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RESUMO

A modulagao da excitabilidade no cortex pré-frontal (CPF) pela estimulagéo elétrica
por corrente continua melhora as fungdes cognitivas. No entanto, a compreensao
dos seus mecanismos subjacentes permanece desconhecida. Objetivo: Investigar o
envolvimento de receptores glutamatérgicos do tipo acido a-amino-3-hidréxi-5-metil-
4-isoxazol propiénico (AMPAR) nos efeitos da estimulagdo epidural por corrente
continua (EECC) na memdria operacional espacial de longo prazo. Métodos: Ratos
treinados previamente no labirinto radial de 8 bragos (LR-8) receberam a
administragcdo aguda intraperitoneal (IP) do antagonista AMPAR, perampanel (PRP,
1 mg / kg) ou seu veiculo (VEH) antes de executar tarefas com retardo de 4 horas.
Esses testes com PRP ou VEH foram realizados antes e depois de sessdes
repetitivas de EECC anddica (400 mA, 13 minutos) uma vez por dia ao longo de
cinco dias consecutivos ou por estimulagao simulada (sham), sobre o CPF medial
esquerdo, local de implante dos eletrodos. Resultados: Os animais tratados com
PRP (n = 27) apresentaram maior numero de erros (p <0,01) no teste pds-retardo de
4 horas comparados ao grupo VEH (n = 26). Apds as sessdes de EECC, os animais
tratados com VEH (n = 13) apresentaram menor numero de erros no desempenho
do pos-retardo de 4 horas no LR-8 comparados ao grupo VEH/sham (p = 0,05, n =
12) e PRP/EECC (p = 0,001, n = 13). Os animais que receberam PRP/EECC tiveram
maior numero de erros (p = 0,025) comparados ao grupo PRP/sham (n = 12).
Conclusées: O antagonismo dos AMPARs prejudicou a memoria operacional
espacial e bloqueou os efeitos facilitatérios da estimulagao elétrica continua anddica
aplicada sobre o CPF medial esquerdo. Portanto, a modulagdo cognitiva pré-frontal
pela estimulagcdo por corrente direta parece ser altamente dependente da atividade

de receptores do tipo AMPA.

Palavras-chave: EECC; Memodria operacional; Cortex Pré-frontal; Sistema

glutamatérgico; Perampanel.



ABSTRACT

The modulation of the prefrontal cortex (PFC) excitability by direct current stimulation
improves cognitive function. However, the underlying mechanisms remains unknown.
Here we investigated the involvement of glutamate a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole propionic acidreceptors (AMPARs) on the effects of repetitive epidural
direct current stimulation (eDCS) on long-termed spatial working memory. Methods:
Well-trained rats in 8-arm radial maze (8-RM) procedures received acute
intraperitoneal (IP) administration of the AMPAR antagonist, perampanel (PRP, 1
mg/kg) or its vehicle (VEH) before performing 4-h delayed tasks in 8-RM. This drug
intervention was performed before or after repetitive (once daily, five consecutive
days) anodal eDCS (400 pA, 13 minutes) over the left medial PFC or sham
procedure. Results: Animals treated with PRP (n = 27) showed larger number of
errors (p < 0.01) in the 4-h post-delayed performance compared to those treated with
VEH (n = 26). After the repetitive eDCS, animals treated with VEH (n = 13) presented
smaller number of errors in the 4-h post-delay performance compared to animals
receiving VEH after sham (p = 0.05, n = 12) and those receiving PRP after eDCS (p=
0.001, n = 13). These animals receiving PRP after eDCS showed larger (p = 0.025)
number of errors when compared to those treated with PRP after sham (n = 12).
Conclusions: AMPARs antagonism disrupted the spatial working memory and
reversed the facilitating effects of the eDCS applied over the medial PFC. Thus, the
spatial working memory and the prefrontal cognitive modulation by the direct current

stimulation are highly dependent on AMPARSs activity.

Keywords: eDCS; Working memory; Prefrontal cortex; Glutamatergic system;

Perampanel.
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1. INTRODUCAO

1.1.Estimulacao cerebral por corrente continua

1.1.1. Histoérico

A histéria da Ciéncia é marcada por constantes redescobertas e renovacdes de
conceitos. O uso da eletricidade como forma de intervengao antecede os estudos de
Luigi Galvani e a criagdo da pilha voltaica. Scribonius Largus, médico da Roma
antiga, ja descrevia a aplicagdo de descarga elétrica provenientes de peixes

elétricos para o tratamento de dores de cabega (Boggio, 2006).

O desenvolvimento da pilha voltaica ocorreu no século XVIIl, o que possibilitou a
geracgao de eletricidade e seu uso de forma mais sistematica. Foi preciso esperar até
o0 século XIX para que fossem dados novos e importantes passos no campo da
estimulagéo cerebral (Nitsche et al., 2003). Em 1804, Giovanni Aldini, professor de
fisica na Universidade de Bolonha e sobrinho de Galvani, realizou estimulacbes
elétricas no cortex cerebral exposto de prisioneiros recém-decapitados, e relatou que
a estimulagao cortical evocava terriveis caretas. Mais tarde, Aldini também relatou
que a aplicagéo de correntes galvanicas sobre a cabega em pacientes que sofriam
de melancolia levou a uma resposta clinica eficaz. Esses e outros achados levaram-
no a concluir que a superficie cortical era passivel de ser estimulada eletricamente, e
que isso poderia ser util no tratamento de varios disturbios neuropsiquiatricos (Sironi,
2011). Os estudos de Aldini culminaram no surgimento de dois grandes ramos de
investigacdo da estimulagdo cerebral: (1) Investigagdo neurofisiologica e (2)
Investigagdo terapéutica. A partir dai muitos outros pesquisadores fizeram uso
extensivo das correntes galvanicas para o tratamento de desordens mentais (Priori,
2003) e essas evidéncias do uso potencial da corrente elétrica como intervengao
terapéutica exigem uma compreensdo mais detalhada de seus efeitos e isso pode

ser melhor evidenciado através de estudos experimentais (Figura 1).



Luigi Galvani Giovanni Aldini

Uso da corrente elétrica em humanos
Pilha Voltaica

FIGURA 1. Histérico da estimulagdo cerebral.

Ja na era moderna um dos exemplos de estimulacao cerebral para fins terapéuticos
foi no tratamento da psicose severa, realizado por Ugo Cerletti em 1938, através do
eletrochoque (Boggio, 2006). Esta técnica evocava uma convulsao epilética que, de
um modo grosseiro, remodelaria as conexdes neuronais, fornecendo melhoria clinica
aos pacientes (Andrade et al., 2010). E em paralelo a evolugdo da estimulagéo
elétrica craniana, foi-se desenvolvendo a estereotaxia (Levy, 2011), um método de
localizagao precisa de areas no cérebro, através de coordenadas. Entre 1946 e 1947
o neurologista Spiegel e o neurocirurgido Wycis desenvolveram o primeiro aparelho
estereotaxico para o homem (Levy, 2011), o que favoreceu a focalizagédo da
estimulacéo de areas cerebrais. No entanto, o neurofisiologista José M. Delgado, no
ano de 1952, baseado em sua experiéncia com estimulagdo neurofisiolégica
profunda em animais de laboratério, propds uma técnica de implantacdo de
eletrodos para estimulagéo crénica com o propdsito de diagnostico e possivel efeito

terapéutico em pacientes psicoticos (Levy, 2011).



Com o avanco da ciéncia e de questdes ainda ndo esclarecidas, a estimulacio
cerebral tem se consolidado e ganhado destaque na sociedade cientifica como um
tratamento em potencial para doengas neuroldgicas. De modo geral, a estimulagéo
cerebral pode abranger técnicas invasivas (como a estimulagao cerebral profunda),
semi-invasivas (como as epidurais) e ndo-invasivas (como as transcranianas), com o
intuito de reativar estruturas hipoativas, inibir estruturas hiperativas, aprimorar o
processo natural de reorganizagdo cortical e modular atividades em circuitos

corticais e subcorticais (Stagg & Nitsche, 2011).

1.1.2. A estimulagao transcraniana por corrente continua.

Por volta dos anos 1960 a Estimulagcdo Transcraniana por Corrente Continua
(ETCC), do inglés, Transcranial Direct Current Stmulation (tDCS) ganhou destaque
como uma ferramenta de modulacdo cortical nao-invasiva, indolor e de facil
aplicagao. (Nitsche et al., 2003). Este tipo de estimulagdo produz uma variagdo no
potencial de repouso da membrana, facilitando (corrente anddica) ou dificultando
(corrente catddica) o disparo neuronal dependendo da polaridade aplicada (Brunoni
& Ferrucci, 2012). As evidéncias do uso potencial da corrente elétrica como uma
possivel intervencdo terapéutica exigem uma compreensao mais detalhada dos
efeitos da corrente elétrica e de sua aplicagdo que podem ser evidenciados em

estudos experimentais em animais.

Em 1964, Purpura & McMurtry (apud Rahman et al., 2013) apresentaram um estudo
em células do trato piramidal de gatos onde foram observados os efeitos pos
estimulagcado por corrente continua anddica ou catédica. A densidade de corrente
aplicada variou entre 30 a 400 pA/mm? e nao foi observada atividade convulsiva. Os
autores verificaram um aumento da atividade neuronal esponténea apds passagem

de corrente anddica e reducgéo apods a catodica (Figura 2).

Na auséncia de atividade espontanea, foi verificado que a estimulacdo anddica
iniciou descargas fixas de frequéncia entre 10 e 30Hz, e essas atividades cessavam
quando a estimulacao era interrompida. Além disso, os autores observaram que na
estimulacado anddica a despolarizacdo das membranas ocorria em alta frequéncia e

baixa amplitude. Em periodos de atividade espontanea de baixa frequéncia, a



estimulacao catddica silenciou imediatamente a atividade, o que pode ser observado
na Figura 2. Essa atividade reapareceu, aproximadamente, com a mesma

frequéncia apds a interrupg¢ao da estimulagao catddica.
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FIGURA 2. Alteragdo no disparo neuronal espontaneo apds aplicacdo de corrente catddica ou
anoddica (Extraido de Purpura & McMurtry, 1964).

No ano de 1966, em dois artigos publicados na quarta edicdo da
“‘Neuropsychologia”, D.J. Albert mostrou que a estimulacédo elétrica catdédica do
cértex medial prejudicou a memdéria de ratos enquanto a estimulagdo anddica
estimulou a consolidacdo da memoaria. Outros estudos em animais também
mostraram que a estimulacdo cerebral alterava a atividade e a excitabilidade

cerebral (Fregni et al., 2005).

A ETCC € uma técnica simples, segura e poderosa de modulagdo cerebral que
ocorre através da aplicacdo de uma corrente elétrica de baixa intensidade na
superficie do cranio provocando mudancgas reversiveis na excitabilidade cortical

(Hummel et al., 2005), e que tem demonstrado efeitos potencialmente benéficos em



diversas doencgas neuroldgicas e psiquiatricas, como no Acidente Vascular
Encefalico (Fregni et al., 2005), depressao (Fregni et al., 2006), epilepsia (Fregni et
al., 2006) doencga de Parkinson (Fregni et al., 2006), e na redugcéo da compulsdo em
usuarios de drogas e alcoolistas (Boggio et al., 2010; Nakamura-Palacios et al.,
2011).

1.1.3. Aspectos técnicos e seguran¢a na utilizagao da ETCC

O instrumento utilizado para gerar a corrente continua € constituido basicamente por
eletrodos (anodo e catodo), amperimetro (medidor da intensidade da corrente
elétrica), potencidmetro (resistor que controla a tensdo) e um jogo de baterias
(Figura 3). Em geral, s&o utilizados dois procedimentos: (1) estimulagc&o ativa (por
corrente anddica ou catddica) e (2) estimulagdo sham (os eletrodos séo
posicionados, porém nao ha corrente sendo gerada no estimulador) como condigao

controle.

Amperimetro
o (D——(m)

0-2mA

Potenciémetro -

Eletrodo
negativo

FIGURA 3. llustragdo do instrumento utilizado para gerar a corrente continua (Extraido e Modificado
de Boggio, 2006).

Os eletrodos (sufixo derivado do grego hodés, que significa via) sdo os dispositivos
que fazem com que a corrente elétrica se transmita do fio metélico para o sujeito do
estudo. Os eletrodos podem transmitir uma corrente anddica (polo positivo), que tem
como caracteristica facilitar os disparos neuronais, ou uma corrente catédica (polo
negativo), que dificultaria esses disparos neuronais (Nitsche et al., 2003). Alguns
estudos mais recentes apresentaram dados demonstrando que dependendo da

intensidade, local de aplicacdo e numero de repeticbes das sessbes essas



caracteristicas dos eletrodos podem se inverter, ou seja, a corrente anddica dificultar
e a catddica facilitar os disparos neuronais (Shin et al., 2015; Nitsche et al., 2015;

Summers et al., 2016).

A fonte de energia elétrica é obtida através da associagdo em série de 3 baterias de
9 volts, o que resulta em uma tenséao total de 27 volts. Esta tensdo é aplicada nos
extremos de um potencidmetro (reostato) com resisténcia igual a 100 kOhms. A
funcdo do potencidmetro é a de possibilitar uma tensao ajustavel que varia de 0 a 27

volts.

Esta fraca corrente pode induzir mudangas focais da excitabilidade cortical,
aumentando ou diminuindo dependendo da polaridade do eletrodo, que persistem
apos o periodo de estimulacdo. A direcdo e duracao das alteragcdes na excitabilidade
dependem da polaridade dos eletrodos, intensidade e duracdo da estimulacao
aplicada (Nitsche & Paulus, 2001).

Por se tratar de uma estimulagdo transcraniana, ou seja, aplicada sobre o couro
cabeludo, parte da corrente sofre dispersdo durante a passagem pela superficie da
pele, osso e meninges. Estima-se que pelo menos 50% da corrente seja perdida
antes de alcangar o cortex cerebral (George & Aston Jones, 2010; Rush & Driscoll
1968 apud Nitsche et al., 2003) (Figura 4). Também por esta razdo essa técnica
apresenta baixa focalidade, ou seja, a por¢ao da corrente que atravessa as barreiras
naturais abrange uma area cortical mais dispersa em torno da estrutura que seria o

objeto de estimulacgao.
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Figura 4. Diagrama de dispersdo da corrente aplicada sobre o couro cabeludo até chegar a area

cerebral alvo a ser estimulada (Extraido de Nitsche et al., 2003).

Essa técnica é considerada bastante segura, ja que raros sdo os estudos em que ha
algum relato de efeito colateral importante durante ou apés a ETCC. Os mais
comumente mencionados sdo: prurido ou formigamento, leve queimagdo ou
desconforto sob o local do posicionamento dos eletrodos e cefaléia (Brunoni et al.,
2011). A observacéo de alguns parametros como intensidade de corrente, tamanho
de eletrodo utilizado, tempo de aplicagéo, calculos de densidade de corrente e carga
total sinalizam que a técnica é realmente segura para ser aplicada no homem e em

animais de laboratério (Boggio, 2006).

Nitsche et al (2004) realizaram estudos de imagem por ressonancia magnética antes
e apo6s 30 e 60 minutos da estimulacao cerebral aplicada no cértex motor ou pré-
frontal. Os pesquisadores ndo observaram nenhuma alteragdo patologica pelas
imagens, concluindo que a ETCC n&o induziu edema cerebral, alteragbes da

barreira hematoencefalica ou do tecido cerebral.

Em um estudo anterior os autores nao observaram variagdo na concentragcao de

enolase, uma proteina que pode ser considerada um marcador biolégico de morte



neuronal, e a nao alteragcdo deste indicador forneceu mais elementos sobre a

segurancga da técnica (Nitsche et al., 2003).

Outro estudo ainda demonstrou que a aplicagao de ETCC, seja anddica ou catddica,
aplicada na regido occipital ao longo de 20 minutos, nédo alterou indices de
batimento cardiaco, pressao arterial ou temperatura durante ou apds a estimulacéo,
sinalizando que a ETCC ndo induziu qualquer efeito relacionado a ativacdo do

tronco cerebral (Accornero et al., 2007).

1.1.4. Possiveis mecanismos de agao

Estudos que associam a ETCC com outras técnicas de imagem e mapeamento
cerebral, como a ressonancia magnética funcional (fMRI), a tomografia por emisséo
de pésitrons (PET) e a eletroencefalografia (EEG) tém revelado dados muito
promissores e demonstram que a ETCC parece modular a funcao cortical do cérebro
humano induzindo mudangas focais, prolongadas, porém reversiveis, da
excitabilidade cortical (Nitsche et al., 2008).

Os efeitos imediatos da ETCC sao gerados pela mudanga do potencial de repouso
da membrana, enquanto os efeitos em longo prazo dependem de mecanismos de
plasticidade cortical, possivelmente, mediados por neurotransmissores no SNC
(Nitsche et al., 2003); entretanto, pouco se sabe sobre a relagdo das sinapses com

canais idbnicos e receptores durante a ETCC.

Bindman et al (1962) realizaram estudos eletrofisiologicos em animais, que
forneceram evidéncias dos efeitos na excitabilidade cortical em longo prazo
provocados pela aplicacdo de corrente continua no cértex cerebral. Estudo
conduzido por Gartside et al (1968) utilizando bloqueadores de sintese protéica
como a actinimicina D e puromicina de 7-12h antes da estimulagdao, demonstrou que
o0 aumento da taxa de disparo apds periodo de estimulacdo cortical superior a 10
minutos ndo ocorreria por meio de circuitos reverberantes, mas por mudangas na

conducgéo sinaptica (Gartside et al., 1968 apud Rahman et al., 2013).
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Estudos que envolvem os sistemas de neurotransmissores tém ampliado o
conhecimento acerca da estimulacido elétrica cerebral, e todos os dados
provenientes dessas pesquisas consolidam o pensamento de que a estimulagao
elétrica, em suas diferentes polaridades, também possui um papel promissor nos
mecanismos de plasticidade sinaptica, tais como na LTP (do inglés, Long-term
potentiation) e LTD (do inglés, Long-term depression), como demonstrado
recentemente em que sessdes sucessivas de ETCC dentro de uma janela temporal
especifica foi capaz de induzir plasticidade similar a LTP com duracdo maior do que
1 hora no cortex motor de humanos (Monte-Silva et al., 2013). Esses estudos
farmacologicos tém elucidado em parte os efeitos da ETCC anddica através da
participagédo de canais de sédio e calcio (Liebetanz et al., 2002; Nitsche et al., 2003),
bem como os efeitos da ETCC catddica que estdo intimamente relacionados a
atividade do receptor glutamatérgico do tipo NMDA (Liebetanz et al., 2002; Nitsche
et al., 2004).

Nessa perspectiva acredita-se que a estimulagao elétrica cerebral por corrente
continua esteja intimamente relacionada a neuromodulagdo cerebral, que € a
capacidade que esse tipo de estimulacdo tem de inibir, estimular ou modificar a
regulagédo da atividade elétrica e quimica do sistema nervoso central e periférico, ou
seja, constitui-se em um processo reversivel e ajustavel (Nistche et al., 2015; Fregni
et al., 2015).

Tais mecanismos de neuroplasticidade sao centrais no processo de aprendizagem e
memoria e a ETCC é uma ferramenta que tem contribuido para pesquisas nas areas
de neurociéncias e de reabilitagdo neuropsicoldgica. Entretanto, suas implicagdes

técnicas resultam em questionamentos parcialmente respondidos até os dias atuais.
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1.1.5. Estimulagao epidural por corrente continua.

Uma importante limitagdo da técnica de ETCC é sua baixa focalidade espacial. A
baixa focalidade da estimulagao restringe a utilizagdo da ETCC em protocolos por
duas razdes principais: (1) o tamanho relativamente largo do eletrodo normalmente
utilizado atinge em muitos casos ndo apenas a area de interesse, mas também
areas corticais adjacentes, o que limita a interpretagdo dos resultados experimentais
e pode ser disfuncional em estudos basicos e clinicos; (2) Outro fator importante, ja
descrito anteriormente, é a grande perda de corrente que ocorre na sua passagem

pela superficie da pele, osso e meninges (Nitsche et al. 2003).

Considerando essas limitagbes na utilizagdo da ETCC e o grande numero de
possibilidades terapéuticas que se apresentam com as técnicas de neuromodulacéo,
seria de grande relevancia o desenvolvimento de uma alternativa que apresente
uma maior focalidade aliada a uma menor perda da corrente elétrica. Assim, haveria
um avango no desenvolvimento de novas técnicas, seja para a aplicagdo de forma
terapéutica e/ou para melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a

estimulacao elétrica.

A Estimulagédo Epidural por Corrente Continua (EECC) é um modelo desenvolvido
pioneiramente por um grupo de pesquisa de nosso laboratdrio e que utiliza eletrodos
posicionados diretamente acima da dura-mater, o que diminui a perda da corrente
aplicada e aumenta a focalidade da estimulagao, possibilitando uma aplicacdo mais
precisa da técnica. Os resultados ja publicados que utilizaram a EECC relatam que a
EECC anddica na intensidade de 400 yA melhorou no desempenho dos animais no
LR-8 (de Souza Custoddio et al., 2013) o que corrobora com os estudos de Fregni et
al (2005) onde a estimulacdo anddica (ETCC) facilitou a memoria operacional de

individuos saudaveis.

Em 2014, Alves investigou o possivel envolvimento do sistema glutamatérgico na
memoria operacional de animais apds administragcdo da Memantina, um antagonista
nao-competitivo do NMDAR e da EECC anddica. Os dados sugerem que a agao da
EECC envolve a participacdo de receptores do tipo NMDA, assim como na ETCC
(Nitsche et al., 2003), pois a EECC anddica atenuou o prejuizo da memoria

operacional produzido pela Memantina; entretanto, ndo parece ser um mecanismo
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unico e é sugerido um sinergismo entre a EECC e a Memantina (dados né&o

publicados).

Esses dados corroboram com os demais achados clinicos, onde autores
evidenciaram a melhora do desempenho de tarefas cognitivas, através de
estimulacdo anddica no coértex pré-frontal, e do envolvimento do sistema
glutamatérgico nos mecanismos da estimulagdo elétrica (Nitsche et al., 2003;
Nitsche et al., 2004).

1.2. Cortex pré-frontal

1.2.1. Divisao anatomo-funcional do cértex pré-frontal

Os lobos frontais sdo as por¢gdes mais anteriores do cérebro, correspondendo a toda
a area anterior ao sulco central e superior a fissura de Sylvius (Adams et al., 1997).
Ontogeneticamente foram as ultimas estruturas do hemisfério cerebral a se
formarem, sendo pouco desenvolvida em animais inferiores e consideravelmente

grande em primatas (Kolb, 1984).

Os lobos frontais sdo divididos em uma regido mais posterior, que corresponde ao
giro pré-central ou area motora primaria em humanos, que quando eletricamente
estimulada produz movimentos; e uma regido mais rostral, anterior ao sulco pré-
central, cuja estimulacdo elétrica ndo produz ativagdo motora ou sensorial: essa
regido foi denominada cértex pré-frontal (CPF) ou coértex granular frontal (Kolb, 1984;
Adams et al., 1997 apud Leonard, 2016).

Delimitar a regido do CPF entre as espécies ainda é dificil devido a grande variagao
anatbmica, arquitetdnica e conectiva (Dalley et al., 2004). Mas no cérebro de
mamiferos (Figura 5), esta regido é usualmente definida pelos critérios de
citoarquitetura e conectividade. Esses critérios sdo utilizados para delimitar um
territério cortical, que é caracterizado por uma proeminente camada celular IV, ou
camada granular, e macigas proje¢des provindas do nucleo médio-dorsal do talamo
(Fuster, 2002). Em primatas humanos e nao-humanos, o CPF esta localizado

rostralmente as areas motoras do cértex cerebral, sendo dividido em quatro regides



13

anatomicamente definidas (lateral, medial, ventral e orbital), as quais foram
subdivididas por Brodmann em areas que variam de acordo com sua citoarquitetura
(Fuster, 2002). Sendo assim no homem o CPF pode ser dividido em quatro areas de
acordo com sua citoarquitetura: area oculomotora (drea 8 de Brodmann);
dorsolateral (areas 9 e 10 de Brodmann); orbitofrontal lateral (area 10 de Brodmann)
e area do cingulado anterior ou cortex pré-frontal medial (CPFm) (area 24 de
Brodman) (Figura 5) (Fuster, 2002).

FIGURA 5. Divisdes do CPF do homem em perspectivas lateral (A), medial (B) e orbital (C);
numeradas segundo o mapa arquiteténico de Brodmann (1909) (Extraido e Modificado de
Ridderinkhof et al., 2004).

Ja em roedores, o CPF n&o pode ser definido por suas caracteristicas
citomorfolégicas devido a auséncia do cortex granular (Uylings, Groenewegen e Kolb
2003). Desse modo Rose e Woolsey (1948) propuseram que o CPF em roedores
corresponderia a area que recebe maci¢ca projecdo do nucleo médio-dorsal do
talamo, e este campo de projecdo seria equivalente em diversas espécies de
mamiferos (Rose e Woolsey, 1948 apud Uylings et al., 2003). Com o advento de
refinadas técnicas de tracejamento anterogrado e retrogrado, foi possivel
caracterizar o CPF em roedores subdividindo em areas infralimbica (IL), pré-limbica
(PrL), cingulado anterior, ventral e dorsal (ACg ou Cg1, ACd e Cg2); area pré-central

(Fr2 ou PrC), area orbital (medial- MO, ventral- VO, ventro-lateral- VLO e lateral-
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LO); e em area agranular insular ventral e dorsal (AlV e AID) que compdem o cortex
gustatdrio (Figura 6) (Dalley, 2004; Uylings et al., 2003; Vertes 2002).

D medial
ventral
D lateral

FIGURA 6. Sub-regides do CPF de roedores. a) Secgdo sagital: 1 mm da linha média. b) Secgao
coronal unilateral: 3,5 mm anterior ao bregma. Os sombreados diferentes indicam as trés principais
divisbes do CPF de roedores (medial, ventral e lateral). Abreviaturas: ACg, coértex cingulado anterior;
AID, cértex agranular insular dorsal; AlV, cortex agranular insular ventral; AOM, nucleo olfatério
anterior medial; AOV, nucleo olfatério anterior ventral; cc, corpo caloso; Cg2, area 2 do cortex
cingulado; gcc, joelho do corpo caloso; IL, cortex infralimbico; LO, cortex orbital lateral; M1, area
motora primaria; MO, cértex orbital medial; OB, bulbo olfatério; PrL, cértex pré-limbico; PrC, cortex
pré-central; VLO, coértex orbital ventrolateral; VO, cértex orbital ventral. (Extraido e traduzido de

Jeffrey et al., 2004).
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1.2.2. Fungoées do coértex pré-frontal

O CPF é uma éarea de associagao terciaria, multimodal, com fungao integrativa e
estaria envolvido no “ciclo percepgao-agao” (Fuster, 2001). Também possui um
papel central no controle cognitivo e esta envolvido na organizagédo temporal do
comportamento, mediando as contingéncias sensorio-motoras através da integragéao
da agdo motora com as informacdes sensoriais recentes (Fuster, 2001). As
conexbdes do CPF com outras areas corticais e subcorticais sugerem que esta
estrutura esteja relacionada a varias fungdes. Acredita-se que o CPF influencia no
curso de atividades mentais humanas regulando processos de atividades
complexas, tais como o planejamento, o controle comportamental e emocional do
individuo (Fuster, 2001).

O CPF recebe projegdes de areas dos lobos occipital, parietal, e temporal, e também
do giro cingulado. Essas conexdes ajudam a compreender algumas de suas
funcdes: nesse contexto, o CPF ventromedial possui conexdes reciprocas com a
amigdala, associadas ao processamento emocional, com o hipocampo, associado a
memoéria, € areas associativas temporo-visuais associadas ao processamento
sensorial de alta ordem, assim como no CPF dorsolateral (Wood & Grafman, 2003).
Essas vias neuronais aferentes e eferentes permitem que o CPF exerga um papel
determinante nos estados de alerta, estresse e humor, bem como em funcdes
especificas como a mediagdo da recompensa ou gratificagdo, atengdo seletiva e
memodria (Robbins, 2000).

Para realizar todas essas fungdes citadas o CPF organiza e seleciona
temporalmente essas atividades a fim de planejar, organizar e processar essas
informagdes necessarias para gerar estratégias e acgbes futuras (Fuster, 2004).
Assim as regides do CPF funcionam de forma articulada a fim de gerenciar essas
tarefas complexas, orquestrando multiplas fungdes de alta complexidade, como por
exemplo, no processamento da memoria operacional (Figura 7) (Nakamura-
Palacios, 2011).
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O CPF medial (CPFm) é uma regido que tem ganhado destaque em pesquisas por
estar envolvido no monitoramento de conflitos, controle executivo, aprendizagem por
recompensa, tomada de decisdo e memodria, € pesquisadores propdéem que a
principal funcdo do CPFm é a de realizar associagbes entre contextos (tempo,
espaco, emogao) e eventos, correlacionando com respostas adaptativas e
subsequente aprendizado (Fuster, 2001; Rushworth et al., 2011; Euston et al.,
2012).

Contexto . .
AgoOes adaptativas

Motora
Musculo esquelético

L)

Respostas emocionais
adaptativas

Resposta Autondomica
e Visceral

Outras respostas
(Dor,Recompensa)

FIGURA 7. llustragdo dos sinais de entrada e saida das sub-regides do CPF e suas respostas aos
estimulos. Abreviagdes: ACd: cingulado anterior dorsal, PL: cortex pré-limbico, IL: cortex infralimbico,
DP: cértex peduncular dorsal, VO: cortex orbital ventral e LO: cortex orbital lateral (Modificado e
Traduzido de Euston, 2012).

1.2.3. O cortex pré-frontal e a memoria operacional

Em 1960, foi proposto por Miller e colaboradores um termo de memdaria, a memoaria
operacional (do Inglés Working Memory) que se refere ao armazenamento
temporario e manipulagao de informagdes necessarias para a execugao de tarefas
complexas como compreensdo da linguagem, aprendizado e raciocinio. Porém com

o passar do tempo essa definicido de memodria operacional ou “memodria de trabalho

foi modificado e complementado ao longo do tempo por outros pesquisadores.
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O conceito atual de memdria operacional a define como um sistema contendo
multiplos sub-sistemas cognitivos ou um sistema de multiplos componentes. Os
modelos de memoria operacional convergem na ideia de que multiplos sub-sistemas
trabalham em conjunto para ativar, manter e manipular uma informagéao relacionada
a uma determinada tarefa durante a realizacdo de testes cognitivos (Yuan et al.,
2006 apud Nakamura-Palacios, 2011). Desse modo, ela tem sido descrita como um
sistema multicomponente ou uma colegdo de processos cognitivos distintos que
provém manutencao ativa da informacgao de diferentes modalidades sensoriais em
um armazenamento temporario. Isto possibilita a manipulagdo, o processamento e a
recuperacao de memorias para serem convertidas em uma acgao efetiva e
apropriada apos intervalos curtos (segundos), ou longos (minutos) em testes
laboratoriais (Floresco e Phillips, 2001; Funahashi, 2006), e na cognigado cotidiana
(Gathercole & Baddeley, 2014). Assim, a memodria operacional processa a
informagdo momento a momento, e mesmo deficiéncias sutis nesta maquinaria
podem significar deficiéncias substanciais na formagdo de ideias, raciocinio e

planejamento (Gathercole & Baddeley, 2014).

No contexto da neurociéncia comportamental, existem varios modelos experimentais
com o objetivo de avaliar a memodria operacional em seus diversos aspectos, como
exemplo, o labirinto radial de 8-bragos (LR-8) (Figura 8), proposto inicialmente por
Olton e Samuelson (1976).

M

FIGURA 8. llustragdo do Labirinto Radial de 8 bracgos.
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O LR-8 pode ser utilizado em protocolos experimentais em diferentes versdes, com
objetivo de avaliar fungdes cognitivas distintas, incluindo a memoria operacional.
Nessa perspectiva, o animal estando sob privacdo alimentar parcial é treinado a
alcangar o reforgo localizado no fim de cada brago do labirinto. Apds algumas
sessdes de treinamento € introduzido um intervalo de retencdo (retardo) entre um
numero de bracos visitados, possibilitando um procedimento que é o utilizado no
presente estudo, conhecido por teste com retardo (“delayed task”), ou retardo nao
pareado a amostra (“delayed non matching to sample” - DNMS), ou ainda de ganho
na mudanga de resposta com retardo (“delayed spatial win shift’) (Aujla e Beninger,
2001; Phillips et al., 2004). No paradigma do LR-8 o animal devera evitar, apés o
retardo, a entrada em bragos ja visitados, pois se o fizer incorrerd& em erro de
desempenho e consequentemente em prejuizo de memoria operacional. Nesse
contexto, a memoria operacional se refere a capacidade do animal em reter

informagdes numa dada sesséo de teste (Crusio & Schwegler, 2013).

Além da memoria operacional, a memoria de referéncia ou de procedimento também
€ avaliada no paradigma do LR-8; € um tipo de memdéria de longo prazo que
armazena informagdes independentes de contexto, sendo necessario o registro de
regras para a correta execugdo da tarefa. Seus mecanismos cerebrais sao
diferentes do processamento da memoria operacional, no entanto eles se associam
para o desempenho no LR-8 (Guitar & Roberts, 2015).

Varias areas encefalicas parecem se relacionar com a memoria operacional, direta
ou indiretamente. Muitos estudos tentam desvendar as suas bases anatdbmicas
(Funahashi, 2006), porém o que se sabe é a participagado inegavel do CPF no
processo da memoéria operacional (D’Esposito, 2007). Em todas as espécies, a
memoria operacional € processada pela interagdo do CPF com o cértex entorrinal,
parietal superior, cingulado anterior e com o hipocampo (lzquierdo et al., 1998;
Artiges et al., 2000). Estudos funcionais tém focado sua atengdo mais precisamente
para o CPFm, cuja lesdo estd consistentemente associada com disfuncdes
cognitivas, particularmente aquelas que envolvem procedimentos com retardo, ou
seja, a interposicdo de um intervalo de tempo (segundos, minutos ou horas)

geralmente no meio da realizagdo de uma tarefa cognitiva (Euston et al., 2012).
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1.3.Sistema Glutamatérgico

1.3.1. Neuroquimica

Até meados da década de 40 o Glutamato (GLU) (Figura 9) era considerado um
simples metabdlito no ciclo de Krebs; porém em 1950 o pesquisador Weil-Malherbe
demonstrou que esse aminoacido seria de grande importancia nas fungdes
cerebrais. Mas foi somente em 1954 que Hayashi propds para o GLU um papel de
transmissor sinaptico no cérebro. Em 1960 Curtis e colaboradores verificaram que o
GLU tinha capacidade de despolarizar e excitar neurdnios individuais na medula
espinhal de gatos, o que fez com que se levantasse a hipotese de o GLU ser de fato

o principal neurotransmissor excitatério no sistema nervoso central (SNC).

O O

HO OH
NH,

FIGURA 9. Estrutura quimica do Glutamato.

A neurotransmissdo glutamatérgica (Figura 10), se da por um processo neuronal
onde ha liberagdo de um mensageiro quimico, no caso o GLU, por um neurdnio pré-
sinaptico e subsequente reconhecimento deste aminoacido por receptores

especificos nas células alvo na pés-sinapse (Nicholls, 1993).

Por ser um aminoacido que n&o atravessa a barreira hematoencefalica, o GLU é
sintetizado no tecido nervoso a partir da glicose e outros precursores; as enzimas
que metabolizam esses precursores estdo localizadas nos neurdnios e nas células
da glia. Dentre essas enzimas temos as transaminases. O GLU fica armazenado em
vesiculas sinapticas onde podera ser liberado de maneira dependente de Ca®* ou
como precursor do acido gama aminobutirico (GABA) em sinapses inibitorias

(Corona et al., 2005). Ao receber um potencial de agdo os terminais pré-sinapticos
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despolarizardgo a membrana sindptica, com consequente influxo de Ca** através dos
canais voltagem-dependente de calcio (Ramadan et al., 2013). Em seguida, as
vesiculas se fundem a membrana plasmatica neuronal e ocorre liberacdo do GLU
para a fenda sinaptica por exocitose. Quando liberado, o GLU se liga aos seus
respectivos receptores e desencadeia suas agdes nas sinapses neuronais (Tsai &
Coyle, 2002).

O GLU participa de diversos processos bioquimicos, como no metabolismo
energético, na sintese de acidos graxos, na regulagado dos niveis de amdnia, bem
como na composi¢cao de proteinas e peptideos, e esses processos sdo cruciais no
desenvolvimento neural, na plasticidade sinaptica, no aprendizado, na memoria, na
epilepsia, na isquemia neural, na tolerancia e na dependéncia a drogas, na dor
neuropatica, na ansiedade e na depressao (Yernool et al., 2004; Stroeh et al., 2008;
Featherstone et al., 2010).

Arirer Ggcer @prosina e I

Nucleo

GLU
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FIGURA 10. Neurotransmisséo glutamatérgica: vesiculas liberando GLU a partir de um terminal pré-
sinaptico. Ao se ligar aos seus receptores havera um influxo de ions e/ou ativagdo de segundos
mensageiros que participardo das sinapses neuronais. Também ha participagdo dos transportadores
de aminoacidos excitatérios (EAAT) que sdo importantes para a homeostase do GLU extracelular,

pois regula o tempo de concentragdo do mesmo na fenda sinaptica. Abreviagées: AMPAR — Receptor
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do tipo AMPA; NMDAR - Receptor do tipo NMDA; CAR — Receptor do tipo Cainato. (Modificado de
Pinto & Resende, 2014).

1.3.2. Receptores Glutamatérgicos

Como mencionado anteriormente, na membrana pds-sinaptica o GLU promove suas
acdes através de interagdes com sitios de ligagao especificos que sao classificados
em duas grandes familias (Figura 11), os receptores metabotrépicos (mGIluRs) e

ionotrépicos (IGIURs).

RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

IONOTROPICOS

NMDA || AMPA | | CAINATO METABOTROPICOS
NR1 (&isoformas)  GluR1 GluR5 mGlukl grupo
NR2B GIuR3 GluR7
NR2C GluR4 KA1 mGIrR2 grupo Il
NR2D KA2 mGIuR3
NR3

mGIluR4
mGIuR6
mGIrR7  8rupolll
mGIuR8

FIGURA 11. Familias dos receptores do sistema glutamatérgico com suas respectivas subunidades.

Os receptores metabotrépicos (mGIuR) (Figura 12) estdo acoplados a proteina G e
possuem uma caracteristica de modular atividades intracelulares responsaveis pela
producdo de segundos-mensageiros, tais como AMP ciclico, diacilglicerol e inositol-
3-fosfato, os quais podem ativar e/ou inibir diversos eventos de sinalizagao celular
(Snyder et al., 2001). Esses receptores estao presentes em ambos os terminais (pré-
e pos-sinapticos), mas também em células gliais, e quando ativados podem
promover efeitos inibitérios ou excitatérios (Ferraguti et al., 2006). Devido a baixa

disponibilidade de ligantes farmacoldgicos especificos, somente 8 receptores
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metabotrdpicos (mMGIuR1 a mGIuR8) foram identificados e subdivididos em 3 grupos
(I a lll) de acordo com as vias de transdugdo que eles ativam (Sanacora et al.,
2008).

NH,
Extracelular

Intracelular
COOH

FIGURA 12. llustragdo da estrutura do receptor metabotrépico glutamatérgico, em verde o local de
ligacdo do receptor ao agonista (GLU) e em azul a 32 alga responsavel pelo acoplamento com a

proteina G.

Ja os receptores ionotropicos (iGIuR) s&o canais idnicos que permitem a passagem
de cations especificos, e com isso a ativacao desses receptores promove uma
rapida despolarizacdo da membrana sinaptica gerando uma resposta excitatéria.
Eles sao classificados de acordo com suas propriedades farmacolégicas e
fisiologicas em receptores do tipo NMDA e nao-NMDA (AMPA e cainato), e séo

nomeados de acordo com a resposta aos seus agonistas.

Os receptores do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato; NMDAR) possuem uma estrutura
complexa (Figura 13) com varios sitios de ligagcao de agentes enddgenos, incluindo
o ion zinco (Zn*"), poliaminas, ion magnésio (Mg**), entre outros (Parsons et al.,
2007). Esses receptores sao heterotetrdmeros com uma combinagdo de suas
subunidades: NR1, NR2, NR3. Os NMDAR sao amplamente distribuidos no cérebro;
encontram-se nos ganglios da base, cerebelo, medula espinhal, mas com maior
expressdo no hipocampo, talamo e cértex (Riedel & Micheau, 2003). Outra
caracteristica desse canal € que possui uma cinética de abertura lenta e dependente

de voltagem, e isso se deve a presenga do ion Mg2+ em seu sitio de ligagéo que o
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mantém inativo. Com a retirada desse ion os NMDARs ainda precisam se ligar,
combinadamente, a moléculas de glutamato e/ou de glicina (co-agonista enddégeno)
para permitirem o influxo do ion Calcio (Ca®*), e as vezes o influxo de ion sddio (Na*)
(Lester et al.,, 2012; Seeburg et al., 2013). Por mais que a ativagdo desses
receptores seja de forma lenta, quando comparado ao receptor do tipo AMPA
(AMPAR), eles perduram por mais tempo abertos mesmo apds a liberagdo do
glutamato do seu sitio de acdo, o que gera um grande influxo de Ca*? através do
NMDAR. O aumento exagerado de Ca?*dentro da célula pode desencadear o
aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio e levar as células a morte
por apoptose, fenbmeno esse conhecido como excitotoxicidade (Gupta et al., 2013;
Jiaetal., 2015)

Glutamate, homocysteine,
NMDA
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FIGURA 13. Os receptores do tipo NMDA possuem uma estrutura complexa com diferentes sitos de
ligagdo para glutamato, glicina, Mg2+, Zn2+, poliaminas e a fenciclidina (PCP). Esse canal ibnico é

permeavel ao Ca2+ e ao Na+ (Park-Chung, 1997).

Os receptores do tipo AMPA (acido a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazol propidnico;
AMPAR) medeiam a neurotransmissao excitatoria rapida, pois sua estrutura
molecular € mais simples (Figura 14), o que faz com que tenham uma cinética rapida
de ativacao e inativacao. Eles podem ser hetero ou homotetrameros e se combinam
em diferentes estequiometrias para formar tetrdmeros funcionais; suas subunidades
sdo: GluR1, GIuR2, GluR3 e GluR4 (Man, 2011). Esses receptores sdo permeaveis

ao Na®, o que desencadeia a despolarizacdo da membrana neural; também sé&o
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permeaveis, com menos frequéncia, aos ions Ca®" e potassio (K*), porém alguns
estudos tém descrito que os receptores que possuem a subunidade GluR2 sao
impermeaveis ao Ca?* (Man, 2011). Os AMPARs estdo amplamente distribuidos no
SNC, com maior predominio no hipocampo, cértex cerebral, ganglios da base e na

camada molecular do cerebelo (Tomita et al., 2003; Renzel et al., 2013).

Glutamato

)
. -

Extracelular

Intracelular

FIGURA 14. llustragcdo do receptor tipo AMPA com suas subunidades formando um tetrdmero e o

sitio de ligagao do glutamato. (Extraido e Modificado de Constals & Choquet et al., 2015).

Pouco se sabe sobre os receptores do tipo Cainato (do inglés, Kainate) (Figura 15).
Eles possuem uma estrutura tetrdmera combinando as subunidades: GluR5, GIuR6,
GluR7, KA1 e KA2. Como os AMPARSs, os receptores do tipo cainato permitem o
influxo de ion Na’, logo, também medeiam uma neurotransmiss&o rapida e s&o

encontrados tanto nas células glias quanto nos neurdnios (Loane et al, 2014).

Importante destacar que todas essas fungdes combinadas, através da acdo do GLU
em seus respectivos receptores, sdo essenciais para as diversas funcdes cerebrais
como a cognicdo, aprendizado, memodria e na plasticidade neural (Danbolt, 2001;
Yuen et al., 2011).
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FIGURA 15. llustragao do receptor do tipo Cainato.

1.3.3. Um novo antagonista AMPAérgico: Perampanel.

Foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) em 6 de Janeiro de 2014
para o tratamento adjuvante de crises epilépticas parciais, com ou sem
generalizagdo secundaria, em pacientes com epilepsia com 12 anos ou mais, 0
primeiro farmaco da classe dos antagonistas nao-competitivos do receptor tipo
AMPA: Perampanel (Patsalos, 2015). Descoberto pelas equipes de pesquisa nos
Laboratérios da Eisai Co. Ltd. (Tokyo), o Perampanel (Fycompa®) descrito
quimicamente como 2-(2-oxo-1-fenil-5-piridina-2-il-1,2-dihidropiridina-3-il) benzonitrila
(Figura 16) é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e aparentemente,
pois ainda ha estudos em andamento, possui uma biodisponibilidade em todos os
tecidos (FDA, 2012). No homem o Perampanel (PRP) se liga as proteinas
plasmaticas (glicoproteinas e albumina), e € metabolizado principalmente no figado
pelo sistema citocromo P450 via CYP3A4, por oxidacdo pela CYP3A5 ou por
glicuronidacédo sequencial. As vias de eliminagéo sao pelas fezes (48%) e em uma
menor porcentagem pela urina (22%). O PRP tem uma meia-vida de 105 horas
(Franco et al., 2013; Rheims & Ryvlin, 2013).
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FIGURA 16. Estrutura quimica do farmaco Perampanel.

Estudos in vitro com cultura de células hipocampais demonstraram que o PRP inibiu
as correntes evocadas pelo receptor do tipo AMPA, porém sem afetar os receptores
do tipo NMDA (Figura 17). Esses dados demonstram a afinidade do farmaco ao
AMPAR de forma n&o competitiva (Rogawski & Hanada, 2013).

Os estudos in vivo existentes séo, principalmente, em modelos de crises epilépticas,
onde o PRP prolongou de forma significante a laténcia de crises hum modelo de
crises induzidas por hiper-excitacdo AMPAérgica, porém o mecanismo preciso pelo
qual o perampanel exerce os seus efeitos antiepiléticos no ser humano ainda nao foi
completamente esclarecido (Chen et al.,, 2014). Também n&o ha estudos que
investigaram a acdo do PRP em processos cognitivos e como se trata de um
farmaco modulador do sistema glutamatérgico seria de grande importancia um
estudo que trouxesse dados sobre a participacdo do receptor tipo AMPA em

processos cognitivos.
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FIGURA 17. O Perampanel inibe as correntes evocadas do AMPAR em neurdnios do hipocampo. (A)
Inibicdo pelo PRP das correntes do receptor AMPA, mas nao do tipo NMDA analises feitas por whole-
cell voltage-clamp em cultura de neurdnios hipocampais. (A1) Correntes induzidas por perfusdo com
100 pM AMPA foram quase completamente bloqueadas pela aplicacdo de 10 yM PRP. (A2)
Correntes induzidas por 10 uM NMDA foram apenas minimamente afetadas por 30 yM de PRP.
Observe que correntes do receptor AMPA exibem dessensibilizagao rapida, enquanto as correntes do
receptor NMDA ndo. (B) Potenciais evocados foram registrados em fatias da regido CA1 do
hipocampo apods a estimulagao. (B1) A perfusdo com PRP nas doses de 0,3 e 3 yM provocaram uma
inibicdo dependente da concentragdo da resposta sinaptica. (B2) Relagdo concentragdo-resposta da
concentracdo maxima inibitéria do PRP (IC50). Abreviagbes: PEPS — Potencial Excitatério pos-

sinaptico. (Extraido e traduzido de Rogawski & Hanada, 2013).

Considerando entdo todos os estudos previamente publicados e citados,
evidenciamos que ainda ha lacunas relacionadas aos mecanismos subjacentes a
ETCC, principalmente em condigbes basais, na auséncia de patologias. Com o
intuito de contribuir para entendimento de potenciais mecanismos envolvidos com
este tipo de neuromodulagao, testamos a hipotese de que o efeito EECC anddica
per se (quando aplicada de modo crénico com corrente de 400 pA) é capaz de ser
modulada pelo sistema glutamatérgico, via AMPAR, no desempenho de ratos no
paradigma do LR-8. Utilizamos o método da EECC a fim de minimizar a perda e

focalizar a corrente na regido a ser estimulada.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

Investigar a modulagao glutamatérgica pelo Perampanel na memdéria operacional
espacial de ratos submetidos a estimulagao epidural por corrente continua de

baixa intensidade.

2.1.Objetivos especificos

= Avaliar o efeito da administragdo do Perampanel (1mg/kg) sobre a memaria
operacional de ratos desempenhando a tarefa de retardo de quatro horas no
LR-8;

= Auvaliar o efeito da estimulagao epidural cortical por corrente continua de baixa
intensidade (400uA) sobre a memoria operacional de ratos desempenhando a

tarefa de retardo de quatro horas no LR-8;

— Avaliar os efeitos da interagao entre o Perampanel e a estimulacao epidural
cortical por corrente continua de baixa intensidade sobre a memodria
operacional de ratos desempenhando a tarefa de retardo de quatro horas no
LR-8.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram empregados 53 ratos Wistar, machos, pesando aproximadamente 280-300 g,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais foram transferidos para
a sala de manutengdo do Laboratério de Ciéncias Cognitivas e
Neuropsicofarmacologia (LCCNPF) do Programa de Pds-Graduagdao em Ciéncias
Fisiolégicas (CCS/UFES) e mantidos em gaiolas individuais em um ambiente
climatizado (22° C  2), em ciclo claro-escuro artificial de 12h (luzes acesas as 7 h),
parcialmente privados de alimento e com agua ad libitum. Todos os experimentos
foram realizados entre 7h e 12 horas. Os animais foram mantidos com o peso

corporal acima de 80% do peso inicial, ajustado ao crescimento.

Neste estudo foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), que estda em conformidade com normas
internacionais de pesquisa envolvendo animais. Este trabalho foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CCS/UFES, sob o
n°® 004/2012.

3.2. Delineamento experimental

Os animais foram submetidos a sessdes diarias de habituagcéo e aprendizagem no
LR-8. Apds atingirem o critério de desempenho, os animais foram submetidos a uma
cirurgia estereotaxica para implante de eletrodo de estimulagdo epidural sobre o

CPFm esquerdo.

Apds completa recuperagao, e para analise de desempenho de tarefa com retardo
de quatro horas os 53 animais foram aleatoriamente distribuidos, primeiramente, em

dois grupos — Experimento [:
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* Grupo PRP (n = 26): animais submetidos a administragéo intraperitoneal
(IP) do antagonista n&o-competitivo seletivo de receptor AMPA
Perampanel (1mg/kg);

* Grupo VEH (n= 27): animais submetidos a administragdo IP de solugao
veiculo (VEH).

Em um segundo momento, os mesmos animais foram subdivididos em quatros
grupos para serem submetidos a 5 dias de sessbes consecutivas de estimulagao

ativa (EECC) ou simulada (sham) — Experimento II:

* Grupo VEH/sham: Animais submetidos a sham e a administracédo IP de
VEH.

* Grupo PRP/sham: Animais submetidos a sham e a administracédo IP de
PRP;

e Grupo VEH/EECC: Animais submetidos a EECC de 400 pA e a
administracao IP de VEH;

e Grupo PRP/EECC: Animais submetidos a EECC de 400 pA e a
administracao IP de PRP;

Neste estudo foram empregadas amostras independentes para os diferentes
tratamentos. Foi empregado um procedimento duplo-cego no qual o experimentador
que realizava os procedimentos de aprendizagem no LR-8 desconhecia a qual grupo
pertencia os animais, enquanto que o experimentador que realizava a estimulagao e
a administracéo IP da droga nos animais desconhecia os resultados do desempenho
dos animais no LR-8, evitando assim qualquer viés de registro dos procedimentos
(Figura 18). 24h apds o ultimo teste com retardo, os animais eram submetidos a

eutanasia com sobredose anestésica de Ketamina 10% (75 mg/kg) e Xilazina 2%(10

mg/kg).
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FIGURA 18. Diagrama do protocolo experimental.

3.3.Avaliagao comportamental
3.3.1. Labirinto radial de 8 bragos

Em 1976 Olton e Samuelson trouxeram uma proposta para avaliacdo da memoria
operacional espacial de animais através do labirinto radial de 8 bragos (LR-8) (Figura
19). Esse método também tem sido utilizado para investigar os efeitos de diversas
drogas sobre a fungdo da memodria operacional espacial em ratos (Nakamura-
Palacios et al., 1997; De Melo et al.,, 2005), sugerindo sua eficiéncia como

ferramenta nos estudos de farmacologia comportamental (Olton et al., 1987).

O LR-8 é construido em acrilico transparente, possuindo uma area central de base
octogonal com 33 cm de didmetro, de onde partem 8 bragos simétricos e removiveis
com 65 cm de comprimento, 10 cm de largura e paredes laterais de 4 cm de altura.
No final de cada brago estido fixados receptaculos de acrilico preto com 11 cm de

comprimento, 5 cm de largura e 3 cm de profundidade, onde o refor¢o (pedagos de
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amendoim) é colocado. A plataforma central é constituida, em suas margens, de
paredes de acrilico transparente de 30 cm de altura, nas quais se encontram portas
deslizantes em forma de guilhotina que permitem o acesso aos bragos. As portas
estdo presas a fios de nylon que ficam sob o controle do examinador, o qual se
encontra a distancia do labirinto para abertura e fechamento das mesmas. Placas de
acrilico transparente com 20 cm de altura estao fixadas na entrada das portas para

evitar que o animal atravesse de um bracgo a outro.

O aparato € montado sobre uma armacdo de madeira compensada revestida de

férmica branca e sustentado por um suporte de metal a 100 cm do assoalho.

As sessdes no LR-8 foram realizadas uma vez ao dia em dias consecutivos (5 vezes
por semana), exceto finais de semana, até que atingissem o critério de
aprendizagem previamente definido (0 ou 1 erro por sessdao em trés sessdes
consecutivas). Caso o animal ndo atingisse o critério em no maximo 20 sessdes, 0

mesmo era excluido da amostra.

Neste estudo, a versdo de labirinto radial utilizada para a avaliagdo de memodria
operacional foi a espacial. Por isso, no local onde se encontrava o labirinto foram
colocados estimulos visuais distais fixos (figuras, armarios, etc.) que favoreciam a
orientacdo espacial do animal, e para evitar qualquer estimulo de estresse visual
para o animal os experimentos eram realizados em um ambiente sob luz vermelha
(40W).
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FIGURA 19. Sala de experimentagdo: Labirinto Radial de 8 bragos.

3.3.1.1. Aquisicao da tarefa.

Os animais foram submetidos a sessbes de treinamento no LR-8 sob privacéo
parcial de alimento como mencionado anteriormente, para possibilitar a aquisi¢cao
das tarefas no decorrer dos treinos. Os pesos foram ajustados de acordo com o

desempenho do animal nas seguintes fases para aquisi¢ao da tarefa:

Os procedimentos no LR-8 foram divididos em cinco fases, com a execugédo de
apenas uma sessao diaria e individual, com o periodo maximo de 10 min de
permanéncia do animal no labirinto, por sessdo. Apos a entrada de cada animal o

labirinto era totalmente limpo com alcool a 10%.

Fase | — Inicialmente, os animais eram posicionados na plataforma central do
labirinto, com todas as portas de acesso aos bragos abertas para livre exploracéo e

habituacdo ao ambiente, durante 10 minutos por sessao, durante dois dias.

Fase Il — Pedacos de amendoim (reforgo) eram colocados nos receptaculos e os
animais tinham livre acesso aos bragos, para que localizassem e consumissem o
reforco no final de cada brago, por um periodo de 10 minutos. Sempre que o reforco

era consumido, um novo pedagco de amendoim era devidamente reposto no
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receptaculo de origem, o que estimulava o animal a percorrer o labirinto. Essa fase é
dependente da aprendizagem do animal na localizagdo do reforgo, e durava cerca

de dois a trés dias.

Fase Ill - O animal era posicionado na plataforma central e todas as portas eram
abertas, permitindo a escolha de qualquer uma das oito portas. Ao entrar em um dos
bracos, todas as portas eram fechadas e, apds ter encontrado e consumido o reforgo
do braco, o animal era novamente posicionado no centro do labirinto e todas as
portas eram abertas, exceto a(s) que ja tivesse(m) sido visitada(s) na sessao. Este
procedimento foi feito sucessivamente até que o animal obtivesse os oito reforgos

em uma mesma sessao, no periodo maximo de 10 minutos por sesséo.

Fase IV — Esta fase é considerada a aquisicao da tarefa propriamente dita. Todas as
portas eram abertas a cada reposicionamento do animal na plataforma central, apos
ter visitado qualquer um dos bracos. Nesta condi¢cdo, ndo ocorria reposicao dos
reforcos e os animais deveriam aprender a ndo repetir bragos ja visitados, em um
periodo de 10 minutos. A repeticdo de um brago ja visitado era considerado erro de
desempenho. Neste procedimento, considerou-se aprendizagem satisfatéria quando
o animal alcangava um desempenho de zero ou um erro por sessao, em ftrés
sessdes consecutivas. Atingido esse critério, os animais eram submetidos a préxima

fase (Figura 20).

Fase V — Nesta fase foi introduzido um intervalo de retengéao (retardo) entre o quarto
e quinto bracos visitados, com o intuito de se testar a memaria operacional espacial
(Figura 21). A sesséo de treinamento era dividida em duas partes: no pré-retardo
quatro portas eram abertas aleatoriamente, previamente estabelecido pelo programa
— www.randomization.com — tendo o cuidado da n&o escolha de quatro bracos
consecutivos, para os animais alcancarem o reforco. Apds terem visitado o quarto
brago, eles eram levados até a gaiola-casa onde permaneciam por um periodo de 5
segundos. No pés-retardo os animais eram recolocados no centro do labirinto e
estando todas as portas abertas eles deveriam entrar nos quatro bragos ainda nao
visitados. A repeticdo de um brago visitado no pré ou no pds-retardo era considerado
erro de desempenho e os animais eram treinados nesta fase até atingirem um

critério de zero ou um erro para o pré e poés-retardo, por sessao, em trés sessdes
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consecutivas. Atingido esse critério, os animais eram submetidos a cirurgia

estereotaxica para implante de eletrodo.

Trés dias apds a recuperagédo cirurgica, os animais eram submetidos a sessdes de
retardo de 5 s até que atingisse novamente o critério de 0 a um erro por sessao ao
longo de trés sessbes consecutivas. Caso nao atingisse o critério previamente

estabelecido o animal era excluido do protocolo.

FIGURA 20. Animal executando a fase IV no LR-8.

PRE-RETARDO POS-RETARDO

INTERVALO DE
RETENGAO

BRACO COM REFORCO
BRACO SEM REFORCO
BRACO FECHADO

100

FIGURA 21. Diagrama experimental da fase de teste com retardo.
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3.4.Cirurgia Estereotaxica

Apds terem atingido o critério da fase V do treinamento, os animais foram
submetidos a uma cirurgia estereotaxica para o implante do eletrodo de estimulagéo
(dnodo) na regidao epidural acima do coértex pré-frontal medial esquerdo (CPFm

esquerdo).

Os animais foram inicialmente anestesiados com Ketamina 10% (75 mg/kg) e
Xilazina 2% (10 mg/kg), por via intraperitoneal (IP). Em seguida, a tricotomia foi
realizada na parte superior da cabeca e no dorso do animal para posterior colocagao

dos eletrodos anodo e catodo, respectivamente.

Os animais foram fixados no aparelho estereotaxico (modelo 51600, Stoelting, IL,
EUA), onde os seguintes procedimentos foram realizados: assepsia com alcool
iodado na area cirurgica, com injegdo de um botdo anestésico com 0,3 ml de
solugédo de lidocaina a 1 % no tecido subcutaneo; ainda nessa regido a pele e o
tecido subcutaneo foram retirados para exposi¢do da calota craniana na regidao do
bregma. Apés a localizagdo do bregma as medidas estereotaxicas foram realizadas
para definicho e marcacdo do local da fixagdo do eletrodo/anodo: + 2,5 mm
anteroposterior, + 1 mm lateral-esquerdo em relagdo ao bregma sobre o cortex pré-
frontal medial esquerdo de acordo com o atlas de coordenadas estereotaxicas
(Paxinos e Watson, 1986).

Apds a devida marcacao do local de fixacdo do eletrodo foi realizada uma abrasao
circular (5 mm de didmetro) cuidadosa na superficie craniana com o auxilio de uma
mini-furadeira com broca diamantada (Dremel Multipro + Kit, Stoelting, IL, USA) até
a exposi¢cao da dura-mater, evitando-se que as meninges fossem perfuradas. A
pequena cavidade circular foi preenchida com gel condutor (SuperVisc — High-
Viscosity Electrolyte-Gel for active electrode, Germany) sobre a qual o eletrodo
medindo 5 mm de didmetro recortado a partir de eletrodos pré-confeccionados
(Valutrode®, Neurostimulation electrodes, CF 3200, 3,2cm, redondo, USA) foi
devidamente posicionado nessa cavidade. A ancoragem da prétese para
sustentacao do eletrodo era feita por dois dispositivos plasticos em arco que eram

fixados bilateralmente nos ossos temporais, com o auxilio da mini-furadeira e por
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resina acrilica auto-polimerizavel de secagem rapida (polimero de metacrilato, JET,
Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 22).

Ao término da cirurgia o animal era colocado em sua gaiola individual, mantido em
local aquecido, com agua e comida ad libitum por algumas horas até completa
recuperacao anestésica. Todos foram submetidos a trés dias de tratamento com o
anti-inflamatério nao-esteroidal Flunixim Meglumine® 1,0 mg/Kg subcutédneo (uma
vez ao dia), e cinco dias de tratamento com o antibidtico Enroflorxacina® 2,5%

subcutaneo (uma vez ao dia).

Apo6s trés dias de recuperagdo os animais voltavam as sessbes diarias de
treinamentos no LR-8 para retorno a linha de base comportamental, ou seja, 0 a 1

erro por sessao, tanto no pré- como no poés-retardo, em 3 sessdes consecutivas.

FIGURA 22. Cirurgia estereotaxica para implante de eletrodo.
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3.5.Droga: Preparo e administragao do Perampanel.

O Perampanel (E2007 Drug Substance, Lot. N° 15012059, Net. Wt. 2g, Eisai Co.,
Ltd.) é um antagonista seletivo ndo competitivo de receptores glutamatérgicos do
tipo AMPA. Para esse protocolo, o farmaco foi diluido na proporc¢ao 1:1, onde 10mg
do farmaco foi homogeneizado em duas gotas de Tween 80, e diluido em 10 mL de
salina, a fim de obter uma concentracdo de 1 mg/mL, e era armazenado a

temperatura de 4 °C, e a cada semana era preparada uma nova diluigdo da droga.

A definicdo da dose para esse estudo foi baseada em protocolos piloto realizados
em nosso laboratério. Foram testadas as doses de 1 mg/kg, 3 mg/Kg e 6 mg/kg em
camundongos, onde observou-se no teste de campo aberto a atividade locomotora
dos animais; a dose de 6 mg/kg foi descartada pois os animais apresentavam uma
sedacdo bastante pronunciada e nao deambulavam no campo aberto. Em um
segundo momento, as doses de 1 mg/kg e 3 mg/kg do Perampanel foram testadas
em ratos Wistar no LR-8 utilizando os retardos de uma, quatro e dez horas. Os
resultados demonstraram que na dose 3mg/kg os animais ndo desempenhavam o0s
testes, ficando parados no labirinto, e na dose 1 mg/kg o melhor desempenho
ocorreu no retardo de quatro de horas; nos demais retardos nao foi observado muita
diferenga no desempenho quando comparado com grupo que recebeu VEH. E apds
a analise desses resultados optamos, para esse protocolo, utilizar a dose de 1 mg/kg

e o teste de retardo de quatro horas.

Como solugao veiculo (VEH) utilizamos uma mistura de salina com duas gotas de

Tween 80, que também era armazenado a 42C.

A administragdo era realizada de forma aguda, pela via intraperitoneal (IP) e era

iniciada na fase teste do retardo, como ja descrito.

As administracbes de PRP (1 mg/kg) ou VEH respeitavam um intervalo de 30
minutos antes do desempenho na tarefa com retardo de 4 horas no LR-8. Essa
administracdo foi realizada em dois momentos: (1) Antes da EECC ou sham; (2)

depois da EECC ou sham.
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3.6. Estimulagao Epidural por Corrente Continua.

A estimulagdo epidural por corrente continua direta de baixa intensidade foi
realizada empregando-se um par de eletrodos de estimulagdo constituido de
material autoadesivo. O eletrodo anodo, com 5 mm de didametro, foi previamente
implantado na regido epidural sobre o CPF esquerdo em procedimento cirurgico
descrito previamente. O eletrodo catédo, com 10 mm de didmetro, era posicionado
sobre a pele na regiao posterior direita da cabeg¢a do animal proxima ao pescogo a

cada sessao de estimulagao (Figura 23).

FIGURA 23. Posicionamento dos eletrodos durante a estimulagéo.

A corrente elétrica foi liberada por um estimulador de corrente continua
empregando-se uma bateria de 9V, especialmente desenvolvido para esta finalidade
(tDCS Demo Unit serial # 072208-03, NeuroQuestTherapeutics, EUA) sendo a saida

maxima de corrente de 10 mA (Figura 24).

Uma corrente constante de pulso simples com intensidade de 400 pA foi aplicada
por 13 min uma vez ao dia durante 5 dias consecutivos. Na estimulacdo simulada
(sham), os animais eram submetidos exatamente aos mesmos procedimentos
cirurgicos e de manipulacdo que o grupo de estimulagdo ativa, no entanto o

estimulador nao era acionado.

A passagem de corrente elétrica pelo eletrodo foi confirmada através da medicéo da
corrente por um multimetro (Smart® DT-830B) antes de cada estimulagdo nos

animais do grupo EECC (Figura 24).
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As sessobes de estimulagao ativa ou sham foram realizadas por meio de contencao
manual dos animais durante o periodo de estimulagcdo de 13 min. Para atenuar os
possiveis efeitos de estresse por contencdo sobre o desempenho de tarefas no LR-
8, ao iniciar a fase V os animais eram gentilmente contidos pelo experimentador por
13 min ao longo das sessdes dessa fase de treinamento.

7
_ NeuroQuest Therapeutics

FIGURA 24. Materiais utilizados no protocolo para EECC ou sham.
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3.7. Analise estatistica

Ressaltamos que os animais  foram randomizados por blocos
(www.randomization.com), para o experimento | com dois grupos: (1) VEH e (2)
PRP, e o experimento Il com quatro grupos: (1) VEH/sham; (2) PRP/sham; (3)
VEH/EECC; (4) PRP/EECC.

Os pesos corporais dos animais foram registrados semanalmente ao longo do
protocolo experimental com o objetivo de que mantivessem entre 80 e 85% ajustado
ao crescimento. Os pesos corporais foram expressos como média (em gramas) e
erro padrao da média (e.p.m.). Foi utilizada andlise de varidncia (ANOVA) de uma

via para medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey.

O desempenho dos animais na fase de aquisi¢ao de tarefa no LR-8 foi avaliado pela
analise dos erros cometidos nas 10 ultimas sessdes de treinamento. Os erros foram
definidos como a repeticdo de bragos ja visitados em uma mesma sessao de
treinamento e sdo apresentados na forma de média de erros = erro padrao da média
(e.p.m). Foi empregada analise de variancia (ANOVA) de uma via para medidas
repetidas, seguida do teste de Bonferroni para localizagdo das diferengas
estatisticamente significantes, tendo sido adotado um nivel de significancia de 5%.
Ainda, utilizou-se uma analise de regressao linear para verificar se houve uma

diminui¢cao progressiva no numero de erros.

No desempenho de tarefas com retardo de 5 segundos foram analisados os
numeros de erros cometidos pelos animais e o tempo de permanéncia em cada
brago no pré- e pos-retardo. Para ambos os dados foi empregado ANOVA de uma
via para medidas repetidas com post-hoc de Bonferroni. Aqui também foi realizada

uma analise de regressao linear.

No experimento | foram considerados os erros de desempenho e tempo gasto em
cada braco no pré- e pos-retardo de 4 horas. Para essas analises foi utilizado o teste
t de Student para amostras independentes. Ja no experimento Il, também foram
considerados os erros cometidos e tempo gasto pelos animais no pré- e pos-retardo

de 4 horas. Para essas analises foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de duas
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vias com dois fatores independentes (a estimulagao cerebral — EECC ou sham como
um fator) e o antagonismo AMPA (PRP ou VEH) como o outro fator, e os erros de
desempenho como a variavel dependente. Ainda, foi realizado o teste t de Student

para a comparagao entre dois grupos independentes.

Para todas as analises foi empregado um nivel de significancia para P < 0,05. O
software SPSS 17.0 (Inc, EUA) e o software Graphpad Prism 5.0 (La Jolla, CA
92037, EUA) foram utilizados para as anadlises estatisticas e representagdes

graficas.
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4. RESULTADOS

4.1.Pesos corporais durante as fases de treinamento.

Os animais foram pesados antes do inicio do treinamento e semanalmente ao longo
das cinco fases de treinamento no LR-8 a fim de que os mesmos mantivessem um

peso corporal no minimo entre 80 a 85% do peso inicial.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes [F(4,208) = 6,059; P < 0,0001] na comparagdo dos pesos corporais
entre as fases de treinamento. O teste de Tukey revelou que houve uma diminuigéo
do peso corporal dos animais ao longo das sessoées I, lll e IV comparados ao peso
inicial e a fase | de treinamento. Essa diminuicdo € esperada, uma vez que a
privagdo de alimentos nessas fases iniciais é intensificada ja que o grau de
motivagao é importante para que os animais aprendam a tarefa de forma satisfatoria.
Uma vez atingido o critério de aprendizagem, a privagao era diminuida e os animais
voltavam a adquirir peso de acordo com a idade, o que se pode verificar nos dados
da Fase V (Figura 25).

PESOS CORPORAIS

4001

3004

200+

100

“umw
PESO l “ m

INICIAL

Média dos pesos corporais (g) * e.p.m.

FASES DE TREINAMENTO

FIGURA 25. Média dos pesos corporais (g) + e.p.m. durante as fases de treinamento no LR-8. **p <
0,001 ***p < 0,0001 comparado ao peso inicial e ao da Fase | pela ANOVA de uma via para medidas

repetidas com post-hoc de Tukey.
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4.2. Aquisigao da tarefa
4.2.1. Fase IV: antes da introdugao do retardo de 5 segundos.

A fase IV é a fase de aquisicao da tarefa propriamente dita, onde o animal realiza a
tarefa de entrar uma unica vez em cada brago do LR-8. Todos os animais (n = 53)
apresentaram melhora gradativa do desempenho no decorrer das ultimas 10
sessdes de treinamento. A analise de regresséo linear [Y= 2,06 — 0,147X; r= 0,34;
F(1,518) = 66,24; P < 0,0001] demonstrou uma diminui¢do progressiva do numero

de erros, atingindo o critério pré-estabelecido para a aprendizagem.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes na comparagcdo do numero de erros cometidos entre as sessdes de
treinamento [F(9,468) = 7,76; P < 0,0001]. O teste de Bonferroni mostrou que as trés
ultimas sessdes apresentaram uma diminui¢ao significativa (P < 0,001) do numero

de erros em relacéo as duas primeiras sessdes (Figura 26).
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FIGURA 26. Média de erros + e.p.m. nas 10 ultimas sessdes de treinamento na fase IV no LR-8 (n =
53). ""p< 0.0001 quando comparado a primeira sessdo pelo teste de comparacdes multiplas de

Bonferroni; *** p< 0.0001 pela analise de regressao linear.
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Quanto a analise de tempo gasto (segundos) em cada brago, a ANOVA de uma via
para medidas repetidas detectou diferengas estatisticamente significantes ao longo
do treinamento [F(9,52) = 102,6; P < 0,0001], como demonstrado na Tabela 1. O
teste de Bonferroni para comparagdes multiplas demonstrou que o tempo gasto em
cada braco foi significantemente menor nas sessoées 8, 9 e 10 quando comparadas a

sessio 1.

TABELA 1. Média do tempo gasto (segundos) = e.p.m. pelos animais (n = 53) em cada brago visitado

durante as fases de treinamento no decorrer das ultimas 10 sessoes.

Tempo gasto em cada brago (média em segundos * e.p.m.)

Sessdes Média = e.p.m. Sessoes Média + e.p.m.
1 31,12 = 0,63 6 25,42 + 0,43
2 26,71 0,34 7 23,26 = 0,49
3 26,23 =+ 0,70 8 21,71 £ 0,42 ***
4 25,35 + 0,86 9 17,70 = 0,37 ***
5 25,17 £ 0,78 10 12,22 £ 0,33 ***

***P<0,0001 quando comparado a sessao 1 de treinamento pelo teste de Bonferroni.

4.2.2. Fase V: apods a introdugao do retardo de 5 segundos

Nesta ultima fase da aquisi¢do da tarefa os animais também devem atingir um bom
desempenho, ou seja, zero ou um erro nas ultimas trés sessdes de treinamento,
tanto no pré-retardo quanto no pds-retardo, apds a introducdo do intervalo de

retencao (retardo) de 5 segundos.

A analise de regresséo linear demonstrou que houve uma diminuigdo progressiva do
namero de erros no pré- [Y= 0,42 - 0,077X; r = 0,22; F (1,26) = 12,54; P < 0.001]
(Figura 27 a esquerda) e no pos-retardo [Y = 1,96 — 0,344X; r = 0,45; F (1,26) =

65,93; P < 0,0001) (Figura 27 a direita) no decorrer das ultimas 5 sessoes.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente

significantes na comparagao dos numeros de erros cometidos tanto no pré- como no
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pos-retardo. O teste de Bonferroni localizou estas diferengcas nas comparagdes entre
a primeira e as duas ultimas sessdes no pré-retardo [F(4,204) = 4,017; P = 0,0037]
e, ainda, entre a primeira e as trés ultimas sessdes no pos-retardo [F(4,208) = 18,07;
P < 0,0001).
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FIGURA 27. Média de erros + e.p.m do desempenho dos animais durante o pré- (a esquerda) e pos-
retardo (a direita), ao longo das Ultimas 5 sessdes (n = 53). p < 0.05, "“p< 0.0001 quando
comparado a primeira sessao pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni; *** p< 0.0001 pela

analise de regressao linear.

A ANOVA de uma via para medidas repetidas ndo detectou diferencas
estatisticamente significantes tanto no pré- quanto no pés-retardo de 5 segundos

com relagéo ao tempo gasto em cada brago visitado (Tabela 2).
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TABELA 2. Média do tempo gasto (segundos) = e.p.m. pelos animais (n = 53) em cada brago visitado

no pré- e pos-retardo de 5 segundos no decorrer das ultimas 5 sessfes de treinamento na fase V.

Tempo gasto em cada brago (média em segundos * e.p.m.)

Sessoes pré-retardo pos-retardo
1 14,21 + 1,16 15,21 = 1,31
2 11,74 + 0,82 15,93 = 1,40
3 12,81 = 1,16 15,09 = 1,62
4 15,62 = 1,33 19,12 = 1,88
5 16,44 + 1,48 19,21 + 1,27

4.3.Experimentos

4.3.1. Experimento | — Receptores AMPA e memoéria operacional.

O experimento | apresenta dados referentes ao desempenho dos animais na

realizacéo dos testes com retardo de 4 horas no LR-8 apds administragdo aguda IP

do perampanel (1 mg/kg) ou VEH.

Nao foram detectadas diferencas no pré-retardo de 4 horas no LR-8. Entretanto o

teste t de Student detectou diferengas significantes entre os grupos no pds-retardo
de 4 horas no LR-8 [t(51) = 3,27; P = 0,0019] (Figura 28, a direita). Animais que

receberam administragcdes agudas IP de PRP na dose de 1 mg/kg apresentaram um

maior numero de erros (P < 0,01) quando comparados ao grupo controle (VEH).
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FIGURA 28. Efeitos da administragdo aguda de perampanel (n=27) na dose de 1 mg/kg ou do veiculo
(n=26) sobre o desempenho (média de erros = e.p.m.) de animais no pré- (a esquerda) e pds-retardo
(a direita) de 4h no LR-8. ** P < 0,01 comparado ao grupo VEH.

O teste t de Student ndo detectou diferengas estatisticamente significantes no tempo
gasto em cada brago apdés a administracdo de PRP na dose de 1 mg/kg ou VEH

tanto no pré- quanto no pos-retardo de 4 horas no LR-8 (Tabela 3).

TABELA 3. Efeitos da administracdo aguda de Perampanel na dose de 1 mg/kg (n=27) ou do veiculo
(n=26) sobre o tempo gasto (em segundos) em cada brago visitado no pré- e pés-retardo de 4h de

testes realizados no LR-8.

Tempo gasto em cada brago (média em segundos * e.p.m.)

Tratamento pré-retardo pos-retardo

VEH 12,38 + 0,84 13,77 £ 0,79
PRP 13,54 + 0,50 12,31 + 0,99
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4.3.2. Experimento Il — Receptores AMPA, EECC anédica e meméria

operacional

De modo a avaliar o papel do AMPAR sobre a modulacao pré-frontal induzida pela
estimulacao direta por corrente continua sobre a memodria operacional espacial,
animais submetidos a EECC anddica (400 wA por 13 minutos) sobre o CPFm
esquerdo ao longo de cinco dias consecutivos, desempenharam tarefas com retardo
de 4 horas no LR-8 com os receptores AMPA antagonizados pelo perampanel
(PRP/EECC). Essa condigdo foi comparada a animais tratados com perampanel,
porém apos a estimulagdo simulada (PRP/sham), e também com animais tratados
com solugédo veiculo apés a estimulagdo simulada (VEH/sham) e estimulagéo
epidural por corrente continua repetitiva (VEH/EECC). Esses resultados séao

apresentados na figura 29.

A ANOVA de duas vias ndo detectou diferengas significantes no desempenho de
pré-retardo de 4 horas de animais desempenhando tarefas no LR-8 entre os
diferentes grupos de tratamento. Entretanto, a ANOVA de duas vias mostrou uma
interagcédo significante entre estimulagdo cerebral versus antagonismo AMPA [F91,
46) = 9,0, p = 0,0043, np? = 0,164] no desempenho de tarefas com retardo de 4
horas no LR-8. Testes t pos-hoc revelaram que animais que receberam veiculo apos
EECC repetitiva ao longo de cinco dias consecutivos (VEH/EECC) cometeram
significantemente menos erros [t(23) = 2,053, p = 0,05] quando comparados a
animais que receberam solugéo veiculo apos estimulagdo simulada (VEH/sham) no
desempenho tarefas com retardo de 4 h no LR-8. Os animais do grupo VEH/EECC
também cometeram, de forma significante, menor numero de erros [{(24) = -3,78, p =
0,001] no pos-retardo de 4 horas quando comparados ao grupo que recebeu
perampanel apés EECC (PRP/EECC). Um dado interessante a destacar é que grupo
PRP/EECC apresentou um desempnho no pés-retardo de 4 horas semelhante ao
grupo VEH seguido de estimulagdo simulada (VEH/sham). Finalmente, o
desempenho de pés retardo de 4 horas de animais do grupo PRP/sham mostrou de
forma significante menor numero de erros [f{(23) = -2,40, p = 0,025] quando
comparados a animais que recebram perampanel apés estimulagao epidural por

corrente continua ao longo de 5 dias consecutivos (PRP/EECC).
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FIGURA 29. Efeitos do perampanel (PRP) apos repetitivas estimulagdes epidurais (uma vez por dia,
durante cinco dias consecutivos) de corrente elétrica continua andédica (EECC: 400 mA durante 13
minutos) sobre o cértex pré-frontal medial (PRP/EECC, n = 13) ou apods estimulagdo simulada
(PRP/sham, n = 12), comparado ao tratamento com o veiculo (VEH) depois da EECC (VEH/EECC, n
= 13) ou depois de tratamento simulado (VEH/sham, n = 12) no desempenho da tarefa de retardo de
4h no LR-8. * P = 0,05 quando comparado com VEH/sham (para VEH/EECC) ou PRP/sham (para
PRP/EECC), ** P = 0.001 quando comparado com VEH/EECC (para PRP/EECC).

N&o houve alteragdes estatisticamente significantes no tempo gasto em cada brago
visitado nos diferentes tratamentos tanto no pré- quanto no pés-retardo de 4 horas

de animais submetidos a testes no LR-8 (Tabela 4).
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TABELA 4. Efeitos dos diferentes tratamentos (VEH/sham, PRP/sham, VEH/EECC e PRP/EECC)
sobre o tempo gasto, em segundos, em cada brago visitado no pré- e pos-retardo de 4 horas de

testes realizados no LR-8.

Tempo gasto em cada brago (média em segundos = e.p.m.)

Tratamentos pré-retardo pos-retardo
VEH/sham 10,55 + 0,84 12,38 £ 0,84
PRP/sham 12,69 + 0,87 19,21 = 1,61
VEH/EECC 11,30 + 0,82 18,15 + 1,68

PRP/EECC 18,50 + 0,79 12,50 = 1,17
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5. DISCUSSAO

Estudos neurofarmacoldgicos ja evidenciam a participacdo dos receptores do tipo
NMDA em processos cognitivos. Como exemplo, temos um estudo que utilizou o
MK-801, um bloqueador de NMDAR de alta afinidade (Vishnoi et al., 2015), que
provocou um bloqueio na indugédo da LTP in vitro e in vivo (Housh, et al., 2014)
levando a prejuizos em testes de avaliagdo de aprendizagem e memoéria (van der
Staay et al, 2011). Em outros experimentos utilizando antagonistas NMDAR os
autores observaram que os processos cognitivos, como aprendizagem e memoria,
sao totalmente prejudicados por esse antagonismo, o que sugere que os demais
receptores glutamatérgicos nédo seriam capazes de suprir o bloqueio de NMDAR, o
que o torna alvo central nas discussdes do seu papel principal nessas atividades
cognitivas (Wang et al., 2006; Snigdha et al., 2010; McAllister et al., 2015).

Porém, no presente estudo utilizamos uma unica dose de PRP (1 mg/kg), um
antagonista seletivo ndo-competitivo do receptor tipo AMPA, e comprovamos que o
bloqueio do receptor per se prejudica a memdéria operacional espacial em animais
(p<0,01) no teste de retardo de 4 horas no LR-8, o que sugere uma importante
participacdo desse receptor nessa fungao cognitiva. Vale ressaltar que a fungédo do
NMDAR nao é alterada pela agdo do PRP no sistema glutamatérgico (Rogawski &
Hanada, 2013), logo, se a memoria operacional fosse dependente exclusivamente
do NMDAR a mesma nao deveria ter sido influenciada pela agcdo desse farmaco.
Assim, a memoria de trabalho espacial de longo prazo parece depender, também,

de receptores do tipo AMPA.

O perampanel é um antagonista seletivo nao-competitivo de receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA. Atualmente ele &€ aprovado em mais de 35 paises
(membros da Unido Européia, EUA, Canada e Suigca) como uma terapia adjuvante
para o tratamento de crises parciais com ou sem generalizagdo secundaria em
pacientes com epilepsia com idades a partir de 12 anos (18 anos no Canada)
(Hanada, 2014). Este é o primeiro farmaco antiepiléptico aprovado para inibir a
excitagcdo das membranas pds-sinapticas através da inibicdo seletiva de receptores
de AMPA (Hanada, 2014).
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Assim, a maioria dos elementos de ensaios pré-clinicos tem sido dirigidos para
avaliar efeitos antiepilépticos do PRP (Hanada, et al., 2011; Hanada, 2014), e até o
momento ndo ha estudos que mostram os seus efeitos sobre o desempenho
cognitivo, especialmente na memoria operacional. Assim, este € o primeiro estudo

sobre os efeitos do PRP na memoria operacional espacial de roedores.

Estudos anteriores demonstraram que o bloqueio nao-seletivo de receptores do tipo
AMPA trouxe dados inconclusivos sobre a participagcao do AMPAR em processos de
memoria operacional espacial em tarefas no LR-8 (Li et al., 1997), ja que o mesmo
interrompeu a memoaria de trabalho espacial apenas quando combinado com um
antagonista NMDAR nao-competitivo (Li et al., 1998). No entanto, micro-inje¢cées no
hipocampo dorsal de antagonista AMPAR (NBQX) foi prejudicial, ndo sé para a
memoria operacional espacial, mas também para processos de consolidacido e de

reten¢do do aprendizado (Yoshihara & Ichitani, 2004).

Estudos recentes tém investigado a participacdo de receptores do tipo AMPA em
processos de aprendizagem e memoria, sendo especificos ao ponto de analisar o
envolvimento das subunidades de AMPARs nesses mecanismos. Sanderson e
colaboradores (2008) publicaram em uma revisdo o perfil de expressdo da
subunidade GIuR1 em hipocampo de camundongos knockout e selvagens para
GluR1, diante de uma tarefa de aprendizagem, extingdo e memdria espacial de
longo prazo no labirinto aquatico de Morris. O resultado foi significante somente na
avaliacdo de memodria espacial de longo prazo, em que 0s animais knockout para
GluR1 tiveram prejuizo no desempenho da tarefa quando comparado ao grupo
controle, o que sugere que nesse modelo experimental de plasticidade sinaptica, a
qual fornece subsidios para os mecanismos de memodria de longo prazo, requer a
participagdo dessa subunidade do receptor glutamatérgico do tipo AMPA
(Sanderson et al., 2008; Freudenberg et al., 2013). Outra subunidade que tem sido
estudada é a GIuR2, pelo fato de conferir ao receptor uma impermeabilidade aos
ions calcio (Wright & Vissel, 2012). Essa subunidade também tem sido investigada
em processos de plasticidade sinaptica, pois o influxo de ions calcio é essencial
tanto para a indugdo da potenciacdo de longo prazo quanto para uma sinapse
melhorada (Wright & Vissel, 2012). Esses estudos sugerem que o mecanismo

subjacente da memoria operacional espacial exige o envolvimento do AMPAR, em
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particular de circuitos corticais, dados esses que sdo consistentes com 0s nossos

resultados.

Esses circuitos corticais envolvem nao s6 a participacdo do CPF, como também do
hipocampo e estriado. Essas estruturas estao interligadas por circuitarias neuronais
e estdo envolvidas na aprendizagem procedural (estriado), na organizagdo de
sequéncias espaciais e tomada de decisdo (CPF), e em agbes retrospectivas e
prospectivas (hipocampo) (Myhrer et al., 2003; Goto & Grace, 2006). Essa
circuitaria envolve projegdes dopaminérgicas, glutamatérgicas e colinérgicas (Myhrer
et al., 2003), porém a glutamatérgica € a mais acionada, uma vez que as aferéncias
sensoriais ndo sdo provenientes diretamente da periferia, mas de conexdes com
regides corticais e subcorticais, das quais recebe informagdes em relagdo ao meio
externo através de todas as modalidades sensoriais processadas inicialmente por
outras vias primarias. Além disso, o CPF recebe informacbdes sobre o estado
emocional do individuo e o status autondmico relacionado a memoarias relevantes de
eventos prévios que tenham sido consolidados e armazenados (Figura 30) (Barbas,
2000; Powell & Voeller 2004). A eficacia das atividades associativas dessas regides
€ necessaria para o aprendizado e a memoria em todas as fases de treinamento no
LR-8.

Glu Glu

CPF

)

Cortices
Viso-temporo-parietal Amigdala ‘ | Hipocampo ‘ ereBENCIAS
\ Emogdo  Memoria MOTORAS
AFERENCIAS
SENSORIAIS

~— Ambiente

FIGURA 30. Representagdo esquematica da circuitaria glutamatérgica do CPF, conexdes com o
ambiente externo, através das vias aferentes e eferentes, assim como com é&reas corticais e

subcorticais.
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Em um segundo momento desse estudo, avaliamos a modulagdo glutamatérgica
pela EECC anddica a fim de investigar os possiveis mecanismos subjacentes da
estimulacao elétrica por corrente continua. Em nosso estudo, utilizamos a corrente
de 400 pA aplicada acima da duramater durante 13 minutos por 5 sessdes
consecutivas, e apesar das diferengas metodoldgicas do nosso protocolo, os dados
encontrados corroboram com os resultados dos estudos prévios (de Souza-Custddio
et al., 2012). O grupo VEH/EECC apresentou menor numero de erros (p < 0.05) no
desempenho na tarefa de pods-retardo de 4 horas quando comparado ao grupo
VEH/sham e ao grupo PRP/EECC (p = 0.001). E de modo inesperado, o grupo
PRP/sham teve um melhor desempenho quando comparado ao grupo PRP/EECC (p
< 0.05). Nossos dados sugerem uma interagdo entre os tratamentos (Perampanel
versus EECC), pois os animais que receberam o PRP seguido de EECC anddica
apresentaram uma piora no desempenho do teste de retardo no LR-8 quando
comparado aos demais grupos. Assim, nossa hipotese é de que o efeito da EECC
anodica, nesse desenho experimental, seja dependente do sistema glutamatérgico,
ja que a EECC néo foi capaz de reverter o prejuizo da memoria operacional causado

pelo PRP, e além disso acentuou esse déficit.

Para realizagcdo dessa etapa, os animais foram cuidadosamente contidos por 13
minutos para que os procedimentos sham ou EECC fossem realizados uma vez por
dia durante 5 dias consecutivos. Portanto, embora essa contencao tenha sido por
um curto periodo, o tratamento para a estimulacdo cerebral pode ter causado um
leve estresse, e por isso o numero de erros no desempenho do pds-retardo de 4
horas tenha aumentado no grupo VEH/sham (2,75 £ 2,18 DP) quando comparado

com o grupo VEH antes do procedimento com contengao (1,42 £ 1,08 DP).

Exposi¢cdes agudas e crbnicas a condi¢des de estresse afetam o desempenho
cognitivo, podendo facilitar ou prejudicar particularmente as habilidades cognitivas
pré-frontais (Cerqueira et al., 2007; Arnsten, 2009; Arnsten, 2015). Cerqueira et al
(2007) expbs ratos a diversos fatores de estresse imprevisiveis (agua fria, vibragao,
contengéo, superlotagdo e exposigdo a uma corrente de ar quente) por uma hora e
uma vez por dia durante trés ou seis dias, a fim de avaliar as memdérias operacional

e de referéncia no labirinto aquatico de Morris. Os autores observaram que trés dias
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de exposigao ao estresse foi prejudicial para a memoaria de referéncia, mas seis dias

de exposicao ao estresse prejudicou a memdria de referéncia e operacional.

Yuen et al (2012) demonstraram que ambos os receptores glutamatérgicos, AMPA e
NMDA, foram suprimidos no cértex pré-frontal de animais expostos a estresse por
contencao aplicada de forma repetitiva. Eles observaram que os animais expostos
ao estresse de imobilizagdo por 5 ou 7 dias mostrou uma redugéo significante na
quantidade das subunidades GIuR1 (subunidade de AMPARs) e NR1 (subunidade
de NMDARSs), em neurdnios do CPF e essa degradacéao seria via agao proteolitica
(ubiquitina-proteassoma). A redugdo dessas subunidades gera déficits nos

processos cognitivos mediados pelo CPF (Yuen et al., 2012).

Assim, todos os animais expostos a esta condigdo (estresse por conteng¢do) no
presente estudo, independentemente se por procedimentos sham ou EECC, podem
ter tido mudancas nas funcdées do AMPARSs induzidas pelo estresse de contencao.
Isso poderia explicar o por que do bloqueio AMPA pelo PRP parecer deslocar um
pouco seus efeitos para a melhoria do desempenho poéds-retardo em animais
expostos ao procedimento sham. Este efeito e seus mecanismos subjacentes
merecem ser investigados, uma vez que podem ser de importancia clinica para o
tratamento de condigdes mentais que sao consequéncia e/ou influenciadas por

estresse.

Por outro lado, a EECC anddica sobre o CPF medial esquerdo apresenta um efeito
de melhorar a memdria operacional espacial, o que ja era esperado, pois esse efeito
facilitatorio ja foi investigado em estudos anteriores do nosso laboratério (De Souza-
Custédio et al.,, 2012), e esse efeito também tem sido relatado, por outros

pesquisadores, com estudos no homem (Fregni et al., 2005; Andrews et al., 2011).

Ainda ndo se sabe como a estimulacio elétrica de baixa intensidade promove esse
efeito na memdria operacional. Segundo Andrews et al (2011), uma hipotese para a
melhora desse desempenho, em individuos saudaveis submetidos a estimulacao
anodica, pode estar relacionada ao mecanismo de LTP. Floel e Cohen (2010)
também sugerem que a estimulagdo cortical em combinagdo a treinamentos
cognitivos pode otimizar o desempenho via LTP em tarefas que demandam

precessamentos cognitivos. De fato, sabe-se que a ETCC fortalece as conexdes
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sinapticas induzindo LTP, e os efeitos em longo prazo da técnica dependem de
modificagdes na eficacia dos receptores de canais idnicos (Liebetanz et al., 2002;
Nitsche et al., 2003) bem como acompanhada por modificagées em nivel celulares e
moleculares (Nitsche et al., 2008; Pelletier & Cicchetti, 2015).

O envolvimento dos receptores de NMDA na plasticidade motora induzida por ETCC
estd muito bem documentada (Liebetanz et al., 2002; Nistche et al., 2004), mas séo
poucas as evidéncia do envolvimento de receptores de AMPA na modulacao
induzida por estimulagdao de corrente continua, em especial no coértex pré-frontal e

no processamento da memoria.

Os dados obtidos com o presente trabalho corroboram com outros estudos que
salientam o envolvimento do sistema glutamatérgico nos mecanismos da
estimulacao elétrica (Nitsche et al., 2004; Lugon et al., 2015). A administragdo do
PRP, mesmo que de forma aguda, prejudicou a memoria operacional e a
estimulagéo anddica crénica (5 dias consecutivos) na corrente de 400 uA por 13
minutos no CPFm esquerdo de animais nao foi capaz de reverter esse prejuizo.
Esses resultados sugerem que um dos mecanismos subjacentes a estimulagao seja

dependente de receptores do tipo AMPA.

Inumeros artigos cientificos tém sido publicados sobre os efeitos eletrofisiologicos e
comportamentais benéficos da estimulagdo por corrente continua e isso tem
instigado varios autores a investigarem potenciais mecanismos subjacentes a tais
efeitos em protocolos experimentais com animais (Binder et al., 2013; Podda et al.,
2016).

Adicionalmente, em relagdo aos mecanismos moleculares, um estudo realizado com
fatias de cortex motor primario de camundongos, mostrou que a liberacdo de BDNF
(fator neurotréfico derivado do cérebro), envolvido na plasticidade neuronal, e a
ativacado do seu receptor TrKB sdo mediadores chave dos efeitos da estimulacao,
pois em camundongos knockout para BDNF e TrKB a LTP promovida pela
estimulagéo foi totalmente abolida (Fritsch, 2010). Outro estudo investigou os efeitos
da ETCC anddica na regiao referente ao hipocampo com corrente de 350 pA por 20

minutos, em camundongos submetidos a testes de aprendizado e memoria no
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labirinto aquatico de Morris, e os autores observaram uma melhora no desempenho
cognitivo dos animais associada a um aumento da expressdo de BDNF no
hipocampo (Podda et al., 2016).

Assim, a EECC repetitiva anddica poderia ter aumentado o perfil de expressao do
AMPAR no CPF medial através do mecanismo de LTP, porém, devido ao estresse
de imbolizacdo pode ter ocorrido uma supressdo de AMPARs, como discutido
acima, ou gerado uma condigdo através do reforgo das sinapses nesta regido
cortical, melhorando o desempenho da memoria de trabalho espacial de longo

prazo.

No entanto, o bloqueio AMPAR parece neutralizar e/ou reverter completamente o
efeito facilitador sobre a memaria de trabalho espacial longo prazo produzido pelas
estimulagdes elétricas por corrente continua repetitivas, pois o numero de erros no
pos-retardo do grupo EECC/PRP se igualou ao desempenho do grupo controle
(VEH/sham). Este resultado demonstra claramente que os receptores AMPA estao
criticamente envolvidos na modulacdo induzida pela estimulagdo de corrente direta

na mediagao pré-frontal da memoria de trabalho.

Ha limitagdes neste estudo que devem ser mencionados. Em primeiro lugar, apenas
uma dose de PRP foi investigada neste estudo. A dose de 1 mg/kg foi escolhida
tendo em conta estudos publicados anteriores que mostraram que esta dose era
eficaz em ensaios pré-clinicos. Além disso, executamos alguns estudos-pilotos em
camundongos e ratos, e observamos que uma dose mais elevada (3 mg/kg) induzia
efeitos sedativos de forma que os animais ndo conseguiriam desempenhar
adequadamente as tarefas no labirinto radial, ndo nos permitindo aumentar a dose
de modo a se ajustar em uma curva dose-efeito satisfatéria. Doses mais baixas de
PRP poderiam ser consideradas, mas este estudo teve como objetivo procurar uma
dose eficaz deste antagonista AMPAR que poderiam interagir com o procedimento
de estimulagcdo cerebral. Portanto, estudos futuros com outras doses serao
necessarios para compreender melhor os efeitos do PRP na memaria operacional
espacial. Em segundo lugar, os mecanismos subjacentes exatos envolvidos na
interagdo dos tratamentos do antagonismo AMPAR e da EECC na memodria

operacional espacial precisam ser investigados de uma forma mais detalhada, como
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por exemplo a investigacao do perfil de expressao proteica das subunidades dos
AMPARs. O CPF, hipocampo e estriado do cérebro dos animais deste estudo foram
removidos, para dar continuidade ao estudo. No entanto, entendemos que esta
investigacdo merece se estender a outros receptores do sistema glutamatérgico e

suas subunidades.

Em resumo, demonstramos até o momento que o PRP, um antagonista seletivo n&o-
competitivo do AMPAR, prejudica a memoria operacional espacial de longo prazo de
animais submetidos a tarefas com retardo de 4 horas no LR-8. De maneira
importante, mostramos que o antagonismo AMPAR bloqueou a facilitagdo induzida
pela EECC repetitiva anddica no CPF medial esquerdo na memoria operacional
espacial de longo prazo. Estes resultados sugerem que a memoria espacial e a
modulagao cognitiva pré-frontal pela estimulagao elétrica por corrente continua sao

altamente dependentes da atividade dos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA.
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6. CONCLUSOES

Os achados deste estudo permitem as seguintes conclusoes:

— O Perampanel, antagonista seletivo ndo competitivo de receptor tipo AMPA,
prejudica a memoria operacional espacial de ratos em tarefas com retardo de
4h no LR-8;

A EECC anddica sobre o CPF medial esquerdo ao longo de cinco dias

consecutivos nédo foi capaz de reverter os prejuizos causados pelo

Perampanel na memdéria operacional espacial de ratos em tarefas com

retardo de 4h no LR-8;

— O Perampanel bloqueou a facilitagdo induzida pela EECC anddica na
memoria operacional espacial de ratos em tarefas com retardo de 4h no LR-
8;

— Os dados sugerem que os efeitos da estimulagdo elétrica por corrente

continua direta envolvem o sistema glutamatérgico, em especial, os

receptores do tipo AMPA, na memoria operacional espacial de duragao

prolongada avaliada no LR-8.
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