 60 ms em P5-P8 e de 75 ms em P14-P17 (Figura 5.7) e taxa de disparo máximo de 

1,55 Hz e 1 Hz, respectivamente (Figura 5.6).  

No terceiro ciclo respiratório (1.600-2.000 ms), a latência para o pico máximo de 

atividade em P5-P8 foi de 80 ms, com duração de 60 ms do período de atividade e taxa de 

disparo máximo de 2 Hz (Figura 5.7 A). Por outro lado, em P14-P17 a latência para atingir o 

pico máximo de atividade foi de 65 ms, com duração total do período de atividade de 75 ms e 

taxa de disparo máximo de 1, 15 Hz (Figura 5.7 B).  

No quarto ciclo respiratório (2.000-2.400 ms), a latência para atingir o pico de 

atividade máxima, duração total do período de atividade e taxa de disparo máximo em P5-P8 

e P14-P17 foram semelhantes aos valores para as mesmas idades no terceiro ciclo respiratório 

(P5-P8: 80 ms, 60 ms, e 2 respectivamente; P14-P17: 65 ms, 75 ms, 1,4; respectivamente) 

(Figura 5.7 B)  

Nos dois últimos ciclos respiratórios da simulação, as células Pyr em P5-P8 

continuaram respondendo com um padrão de alta atividade restrita a um período, com 

duração da taxa de disparo máximo estável (Figuras 5.5, 5.6, 5.7). No entanto, as células Pyr 

em P14-P17 responderam com um segundo período de atividade, de duração maior e taxa de 

disparo menor em relação à atividade do primeiro período. No quinto ciclo respiratório 

(2.400-2.800 ms), a latência para o pico de máximo atividade foi de 65 ms, com duração de 

60 ms e taxa máxima de disparo de 1,6 Hz para P5-P8 (Figuras 5.5; 5.6 A, 5.7); enquanto em 

P14-P17, a latência para atingir o pico máximo de atividade, duração do período e taxa de 

máximo disparo para o primeiro e segundo períodos foi de 50 ms e 159 ms, 75 ms e 75 ms e, 
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1,25 Hz e 0,43 Hz; respectivamente (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7). No sexto ciclo respiratório 

(2.800-3.200 ms), a latência para o pico de máxima atividade para P5-P8 foi de 65 ms, com 

duração do período total de atividade de 60 ms e taxa de disparo máximo de 2 Hz (Figuras 

5.5; 5.6 A, 5.7). Em P14-P17, as células Pyr responderam com dois períodos de atividade, o 

primeiro período com latência para atingir o pico máximo de atividade de 50 ms, duração do 

período total da atividade de 75 ms e taxa de disparo máximo de 1,15 Hz; enquanto que o 

segundo período teve a latência para o pico máximo de atividade de 125 ms, com duração da 

atividade total de 90 ms e taxa de disparo máximo de 0,45 Hz (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7).  

Nos dois últimos ciclos respiratórios da simulação, as células Pyr em P5-P8 

continuaram respondendo com um padrão de alta atividade restrita a um período, com 

duração da taxa de disparo máximo estável (Figuras 5.5, 5.6, 5.7). No entanto, as células Pyr 

em P14-P17 responderam com um segundo período de atividade, de duração maior e taxa de 

disparo menor em relação à atividade do primeiro período. No quinto ciclo respiratório 

(2.400-2.800 ms), a latência para o pico de máximo atividade foi de 65 ms, com duração de 

60 ms e taxa máxima de disparo de 1,6 Hz para P5-P8 (Figuras 5.5; 5.6 A, 5.7); enquanto em 

P14-P17, a latência para atingir o pico máximo de atividade, duração do período e taxa de 

máximo disparo para o primeiro e segundo períodos foi de 50 ms e 159 ms, 75 ms e 75 ms e, 

1,25 Hz e 0,43 Hz; respectivamente (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7). No sexto ciclo respiratório 

(2.800-3.200 ms), a latência para o pico de máxima atividade para P5-P8 foi de 65 ms, com 

duração do período total de atividade de 60 ms e taxa de disparo máximo de 2 Hz (Figuras 

5.5; 5.6 A, 5.7). Em P14-P17, as células Pyr responderam com dois períodos de atividade, o 

primeiro período com latência para atingir o pico máximo de atividade de 50 ms, duração do 

período total da atividade de 75 ms e taxa de disparo máximo de 1,15 Hz; enquanto que o 

segundo período teve a latência para o pico máximo de atividade de 125 ms, com duração da 

atividade total de 90 ms e taxa de disparo máximo de 0,45 Hz (Figuras 5.5; 5.6 B, 5.7).  
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Figura 5.6. Taxa de disparo das células Mitral e Piramidal artificial durante o 

processamento de odor baixa e alta intensidade no sistema olfatório artificial 

correspondente a P5-P8 e P14-P17  

 

Os gráficos mostram a taxas de disparo das células Mt e Pyr durante a simulação do odor de 

baixa e alta intensidade reportados nos Raster-plot das Figuras 5.4 e 5.5. Durante a 

apresentação do odor de baixa intensidade (barra azul) as células Mt (curva preta) e Pyr 

(curva vermelha) artificiais mostram semelhante taxa de disparo nas duas idades, com maior 

taxa de disparo das células Mt nas fases de inalação (barra cinza escura). No início da 

apresentação do odor de alta intensidade (+NA), a taxa de disparo das células Mt se 

incrementa em ~ 300% e é sustentada durante toda a fase de inalação, e esse padrão se 

mantém constante nos seguintes ciclos respiratórios para as duas idades (A e B, curva preta). 

O incremento da taxa de disparo das células Pyr  em P5-P8 é observado quase em seguida do 

início da atividade das células Mt. A taxa de disparto se incrementa em ~100%, o qual 

continua a se incrementar ~10 % nos seguintes ciclos respiratórios, e se restringe a um único 

período, de duração < 50 ms, da fase se inalação. Esse padrão se mantém durante os seguintes 

ciclos respiratórios (A). Em P14-P17, a taxa de atividade das células Pyr se observa depois de 

um período prolongado do início de atividade das células Mt, nos ciclo seguintes esse período 

se encurta consideravelmente. O primeiro evento da taxa de atividade (~ 100 % de incremento 

da atividade para odor de baixa intensidade) é mais prolongado que para as células Pyr em 

P5-P8 (B); além disso, nos últimos ciclos respiratórios é observado mais de um evento de alta 

atividade em uma fase de inalação, sendo que o segundo evento é mais disperso que o 

primeiro e, portanto, mais duradouro.  
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Figura 5.7. Gráfico superposto das taxas de disparo das células Mitral e Piramidal 

artificiais durante o processamento de odor baixa e alta intensidade no sistema olfatório 

artificial entre P5-P8 e P14-P17 

 

Superposição dos gráficos 5.6 A e B para distinguir as diferenças no incremento na taxa de de 

disparo das  Mt e Pyr durante a simulação do odor de baixa e alta intensidade no aPC em P5-

P8 e P14-P17. Em A, note que a taxa de disparo das células Mt (curva preta) é maior que das 

células Pyr (curva vermelha) para o odor baixa intensidade (0-800 ms). Na simulação de odor 

de alta intensidade (800-3300 ms) a taxa de disparo das células Mt (curva preta) é maior do 

que as células Pyr, e é semelhante para as duas idades (curva preta delineada vs curva preta 

reta). A taxa de disparo das células Pyr é maior em P5-P8 (curva vermelha ponteada) que em 

P14-P17 (curva vermelha reta). Em B, é possível observar diferenças no tempo de latência 

para atingir o pico de taxa máxima de atividade das células Pyr nos seis ciclos respiratórios 

simulados para a estimulação do odor de alta intensidade nas duas idades. A comparação em 

cada ciclo respiratório foi ajustada para 200 ms da fase inalação (0-200 ms) e a latência para 

atingir o pico foi medido desde o início da fase de inalação (0 ms).  



126 
 

3.2.2.2.3. Atividade dos interneurônios feedforward e feedback 

Os interneurônios Ff também incrementaram o padrão de disparo em relação à 

estimulação do odor de baixa intensidade. A principal característica da atividade dos 

interneurônios Ff nas duas idades foi que o disparo é constante e sem periodicidade aparente 

da atividade, durante toda a fase de inalação (Figura 5.5). 

Por outro lado, a atividade dos interneurônios Fb só foi observada na estimulação do 

odor de alta intensidade e não na estimulação do odor de baixa intensidade. A dependência do 

input excitatório das células Pyr desses interneurônios foi evidenciado pela atividade acoplada 

ao período de atividade dessas células. Para as duas idades, a atividade dos interneurônios Fb 

foi observada nas etapas finais do período de atividade das células Pyr, restrito a um único 

período.  

Interessantemente, em P5-P8, uma forte atividade dos interneurônios Fb, de duração 

curta, segue ao período de alta atividade das células Pyr em toda simulação do odor de alta 

intensidade, porém em P14-P17, uma elevada atividade de interneurônios Fb não foi 

observada após o período de alta atividade das células Pyr. O que se observou foi uma 

atividade bastante reduzida durante os primeiros dois ciclos respiratórios. Só nos seguintes 

ciclos respiratórios foi observada uma alta atividade dos interneurônios Fb após o período de 

elevada atividade das células Pyr (Figura 5.5). 

3.2.3. Ganho na força de conexão sináptica 

Outra característica distintiva do circuito do aPC artificial que foi observada entre as 

duas idades foi o ganho da força de conexão sináptica (peso) das células Pyr que se 

estabelecem ao longo da simulação em cada ciclo respiratório para a estimulação do odor de 

alta intensidade (Figura 5.8).  
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Figura 5.8. Variação do peso de conexão sináptica nas células mitrais e piramidais do 

circuito olfatório artificial para o processamento de odor baixa e alta intensidade 

correspondente a P5-P8e P14-P17.  

 

Durante o processamento do odor de baixa intensidade (barra azul) tanto as células Mt, quanto 

as células Pyr não mostram variação no peso de conexão sináptica. Nos primeiros ciclos 

respiratórios da apresentação do odor de alta intensidade (com ação de NA), a força de 

conexão sináptica das células Pyr e Mt se incrementam, os quais progressivamente continuam 

a se incrementar nos ciclos respiratórios seguintes, com maior peso sináptico observado para 

as células Pyr em P5-P8 que nas células Mt (A). Em P14-P17, os dois tipos celulares 

incrementam no peso de conexão sináptica, porém um ligeiro incremento das células Mt sobre 

as Pyr se acompanha pelo resto dos ciclos respiratórios simulados (B). Note que o incremento 

na conexão sináptica das células Pyr e P5-P8 é maior que em das células Pyr em P14-P17.  

 

3.2.3.1. Na simulação do processamento de odor de baixa intensidade 

Na simulação do odor de baixa intensidade, a força de conexão sináptica das células Mt 

e Pyr permaneceram estáveis nos dois ciclos respiratórios (Md:0,020), sem diferenças 

aparentes entre as idades (Figura 5.8, 5.9).  
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Figura 5.9. Gráfico superposto da variação no peso de conexão sináptica nas células 

mitrais e piramidais do circuito olfatório artificial para o processamento de odor de 

baixa e alta intensidade em P5-P8 e P14-P17.  

O gráfico mostra uma superposição dos gráficos 5.8 A e B para distinguir melhor as 

diferenças no peso de conexão sináptica para as células Mt e Pyr durante a simulação do odor 

de baixa e alta intensidade reportados nos dois períodos de idade. Durante a simulação do 

odor de baixa intensidade (0-800 ms), as células Mt e Pyr mantem sem mudanças o peso de 

conexão sináptica (0,020). Durante a estimulação de odor de alta intensidade (800-3300 ms), 

as células Mt (curva preta) mostram ganho de peso de conexão sináptica constante durante 

cada ciclo respiratório simulado o qual é semelhante nos dois períodos de idade. O ganho de 

peso de conexão sináptica das células Pyr (curva vermelha) também mostra um ganho em 

cada ciclo respiratório simulado, porém o ganho é maior para P5-P8 (curva vermelha 

pontilhada) que para P14-P17 (curva vermelha reta).  

3.2.3.2. Na simulação do processamento do odor de alta intensidade (com 

ação de NA) 

Na simulação do odor de alta intensidade, a força de conexão sináptica das células Pyr e 

Mt incrementou seu valor progressivamente em cada ciclo respiratório na simulação do odor 

de baixa intensidade. A seguir, o ganho no peso na conexão sináptica na condição de odor de 

alta intensidade, refere-se a um incremento na porcentagem do peso de conexão sináptica a 

partir do valor na condição do odor de baixa intensidade (0,020 = 100%).  

O ganho do peso de conexão sináptica das células Mt foi muito parecido ao longo da 

simulação dos ciclos respiratórios para as duas idades. No primeiro, segundo, terceiro e quarto 

ciclos respiratórios (800-2.400 ms) foi de 10% (Md: 0,022), 15% (Md: 0,023), 25% (Md: 

0,025) e 30% (Md: 0,026), respectivamente, para os dois períodos de idade. O ganho do peso 

de conexão sináptica no quinto e sexto ciclos respiratórios foram de 40% (Md:0,028) e 45% 

(Md: 0,029) para P5-P8 e de 45% (Md: 0,029) e 60% (Md: 0,032) para P14-P17 (Figura 5.8). 

Os ganhos no peso de conexão sináptica das células Pyr foram mais pronunciados em 

P5-P8 ao longo dos ciclos respiratórios [primeiro ciclo: 15% (Md: 0,023); segundo ciclo: 25% 
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(Md:0,025); terceiro ciclo: 35% (Md: 0,027); quarto ciclo: 45% (Md:0,029); quinto ciclo: 

60% (Md:0,032); sexto ciclo: de 70% (Md: 0,034)] (Figura 5.8 A) do que os ganhos nos 

pesos de conexão sináptica em P14-P18 [primeiro ciclo: 5% (Md:0,021); segundo ciclo: 10% 

(Md: 0,022); terceiro ciclo: 15% (Md:0,023); quarto ciclo: 25% (Md: 0,025); quinto ciclo: 

35% (Md: 0,027); sexto ciclo: 45% (Md: 0,029)] (Figura 5.8 B). O ganho no peso de conexão 

sináptica das Pyr em P14-P17 foi inclusive menor que o das células Mt nesse mesmo período 

de idade, em cada ciclo respiratório simulado (Figura 5.9). Os resultados se encontram 

resumidos na Tabela 5.2. 

Tabela 5.2. Resultados da simulação do processamento do odor de alta intensidade (com 

ação de NA) para as células piramidais em P5-P8 e P14-P17 em cada ciclo respiratório 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores são a média da população de células piramidais que ficaram ativas para a 

estimulação do odor de alta intensidade em cada ciclo respiratório simulado (1
o
-6

o
). Período é 

referido ao padrão de atividade rápida e transitória que caracteriza a resposta dessas células ao 

longo da simulação nos 6 ciclos respiratórios. * A porcentagem do ganho do peso foi 

estimada a partir do peso de conexão sináptica na simulação da condição de odor de baixa 

intensidade (100%).  

4. Discussão 

Estudos eletrofisiológicos in vivo com roedores adultos, ratos e camundongos, têm 

mostrado que o odor evoca a atividade de um pequeno grupo de células piramidais no córtex 

piriforme, a qual se caracteriza por ter um padrão de resposta de alta atividade acoplada ao 

início da fase de inalação do ciclo respiratório (dentro dos primeiros 100 ms) (BUONVISO et 

al., 2006; RENNAKER et al., 2007; STETTLER; AXEL, 2009; POO; ISAACSON, 2009; 

ZHAN; LUO, 2010; MIURA et al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDING; FRANKS, 

2017; STERN et al., 2018). Essa alta atividade evocada pelo odor é de natureza transitória 

 1º 2º 3º 4º 5º 6º 

P5-P8       

Latência para o pico (ms) 35 65 80 80 65 65 

Duração total de atividade (ms) 45 60 60 60 60 60 

Taxa de atividade máxima (Hz) 1 1.55 2 2 1.6 2 

Ganho de peso sináptico (%) * 15 25 35 45 60 70 

P14-P17       

Latência para o pico (1º  período) (ms) 80 65 65 65 50 50 

Latência para o pico (2º  período) (ms) - - - - 159 125 

Duração total de atividade(1º período) (ms) 75 75 75 75 75 75 

Duração total de atividade(2º  período) (ms) - - - - 75 90 

Taxa de atividade máxima(1º  período) (Hz) 1 1 1,5 1,4 1,25 1,15 

Taxa de atividade máxima(2º  período)( Hz) - - - - 0,43 0,45 

Ganho de peso sináptico (%)* 5 10 15 25 35 45 
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(MIURA et al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDING; FRANKS, 2017; STERN et al., 

2018), pois é seguida por um período sustentado de supressão, o qual é atribuído 

principalmente ao papel da inibição feedback intracortical (STERN et al., 2018). Os 

resultados dos nossos estudos de simulação sugerem que tais características de resposta das 

células piramidais evocadas pelo odor estão presentes no aPC nos períodos de idade P5-P8 e 

P14-P17, porém a estratégia (ou mecanismo) de implementação desse padrão de atividade 

parece ser diferente em cada período de idade.  

A seguir, se discute as semelhanças e diferenças encontradas no processamento do odor 

em cada período de idade e, depois se discute a significância desses achados, após uma breve 

consideração das limitações do modelo computacional.  

4.1. Diferenças no processamento do odor no aPC em P5-P8 e P14-P17 

4.1.1. No processamento de células piramidais individuais do aPC 

Do total de 100 células Pyr artificiais, cinco células Pyr foram aleatoriamente 

selecionadas para registro de atividade em resposta a estimulação de odor baixa e alta 

intensidade.  

As células Pyr artificiais individuais dos dois períodos de idade responderam para 

estimulação de um odor de alta intensidade (com ação conjunta de NA), melhorando a 

resposta dos potenciais de ação evocados (diminuindo a latência de evocação de potencial de 

ação) e a organização temporal das respostas evocadas (sincronizando os disparos de 

potenciais de ação de várias células). Porém, a frequência de disparo em resposta para o odor 

de alta intensidade foi de aproximadamente 10 Hz para todas as células em P5-P8, e a célula 

que disparou nessa frequência em resposta ao odor de baixa intensidade também manteve esse 

padrão de resposta para o odor de alta intensidade. Em P14-P18, algumas células mantiveram 

também a frequência de disparo em 10 Hz, outras incrementam para 20 ou 30 Hz em resposta 

ao odor de alta intensidade e uma não evocou nenhum potencial de ação durante todo o 

período de estimulação. Esses achados são coerentes com os achados de um estudo in vivo no 

córtex piriforme em ratos > P16. Apenas 10% da população de células piramidais registradas 

com estimulação de odor artificial (durante dois segundos) evocou resposta. As células 

responsivas evocaram disparos de potenciais de ação com frequências entre 0,05 e 24,5 Hz, 

fortemente acoplados ao ritmo respiratório (POO; ISAACSON, 2009). 
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Assim, a principal diferença, na resposta evocada pelo odor nas células piramidais 

individuais entre os períodos de idade é que enquanto em P5-P8 parece predominar um 

melhoramento na organização temporal dos disparos de várias células, em P14-P17, embora 

também se observe essa característica para algumas células, o que prevalece é o 

melhoramento na resposta para o odor, o qual é evidenciado pela diminuição mais 

pronunciada da latência para evocar o potencial de ação e o incremento no número de 

disparos, mais do que na sincronização deles. Além disso, o melhoramento na evocação de 

disparos nos últimos ciclos respiratórios do período de estimulação de odor de alta intensidade 

(com ação de NA) em algumas células em P14-P17 sugere uma facilitação sináptica de curta 

duração nas células piramidais. Parece que em P5-P8 a atividade evocada pelo odor de alta 

intensidade (com ação de NA) nas células piramidais é determinada pelas características 

intrínsecas de disparo das células piramidais em maior grau que em P14-P17. 

No Capítulo 4 foi mostrado que as células piramidais reais em P5-P8 exibem uma 

rápida adaptação no padrão de disparo com o incremento do input despolarizante, enquanto 

que as células em P14-P17 aumentam o número de disparos com o incremento do input 

despolarizante, sugerindo um menor grau de adaptação na frequência de disparo de potencial 

de ação. Essa característica das propriedades do potencial de ação das células piramidais 

também pode ser atribuída à evocação de um potencial de ação de uma célula para o odor de 

baixa intensidade em P5-P8, pois as células piramidais reais nessa idade são mais sensíveis 

aos inputs despolarizantes de baixa intensidade do que as células piramidais em P14-P17. 

Porém, só a partir dos resultados do comportamento do conjunto da população de células no 

circuito integrado do aPC, em resposta ao odor, poderemos elaborar uma melhor aproximação 

das diferenças e/ou semelhanças no processamento do odor entre os dois períodos de idade.  

4.1.2. No processamento da população de células piramidais no circuito 

integrado do aPC 

4.1.2.1. Processamento de odor de baixa intensidade 

A característica diferente entre os dois períodos de idade para a estimulação do odor de 

baixa intensidade foi que enquanto em P14-P17 a redução da atividade das células Pyr foi 

completa em P5-P8 um grupo pequeno de células Pyr mostrou atividade no final da segunda 

fase de inalação, o qual sugere uma maior excitabilidade celular nesse período de idade para o 

odor de baixa intensidade.  
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4.1.2.2. Processamento de odor de alta intensidade (com ação de NA) 

Nos dois períodos de idade, a mudança rápida da condição de odor de baixa para alta 

intensidade (com ação e NA) evocou um dramático incremento na atividade das células Mt (~ 

300%), o qual se manteve sustentado ao longo das fases de inalação. A mudança na atividade 

das células Pyr se caracterizou por um incremento rápido e transitório (60-75 ms) acoplado na 

fase de inalação (dentro dos primeiros 100 ms), com queda brusca, seguido de um período de 

silenciamento ou de atividade dispersa no final da fase de inalação. Tais características de 

resposta para estimulação de odor são semelhantes aos achados em experimentos 

eletrofisiológicos in vivo com animais acordados (BUONVISO et al., 2006; RENNAKER et 

al., 2007; STETTLER; AXEL, 2009; POO; ISAACSON, 2009; ZHAN; LUO, 2010; MIURA 

et al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDING; FRANKS, 2017; STERN et al., 2018), que 

sugere que o aPC de filhotes de rato em P5-P8 e em P14-P17 possuem padrões semelhantes 

de resposta ao odor e esses são coerentes aos reportados para o roedor adulto ou > P18. Por 

outro lado, uma análise do output da simulação de cada ciclo respiratório para estimulação do 

odor de alta intensidade (com ação de NA) mostra diferenças relevantes entre os dois períodos 

de idade, as quais sugerem estratégias ou mecanismos de implementação diferentes do padrão 

de processamento de odor em P5-P8 e P14-P17.  

Na organização do microcircuito do aPC, um pequeno grupo de células Pyr recebe 

fortes inputs excitatórios convergentes de células Mt em resposta ao odor, as primeiras por 

sua vez ativam outras células Pyr e a chegada coincidente dos inputs das Mt e das recorrentes 

resulta em uma amplificação na atividade de mais células Pyr e também no recrutamento de 

interneurônios Fb, os quais produzem uma forte inibição e truncam a excitação recorrente 

(POO; ISAACSON, 2009; STOKES; ISAACSON, 2010; FRANKS et al., 2011; MIURA et 

al., 2012; HADDAD et al., 2013; BOLDIN; FRANKS, 2017; STERN et al., 2018). Em P5-

P8, foi observado um progressivo incremento na taxa de disparo e um ganho maior na força 

de conexão sináptica das células Pyr ao longo dos ciclos respiratórios simulados, sugerindo 

uma rápida capacidade de melhoramento na eficácia sináptica para o input entrante nesse 

grupo de células. É possível que as particularidades do input GABAérgico para as células Pyr, 

nas duas idades, tenham contribuído para esse perfil. Nos dois períodos de idade, a 

conectividade dos interneurônios Ff e Fb com as células Pyr do nosso modelo foi de 37% e a 

diferença dos potenciais para o limiar de disparo e o de reversão do GABA foi positivo para 

os dois períodos de idade, sendo maior para P5-P8 (13,63 mV) do que para P14-P17 (5,58 

mV). Assim, um perfil de input GABAérgico com resultado despolarizante para as células Pyr 
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em P5-P8, principalmente nas que convergem com o input das células Mt, poderia ter 

contribuído para uma acelerada  amplificação da excitação recorrente das células Pyr.  

Um trabalho recente, combinando estratégia eletrofisiológica in vivo em roedor adulto e 

modelagem computacional do córtex piriforme, mostra que a atividade tardia das células Pyr, 

após o truncamento do período de alta atividade, é mantida estável pelo lento incremento na 

atividade dos interneurônios Ff, o qual cancela o incremento do input total das células Mt, que 

mantém uma resposta sustentada ao longo da fase de inalação (STERN et al.,2018). No nosso 

estudo, nem o truncamento da alta atividade transitória das células Pyr e nem o silenciamento 

posterior parecem ser mediados pela inibição, mas sim pelas propriedades intrínsecas de 

disparo das células Pyr em cada período de idade. Assim,  sugerimos que no circuito aPC em 

P5-P8 acontece um forte input das células Mt, evocado por odor de alta intensidade (com ação 

de NA), ativando um grupo de células Pyr, as quais, por sua vez, ativam outras Pyr que 

também recebem inputs das células Mt, amplificando a atividade de várias outras Pyr. Essa 

amplificação leva a duas consequências: 1) ativação de um grupo interneurônios Fb e 2) 

adaptação na resposta de disparo das células Pyr em resposta ao input entrante das Mt e das 

próprias recorrentes. As duas levam a uma queda brusca na atividade das células Pyr, porém a 

adaptação celular mantém o período de silenciamento total, pois nenhuma célula Pyr ativa  

outra Pyr ao longo do resto da fase de inalação. No perfil de P14-P17, o grau de adaptação das 

células Pyr para o incremento do input excitatório foi menor que em P5-P8, assim após a 

queda brusca do período de alta atividade das células Pyr, essas continuam responsivas para o 

input entrante das células Mt e mantém a excitação recorrente Pyr-Pyr. Uma prova disso são 

os dois últimos ciclos respiratórios, onde a atividade desas células é mais pronunciada. 

4.2. Limitações do modelo computacional 

4.2.1. Representação de uma população variável de células piramidais 

Uma limitação do nosso circuito é o uso de valores da média das propriedades 

intrínsecas passivas e ativas das células Pyr. No Capítulo 4, foi mostrado que as células Pyr 

registradas nos dois períodos de idade têm uma variabilidade grande nos parâmetros de 

potencial de membrana em repouso, resistência ao input, constante de tempo de membrana, 

limiar de disparo de potencial de ação e frequência de disparo de potencial de ação para 

injeções de corrente despolarizante. Provavelmente, essa variabilidade atribuía algumas 

diferenças mais acentuadas em alguns parâmetros que descrevemos nesse estudo ou outras 
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diferenças adicionais relevantes para o processamento do odor entre os dois períodos de 

idade.  

4.2.2. Representação de duas fontes de inibição confiáveis no circuito aPC 

Trabalhos de imunohistoquímica têm mostrado que a densidade sináptica inibitória na 

camada L1a (inibição Ff) é estabelecida a partir da segunda semana pós-natal 

(WESTRENBROEK et al., 1998; SARMA et al., 2011), enquanto que contatos sinápticos 

inibitórios na camada 2/3 (inibição Fb) já se encontram presentes desde o início da primeira 

semana pós-natal (WESTRENBROEK et al., 1998). No adulto, é considerado que a 

conectividade entre as duas fontes de inibição é, de fato, diferente (SUZUKI; BEKKERS, 

2012), sendo mais forte a inibição Fb do que a Ff (STERN et al., 2018). Porém, por não 

contarmos com dados eletrofisiológicos dessas possíveis diferenças na inibição Ff e Fb nas 

idades de interesse, o nosso circuito considerou a mesma porcentagem de conectividade 

(37%) para a inibição Ff-Pyr e Fb-Pyr nas duas idades, valor obtido a partir de registros 

eletrofisiológicos com roedor >P12 para conectividade Ff-Pyr (SUZUKI; BEKKERS, 2012). 

No entanto, considerando que a resultante da transmissão sináptica GABAérgica tem um 

efeito despolarizante nos dois períodos de idade (P5-P8 > P14-P17), uma porcentagem de 

conectividade  diferenciada para Ff e Fb não iria mudar o perfil para o processamento do odor 

que mostramos aqui.  

4.2.3. Representação do ritmo de amostragem pela maturação do sniffing 

Nos roedores, a percepção de mudança de estímulos olfatórios no ambiente induz uma 

alteração no ritmo respiratório para um padrão mais rápido e regular, chamado de sniffing 

(ALBERTS; MAY, 1980; WALCHOWIAK, 2011). O sniffing melhora a amostragem de 

moléculas odorantes do ambiente que é levado para dentro do nariz e isso se traduz no 

incremento da frequência de resposta das células Mt no BO (VERHAGEN et al., 2007; 

BATHELLIER et al., 2008) e em nível cortical na latência para atingir o pico de disparo da 

população de células Pyr responsivas para esse odor (POO; ISAACSON, 2009; STERN et al., 

2018). O sniffing se desenvolve durante as três primeiras semanas de vida pós-natal no rato, 

incrementado na frequência respiratória e na duração do sniffing (ALBERTS; MAY, 1980). 

Tais caraterísticas não foram consideradas no nosso modelo entre as idades. Possívelmente, a 

realização dessa distinção teria permitido observar diferenças na velocidade de 

processamento. Entretanto, como o objetivo da nossa simulação foi observar as diferenças 
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gerais no processamento de odor entre as duas idades, a simulação dentro de um ciclo 

respiratório (um sniffing) foi o mais adequado.  

4.3. Significância para os mecanismos do aprendizado de preferência do odor 

Tem sido proposto que a representação do odor pode ser armazenada em sinapses entre 

células piramidais mutuamente conectadas (HABERLY; BOWER, 1989), através de 

plasticidade sináptica Hebbiana (WILSON; STEVENSON, 2003). Os nossos resultados 

sugerem que o processamento do odor no aPC em P5-P8 para a condição de um odor de alta 

intensidade, que tenta representar uma condição em que o filhote percebe o odor da mãe junto 

com o contato materno (ação de NA), tem uma maior capacidade para um rápido 

melhoramento na eficácia sináptica excitatória que o aPC em P14-P17, o qual é suportado por 

mecanismos maturacionais de inibição intracortical e das propriedades passivas e ativas das 

células piramidais. Essas diferenças no processamento do odor nos dois períodos de idade 

podem contribuir para um rápido armazenamento de memória do odor reforçado no aPC em 

P5-P8, enquanto que no aPC em P14-P17 precise de um tempo maior.  
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Capítulo 6  

Conclusões 

Nesse capítulo são sumarizados os principais achados dos estudos desenvolvidos nesse 

trabalho e são discutidos à luz das perguntas que guiaram o presente trabalho de tese. São 

também discutidas as contribuições para o aprendizado do apego, limitações e direções 

futuras para o trabalho e contribuições para abordagem metodológica para esse tipo de estudo.  

1. Sumarização dos principais achados 

1.1. As características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC durante o 

período sensível e pós-sensível do aprendizado do apego são diferentes 

Mediante estudo eletrofisiológico (patch-clamp whole-cell) em fatias de cérebro de 

ratos, no períodos P5-P8 (sensível) e P14-P17 (pós-sensível), foram determinadas as 

características da transmissão sináptica GABAérgica no aPC, via registro de correntes 

inibitórias pós-sinápticas espontâneas (sIPSC, mediadas por receptor GABAA) das células 

piramidais da camada L2/3. Nas células piramidais do período P5-P8 predomina um perfil de 

input inibitório reduzido, caracterizado por transmissão sináptica GABAérgica menos 

frequente, com cinéticas de ativação e inativação das sIPSC mais lentas e potenciais de 

reversão dessas correntes (EGABA) menos hiperpolarizados. Em P14-P17, todas essas 

características mudam, contribuindo para um input inibitório mais forte em relação ao período 

anterior. A transmissão sináptica GABAérgica nas células piramidais bem como a ativação e 

inativação das sIPSC se tornam mais rápidas e EGABA se torna mais hiperpolarizado.  

No capítulo 3, discutimos que tais diferenças no input inibitório sobre as células 

piramidais da camada L2/3 em P5-P8 e P14-P17 poderiam contribuir para duas formas de 

integração do input sensorial excitatório. Um input inibitório mais fraco em P5-P8 poderia 

contribuir com uma janela temporal de integração de potenciais pós-sinápticos excitatórios na 

célula piramidal para atingir o disparo do potencial de ação mais amplo, enquanto que um 

input inibitório mais forte em P14-P17 poderia reduzi-la. A janela temporal é fechada pelo 

aparecimento das correntes inibitórias pós-sinápticas, que são capazes de contribuir para a 
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geração de potencial inibitório pós-sináptico que trunca a formação de potenciais de ação 

seguintes.  

1.2. As propriedades intrínsecas passivas e ativas das células piramidais no aPC 

durante o período sensível e pós-sensível do aprendizado do apego são diferentes 

Mediante registro patch-clamp whole-cell das células piramidais da camada L2/3 do 

aPC, também em fatias, foram determinadas as propriedades intrínsecas passivas e ativas das 

células piramidais em P5-P8 e P14-P17. Em P14-P17, predominam células piramidais com 

resistência ao input e constante de tempo de membrana reduzida, e o potencial de membrana 

em repouso mais negativo que em P5-P8. Essas diferenças também se refletem nas 

propriedades de disparos das células em cada período. Em P5-P8, predominam células 

piramidais com limiar de disparo de PA mais despolarizado e duração do PA mais prolongado 

que as células em P14-P17. Quando estimuladas com intensidades crescentes de correntes 

despolarizantes, essas células mostram também diferentes comportamentos. Em P5-P8, 

predominam células piramidais que disparam trens de PA para inputs de baixa intensidade, 

porém após atingir a frequência de disparo máximo se adaptam rapidamente para input de 

correntes despolarizantes de intensidades fortes. Em P14-P17, predominam células piramidais 

que precisam de um maior input despolarizante para disparar potenciais de ação e mostram 

menor grau de adaptação que as células em P5-P8, pois a maioria incrementa a frequência de 

disparo de PA proporcional à intensidade de corrente despolarizante injetada.  

No capítulo 4, foi discutido que a reduzida excitabilidade e rápida adaptação das células 

piramidais em P5-P8 poderia ser um mecanismo de regulação da sua própria atividade em um 

período em que o input GABAérgico inibitório ainda é fraco. Também que as células 

piramidais no aPC em P5-P8 poderiam ser mais responsivas para pequenos inputs de 

correntes sinápticas de cinéticas lentas, enquanto que as células piramidais em P14-P17 

responderiam melhor para inputs de correntes sinápticas mais prolongadas de cinéticas 

rápidas.  

1.3. O processamento do odor em condições etológicas no circuito integrado aPC 

durante os períodos sensível e pós-sensível do aprendizado do apego são 

diferentes 

Um circuito neural artificial do BO-aPC foi construído para explorar se as diferenças 

nas características de transmissão sináptica GABAérgica entre P5-P8 e P14-P17 contribuem 
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com um padrão de processamento neural diferenciado. Para testar esses padrões de 

processamento neural nos dois períodos de idade, foram desenhadas duas condições de 

simulação de processamento de odor (odor constante de baixa intensidade e odor constante de 

alta intensidade com ação de NA). Nessas condições de processamento, os circuitos neurais 

dos dois períodos mostram diferenças. Um odor de baixa intensidade evoca resposta em 

algumas células em P5-P8, mas nemhuma resposta em P14-P17. Um odor de alta intensidade, 

com ação de NA, evoca um evento de intensa atividade das células piramidais nos dois 

períodos, porém em P5-P8 as respostas evocadas estão mais fortemente acopladas ao início da 

fase de inalação, com a repetição da exposição ao odor (e a ação da NA) mostrando um rápido 

incremento da eficácia sináptica para input entrante. Em P14-P17, algumas células piramidais 

mostram também as características do período P5-P8, mas a maioria exibe um melhoramento 

na resposta para o odor, evidenciado pela diminuição na latência para evocar o potencial de 

ação e o incremento no número de disparos com a repetição de exposição ao odor (e a ação da 

NA), mais do que na sincronização deles. Depois de repetida estimulação do odor de alta 

intensidade + NA, as células piramidais em P14-P17 também mostraram uma facilitação 

sináptica. 

2. Contribuição da transmissão sináptica GABAérgica nos perfis de 

processamento neural de odor durante os períodos sensível e pós-sensível 

do aprendizado do apego 

A segunda pergunta principal do presente estudo foi se as diferenças nas características 

da transmissão sináptica GABAérgica no aPC nos períodos sensível e pós-sensível do 

aprendizado do apego, integrados em um circuito neural, contribuem com um padrão de 

processamento neural diferencial em cada período. A partir do trabalho de simulação 

podemos dizer que o recrutamento do input GABAérgico pelo input excitatório do odor 

contribui, nos dois períodos, excitando as células piramidais e não inibindo-as. A diferença do 

potencial de limiar de disparo de PA e o potencial de reversão do GABA foi positiva para os 

dois períodos de idade, sendo quase três vezes maior em P5-P8 que em P14-P18. Assim, nos 

dois períodos o perfil inibitório GABAérgico que descrevemos para essas células tem um 

efeito despolarizante, de um grau maior em P5-P8 do que em P14-P17.  

Toda vez que a ativação do input GABAÉRGICO sobre a célula piramidal tem um 

retardo temporal (aproximadamente 5-10 ms em roedores adultos) para input entrante do 
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LOT, o efeito despolarizante do input GABAérgico em P5-P8 poderia contribuir acelerando a 

rápida adaptação das células piramidais. Como vimos nesse período de idade, as células 

piramidais mostram uma rápida adaptação para inputs despolarizantes de alta intensidade. 

Diferente do que tínhamos discutido no capítulo 3, propondo para o input GABAérgico um 

efeito inibitório (fraco em P5-P8 e forte em P14-P17) para a integração de inputs excitatórios 

na célula piramidal, parece que o input GABAérgico contribui indiretamente para o 

truncamento da geração de PA, incrementando a excitação no momento pico de máxima 

atividade das células piramidais pela ação das recorrentes. Nesse momento, a atividade 

excitatória é truncada pela propriedade de adaptação da própria célula piramidal e não por 

efeito de um forte input inibitório como acontece no aPC do adulto para o processamento de 

odor (LUNA; SCHOOPA, 2008; POO; ISAACSON, 2009; STERN et al.,2018).  

Em P14-P17, parece predominar uma ação combinada da propriedade intrínseca da 

célula de adaptação rápida (uma pequena proporção) e input GABAérgico inibitório. A maior 

proporção de células piramidais em P14-P17 não mostra adaptação rápida, ao contrário 

mostra incremento na taxa de disparo com o aumento de intensidade do input excitatório. Se a 

ação do input GABAérgico fosse despolarizante, como temos descrito no cenário para as 

células piramidais em P5-P8, a ação GABAérgica, após a atividade forte devido às 

recorrentes, continuaria a despolarizar a célula de modo patológico, mas isso não sucede. 

Assim, consideramos que uma contribuição inibitória do input GABAérgico deva estar 

presente. Isso é possível de ocorrer, pois a diferença de potencial entre o limiar de disparo das 

células piramidal e o EGABA em P14-P17 é bem menor que em P5-P8. Assim, em P14-P17, 

uma ação combinada do input GABAérgico inibitório e as propriedades intrínsecas de 

adaptação de disparo das células piramidais parece dar conta do dumping ou shunting do 

potencial de ação nas células piramidais no processamento de odor no aPC.  

3. Contribuições para o entendimento dos mecanismos neurobiológicos 

envolvidos no apego 

Tem sido apontado o envolvimento do aPC no aprendizado de preferência olfatória 

condicionada em roedores infantes (pareamento odor-stroke) (FONTAINE et al.,2013; 

MORRISON et al., 2013; GHOSH et al., 2015) e esse aprendizado se encontra limitado a 

uma faixa do desenvolvimento (<P10) e, semelhante ao que tem sido descrito para o BO, 

presume-se que o período sensível termina quando a estimulação táctil não elicita mais a 

liberação suficiente de NA (YUAN et al., 2014; GHOSH et al., 2017). Reportase-se também 
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que a atividade dos receptores β-adrenérgicos no aPC é tanto necessária quanto suficiente 

para esse aprendizado (MORRISON et al., 2013; GHOSH et al., 2015; GHOSH et al., 2017). 

Porém, não se sabe se o pareamento odor-ativação dos receptores β-adrenérgicos no aPC 

ainda induz preferência olfatória condicionada em filhotes > P10. Os trabalhos nessa linha são 

poucos e os grupos que trabalham estão focando nos mecanismos celular e sináptico que 

suportam a memória do aprendizado odor-stroke no período sensível (MODARRESI et al., 

2016; GHOSH  et al., 2017; MUKHERJEE et al., 2017; BHATTACHARYA et al., 2017; 

2018).  

Algumas discussões desse fenômeno poderiam ser aportadas a modo de contribuição 

para a área em base aos dados aqui obtidos.  

Primeiro. Nesse trabalho mostramos pela primeira vez que importantes diferenças na 

transmissão sináptica GABAérgica e nas propriedades intrínsecas passivas e ativas das células 

piramidais do aPC ocorrem durante os períodos sensível e pós-sensível do aprendizado do 

apego. Isso sugere que qualquer modulação noradrenérgica ou de outros neuromoduladores 

nesses períodos deva acontecer sobre um circuito neural intrínseco em constante mudança, 

além das próprias mudanças do sistema LC-NA. Um entendimento integral do estado de 

desenvolvimento do circuito neural nesses períodos associado ao fenômeno comportamental 

pode permitir gerar hipóteses mais claras sobre os mecanismos implicados e também entender 

a trajetória desse circuito.  

Segundo. Tem sido sugerido que, semelhante ao reportado para o BO, uma grande 

liberação de NA no aPC é necessária para o aprendizado da preferência olfatória no período 

sensível. É provável que uma forte ação modulatória de NA seja necessária para ativar as 

células piramidais que têm alta adaptação na sua frequência de disparo nesse período. Em um 

cenário de condicionamento clássico odor-stroke em P5-P8, a estimulação de um odor no 

filhote pode evocar vários potenciais excitatórios pós-sinápticos nas células piramidais do 

aPC e eventualmente esses potenciais podem superar o limiar e a célula piramidal pode 

disparar trens de potenciais de ação. Essa atividade pode progressivamente ativar correntes 

que medeiam a adaptação da frequência de disparo nas células (e.g. correntes de potássio 

ativadas por cálcio ou voltagem) e, assim, embora a célula se encontre recebendo inputs 

excitatórios que evocam potenciais pós-sinápticos excitatórios, esses não são capazes de 

atingir o limiar de disparo e as células eventualmente podem parar de disparar. Nesse cenário, 

a liberação de NA (stroke) pode reduzir as correntes de potássio e, consequentemente, 
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melhorando a resposta das células piramidais diminuindo a adaptação da sua frequência de 

disparo e também movendo o potencial de membrana da célula próximo ao seu limiar de 

disparo. Podemos incluir nesse cenário a ação despolarizante dos inputs GABAérgicos que 

poderiam acelerar os ritmos em que esses eventos ocorrem. A repetição desses eventos 

modifica a eficácia das sinapses excitatórias e, como tem sido reportado em estudos 

comportamentais e com manipulação farmacológica, o filhote aprende com bastante rapidez 

(em poucos ensaios) a associação entre o odor e a estimulação táctil.  

Considerando que o aPC em P14-P17 ainda conta com células piramidais com 

característicasde P5-P8 e que na nossa simulação de odor de alta intensidade + NA a eficácia 

sináptica se incrementa com mais lentidão e em menor magnitude, é possível que maior 

número de repetições de pareamento odor-stroke seja necessário para induzir um aprendizado. 

Futuros trabalhos com maior de tempo de simulação, considerando o tempo real da 

apresentação de cada estímulo (odor-stroke) utilizado nos paradigmas de condicionamento, 

poderão permitir gerar maiores esclarecimentos sobre esse ponto. 

Terceiro. Consideramos também que a abordagem metodológica seja uma contribuição 

na área da neurobiologia do aprendizado do apego. Aqui exploramos uma pergunta em nível 

do circuito com integração de estudos eletrofisiológicos e de modelagem e simulação 

computacional. O desenho experimental para as simulações são condições etológicas em que 

o animal < P10 vive dentro do ninho com sua mãe, permindo explorar a função de uma 

variável em um circuito que integra vários níveis de organização biológica. Consideramos que 

essa abordagem é ideal para explorar a relação de circuito com um ou dois níveis, por baixo 

ou por cima, da organização biológica e gerar perguntas e hipóteses mais apuradas para serem 

abordadas experimentalmente, o que é o principal valor da modelagem e simulação 

computational.  

Em suma, a transmissão sináptica GABAérgica no aPC, registrada 

eletrofisiológicamente em condição basal, nos períodos sensível e pós-sensível para o 

aprendizado de apego, fornece de dois inputs inibitórios diferenciais, fraco e forte 

respectivamente. Porém, quando integrados em um circuito neural artificial para 

processamento de odor, junto com ação da NA, a função do input GABAérgico sugere um 

papel despolarizante, sendo essa característica mais predominante no período sensível. Assim, 

as caraterísticas maturacionais do input GABAérgico, junto com as própriedades intrínsecas 

das células piramidais, sugerem ser mecanismos neurobiológicos importantes no aPC no 

suporte do rápido aprendizado do apego dos roedores infantes para o odor da sua mãe.  
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Tabela 5.1. Parâmetros de simulação do circuito olfatório para P5-P8 e P14-P17 

 

 

Neurônios  P5-P8 P14-P17 

Células Mitrais (Mt)  

(n=100) 

τ=20 ms;   

Wplast i from Mt:0.02; 

Vlimiar: 0.009;   

Vhyper:-0.01;  

Tgpa_inicial: 4000;  

Tgpa2_inicial: 4000 

gmax Mt-Pyr: 15000 

gmax Mt-Ff: 0.1 

Tempo de Hyper:-10 

Células Piramidais (Pyr)  

(n=100) 

τ=10 ms 

gmax Pyr-Pyr: 3000 

gmax Pyr-Fb: 8 

Vlimiar: 0.015 

Vhyper:-0.040 

Wplast i from Pyr:0.02 

Tgpa_inicial: 4000;  

Tgpa2_inicial: 4000 

Tempo de Hyper:-10 

Vleak: -0.03922 

Vlimiar: -0.03663 

Vamp: 0.0769 

V_PA max Vamp+ (Vleak) 

V_inicial: -0.04 

e_Pyr- Ff: -0.02167 

e_Pyr-Fb: -0.02167 

Cte tempo de membrana: 42.78 

Membrane capacitance: 98.21 

Rm membrane-Time constate / membrane capaditance 

Epahp: -0.060 

Tau: 100 

Apahp: 3000 

From Pyr n of 50 other Pyr 

From Mt n of  10 Mt 

From Ff of 37 Ff 

From Fb n of 45 Fb 

τ=10 ms 

gmax Pyr-Pyr: 3000 

gmax Pyr-Fb: 8 

Vlimiar: 0.015 

Vhyper:-0.055 

Wplast i from Pyr:0.02 

Tgpa_inicial: 4000;  

Tgpa2_inicial: 4000 

Tempo de Hyper:-10 

Vleak: -0.05435 

Vlimiar: -0.04596 

Vamp: 0.07690 

V_PA max Vamp+ (Vleak) 

V_inicial: -0.055 

e_Pyr- Ff: -0.040 

e_Pyr-Fb: -0.040 

Cte tempo de membrana: 30.33 

Membrane capacitance: 178.1 

Rm membrane-Time constate / 

membrane capaditance 

Epahp: -0.060 

Tau: 100 

Apahp: 400 

From Pyr n of 50 other Pyr 

From Mt n of  10 Mt 

From Ff of 37 Ff 

From Fb n of 45 Fb 

Interneurônios Feedback 

(Fb) (n=100) 

τ=5 ms 

gmax Fb-Pyr: 0.55 

Vlimiar: 0.015  

Vhyper:-0.01;  

Tgpa_inicial: 4000 

From Pyr of 40 Pyr 

Tempo de Hyper:-10 

gmax Fb-Pyr: 600 

Rise time Fb-Pyr: 4.88 ms 

Decay time Fb-Pyr: 5.36 ms 

Interneurônios 

Feedforward (Ff) 

(n=100) 

τ=15 ms 

gmax Ff-Pyr: 0.055 

Vlimiar: 0.015  

Vhyper:-0.01;  

Tgpa_inicial: 4000 

From Mt of 40 Pyr 

Tempo de Hyper:-10 

gmax Ff-Pyr: 150 

Rise time Ff-Pyr: 4.88 ms 

Decay time Ff-Pyr: 5.36 ms 
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