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RESUMO

O cértex pré-frontal (CPF) é a regido mais complexa e altamente desenvolvida das
regides neocorticais do cérebro humano, sendo considerado o cortex de associacao
do lobo frontal. O CPF pode ser considerado como um “substrato cortical chave dos
processos mentais de niveis superiores”, gerenciando todos 0S processos necessarios
para objetivos de curto ou longo prazo, por regular o comportamento imediato e
planejar o comportamento futuro exercendo um controle sobre quais informagdes sdo
relevantes e precisam ser utilizadas e excluindo informages ndo relevantes para um
determinado objetivo, ou seja, gerenciando o processamento da memdéria operacional.
Estudos vém sendo realizados no intuito de modular a excitabilidade do CPF atravées
da utilizacdo de técnicas de estimulagdo eletrica de baixa intensidade com o objetivo
de tratar diversas patologias e melhorar determinadas fungfes cognitivas. Técnicas de
neuroimagem e mapeamento cerebral vém revelando dados positivos e mostrando
gque a estimulagéo é capaz de modular a fungéo cortical do cérebro humano induzindo
mudancas prolongadas, mas reversiveis, da excitabilidade cortical. O objetivo deste
estudo foi desenvolver um novo método de estimulagéo cerebral por corrente continua
de baixa intensidade que ofereca uma maior focalidade de estimulacdo e uma menor
perda de corrente através de um protocolo de estimulacdo epidural. Ratos wistar
machos (n=23; 250 - 300 g) previamente treinados no labirinto radial de 8 bracos, com
eletrodos implantados sobre o CPFm, foram submetidos a estimulacéo epidural por
corrente continua (eDCS) de 400 pA aplicadas por 11 minutos antes das sessdes de
testes de retardo no labirinto radial de 8 bracos. Os animais desempenharam tarefas
com retardo de 1 h, 4 h ou 10 h (memdria operacional de curso prolongado). Os
animais submetidos a eDCS apresentaram significativamente um menor nimero de
erros quando comparados aos animais sham apds os intervalos de retardo de 1 hora
(eDCS 1,22 + 0,22 vs Sham 2,78 £ 0.49, n = 18, p = 0,01), 4 horas (eDCS 0,89 + 0,26
vs Sham 3,56 £ 0.29, n =18, p < 0,0001) e 10 horas (eDCS 2,00 £ 0,26 vs Sham 3,71
+ 0,15, n =16, p < 0,0001). Esses resultados demonstram que a eDCS aplicada sobre
o CPFm esquerdo melhorou significativamente o desempenho de tarefas com retardos
bastante prolongados no labirinto radial de 8 bragos, e sugerem que a estimulag&o por
corrente continua epidural sobre o CPFm facilita o processamento da memodria

operacional espacial de longa duracao.



ABSTRACT

The prefrontal cortex (PFC) is the most complex and highly developed region of the
neocortical regions of the human brain and is considered the cortex of association of
the frontal lobe. It can be considered as a “key cortical substrate of the highest-level
mental processes”, managing all the necessary processes for short- or long-term goals
and to regulate immediate behavior and to plan behavior in the future by exerting a
“top-down” control over which information is relevant and has to be utilized while
excluding non-relevant information for the a specific task at hand. Therefore, it is
implicated in working memory processing. Many studies have been carried out in order
to modulate the CPF excitability using techniques of low-intensity direct current
stimulation in order to treat several diseases and to improve cognitive functions.
Neuroimaging techniques and brain mapping have revealed positive data and have
shown that direct current stimulation can modulate the human brain functions inducing
persisting, but reversible, changes in cortical excitability. The objective of this study
was to develop a new method of brain stimulation by direct current stimulation that
offers a focal stimulation and less loss of current using an epidural stimulation protocol.
Male Wistar rats (n = 23, 250 - 300 g) well trained in the radial maze procedure and
with electrode implanted over the medial PFC (mPFC) (B: 2.5 mm A, +/- 1 mm L),
received epidural direct current stimulation (eDCS) (400 pA) applied for 11 minutes
before the delayed tasks sessions in the 8-arms radial maze. The animals performed
delayed tasks of 1, 4 and 10 hous (long-term memory). Animals receiving eDCS
showed statistically significant decrease in the number of errors compared to sham
animals in the post-delays performances after 1 hour (eDCS 1.22 + 0.22 vs Sham 2.78
+0.49, n =18, p = 0.01), 4 hours (eDCS 0.89 + 0.26 vs Sham 3.56 + 0.29, n =18, p <
0.0001) and 10 hours (eDCS 2.00 = 0.26 vs Sham 3.71 + 0.15, n = 16, p < 0.0001).
These results showed that eDCS applied over left mPFC improved the performance of
long-termed delayed tasks in the 8-arm radial maze, and suggests that eDCS over

mPFC facilitates the long term spatial working memory processing.
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1.1 O lobo frontal

Anatomicamente, o lobo frontal (Fig. 1) compreende a porcado anterior do
hemisfério cerebral; estende-se do pdlo frontal ao sulco central e é limitado
inferiormente pelo sulco lateral ou fissura de Sylvius (Erhart, 1972; Adams et
al.,1997).

FRONTAL LOBE

Figura 1: Representacao do lobo frontal, vista lateral (Extraido de: McMinn, 1990).

Ontogeneneticamente os lobos frontais sdo as ultimas estruturas do hemisfério
cerebral a se formarem, sendo pouco desenvolvida em animais inferiores e
consideravelmente grande em primatas (Luria, 1981; Kolb, 1984; Adams et al.,
1997).

A associacao entre as fungdes intelectuais superiores e o lobo frontal tem sido
descrita ha mais de 2.000 anos, tanto na Grécia quanto em Roma. No século
XIV, um italiano, Guido Lanfranchi, foi o primeiro a descrever uma sequela
clinica apos lesdo no lobo frontal, e no inicio do século XVIII Swedenborg
menciona que os lobos frontais estdo intimamente relacionados as funcdes

cognitivas superiores (Duffy e Campbell, 1994).

No homem, os lobos frontais ocupam cerca de um quarto da massa total da
superficie do cortex cerebral, e alcancam praticamente o volume do individuo
adulto aproximadamente aos sete anos de idade (Luria, 1981). Enquanto no

homem o numero de circunvolucdes e fissuras é bastante grande, em animais
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inferiores isso ndo ocorre, sendo essas areas constituidas por uma camada
fina e lisa (Reading, 1991; Machado, 2000).

No homem e em primatas ndo-humanos o lobo frontal pode ser divido segundo
diferentes critérios, uma vez que cada area cortical dessa regido recebe
projecdes de nucleos talamicos especificos, além de se diferenciarem em sua
citoarquitetura, filogenia, ontogenia, e também em suas funcbes cognitivas
(Jodar-Vicente, 2004).

Em relacdo a sua citoarquitetura, os lobos frontais podem ser divididos em
cOrtex motor e pré-motor , com localizacdo mais posterior e responsavel pela
fungcdo motora (movimento) e em cortex pré-frontal (CPF) , situado mais
rostralmente, anterior ao sulco pré-central, queao ser estimulado eletricamente,
nao produz movimento ou sensacfes sensoriais (Kolb, 1984; Adams et al.,
1997). Essas duas regides sdo formadas por isocértex (camadas corticais bem
definidas), sendo que a regidao do CPF apresenta uma camada IV granular, o
gue nao é evidenciado na regido mais posterior dos lobos frontais (Kolb, 1984;
Stuss e Benson 1984).

Seguindo um gradiente ontogenético do cértex sensorial primario para areas de
associacdo multimodais, as areas posteriores do cortex sdo responsaveis pela
percepcdo das informagBes do meio e as areas frontais pelas funcdes
executivas do comportamento. O nivel mais inferior dessa hierarquia seria o
coOrtex motor primario que executa 0o movimento planejado em areas
associativas atraves de grupos musculares envolvidos em determinada agéo. O
nivel mais elevado seria 0 CPF, integrando as mais elaboradas informacdes da

percepgao e da execucdo do comportamento (Fuster, 2000% Fuster, 2001).

Uma outra forma de se dividir as regides do lobo frontal é de acordo com o

mapa citoarquitetonico de Brodmann (1909).

Segundo esta classificacdo, a area 4 do mapa, o0 giro pré-central, € a area
motora primaria. A area 6 e a parte posterior da area 8 compdem a area pré-
motora. As areas 44 e 45, conhecidas como “area da Broca” sdo consideradas
parte da area pré-motora (Jouandet & Gazzaniga, 1979). Lesfes na regido da

“area da broca” podem causar afasia motora, isto €, perda da habilidade para
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efetuar os movimentos coordenados necessarios a fala (Erhart, 1972). A parte
anterior da area 8 representa 0s campos visuais frontais e esta envolvida nos

reflexos visuais como dilatagdo e constricdo da pupila.

As demais éareas do lobo frontal formam o cortex pré-frontal (Stuss e
Benson,1984) (Fig. 2).

SENSACDES

SOMESTESICAS
CORTEX CORTEX ~ —
PREMOTOR  MOTOR  Sulcocentral  Primiria  Secuniiria

CORTEX 8 s g
PRE-FRONTAL { % -
7 |
9 \ = i
Ve .( -
b -
Pk | £ ' .

/0

Secundaria

visko

Primaria

Secundaria  Primaria AREA DE WERNICKE

Figura 2: Cérebro humano em uma visao lateral. Nota-se o lobo frontal funcionalmente dividido em: cértex
motor, cértex pré-motor, cortex pré-frontal (CPF) e area de Broca (Extraido de: Guyton AC. Neurociéncia

Basica: Anatomia e Fiologia, 22Ed. Guanabara Koogan ®, 1993).

Adicionalmente alguns autores defendem a divisdo do lobo frontal em funcao

das suas conexdes com as regides talamicas.

Seguindo este critério, existem cinco circuitos frontais-subcorticais definidos.
Eles sdo denominados de acordo com sua funcédo ou local de origem no

cortex (Cummings, 1993).

Os cinco circuitos apresentam algumas similaridades, como por exemplo, o fato
de que todos originam-se no cértex frontal, se projetam para o estriado
(caudado, putamen, ou estriado ventral), se conectam com o globo palido e

substancia negra e entdo com o talamo. Por fim, cada circuito se projeta de
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volta para o cortex frontal formando uma alca fechada (Fig. 3). Existem
também projecBes tanto partindo quanto se projetando para outras estruturas
corticais e subcorticais relacionadas a cada circuito em particular (Cummings,
1993).

Frontal Cortex

.

Striatum

|

Globus pallidus
Substantia nigra

}

Thalamus

Figura 3: Estrutura geral dos circuitos frontais sub-corticais (Extraido de: Tekin e Cummings, 2002).

O circuito motor origina-se de neurdnios da area motora suplementar, cértex
pré-motor e cortex somatosensorial, e o circuito oculomotor nos campos visuais

frontais e estdo envolvidos em funcfes motoras (Cummings, 1993).

Existem ainda, trés circuitos frontais subcorticais que se originam no cortex pré-
frontal e estdo envolvidos nos processos cognitivos, emocionais e
motivacionais: Circuito dorsolateral, Circuito do cingulado anterior (ou
ventromedial), e Circuito orbitofrontal (Cummings, 1993; Duke e Kaszniak,
2000; Sbordone, 2000; Stuss e Benson, 1984; Alvarez e Emory 2006).
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a) Circuito frontal dorsolateral

Origina-se nas areas 9 e 10 de Brodmann da superficie lateral do lobo frontal
anterior e se projeta para a cabeca dorsolateral do nucleo caudado. Neurénios
desse sitio se projetam para a parte lateral do globo palido médiodorsal e para
a substancia negra pars reticulata rostro-lateral e interna como uma via direta.
As fibras dos ganglios da base se projetam para as porc¢des parvocelulares do
médiodorsal do talamo e tadlamo ventral anterior. O médiodorsal do talamo
envia fibras de volta a origem do circuito no cortex frontal dorsolateral (Tekin e
Cummings, 2002).

Este circuito tem sido associado a func¢des executivas, incluindo fluéncia verbal
e atividade nado verbal, manutencdo da atencdo, planejamento, inibicdo de
resposta, memoria operacional, capacidade de organizacdo, raciocinio,
resolucdo de problemas e raciocinio abstrato (Cummings, 1993; Duke e
Kaszniak, 2000; Grafman e Litvan, 1999; Jonides et. al., 1993; Malloy e
Richardson, 2001; Stuss et. al., 2000; Alvarez e Emory, 2006).

Disfuncdes desse circuito produzem sintomas semelhantes aos descritos apés
lesdo direta do coértex pré-frontal: sindrome disexecutiva, caracterizada por
alteracbes na capacidade de manter a flexibilidade mental e mudanca de
critérios no planejamento e geracéo de estratégias, dificuldades na organizacéo
de acdes, prejuizos nas memorias de longo prazo e producdo de atividade

espontanea (verbal ou ndo-verbal) (Jodar-Vicente, 2004).

b) Circuito do Cingulado anterior (ou ventromedial)

Origina-se no cingulado anterior ou CPFm (area 24 de Brodmann) e se projeta
para o striatum ventral, que inclui o caudado ventromedial, putamen ventral,
ndcleo accumbens e tubérculo olfatério. Essa area também é conhecida por
striatum limbico. Projecdes desta area passam para o0 globo palido

rostromedial, palido ventral e substancia negra rostrodorsal. O palido ventral
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entdo se conecta ao ndcleo anterior ventral do tdlamo. Este circuito se fecha
com as proje¢cbes do talamo anterior ventral de volta para o cértex cingulado
anterior (Rodrigues, 2006).

Além dessas algas frontais-subcorticais fechadas, ha conexdes de circuitos que
integram informacbes de areas cerebrais anatomicamente distantes, mas
funcionalmente relacionadas. Por exemplo, o circuito do cingulado anterior
recebe aferéncias da area perirrinal e hipocampo e envia eferéncias para a
substancia negra, hipotalamo lateral e nulcleos subtalamicos. Também
importantes sdo as aferéncias da area tegmentar ventral do mesencéfalo
(Tekin e Cummings, 2002).

Este circuito estaria envolvido com a motivacdo. Lesdes nesta regido muitas
vezes produzem apatia, diminuicdo da interacao social, e retardo psicomotor
(Sbordone, 2000; Alvarez e Emory, 2006).

A sindrome cingulado anterior é tipicamente caracterizada por um mutismo
acinético. Pacientes com lesdes bilaterais sdo profundamente apaticos: "eles
normalmente tém os olhos abertos, ndo falam espontaneamente, e respondem
a perguntas com monossilabos; se movem pouco, sao incontinentes, e comem
e bebem somente se alimentados ; ndo exibem nenhuma emog¢&o, nem mesmo

dor e séo indiferentes a sua circunstancia" (Cummings 1993).

c) Circuito orbitofrontal

Origina-se nas é&reas 10 e 11 de Brodmann e envia fibras para o nucleo
caudado ventromedial. Neurdnios que formam essa regido do caudado se
projetam para a parte medial do globo palido médiodorsal e para a substancia
negra pars reticulata ventromedial e interna. Fibras da substancia negra e do
globo palido se conectam ao tdlamo médiodorsal e ventral anterior. O circuito
entdo é fechado por fibras que se projetam de volta via talamo para o cortex

Orbitofrontal.
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Este circuito esta relacionado a mecanismos inibitérios - comportamento social
apropriado - (Blumer e Benson, 1975; Cummings, 1995), bem como o controle
da interferéncia de estimulos irrelevantes para determinado fim. Disfungfes
nesse sistema produz alteracbes severas na inibicdo e na capacidade de
controlar impulsos. Um exemplo seria o de pacientes portadores da doenca de
Huntington, uma doenca em que h& um sério envolvimento do nucleo caudado
(Jédar-Vicente, 2004).

1.1.1 O cortex pré-frontal

O cortex pré-frontal € a regido mais complexa e altamente desenvolvida das
regides neocorticais do cérebro humano (Garcia-Moreno, 2008), sendo
considerado o cértex de associacéo do lobo frontal (Fuster, 2000°).

No cérebro de mamiferos, esta regido é usualmente definida por dois critérios
basicos: citoarquitetuta e conectividade. Ambos os critérios séo utilizados para
delimitar aproximadamente o mesmo territorio cortical, que é caracterizado por
uma proeminente camada celular 1V, ou camada granular, e macicas projecdes
provindas do nucleo médiodorsal do tdlamo (Fuster, 2002), embora ja tenha
sido descrito que as areas pré-frontais que recebem as conexdes do nucleo
meédiodorsal do talamo (NMDT) também se conectam com outros nucleos

talamicos (Uylings, Groenewegen e Kolb 2003).

Em primatas humanos e ndo-humanos, o CPF esta localizado rostralmente as
areas motoras do coértex cerebral, sendo dividido em trés regides
anatomicamente definidas (lateral, medial e ventral ou orbital), as quais foram
subdivididas por Brodmann em areas que variam de acordo com sua
citoarquitetura (Fig.4) (Fuster, 2002).
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Figura 4: Divisdes do CPF ([ateral(A), medial(B) e orbital(C]) numeradas segundo o mapa arquitetdnico de
Brodmann (1909). Brodmann subdivide ainda o CPF em area oculomotora (area 8 de Brodmann); area
dorsolateral (areas 9 e 10 de Brodmann); area orbitofrontal lateral (area 10 de Brodmann) e cingulado
anterior ou coértex pré-frontal medial (CPFm) (area 24 de Brodmann) (Extraido de: Carter et.al, 2006).

Filogeneticamente é um dos ultimos cortices a se desenvolver tendo atingido
um crescimento relativo maximo no cérebro humano (Brodmann, 1912; Jerison,

1994), onde constitui quase um terco do neocortex (Fuster, 2002).

De acordo com Brodmann, o CPF constitui 3,5% do cortex do gato, 12,5% do
cortex do cachorro, 11,5% em macacos, 17% em chipanzés, levando a uma
inferéncia legitima de que a expansdo evolucionéria do cortex de associacgéo,
tanto posterior quanto pré-frontal, esta intimamente relacionado a evolucao das

funcdes cognitivas (Fuster, 2002).

Em roedores, o CPF ndo pode ser definido por suas caracteristicas
citomorfolégicas como ocorre em animais superiores. Essa estrutura por muito
tempo foi considerada exclusiva das espécies de primatas devido a auséncia
do cortex granular em espécies ndo primatas (Uylings, Groenewegen e Kolb

2003). Apesar de nesses animais o cortex poder ser referido até como
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agranular, Rose e Woolsey (1948) propuseram que o CPF em roedores
corresponde a area que recebe macica proje¢cdo do nucleo médiodorsal do
talamo (NMDT), e este campo de projecdo seria equivalente em diversas
espécies de mamiferos (Rose e Woolsey, 1948; apud Uylings, Groenewegen e

Kolb 2003).

Zilles e Wree (1985) definem como constituintes do CPFm em roedores as
areas Cgl e Cg2 do cingulado anterior, Cg3 do cortex pré-limbico e Fr2 do
cortex frontal motor (Fig.5).

CORTEX PRE-FRONTAL MEDIAL = Cg1+Cg2+Cqg3+Fr2
(Zilles & Wree, 1985)

Hippocampus
Corpus callosum

Medial

Thalamus

Gyrus Dentatus

Hippocampus

Fimbria

Bulbus olfactorius ~Fis. Hippocampi

Comissura anterior

Figura 5: Uma visdo medial do cérebro de rato. Observa-se em destaque em vermelho as areas Cgl, Cg2
e Cg3 do cingulado anterior e Fr2 do cértex frontal motor, que compdem o cértex pré-frontal medial em
roedores (Modificado de Zilles e Wree, 1985).

Porém, com o advento de refinadas técnicas de tracejamento anterégrado e
retrogrado, tem-se descoberto que as areas pré-frontais que recebem as
conexdes do MD também se conectam com outros nucleos talamicos (Uylings,
Groenewegen e Kolb 2003). Adicionalmente, a definicdo de Rose e Woolsey’s
do CPF baseada apenas em critérios anatdmicos, isto é, as areas de projecdes
do nucleo dorsolateral do talamo, ndo séo suficientes para definir o CPF. Um
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estudo realizado em 2003 levantou dados relacionados a diferentes critérios
estruturais e funcionais, como por exemplo, o padrdo de conexdes especificas
e a densidade dessas conexdes, propriedades eletrofisioldgicas,
desenvolvimento embrioldgico, presenca e distribuicAo especifica de
receptores de neurotransmissores e aspectos comportamentais, para tragar
uma homologia entre as areas corticais de roedores e primatas, e 0s autores
concluiram que os ratos possuem um cortex pré-frontal funcionalmente dividido
que possui caracteristicas semelhantes ndo apenas ao cortex orbital e medial
dos primatas como também ao coOrtex pré-frontal dorsolateral. Além disso, os
autores destacam a incorporacao da area do cingulado anterior dorsal (ACd) e
a area Fr2 ao CPF, uma vez que essas areas possuem, entre outras
caracteristicas funcionais, proje¢cdes macicas com 0 nucleo médiodorsal do
talamo, portanto possuindo mais conexdes talamicas caracteristicas do CPF do

gue de areas pré-motoras (Uylings, Groenewegen e Kolb, 2003; Vertes, 2002).

Paxinos e Watson (1986) denominam o cingulado anterior (ACg) de Cgl e a

area pré-central (PrC) de Fr2.

Portanto, em roedores, o CPF pode ser subdividido em areas infralimbica (IL),
pré-limbica (PrL), cingulado anterior, ventral e dorsal (ACg ou Cgl, ACd e
Cg2); area pré-central (Fr2 ou PrC), area orbital (medial- MO, ventral- VO,
ventro-lateral- VLO e lateral- LO); e em area agranular insular ventral e dorsal
(AIV e AID) que compbe o cortex gustatorio (Fig.6) (Dalley, 2004; Uylings,
Groenewegen e Kolb 2003; Vertes 2002).
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Figura 6: Subregifes do CPF de roedores. a) Sec¢éo sagital: 0,9 mm da linha média. b) Secc¢do coronal
unilateral: 3,5 mm anterior ao bregma. Os sombreados diferentes indicam as trés principais divisdes do
CPF de roedores (medial, ventral e lateral). Abreviaturas: ACg, cortex cingulado anterior; AID, cértex
agranular insular dorsal; AlV, cértex agranular insular ventral; AOM, nucleo olfatério anterior medial; AOV,
nucleo olfatério anterior ventral; cc, corpo caloso; Cg2, area 2 do coértex cingulado; gcc, joelho do corpo
caloso; IL, cortex infralimbico; LO, cértex orbital lateral; M1, area motora primaria; MO, cortex orbital
medial; OB, bulbo olfatério; PrL, cértex pré-limbico; PrC, cortex pré-central; VLO, cOrtex orbital ventro-
lateral; VO, cértex orbital ventral. (Extraido e traduzido de Neurosci Biobehav Rev, 28: 771-784, 2004).

O CPF, tanto em primatas quanto em ratos, também possui amplas conexdes
com o0s coOrtices pré-motor, somatossensorial, auditivo, visual, olfatorio,
gustatorio e limbico, estando envolvido, portanto, em diferentes funcbes e

aspectos do comportamento (Uylings e Van Eden, 1990).

1.1.1.1. CPF medial

O cortex pré-frontal medial (CPFm), vem sendo amplamente estudado, pelo
fato de ser um componente do circuito de gratificacdo cerebral, que esta
envolvido no comportamento de recompensa, incluindo aqueles associados
com as drogas de abuso, e também por participar de uma gama de funcgdes
cognitivas (Tzschentke, 2000; Dalley, 2004) e de memdria, particularmente

aguelas que envolvem o procedimento de retardo (Delatour e Gisquet-Verrier,
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1999), ou seja, a interposicdo de um intervalo de tempo (segundos, minutos ou

horas) no meio da realizagcédo de uma tarefa cognitiva.

A Figura 7, ilustra o CPFm de roedores e demonstra as extensdes de algumas
subregides, advindas com a melhora das técnicas anatdbmicas citadas nas
sessOes anteriores. Sdo elas: pré-central (PrC ou Fr2), cingulado anterior
dorsal e ventral (ACd e ACv - Cgl e Cg2, respectivamente), pré-limbica (PrL ou
CgQ3), infra-limbica (IL) e orbital medial (MO).

Uylings (1990) relata que as caracteristicas das subregides Fr2 e parte do
cingulado anterior do CPFm de roedores tornam-se segregadas em primatas
nas areas 6, 8, 9, 10 e 46 (CPF dorsolateral). Kolb apud Brown (2002) sugere
que a parede medial do cortex cerebral do rato € uma area néo-diferenciada
que estaria relacionada as fungdes cognitivas encontradas no cortex pre-frontal
dorsolateral de primatas, como a memoria operacional, a atencdo, o raciocinio,
a tomada de decisdes, a capacidade de detectar novos estimulos e a

organizacao temporal do comportamento.

Figura 7: CPFm de roedores. Abreviaturas: ACd, cértex cingulado anterior dorsal (Cgl); ACv, cortex
cingulado anterior ventral (Cg2); FR2, area frontal 2 (PrC- cortex pré-central); IL, cértex infralimbico; MO,
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area orbital medial; PL, coértex pré-limbico (Cg3). (Extraido e adaptado de Behavioral Brain Research,
146: 3-7, 2003).

1.1.1.2. Funcbes do CPF

O CPF é caracterizado como uma area de associacao terciaria, multimodal,
cuja funcédo € primariamente integrativa, ndo sendo exclusivamente sensorial
ou motora (Luria, 1981; Machado, 1998; Fuster, 2001).

A funcdo integrativa e multimodal do CPF esta diretamente relacionada com
suas conexdes aferentes e eferentes. Neste contexto, ele ndo recebe as
aferéncias sensoriais diretamente da periferia, mas devido as suas conexdes
com outras regides corticais e sub-corticais ele recebe informacdes em relacéo
ao meio externo através de todas as modalidades sensoriais processadas
inicialmente por outras vias primarias, além de receber informacfes sobre o
estado emocional do individuo e o status autondmico relacionado a memdrias
relevantes de eventos prévios que tenham sido consolidados e armazenados
(Barbas, 2000; Powell & Voeller 2004).

O CPF possui trés circuitos cortico-subcorticais discutidos em detalhes nas
sessOes anteriores, o circuito dorsolateral, o circuito orbitofrontal e o circuito do
cingulado anterior, todos eles se originando no CPF e se conectando
posteriormente com regides talamicas. Por ser uma area de grande variedade
e heterogeneidade de conexdes, sugere-se que esteja relacionado ao controle
do estado geral do cortex cerebral e atividades complexas, como planejamento
e controle comportamental e emocional (Luria, 1981). Por possuir tais circuitos,
exerce influencia nos estados de alerta, estresse e humor, bem como em
funcdes especificas como a gratificacdo do comportamento, atencéo seletiva e
memoéria (Robbins, 2000).

Em primatas, as areas pré-frontais medial, lateral e orbitofrontal estédo
fortemente interconectadas, sugerindo que elas participam do planejamento e

controle das func¢des executivas centrais (Fuster, 2002).
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O CPF possui um papel central no controle cognitivo. Esta regido recebe
projecdes de areas dos lobos occipital, parietal, e temporal, e também, do giro
cingulado. Com isso, parece receber informacdes sobre todas as modalidades
sensoriais. Além disso, esta envolvido na organizacdo temporal do
comportamento, mediando as contingéncias sensorio-motoras através da
integragdo da acdo motora com as informagdes sensoriais recentes (Kolb,
1984; Fuster, 1991).

Luria (1981) prop6s para o CPF a funcdo de supervisao e controle das demais
atividades cerebrais, levando ao conceito de unidade hierarquicamente
superior expressos pela funcao integradora associada ao CPF. Damasio (1994)
em um estudo que integrava as diversas proposi¢coes sobre a funcdo do CPF
incorporou o componente afetivo, afirmando ser impossivel entender a
atividade humana sem considerar o sentimento e a razd80 como Seus
integrantes essenciais. Também atribuido ao CPF € a funcdo de planejamento

motor, relacionado com a preparacao e a execucao de programas motores.

No livro recém publicado Working Memory: Capacity, Developments and
Improvement Techniques, Nakamura-Palacios (2011) cita que o CPF é também
referido como o “orgdo da civilizacdo” uma vez que é seu papel monitorar tanto
a informacéo cortical interna quanto a informacéo extra-sensorial tornando os
seres humanos capazes de ser “conscientes” deles mesmos em relacdo ao

ambiente.

Ainda, dados coletados de estudos utilizando tomografia por emissdo de
pésitron (PET) ou Ressonancia Magnética Funcional (fRMI) enquanto
voluntarios realizavam testes cognitivos, sugerem que o CPF é organizado de
acordo com a modalidade de informacdo sendo processada. A informacéo
espacial parece estar representada mais dorsalmente do que a informacéo das
caracteristicas do objeto, a armazenagem verbal em areas da linguagem no
hemisfério esquerdo, a armazenagem espacial no cortex pré-frontal direito
(Smith e Jonides, 1999).

As funcbes do CPF também podem ser compreendidas através das vias
neuronais que se originam de suas regibes medial ou lateral, bem como

através das conexfes dessas areas com outras regides do CPF. Nesse
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contexto, o CPF ventromedial possui conexdes reciprocas com a amigdala,
associadas ao processamento emocional, com o0 hipocampo, associado a
memoria, e areas associativas temporais visuais associadas ao processamento
sensorial de alta ordem, assim como o CPF dorsolateral (Wood e Grafman,
2003).

Esta area também esta envolvida com a motilidade geral e com a atencao.
LesOGes nessa regido geralmente levam a uma perda da espontaneidade e
dificuldade em iniciar movimentos e de linguagem (Verfaellie e Heilman, 1987;
Cummings, 1993). Pacientes com lesdes nesta area, incluindo a area do
cingulado anterior, sdo geralmente apaticos, desinteressados pelo ambiente, e
incapazes de focar sua atengdo em testes cognitivos ou comportamentais
(Fuster 2001).

O CPF dorsolateral possui conexdes reciprocas com regiées do cérebro que
estdo associadas ao controle motor, tais como ganglios da base, coértex pré-
motor, a area motora suplementar, com monitoramento do desempenho, como
0 cortex cingulado e com areas de processamento sensorial de alta ordem

como as areas associativas e o cortex parietal (Wood e Grafman, 2003).

Ainda, o CPF ventromedial e suas conexdes realizam fung¢des envolvendo a
integracdo de informagdes relacionadas a emocdo, memoria e estimulos
ambientais, e o CPF dorsolateral através de suas redes neurais estao
envolvidos na regulacdo do comportamento e no controle das respostas aos

estimulos ambientais (Wood e Grafman, 2003).

Em relacdo ao CPF orbital, desde que Harlow (1848) descreveu o famoso caso
de Phineas Cage, sabe-se que lesbes dessa regido frequentemente induzem
mudancas dramaticas da personalidade (Damasio, 1994). Sujeitos com tais
lesbes sd@o impulsivos e desinibidos em relacdo aos comportamentos
institucionais, irritados, com tendéncia a um humor grosseiro e a negligenciar
principios morais e éticos. Sua impulsividade geralmente os leva a
comportamentos de risco e conflitos com a lei. Adicionalmente pacientes com
lesGes orbitofrontais quase unanimemente apresentam um severo disturbio de
atencao (Fuster, 2001).
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Macacos com dano orbitofrontal apresentam dificuldades semelhantes em
relacdo ao controle de impulsos e distragdo. O cortex orbitofrontal exerce
funcdo de controle inibitério através de suas eferéncias para o hipotalamo,
ganglios da base e outras areas neocorticais algumas no préprio CPF (Fuster,
2001).

Embora as regides do CPF parecam ter funcdes especificas individuais como
mencionado acima, elas funcionam de forma articulada a fim de gerenciar
tarefas complexas, e estdo provavelmente todas envolvidas em orquestrar
multiplas funcdes em demandas de alta complexidade, como por exemplo no

processamento da memoria operacional (Nakamura-Palacios, 2011).

Portanto, o CPF pode ser considerado como um “substrato cortical chave dos
processos mentais de niveis superiores” (Wang, 2005), gerenciando todos os
processos necessarios para objetivos de curto ou longo prazo por regular o
comportamento imediato e planejar o comportamento futuro exercendo um
controle sobre quais informacdes sdo relevantes e precisam ser utilizadas e
excluindo informacdes nao relevantes para determinado objetivo. Assim, o CPF
estd envolvido em uma variedade de processos cognitivos e executivos,
incluindo atencdo, tomada de decisdes, controle da resposta inibitoria,
integracdo temporal do comportamento voluntario (Dalley et.al. 2004), todos
envolvidos no processamento da memoria operacional (Nakamura-Palacios,
2011).

1.2. A Memoria operacional

A memoria operacional se refere ao armazenamento temporario e manipulacao
de informacfes necesséarias para a execucdo de tarefas complexas como
compreensao da linguagem, aprendizado e raciocinio. Segundo Goldman-
Rakic 1995, o termo € aplicado a um tipo de memoaria que € ativa e relevante
apenas por um periodo de tempo, e cita um exemplo comum de memodria
operacional que seria manter em mente um novo numero de telefone lido, até

que se realize a discagem e entdo imediatamente esquecé-lo. Uma analogia
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possivel a esse processo seria a de um bloco de rascunhos mental, e ele se
difere claramente da alteracdo duradoura na circuitaria neuronal devido ao
aprendizado. O critério “Util ou relevante apenas transitoriamente” distingue a

memaoria operacional de outros processos.

O termo “memdria operacional” foi proposto inicialmente por Miller et al., em
1960. Contudo ao longo do tempo foi modificado e complementado por outros
autores. Atkinson e Shiffrin, em 1968 propuseram que ela seria um sistema

unitario e de curta duracéao.

O conceito atual de memoaria operacional a define como um sistema contendo

multiplos sub-sistemas cognitivos ou um sistema de multiplos componentes.

Embora diferentes, os modelos de memaria operacional parecem convergir na
idéia de que multiplos sub-sistemas trabalham em conjunto para ativar, manter
e manipular uma informagé&o relacionada a uma determinada tarefa durante a
realizacdo de testes cognitivos. Desta forma, a existéncia de tais sub-sistemas
modificam o conceito de uma armazenagem de curto prazo em direcdo a uma
visdo mais dinamica e sistémica da memdria operacional. Ainda, parece haver
um consenso de que a armazenagem da memoaria de curto prazo é atualmente
uma funcdo ou um dos componentes da memoria operacional (Yuan et.al.2006,

apud, Nakamura-Palacios, 2011).

Portanto, a memadria operacional tem sido descrita como um sistema multi-
componente ou uma colecdo de processos cognitivos distintos que provém
manutencgao ativa da informacédo de diferentes modalidades sensoriais em um
armazenamento temporario. Isto possibilita a manipulacdo, o processamento e
a recuperacdo de memoarias para serem convertidas em uma acao efetiva e
apropriada apés intervalos curtos (segundos), ou longos (minutos), em testes
laboratoriais (Floresco e Phillips, 2001; Fuster 1997; Funahashi, 2006), e na
cognicdo cotidiana (Badley e Logie, 1999). Assim, a memdria operacional
processa a informacdo momento a momento, e mesmo deficiéncias sutis nesta
maquinaria podem significar deficiéncias substanciais na formacdo de idéias,

raciocinio e planejamento (Goldman-Rakic,1995; Muly e Williams, 2000).
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A memoria operacional pode ser considerada como um sistema dividido em
dois componentes gerais, um armazenamento de curto prazo para a
manutencdo ativa de um conjunto limitado de informac6es por um periodo
limitado de tempo (da ordem de segundos), e um conjunto de "processos
executivos" que opera sobre o conteddo do armazenamento. Assim, 0
comportamento direcionado a um objetivo e essencialmente, as funcdes
executivas frontais, tais como a resolugédo de problemas, tomada de deciséo,
planejamento de ac¢les futuras, sdo altamente relacionadas e dependentes da

sua funcéo (Smith e Jonides, 1999).

Em um artigo classico de 1987, Goldman-Rakic propés que o CPF era
essencial para a memoaria operacional. De fato, o CPF é o gerenciador dos
varios processos envolvidos na memdria operacional. Fuster (2002), relatando
sobre as funcdes cognitivas do lobo frontal, evidenciou a associacdo do CPF
com outras regides cerebrais, de forma a manter um circuito de reverberacéo
durante a execucdo da memoéria operacional, um processo crucial para

sustentacao da informacao enquanto durar uma funcéo.

Atualmente estudos de neuroimagem mostram um envolvimento do cortex preé-
frontal, particularmente da estrutura dorsolateral (areas 9 e 46 de Brodmann),
durante tarefas de memdria operacional (D'Esposito et. al.,1998; Mottaghy et
al., 2000; Sauseng et al., 2004).

No ambito da neurociéncia comportamental em animais, a memoria
operacional esta associada ao paradigma do labirinto radial. Neste contexto,
ela possui uma definicdo diferente da utilizada pela psicologia cognitiva:
mem©aria operacional que capacita o animal a localizar-se no espago através da
lembranca de onde ele esteve anteriormente, denominada memoria

operacional espacial (Olton, 1979; Gagliardo, Mazzotto e Divac, 1997).

O modelo do labirinto radial foi proposto por Olton e Samuelson em 1976, e
pode ser utilizado em diferentes protocolos experimentais em diferentes

versdes, que estariam avaliando fungdes cognitivas distintas, incluindo a



35

memoria operacional. Para este fim, o animal estando sob privacao alimentar
parcial é treinado a alcancar o refor¢o localizado no fim de cada braco do
labirinto. Apds algumas sessfes de treinamento € introduzido um intervalo de
retencdo (retardo) entre um numero de bracos visitados, possibilitando um
procedimento que € o utilizado no presente estudo, conhecido por teste com
retardo (“delayed task”), ou retardo ndo pareado a amostra (“delayed non-
matching to sample” - DNMS), ou ainda de ganho na mudanca de resposta
com retardo (“delayed spatial win shift”) (Aujla e Beninger, 2001; Phillips et al.,
2004). Neste procedimento o animal devera evitar, apoés o retardo, a entrada
em bracos j& visitados, pois se o fizer incorrera em erro de desempenho e
consequentemente em prejuizo de memadria operacional. Nesse contexto, a
memoria operacional se refere a capacidade do animal em reter informacdes
numa dada sessdo de teste. As informacdes, entretanto, ndo sdo relevantes

em sessoOes seguintes (Olton et.al.,1980).

Além da memoria operacional, a memoria de referéncia ou de procedimento
também é avaliada no paradigma do labirinto radial. Ela € um tipo de memaria
de longo prazo que armazena informacdes independentes de contexto, sendo
necessario o registro de regras para a correta execucdo da tarefa. Seus
mecanismos cerebrais sdo diferentes do processamento da memoria
operacional, no entanto eles se associam para o desempenho no labirinto
radial (Olton et al., 1977).

1.3. Estimulacao cerebral por correntes elétricas

1.3.1. A historia da estimulacéo cerebral por corr  entes elétricas

A utilizacdo de correntes elétricas com o intuito de modificar a atividade

cerebral é uma técnica muito antiga.

Embora muitos estudos tenham surgido nas ultimas décadas, os primeiros

registros de utilizagdo de correntes elétricas na medicina datam de 43 — 48 DC
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quando o fisico e farmacologista Scribonius Largus observou que posicionando
um peixe torpedo acima do escalpo de um paciente com dor de cabecga, a forte
corrente elétrica direta oriunda do animal, provocava um torpor repentino,

transitorio, com alivio da sensacéo de dor.

As descargas produzidas por esse peixe podem variar em torno de 50 volts (V)
e o fato desse peixe ser oriundo do mar e, portanto, apresentar solucéo salina
no meio exterior fazia com que o contato entre o animal e o paciente
apresentasse baixa resisténcia a corrente. Segundo descri¢des, o numero de
peixes necessarios para produzir um torpor inicial com subsequiente alivio da
dor variava entre 0s casos; a variabilidade individual e posterior resposta a um

determinado tratamento ja podia ser observada (Boggio, 2006).

Torpedo sp. A

Figura 8- Torpedo torpedo, familia Torpedinidae.

Achados semelhantes foram reportados pelo fisico grego Claudius Galen (131
— 401 DC), tendo ele sugerido que o efeito era devido ao entorpecimento e

acao narcotica induzido pelo peixe elétrico.

Os estudos utilizando este animal associado a métodos cientificos modernos
iniciados por Walsh (1773) iniciaram a ciéncia da eletrofisiologia, estimulada na
Itadlia pelo trabalho de Galvani (1791) professor da Universidade de Bolonha
(Italia) e membro da Accademia delle Scienze, que realizou diversos
experimentos sobre eletricidade sendo boa parte descritos em seu trabalho
publicado em 1791 De Viribus Electricitatis in Motu Musculari Commentarius
(Piccolino, 1998 apud Boggio 2008, Priori 2003), e Alessandro Giuseppe

Antonio Anastasio Volta da Universidade de Pavia.
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Observacdes importantes foram realizadas por Galvani em estudos com sapos,
mas boa parte de suas interpretagcdes seguiu na direcdo errada. Galvani
constatou que o contato de duas estruturas metalicas com o tecido muscular
resultava em contracdo, fazendo com que ele levantasse a hipotese da
existéncia de uma eletricidade animal (Piccolino, 1998). A primeira observacéo
foi acidental; um de seus assistentes tocou a ponta de um equipamento no
nervo interno da coxa de uma ré e viu-se em seguida uma série de contracoes.
A partir disso, Galvani comecou a alterar as condi¢cdes experimentais
chegando, inclusive a considerar que as condi¢cbes atmosféricas fossem
capazes de interferir nas questfes elétricas envolvidas. Galvani poderia ter
seguido na direcdo de uma hipotese eletrolitica, entretanto ele acreditava existir

uma eletricidade animal inerente (Boggio, 2006).

Figura 9: Luigi Galvani (1737-1798).

A hipotese de Galvani da eletricidade animal foi calorosamente criticado por
Alessandro Volta. Volta replicou alguns dos estudos de Galvani, entretanto
utilizando as mesmas composi¢cdes metdlicas nos dois eletrodos; nenhuma
resposta com essa montagem era observada. Segundo Volta, os resultados de
Galvani eram dependentes do material utilizado nos eletrodos, e esses sim
estavam gerando uma diferenca de potencial entre os poélos e subsequente
circulacdo de corrente elétrica — tratava-se de eletrodos metélicos dissimilares
0 que gerava entre eles fluxo de elétrons; logo a conclusao seria que, ao invés
de eletricidade animal, a estrutura que sofria contracédo poderia ser considerado
como um condutor de corrente. Volta seguiu adiante com essa idéia

culminando na elaboracao da chamada pilha voltaica (Boggio, 2006).
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Figura 10: Alessandro Volta (1745 — 1827).

A famosa discussédo entre os dois grandes cientistas italianos, provavelmente o
protétipo da discussado cientifica moderna, iniciou o “Século elétrico” com a

descoberta e a ampla aplicacao da eletricidade na medicina.

Logo apOs os experimentos de Galvani e Volta terem funcionado, correntes
galvanicas (DC) foram prontamente aplicadas na medicina, particularmente em

desordens mentais (Priori, 2003).

Em 1804, Giovanni Aldini, sobrinho de Galvani, dando continuidade aos
trabalhos do tio, mas também considerando as colocacfes de Volta, realizou
passos importantes na aplicagéo de eletricidade em seres humanos e forneceu
elementos centrais para o desenvolvimento posterior de aspectos da fisiologia
do Sistema Nervoso (Boggio, 2006). Aldini relatou o tratamento bem sucedido
de pacientes sofrendo de melancolia através da aplicacdo de correntes
galvanicas sobre a cabeca. A partir disto, muitos outros pesquisadores fizeram
uso extensivo das correntes galvanicas para o tratamento de desordens
mentais com resultados variados (Priori, 2003), uma vez que, a carga aplicada,
localizacdo dos eletrodos, caracterizacdo dos pacientes, entre outros fatores,

ndo eram variaveis bem controladas nessa época (Parent, 2004).

Por volta de 1930, Bini e Cerletti, da Universidade de Roma descobriram a
terapia eletroconvulsiva, e observaram melhoras relevantes nos pacientes com
0 uso da técnica, levando a uma abrupta perda de interesse dos pesquisadores
pela técnica de estimulagdo elétrica cerebral em humanos. Assim, o0 uso da
terapia eletroconvulsiva e o] posterior desenvolvimento da
neuropsicofarmacologia enfraqueceram o0s estudos sobre o0s outros

tratamentos (Priori, 2003).
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Porém no inicio do século XX os estudos sobre o uso da estimulacao elétrica
foram retomados com a aplicacdo de estimulacdo por corrente continua, dentro
de um rigor metodolégico mais apropriado em uma série de estudos com

animais (Boggio, 2006).

Goldring & O’Leary (1950) apresentaram resultados de diversos experimentos
realizados com coelhos. Em um desses experimentos, 0s autores investigaram
os efeitos da polarizacéo superficial positiva no potencial de acdo. Os autores
verificaram que a polarizacdo positiva aplicada na superficie do cortex resultou
no desenvolvimento de descargas paroxisticas. Também verificaram que a
intensidade da corrente necessaria para isso variava de experimento para
experimento, sendo encontrada no geral com correntes variando entre 1 e 3
mMA apoés polarizacdo de 20-30 segundos. Também observaram duracdo do
efeito apds o término da estimulacéo variando de 1 a 2 minutos. Nos casos em
que a corrente foi de 0.1-0.5 mA, nenhuma mudanca foi observada (Boggio,
2006).

Nas ultimas décadas, com o advento de métodos modernos de neuroimagem,
um numero crescente de técnicas de modulagédo da atividade cerebral vem se
tornando cada vez mais estudadas e utilizadas para diversos tratamentos

clinicos e pesquisas experimentais.

Algumas destas técnicas tem alcangado resultados promissores ao induzir
alteracdes na excitabilidade cortical ampliando de forma significativa nossas
possibilidades de desenvolver futuras terapias mais eficazes para diversas
patologias que alteram o funcionamento cerebral, bem como um melhor
entendimento do  funcionamento de  processos relacionados a

neuroplasticidade, e a funcéo cortical.
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1.3.2. Estimulacédo transcraniana por corrente conti  nua

A Estimulacdo Transcraniana por Corrente Continua (ETCC), do inglés,
transcranial Direct Current Stimulation (tDCS), € uma técnica nao invasiva e

indolor de modulacao da atividade cortical.

Passadas varios anos dos estudos iniciais sobre o uso da estimulacao elétrica
como ferramenta no tratamento de patologias cerebrais, por volta dos anos 60
a estimulacéo transcraniana por corrente continua, teve uma breve retomada e
seus efeitos foram sistematicamente investigados. Durante este tempo, foi
observado que a tDCS seria capaz de afetar funcdes corticais através da
modulacéo da atividade cortical.

Em dois artigos publicados em 1966 na quarta edicdo da “Neuropsychologia”,
D.J. Albert (apud Utz et al., 2010) mostrou que estimulagéo elétrica catddica do
cortex medial prejudicou a memoria de ratos enquanto a estimulacdo anddica

estimulou a consolidagdo da memoria.

Outros trabalhos em animais também mostraram que a estimulacdo cerebral
tinha fortes efeitos sobre a atividade e a excitabilidade cerebral (Bindman et.al.
1964; Purpura & McMurtry 1965, apud Fregni et al., 2005%).

Apesar deste breve interesse, a técnica foi novamente abandonada pelo
avanco do tratamento das desordens psiquiatricas com o uso de farmacos (Utz
et. al. 2010).

Nas ultimas décadas, no entanto, a tDCS tem ressurgido como uma técnica
promissora de modulacéo da atividade cortical. Estudos associando tDCS com
outras técnicas de imagem e mapeamento cerebral como a ressonancia
magnética funcional fMRI, a tomografia por emissao de pésitrons (PET) e a
eletroencefalografia (EEG) vem revelando dados positivos e mostrando que a
tDCS é capaz de modular a funcédo cortical do cérebro humano induzindo
mudancas focais, prolongadas, mas reversiveis, da excitabilidade cortical
(Nietsche et al., 2008).
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Apesar do grande numero de evidéncias clinicas e pré clinicas da efetividade
da tDCS, o conhecimento sobre seus mecanismos moleculares e celulares
ainda precisam ser melhor elucidados. Sabe-se que a tDCS fortalece as
conexfes sinapticas induzindo potenciagdo a longo-prazo (long-term
potentiation — LTP), e foi demonstrado através de experimentos farmacoldgicos
realizados em humanos que os efeitos a longo prazo da técnica dependem de
modificacdes na eficiéncia dos receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA), uma
vez que o0 blogueio desses receptores por antagonistas como o
dextrometorfano bloqueia os efeitos da tDCS (Liebetanz et. al., 2002). Ainda,
as concentracbes de Ca* intraneuronais contribuem para a modulacéo da LTP
e a utilizacdo de antagonistas de canais de calcio eliminam o aumento da
excitabilidade pds-tDCS anddica (Nitsche et.al., 2003).

Adicionalmente, em relacdo aos mecanismos moleculares, um estudo realizado
em 2010 com fatias de cértex motor primario de camundongos, mostrou-se que
a secrecao de BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro), envolvido na
plasticidade neuronal e a ativagédo do seu receptor TrKB sédo mediadores chave
potenciais dos efeitos da tDCS na plasticidade sinaptica. Em particular, a
potenciacdo sinaptica de longa duracéo promovida pela estimulacéo direta por
corrente continua foi ausente em camundongos “knockout” de BDNF e TrKB
(Fritsch, 2010).

Embora ainda sejam necessarios muitos estudos para a completa elucidagéo
dos mecanismos celulares e moleculares subjacentes a estimulacdo cerebral,
sua eficiéncia em melhorar processos cognitivos e sua aplicabilidade em
diversas patologias ja sdo bem estabelecidas. Com isso, abre-se um desafio
futuro de elucidar tais processos e aprimorar cada vez mais 0S parametros

técnicos através de estudos clinicos e pré-clinicos.

1.3.2.1. O equipamento

O equipamento geralmente utilizado para gerar corrente continua € constituido
basicamente por quatro componentes principais: eletrodos (anodo e céatodo),

amperimetro (medidor de intensidade de corrente elétrica), potencibmetro
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(componente que permite a manipulacéo da intensidade da corrente) e um jogo
de baterias para gerar a corrente aplicada. A Figura 11 mostra o circuito basico

do equipamento (Boggio, 2006).

Amperimetro

Eletrodo
positivo

100} £2

Potencidmetro

Eletrodo
negativo C

Figura 11: Circuito elétrico basico do equipamento de tDCS (Extraido de: Boggio, 2006).

Os eletrodos (sufixo derivado do grego hodds, que significa via) sdo os
dispositivos que fazem com que a corrente elétrica se transmita do fio metalico

para o individuo ou no caso do presente estudo para o animal.

Uma fraca corrente direta é induzida no cortex cerebral através desses dois
eletrodos colocados geralmente sobre o couro cabeludo (Nitsche et al., 2008).

Esta corrente fraca pode induzir mudancas focais da excitabilidade cortical -
aumentando-a ou diminuindo-a dependendo da polaridade do eletrodo - que
persistem apds o periodo de estimulacdo. A direcdo e duracdo dessas
mudancas na excitabilidade dependem da polaridade dos eletrodos,

intensidade e duracao da estimulacéo aplicada (Nitsche & Paulus 2001).
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De forma geral, o eletrodo anodico, ou anodo, € definido como o eletrodo
positivamente carregado e o eletrodo catédico ou catodo é o eletrodo
carregado negativamente (Nistche et al., 2008). O posicionamento destes
eletrodos € de importancia crucial para a distribuicdo espacial e direcdo do
fluxo de corrente, que juntos determinam a efetividade da estimulacdo. Na
maior parte dos estudos um anodo e um catodo s&o posicionados em
diferentes regides do escalpo, dependendo da funcéo cerebral que esta sendo

estudada (Utz et al., 2010).

A densidade da corrente que alcanca o cortex cerebral e portanto, a eficacia da
tDCS em induzir modificagbes agudas na polaridade da membrana ira
depender por sua vez, dos seguintes fatores: tamanho, posicdo e polaridade
dos eletrodos, intensidade da corrente aplicada e propriedades do tecido na
area estimulada (Wagner et al., 2007). Além disso, uma vez mantida constante
a densidade da corrente o tempo de duracdo da estimulagcéo ira determinar a
ocorréncia e duracgéo dos efeitos pos-tDCS em humanos e animais (Nitsche et.
al., 2008).

Os efeitos da tDCS podem durar de alguns minutos a uma hora, ou até mais
(Fregni et al., 2005% Nitsche et al., 2003; Liebetanz et al., 2009). Os efeitos
imediatos sdo gerados pela mudanca do potencial de repouso da membrana,
engquanto que os efeitos a longo prazo dependem também de modula¢gbes na

eficicia dos receptores NMDA (Nitsche et al., 2003).

A tDCS difere de outros métodos de estimulagdo cerebral como a EMT
(estimulacdo magnética transcraniana) do inglés, TMS (Transcranial Magnetic
Stimulation), por ndo induzir potenciais de acdo nos neurdnios, sendo portanto
considerada uma intervencdo neuromodulatoria. A tDCS produz modificacdes
na excitabilidade e atividade neuronal espontanea por uma despolarizacao ou
hiperpolarizagéo tonica do potencial de repouso da membrana (Nitsche et al.,
2008).



44

1.3.2.2. Uso clinico da tDCS

A tDCS tem sido aplicada em estudos clinicos com resultados favoraveis em
muitas desordens psiquiatricas e neuroldgicas, incluindo pacientes com
acidente vascular cerebral (AVC) (Fregni et al., 2005), dor crénica (Fregni et
al., 2006%), depressdo (Fregni et al.,2006°; Fregni et al.,2006°), epilepsia
(Fregni et al., 2006, doenca de Parkinson (Fregni et al., 2006°), na
reabilitacdo motora (Fregni et al., 2005°), e na reducdo da compulsdo em

usuarios de drogas e alcoolistas (Boggio et al., 2008; 2010).

Além disso, existem evidéncias mostrando que a estimulacdo anddica
transcraniana melhora a fungéo cognitiva no homem, e este efeito parece ser
devido a um reforco das sinapses glutamatérgicas (Fregni et al., 2005?; lyer et
al., 2005; Nitsche et al., 2003).

Em estudos realizados em nosso laboratério avaliamos os efeitos clinicos e
eletrofisioldgicos (indicado pelo componente P3) da aplicacdo da tDCS sobre o
cortex pré-frontal dorsolateral (CPFDL) esquerdo em diferentes tipos de
alcoolistas de acordo com a Tipologia de Lesch (dados submetidos para
publicacdo). Foram incluidos 49 alcoolistas, entre 18 e 75 anos, durante o
periodo de abstinéncia prolongada. Estes individuos foram submetidos a
registro de potenciais relacionados a eventos (PRE) sob a apresentacao de
sons relacionados ao alcool e sons neutros, antes, durante e apés tDCS ativa
(ImA, 35 cm2, durante 10 minutos) ou procedimento simulado (sham) em uma
ordem contrabalanceada e randomizada. Observamos uma melhora
significativa do desempenho da fungdo frontal apdés tDCS ativa quando
comparado com o sham em alcoolistas do tipo IV. Houve um aumento na
amplitude média de P3 principalmente no sitio frontal (Fz). Essa mudanca foi
também mais acentuada em alcoolistas do tipo IV (Nakamura-Palacios, 2011).
Assim, nds encontramos evidéncias clinicas e eletrofisiol6gicas de aumento da
atividade frontal induzida pela tDCS especifica para os alcoolistas do tipo IV.
Considerando-se que a disfuncédo frontal, pode contribuir para a perda de

controle sobre o comportamento de beber, estes resultados sugerem que um
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aumento local da atividade frontal induzida pela tDCS pode ter um impacto

clinico benéfico.

1.3.2.3. Estudos em animais

Os estudos em animais a partir da década de 60 mostraram que os efeitos da
tDCS estdo associados a mudancgas no limiar da membrana neuronal em

repouso (Bindman et al., 1964; Purpura & McMurtry 1965).

Um trabalho recém publicado por Takano e cols. 2011, mostrou através de
experimentos utilizando ressonancia magnética funcional (fMRI) a efetividade
da tDCS em ativar areas corticais atraves de estimulacado anddica . Os autores
observaram que uma estimulacédo de 400 pA aplicada por 10 minutos na regido
acima do cértex frontal de ratos aumentou significativamente a intensidade do

sinal de ressonancia magnética no cortex frontal e nucleus accumbens.

A tDCS também mostrou aumentar a amplitude do potencial evocado motor em
camundongos submetidos a estimulagédo anddica e levar ao efeito contrario, ou
seja reducao, quando aplicada uma corrente catédica (Cambiaghi et al., 2010).
Além disso, a tDCS aplicada no cortex pré-frontal dorsolateral melhorou a
aprendizagem em macacos (Rosem & Stamm, 1972 apud Nitsche et al.,2003),
e apresentou resultados nos modelos animais de depressdo (Fregni et al.,
2007, Liebetanz et al.,2006%), isquemia cerebral (Kim et. al., 2010) e epilepsia
(Liebetanz et al., 2006").

1.5. Um novo método: A eDCS

Uma importante limitacdo da técnica de tDCS é sua baixa focalidade espacial.
Isso é causado pelo tamanho relativamente largo dos eletrodos. Além disso,

em protocolos padrdo tanto o eletrodo de estimulo quanto o eletrodo de
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referéncia estao localizados sobre o couro cabeludo, acima do cérebro (Nitsche
et al.,2007).

A baixa focalidade da estimulagéo restringe a utilizacdo da tDCS em protocolos
basicos e clinicos por duas razdes principais: o tamanho relativamente largo do
eletrodo normalmente utilizado atinge em muitos casos nao apenas a area de
interesse, mas também areas corticais adjacentes, limitando a interpretacdo
dos resultados experimentais e podendo ser disfuncional em estudos clinicos,
como por exemplo no tratamento de alguns casos de epilepsia, uma vez que a
aplicacao da tDCS catddica no foco epileptogenico primario é inevitavelmente
acompanhada por um aumento na excitabilidade de outra area cortical préxima,
0 que poderia resultar em efeitos indesejaveis do tDCS . Para superar essas
limitacdes é necessario que se aumente a focalidade da estimulacao (Nitsche
et. al. 2007).

Uma das alternativas para se aumentar a focalidade da estimulagédo seria a
diminuicdo do tamanho do eletrodo desde que se mantenha a densidade da

corrente constante (Nitsche et al., 2008).

Outro fator importante é a grande perda de corrente que ocorre na passagem
da mesma pela superficie da pele, osso e meninges. Estima-se que pelo
menos 50% da corrente seja perdida antes de alcancar o cortex cerebral
(George & Aston Jones, 2010; Rush & Driscoll,1968 apud Nitsche et al.,2003).

Considerando as limitac6es supracitadas e ao mesmo tempo o grande numero
de possibilidades terapéuticas que se apresentam com as técnicas de
neuromodulacdo, o desenvolvimento de uma alternativa que apresente uma
maior focalidade da estimulagéo aliada a uma menor perda da corrente elétrica
serda de grande relevancia para avancarmos no desenvolvimento de novas
técnicas para a aplicacdo da corrente continua de baixa intensidade de forma

terapéutica.

A eDCS, ou estimulacdo epidural por corrente continua € um modelo
desenvolvido pioneiramente por nosso laboratério para o presente estudo que

utiliza eletrodos posicionados diretamente acima da duraméter, diminuindo a
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perda da corrente aplicada e aumentando a focalidade da estimulacao,

possibilitando uma aplicacdo mais precisa da técnica.

2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Neste estudo pretendeu-se examinar os efeitos de um novo método de

estimulacdo epidural pré-frontal esquerda por corrente continua de baixa

intensidade sobre a memaria operacional de duracéo prolongada em ratos.

2.2. Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Examinar a viabilidade da implantacdo de eletrodos sobre a dura mater
em regido acima do cértex pré-frontal medial esquerdo para oferecer

uma maior focalidade de estimulagéo e uma menor perda de corrente.

Investigar os efeitos da estimulacdo epidural de corrente continua sobre
0 cortex pré-frontal medial esquerdo no desempenho da memdéria
operacional espacial de animais submetidos a tarefas com retardos
prolongados (1 h, 4 h e 10 h) no labirinto radial de 8 bragos.

Avaliar as alteracbes morfologicas no cortex pré-frontal dos animais

submetidos a estimulacdo epidural repetitiva.

Estudar a correlacdo entre as modificacbes morfolégicas e os

parametros comportamentais avaliados.
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3.1 Animais

Foram utilizados 23 ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 300 g,
provenientes da colénia do biotério do Laboratério de Ciéncias Cognitivas e
Neuropsicofarmacologia do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas, Centro de Ciéncias da Saude (CCS), Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de
polipropileno medindo 30 cm de comprimento, 19 cm de largura, e 13 cm de
altura, em ambiente climatizado (22° C + 2), e ciclo claro-escuro artificial de 12

h, com alimento e agua ad libitum.

Figura 12: Col6nia do biotério do laboratério de Ciéncias Cognitivas e Neuropsicofarmacologia,
CCS, UFES, 2011.

Neste estudo foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br), que esta em

conformidade com normas internacionais de pesquisa envolvendo animais,
além da Resolucdo N°714/2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria

no que diz respeito aos procedimentos anestésicos e eutanasia. Este projeto foi
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aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob protocolo no.
009/2011 do CCS/UFES.

3.2. Labirinto Radial de 8 Bragos

O labirinto radial de 8 (oito) bragos (LR-8) foi originalmente proposto por Olton
e Samuelson em 1976 com a finalidade de avaliar a memdéria operacional
espacial de animais (Olton, 1979). Posteriormente, este método também foi
introduzido para investigar os efeitos de diversas drogas sobre a funcdo da
memoria operacional espacial (Oliveira et al., 1990; Nakamura et al., 1991;
Nakamura-Palacios & Roelke, 1997).

O LR-8 é construido em acrilico transparente, possuindo uma area central de
base octogonal com 33 cm de diametro, 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 braco estéo fixados receptaculos de acrilico
preto com 11 cm de comprimento, 5 cm de largura e 3 cm de profundidade
para colocacdo do refor¢co (pedacos de amendoim). A plataforma central &
constituida, em suas margens, de paredes de acrilico transparente de 30 cm de
altura, nas quais encontram-se portas deslizantes em forma de guilhotina que
permitem 0 acesso aos bragos. As portas estao presas a fios de nylon que
ficam sob o controle do examinador, o qual encontra-se a distancia do labirinto
para abertura e fechamento das mesmas. Placas de acrilico transparente com
20 cm de altura estdo fixadas na entrada das portas para evitar que o animal

atravesse de um braco 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
(Fig.13).
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Figura 13: Labirinto radial de 8 bracos.

Neste estudo, uma série de precaucdes foram tomadas a fim de garantir um

resultado plenamente confiavel e livre de interferéncias externas.

A sala onde localiza-se o labirinto radial foi projetada exclusivamente para este
fim, possuindo pistas espaciais fixas, temperatura controlada e iluminacao
especial (Fig 14). Além disso, para evitar qualquer interferéncia de ruidos
externos no momento do treinamento do animal, utilizamos uma musica de
fundo em todas as sessdes de treinamento de todos os animais. A mesma
musica era utilizada em todas as sessfes desde o momento da habituacdo do

animal & sala de comportamento até o retorno ao biotério.
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Figura 14: Sala de experimentos comportamentais utilizada na realizacdo do protocolo. O

ambiente possui iluminag&o especial e temperatura controlada.

3.2.1. Aquisicao da Tarefa

Os animais foram submetidos a sessfes de treinamento no LR-8 sob privacéo
parcial de alimento, de modo a manté-los em aproximadamente 85 a 90% do
peso corporal inicial, para possibilitar a aquisicdo das tarefas no decorrer dos
treinos. Os pesos foram ajustados de acordo com o desempenho do animal

nas seguintes fases para aquisicao da tarefa:

Fase | — Os animais séo colocados no centro do labirinto com todas as portas
abertas para exploracéo e adaptacdo no ambiente durante 10 minutos por dois

dias consecutivos.

Figura 15: Labirinto radial: Fase |
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Fase Il — Pedacos de amendoim (refor¢co) séo colocados nos receptaculos nos
finais dos bragos. Essa fase perdura até que o animal encontre o reforco nos

receptaculos

Figura 16: Labirinto radial: Fase Il

Fase Ill — Uma vez que o animal localiza o reforgco, o mesmo é colocado no
centro do labirinto com todas as portas abertas. Apos entrar em um dos bragos,
a porta que permitia o acesso aquele braco é fechada e o animal colocado
novamente no centro do labirinto com livre acesso aos outros bracos. Esta fase

termina quando o animal percorre todos os bragos em até 10 minutos.

Figura 17: Labirinto radial: Fase lll

Fase IV — E a fase de aquisicdo da tarefa propriamente dita, onde o animal
aprende a entrar em cada braco apenas uma vez. Todas as portas sdo abertas

a cada recolocacgao do animal no centro do labirinto. O mesmo deve aprender a
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visitar cada um dos bragos apenas uma unica vez em cada sessdo. Considera-
se erro de desempenho a repeticdo de um braco ja visitado pelo animal. Os
animais sao treinados até atingirem o critério de 0 a 1 erro por sessdo, nas

ultimas 3 sessoes de treinamento.

Figura 18: Labirinto radial: Fase IV.

Fase V — Apds os animais terem atingido o critério de aprendizagem na fase
IV, foi realizado o treinamento com testes de retardo de 5 segundos, com o
objetivo de habituar o animal ao procedimento que avaliou os efeitos da eDCS

sobre a memoaria operacional espacial.

Nesta fase foi introduzido um intervalo de retencdo (retardo ) entre o quarto e
quinto bragos visitados. A sessao de treinamento era dividida em 2 partes: na
primeira corrida (pré-retardo ) 4 portas foram abertas aleatoriamente e os
animais alcancavam o reforco. As quatro portas restantes permaneciam
fechadas. Apos terem visitado o quarto brago, eles eram levados até a gaiola-
casa onde permaneciam por um periodo de 5 segundos (Fig 19).

Figura 19: Labirinto radial: Fase V. Apés visitar os 4 primeiros bracos o animal era colocado de

volta para sua gaiola-casa onde permanecia por 5 segundos no intervalo de retencéo.
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Na segunda corrida (p0s-retardo ) os animais foram recolocados no centro do
labirinto e estando todas as portas abertas eles deveriam entrar nos 4 bracos

ainda nao visitados.

PRE-RETARDO POS-RETARDO

INTERVALO DE
RETENCAO

@ BRACO COM REFORCO
(O BRAGO SEM REFORGO
—— BRACO FECHADO

Figura 20: Desenho esquematico da fase V ilustrando o pré e pos-retardo. Note que no pré-
retardo apenas 4 portas encontram-se abertas e apos o intervalo de retencéo todas as 8 portas
do labirinto encontram-se abertas sendo que o animal devera entrar apenas nas 4 nao

visitadas anteriormente (Extraido e modificado de Rodrigues, 2006).

Os animais foram treinados até atingirem um critério de 0 a 1 erro por sessao,
tanto no pré- como no pos-retardo. Foram necessarias cerca de 3 sessdes para
gue 0s animais atingissem o critério, estando aptos entdo a serem submetidos

a cirurgia estereotaxica.

AplOs o periodo de recuperacdo poés-cirdrgica, 0S animais retornaram ao
labiritinto radial de 8 bracos para as devidas sessdes de teste com o0s
diferentes intervalos de retardo.

Foram realizadas seis sessodes de retardo divididas como se segue:
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Sessao 1

Esta sessdo foi realizada com o objetivo de re-habituar o animal ao
procedimento de retardo, bem como para a certificagcdo de que o animal ndo
sofreu nenhum dano cognitivo devido ao procedimento cirargico. O
procedimento foi realizado como descrito acima sendo que nenhuma

estimulacao foi realizada.
Intervalo de retencao: 5 segundos.
Sesséo 2

O animal recebeu a estimulac&o por 11 minutos e apos o intervalo habitual de 5

minutos pos-estimulacéo foi levado ao labirinto para a sessdo de treinamento.
Intervalo de retencao: 1 hora
Sesséo 3

O animal era submetido ao teste de retardo normalmente, porém nao recebia a
estimulacao.

Intervalo de retencao: 5 segundos
Sessao 4

Esta sessao era semelhante a sesséo 2, porém, ao invés do tempo de intervalo
ser de 1hora foi realizada uma Unica sessdo com um intervalo de 4 horas entre

0 pré e o poOs-retardo.
Intervalo de retencao: 4 horas.
Sesséo 5

O animal era submetido ao teste de retardo normalmente, porém nao recebia a
estimulacéo.

Intervalo de retencao: 5 segundos.
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Sessao 6

Esta sessao era semelhante a sesséo 4, porém, ao invés do tempo de intervalo
ser de 4 horas, foi realizada uma Unica sessdo com um intervalo de 10 horas

entre o pré e o pés-retardo.
Intervalo de retencao: 10 horas.

Todo o estudo foi realizado em formato duplo-cego, o experimentador que
realizava a coleta dos dados de desempenho comportamental no labirinto
radial desconhecia a que grupo pertencia o0 animal em teste, e o
experimentador que realizava as aplicacdes da eDCS ou procedimento sham
desconhecia o resultado do despenho dos animais, para evitar qualquer viés no
registro dos procedimentos comportamentais.

3.3. Cirurgia Estereotaxica

Apos terem alcancado a fase V do treinamento, os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para o implante do eletrodo de estimulacdo (anodo) na

regido epidural acima do cértex pré-frontal medial esquerdo (Fig 21).

Inicialmente, os animais foram anestesiados com o anestésico Cetamina (75
mg/kg) + Xilazina (10 mg/kg) em um volume de 0,1 ml/100g de peso corpéreo.
A sequir, foi realizada a tricotomia na parte superior da cabeca e os mesmos
foram fixados no estereotaxico (modelo 51600, Stoeling, IL, EUA), onde os

seguintes procedimentos foram realizados:

1. Assepsia com alcool iodado na area cirurgica;

2. Injecdo de um botdo anestésico com 0,2 ml de solugéo de lidocaina a 1

% no tecido subcutaneo;

3. Corte da regido do botdo anestésico, com retirada de pele e tecido

subcutaneo para exposicéo da calota craniana na regido do bregma;
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4. Realizacdo das primeiras medidas estereotaxicas, para definicdo e
marcacao do local de fixag&do do eletrodo;

5. O posicionamento do eletrodo (anodo) foi: + 2,5 mm AP, + 1 mm L em

relacdo ao Bregma para o alcance do cortex pré-frontal;

6. ApOs a devida marcacao do local de fixacdo do eletrodo foi realizada
uma abrasao da superficie craniana com o auxilio de uma mini-furadeira
(Dremel Multipro + Kit, Stoeling, IL, USA), até a exposicdo da duramater,

sem que as meninges fossem perfuradas.

7. Abertura de dois orificios laterais na calota craniana para o
posicionamento de um fixador confeccionado de material plastico nédo
condutor de eletricidade com o auxilio de uma mini-furadeira (Dremel
Multipro + Kit, Stoeling, IL, USA), como preparacdo para a ancoragem
da proétese cirargica (neste procedimento, o cranio do animal nao foi
totalmente perfurado, foi realizada apenas uma abrasao bilateralmente

com a finalidade de ancorar o fixador no cranio do animal);

8. Preenchimento da abertura craniana de 5 mm sobre a duramater com

gel condutor;

9. O eletrodo medindo 5 mm de diametro era devidamente posicionado
acima da abertura do crénio sobre o CPFm e fixado com resina acrilica
auto-polimerizavel de secagem rapida (polimero de metacrilato, JET,
Séo Paulo, SP, Brasil);

10. Apdés o procedimento cirdrgico e ainda sob o efeito da anestesia o
animal recebeu aproximadamente 0,2 ml de Penicilina G Benzatina

24.000 Ul por via intramuscular.
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11. Foi realizada também uma tricotomia na regidao posterior direita do
animal, proximo ao pescoco, onde o catodo movel era posicionado no

momento da estimulagéo para uma melhor fixagdo do mesmo.

12.Colocagdo do animal em um local aquecido para recuperagdo poés-

cirdrgica;

13.Retorno do animal para sua gaiola-casa.

Figura 21: Cirurgia extereotaxica para colocacao do eletrodo de estimulagédo. Da esquerda para
direita: Colocagdo do animal no aparato extereotaxico; retirada da pele e tecido subcutaneo
para exposicdo da calota craniana, localizacdo do Bregma para a realizacdo das medidas
extereotaxicas; Localizacdo da area do CPFm, abraséo da superficie craniana para exposi¢ao

da duramater, fixador plastico utilizado para ancoragem do eletrodo; colocacdo do fixador
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plastico na calota craniana, colocacao do eletrodo de estimulacdo (anodo), fixacdo do eletrodo

com resina auto-polimerizavel de secagem rapida.

Nos dias seguintes ao procedimento cirurgico foram diluidas duas gotas do
analgésico Ibuprofeno infantil 50 mg na agua do bebedouro do animal para

evitar possiveis desconfortos causados pela cirurgia.

3.4. Estimulag&o epidural por Corrente Continua de Baixa Intensidade

A estimulacdo epidural de corrente continua direta de baixa intensidade foi
realizada empregando-se um par de eletrodos de estimulacdo constituido de
material auto-adesivo (Valutrode ®, Axelgaard Mfg.Co.,Ltd. USA), sendo que o
eletrodo anddico media 5 mm de diametro e o catdodico 10 mm. O eletrodo
anadico era fixado previamente na regiao epidural, acima do cortex pré-frontal

em procedimento cirargico descrito previamente.

O eletrodo catodico era colocado sobre a pele na regido posterior direita da

cabeca do animal préxima ao pescoco (Fig.22).

Figura 22: A estimulacdo epidural de corrente continua direta de baixa intensidade era
realizada empregando-se um par de eletrodos de estimulacédo, sendo que o eletrodo anddico
previamente fixado sobre o CPFm do animal em procedimento cirlrgico era conectado ao
estimulador, e o eletrodo catddico era colocado sobre a pele na regido posterior direita da

cabeca do animal proxima ao pescoco.
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A corrente elétrica era liberada por um estimulador de corrente continua,
empregando uma bateria de 9V, especialmente desenvolvido para esta
finalidade (tDCS Demo Unit serial # 072208-03, NeuroQuest Therapeutics,

USA) sendo a saida maxima de corrente de 10 mA (Fig.23).

Figura 23: Estimulador de corrente continua, tDCS Demo Unit serial # 072208-03, NeuroQuest
Therapeutics®, USA.

Uma corrente constante de intensidade de 400 pA foi aplicada por 11 minutos,
previamente a sessao de testes. No momento da estimulacdo era realizada
uma leve contensdo do animal para a correta aplicacdo do estimulo e

posicionamento do catodo.

Dos 23 animais submetidos a todos os procedimentos no labirinto radial, um
animal foi excluido por ndo atingir o critério de aprendizagem apos
aproximadamente 30 sessdes de treinamento, trés animais foram excluidos por
nao percorrerem o labirinto de forma a permitir o prosseguimento dos
treinamentos para aquisicao das tarefas ou realizagéo dos testes com retardos,
e um animal foi excluido jA na fase dos testes por extrapolar o critério de
desempenho previamente definido cometendo dois erros no desempenho do
pré-retardo. Portanto, dezoito animais seguiram satisfatoriamente até o final do
protocolo experimental, porém havendo perda das proteses de fixacdo do
eletrodo em dois animais antes da realizagcdo dos testes com retardos de 10
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horas, dai ter ocorrido uma reducdo do numero de animais em cada grupo para

estes testes.

Assim, os animais que atingiram o critério de aprendizagem no labirinto radial
(n = 18) foram distribuidos por randomizacéo em blocos de 4

(http://www.randomization.com) em 2 grupos:

(1) Grupo eDCS (n =9)

Neste grupo os animais foram submetidos a estimulacédo de 400 YA por

11 minutos, 5 minutos antes do inicio das sessdes de testes.
(2) Grupo Sham (n =9)

Na estimulagdo simulada (sham), os eletrodos foram colocados na

mesma posic¢ao, entretanto, o estimulador nédo foi ligado.

Cinco minutos apds a estimulacdo, os animais eram colocados no labirinto
radial de 8 bracos para a realizagédo dos procedimentos de retardos de 1 h, 4 h
ou 10 h no labirinto radial sob a estimulagéo prévia do cértex pré-frontal medial

esquerdo ou procedimento sham.

Ao final de todo protocolo experimental, os animais foram eutanasiados sob

anestesia em procedimento descrito a seguir.

3.5. Histologia

A analise histologica foi realizada ao final de todo o protocolo experimental com
0 objetivo de observar se houve a ocorréncia de lesdo no cortex cerebral na
regido abaixo do eletrodo de estimulagcdo (anodo) bem como na regido de
interesse do estudo (CPFm).
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Vinte e quatro horas apds o ultimo teste de retardo com estimulacdo ativa ou
sham, os animais receberam altas doses do anestésico Cetamina + Xilazina
(IP) e foram submetidos a perfusdo intracardiaca com solugéo salina seguida

de solucéo de formaldeido a 8%.

Os cérebros foram entdo removidos e mantidos em solucdo de formaldeido a
8% por um periodo minimo de 48 horas, depois dos quais foram seccionados
em cortes coronais de 40 um de espessura em um Micrétomo de congelamento
(JUNG-AG, Alemanha).

Os cortes obtidos foram montados sequencialmente em laminas gelatinizadas
e, apos um periodo de secagem de 24 horas, passaram por processamento
histolégico com a técnica de marcacdo pelo método de coloracdo de Nissl
(cresil violeta) e protegdo com DPX e laminula. A observagcdo das
caracteristicas histologicas gerais e a localizacdo da regido de interesse
(CPFm) foram feitas através da visualizacdo em uma lupa esteroscopica
(SZ40) e um microscépio (BX41) ambos da marca Olympus®.

As imagens das laminas foram capturadas com o auxilio de uma camera de

videomicroscopia e digitalizadas em computador para posterior analise.

3.6. Analise de resultados

Para andlise de desempenho no labirinto radial de 8 bracos foram observados
0 numero de erros cometidos e 0 tempo gasto em cada braco visitado numa

sessao de treinamento ou de teste.

A analise do numero de erros cometidos foi realizada através da entrada do
animal em bracos ja visitados numa mesma sessao de treinamento, enquanto a
analise de tempo gasto em cada braco foi avaliada pela relacéo entre o tempo
total de permanéncia no labirinto (em segundos) e o numero de bragos

visitados naquela sesséo.
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Tanto os dados de desempenho como os de tempo de permanéncia nos
bragos foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m) dos dados

analisados.

A comparacao do desempenho entre os grupos (sham vs eDCS) em cada teste
de retardo foi feita pela através de teste t de Student para amostras
independentes. As analises de desempenho intra-grupos (entre os testes de
retardos de 1 h, 4 h e 10 h) foram feitas por Analises de Variancia de uma via
para medidas repetidas seguidas do teste de Bonferroni para as comparacoes

multiplas.

Em todas as analises foi empregado um nivel de significancia para p < 0,05.
Para as analises estatisticas e a confeccdo dos graficos foi empregado o

programa GraphPad Prisma em sua verséao 4.0.
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4.1 Aquisicao da tarefa no labirinto radial de 8 br ~ acos

Todos os animais (n = 18) apresentaram melhora progressiva do desempenho
na fase de aquisicdo da tarefa (fase 1V) no decorrer das ultimas 10 sessdes de
treinamento. A analise de regressao linear demonstrou uma diminuicao
progressiva do numero de erros até a Ultima sessao, atingindo o critério pré-
estabelecido para aprendizagem, ou seja, 0 a 1 erro por sessao ao longo de 3
sessodes consecutivas [F(1,8) = 5,456; Y = 1,854 — 0,13X; r = 0,41; p < 0,05),
(Fig. 24).

Aquisicao da Tarefa

s 3 ® Total (n=18)
Q. ® sham(n=9)
Ho ® eDCS (n=9)
8

&

S 1-

=~ 0 ¥~

v v v v v v v v
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sessdes

Figura 24: Média de erros + e.p.m. nas 10 (ltimas sessbes de treinamento na fase IV
(aprendizagem) no labirinto radial de 8-bracos. * p < 0,05 (Total); **p < 0,001 (sham) (Andlise
de regresséo linear).

Ao analisarmos o desempenho dos 2 grupos (sham x eDCS) de forma
separada, a andlise de regressdo exponencial mostrou uma reducéo
estatisticamente significante do numero de erros com a progressao das
sessOes de treinamento no grupo sham [F(1,8) =9,82; Y = 1,870 — 0,14X; r =

0,55; * p < 0,01), e embora alguns animais do grupo eDCS tenham
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apresentado maiores flutuacbes no desempenho ao longo das sessdes
intermediérias, observa-se que o grupo eDCS [F(1,8) =2,78; Y = 1,843 — 0,12X;
r = 0,26) também apresentou uma redu¢do no namero de erros ao longo das
sessOes de treinamento, embora de forma néo estatisticamente significante,
tendo ambos os grupos alcancado resultados que estdo em concordancia com
a melhora progressiva do desempenho, atingindo o critério pré-estabelecido
para aprendizagem.

4.2. Efeitos da estimulacao epidural de corrente co  ntinua de baixa
intensidade sobre o CPFm esquerdo sobre a Memodria O  peracional de
Ratos

4.2.1 Retardos de 1 h

pré-retardo  —— pos-retardo

. 5+ 5
€
o
o 44 44
+
w3 3-
£ *k
(0] 24 24
(0]
o
(E l- l- i
ie]
N}
= Es— ——— ] o

sham eDCS sham eDCS
Grupos Grupos

Figura 25: Efeito da eDCS (n = 9) e do procedimento sham (n = 9), sobre o desempenho
(média de erros +e.p.m) antes (pré-retardo) e apés (pés-retardo) o retardo de 1 hora no
labirinto radial de 8-bracos. ** P < 0,01 comparado ao grupo sham. (Teste t de Student para

medidas independentes t=2,873).

O desempenho dos animais na realizagdo dos testes com retardos de 1 hora

no labirinto radial apos terem sido submetidos a eDCS pode ser observado na
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figura 25. A analise do desempenho foi feita com base no nimero de erros

cometidos pelo animal em cada sesséao de teste.

N&o foram detectadas diferencgas significantes entre os grupos no desempenho

dos animais no pré-retardo. (Fig. 25, a esquerda).

O teste t de Student, entretanto, detectou diferencas estatisticamente
significantes no desempenho dos animais do grupo eDCS quando comparados
ao grupo sham apés o intervalo de retardo de 1 hora, onde os animais
submetidos a eDCS antes do teste de retardo, apresentaram significativamente
(p < 0,01) um menor numero de erros quando comparados aos animais sham
(Fig. 25, a direita).

O tempo gasto em cada braco antes e apos o retardo de 1 hora esta
representado na Tabela 1. O teste t de Student para medidas independentes
nao identificou diferengcas estatisticamente significantes entre os tempos em

cada tratamento tanto no pré- quanto no pés-retardo de 1 hora.

Tabela 1: Média do tempo gasto (sequndos) + e.p.m. em cada braco visitado pelos
animais antes (pré-retardo) e apds (poés-retardo) os retardos de 1 hora no labirinto radial

de 8-bracos.

Retardo de 1 hora

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

Grupos Pré-retardo Pés-retardo

SHAM (n =9) 24,2 +4,5 219+28

eDCS (n=9) 264+7,3 23,0+4,8
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4.2.2. Retardo de 4 horas

4 h
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Figura 26: Efeito da eDCS (n = 9) e do procedimento sham (n = 9), sobre o desempenho
(média de erros + e.p.m) antes (pré-retardo) e apds (pos-retardo) o retardo de 4 horas no
labirinto radial de 8-bragos. *** P < 0,001 comparado ao grupo sham. (Teste t de Student para

medidas independentes t=6,788).

A figura 26 apresenta o desempenho dos animais na realizacao dos testes com
retardos de 4 horas no labirinto radial de 8 bracos ap0s terem sido submetidos
a eDCS.

Assim como no intervalo de retardo de 1 hora, ndo foram detectadas diferengas
significantes entre os grupos no desempenho dos animais no pré-retardo. (Fig.

26, a esquerda).

Em relacdo ao desempenho dos animais apds os retardos de 4 horas, também
foram detectadas diferencas estatisticamente significantes no desempenho dos
animais submetidos a eDCS. Nesta condicdo, 0s animais novamente
apresentaram significativamente (p < 0,001) um menor numero de erros

quando comparados aos animais sham. (Fig. 26, a direita)

Em relacdo ao tempo gasto em cada braco visitado pelo animal, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos, tanto no
pré quanto no pos-retardo nesse intervalo de retengdo (Tabela 2).



Tabela 2: Média do tempo gasto (segundos) + e.p.m.  em cada braco visitado pelos
animais antes (pré-retardo) e apos (pOs-retardo) os retardos de 4 horas no labirinto radial
de 8-bracos.

Retardo de 4 horas

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

Grupos Pré-retardo Pés-retardo
SHAM (n =9) 23,9+6,4 20,1+3,5
eDCS (n=9) 25,9+6,5 22,9+4,0

4.2.3. Retardo de 10 horas
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Figura 27: Efeito da eDCS (n = 8) e do procedimento sham (n = 8), sobre o desempenho
(média de erros +_ e.p.m) antes (pré-retardo) e apos (pds-retardo) o retardo de 10 horas no
labirinto radial de 8-bracos. ** P < 0,001 comparado ao grupo sham. (Teste t de Student para

medidas independentes t=5,506).

71



72

O desempenho dos animais na realizacdo dos testes com o maior intervalo de

retencdo (10 horas) esté ilustrado na figura 27.

Assim como nos intervalos anteriores, ndo foram detectadas diferengas
significantes entre os grupos no desempenho dos animais no pré-retardo. (Fig.

27, a esquerda).

Em relagcdo ao desempenho dos animais apds os retardos de 10 horas, foram
detectadas diferengcas estatisticamente significantes no desempenho dos
animais do grupo eDCS, quando comparados ao grupo sham, com 0s animais
submetidos a eDCS apresentando novamente um numero de erros
significativamente (p < 0,001) menor em comparacdo aos animais sham
(Fig.27, a direita), confirmando os dados encontrados nos demais intervalos de
retardo.

Em relacdo ao tempo gasto em cada braco antes e apés o retardo de 10 horas
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os

tempos em cada tratamento tanto no pré- quanto no pos-retardo (Tabela 3).

Tabela 3: Média do tempo gasto (segundos) £ e.p.m.  em cada braco visitado pelos
animais antes (pré-retardo) e apos (pOs-retardo) os retardos de 10 horas no labirinto
radial de 8-bracos.

Retardo de 10 horas

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

Grupos Pré-retardo Pés-retardo

SHAM (n = 8) 17,0+ 2,6 19,0 +4,7

eDCS (n = 8) 19,1+2,2 26,5+7,4
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4.2.4. Desempenho intra-grupos

A andlise do desempenho intra-grupos foi feita com base na média do niumero
de erros cometidos pelo grupo em cada sessdo de teste nos diferentes

intervalos de retencao.

4.2.4.1.Grupo Sham
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Figura 28: Média do desempenho dos animais do grupo sham durante o pré (a esquerda) e
pos-retardo (a direita), ao longo dos diferentes intervalos de retengdo (n = 9) (ANOVA de 1 via

para medidas repetidas, seguida do Teste de Bonferroni).

A figura 28, compara o desempenho dos animais do grupo sham na realizagcao
dos testes no labirinto radial de 8 bragos nos diferentes intervalos de retencgéo
durante a fase de pré e pos-retardo.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre o desempenho dos
animais durante o pré-retardo nos diferentes intervalos de retengéo (1, 4 ou 10

horas).
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A analise conjunta do desempenho do grupo sham durante o pés-retardo
também néo detectou diferencas estatisticamente significantes, embora ocorra
uma tendéncia a um aumento no numero de erros no retardo de 4 horas se

comparado ao menor intervalo de retardo de 1 hora.

4.2.4.2. Grupo eDCS

Pré-retardos Pés-retardos
. 54 5.
€
o
o 44 44
+ *
w31 3
o
3 o 2
(]
©
3
RN R — — S —S o
) ) ) ) ) )
1h 4h 10 h 1h 4h 10 h
Retardos Retardos

Figura 28: Média do desempenho dos animais do grupo eDCS durante o pré (a esquerda) e
pos-retardo (a direita), ao longo dos diferentes intervalos de retencao (n = 9), * p < 0,05

(ANOVA de 1 via para medidas repetidas, seguida do Teste de Bonferroni).

A figura 28, representa o desempenho dos animais do grupo eDCS na
realizacdo dos testes no labirinto radial de 8 bracos nos diferentes intervalos de

retencdo durante a fase de pré- e pos-retardo.

Assim como no grupo sham, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre o desempenho dos animais eDCS durante o pré-retardo entre diferentes

intervalos de retencao (1, 4 ou 10 horas).
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Entretanto, analisando-se a fase de pds-retardo, a ANOVA de uma via para
medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente significantes no
desempenho dos animais eDCS entre os diferentes testes de retardos [F(2,16)
= 4,329; p = 0,03].

O teste de comparacdes multiplas de Bonferroni demonstrou que os animais
apresentaram maior numero de erros (p < 0,05) no teste de retardo de 10 h
comparado ao desempenho observado no teste de retardo de 4 h.

Adicionalmente, também pudemos observar uma tendéncia a um melhor
desempenho dos animais do grupo eDCS no retardo de 4 horas quando
comparado ao menor intervalo de retardo, de 1 hora, embora esta diferenca

nao tenha sido estatisticamente significativa.

4.3. Histologia

A analise histologica foi realizada ao final de todo o protocolo experimental com
0 objetivo de observar se houve a ocorréncia de lesdo no cortex cerebral na
regido abaixo do eletrodo de estimulagdo (anodo) e principalmente na regido
de interesse do estudo (CPFm) (Fig.29).
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Figura 29: Fotomicrografias representativas de secg¢8es coronais (40 um) do cérebro de ratos
com implantacdo de eletrodos de estimulacdo epidural por corrente continua de baixa
intensidade (eDCS), aproximadamente 3,0 mm anterior ao Bregma (Paxinos, 2002). Nas
imagens A e B identificam-se as areas Cgl do cingulado anterior e Cg3 do cértex pré-limbico
que constituem parte importante do CPFm em roedores. A analise histologica das imagens
indica a integridade dos neurénios do cértex pré-frontal medial tanto nos animais sham (A),
guanto nos animais submetidos a 3 sessfGes de eDCS na intensidade de 400 pA por 11

minutos (B). Objetivas de 2X, 10X e 100X para os respectivos cortes.

A observacado das caracteristicas histologicas gerais e a localizagdo da regido
de interesse (CPFm) foram feitas através da visualizacdo em uma lupa

esteroscépica (SZ40) e um microscépio (BX41) ambos da marca Olympus®.

As imagens das laminas foram capturadas com o auxilio de uma camera de

videomicroscopia e digitalizadas em computador para posterior analise.

A analise das caracteristicas histolégicas gerais da regido localizada abaixo do

eletrodo de estimulacdo mostrou que a estimulacdo epidural por corrente
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continua na intensidade utlizada (400 pA) ndo provocou a formacdo de

gualquer tipo de lesdo na camada de neurdnios subjacente.

Ainda, a regido de interesse do presente estudo é mostrada na figura 29, onde
podemos identificar as areas Cgl do cingulado anterior e Cg3 do cOrtex pré-
limbico que constituem parte importante do CPFm em roedores. Nota-se que
nao houve a formacdo de nenhum tipo de alteracdo ou lesdo neuronal na
regido. A fotomicrografia utilizando-se a objetiva de 100x mostra 0os neurbnios

da regido integros e sem qualquer indicio de lesdo ou morte celular.
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Nossos resultados mostraram que o0s animais submetidos a estimulacdo
epidural por corrente continua (eDCS) na intensidade de 400 pA aplicada
sobre o CPFm esquerdo por 11 minutos antes das sessbes de teste,
apresentaram significativamente um menor nuamero de erros quando
comparados aos animais sham apos os retardos de 1, 4 e 10 horas, sugerindo
que a eDCS, faciltou a memoria operacional espacial de longa duragéo
avaliada no labirinto radial de 8 bracos nos trés intervalos de retencéo
promovendo uma facilitacdo da memoéria operacional espacial dos animais

submetidos a eDCS.

Adicionalmente, além de demonstrar os efeitos de facilitacdo obtidos pela
técnica, o presente estudo constatou que tais efeitos permaneceram mesmo
apos varias horas, ampliando nossos conhecimentos sobre a duracdo dos
efeitos da estimulacdo cerebral por corrente continua de baixa intensidade, o
gue se caracteriza em mais um importante dado sobre 0s mecanismos

subjacentes a técnica desenvolvida.

5.1. Desenho experimental: Intensidade da c orrente

Em nosso estudo, utilizamos a corrente de 400 pA aplicada acima da
duramater para avaliar os efeitos de uma estimulacdo cerebral mais focalizada
e com menor perda de corrente, e seus efeitos nas fungbes cognitivas dos

animais.

Esta € uma intensidade de corrente inferior ao que tem sido usualmente
empregada na clinica e nas investigacbes em seres humanos. Entretanto,
Takano et al. (2011), realizaram um experimento em modelo animal utilizando
ressonancia magnética funcional (fMRI) para avaliar a efetividade da
estimulacdo transcraniana por corrente continua (tDCS) em ativar areas
corticais através de estimulacdo anddica. Os autores observaram que uma
estimulacao transcraniana de 400 pA aplicada por 10 minutos na regido acima

do cortex frontal de ratos anestesiados aumentou significativamente a
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intensidade do sinal de ressonancia magnética no coértex frontal e nucleus

accumbens.

Portanto, com base neste estudo e em resultados preliminares de nosso
proprio laboratério e, principalmente, considerando-se que estariamos
transferindo uma corrente mais focalizada e com menor perda diretamente
sobre a dura mater, julgamos ser esta intensidade satisfatéria para os

propdsitos da presente investigacao.

5.2. O labirinto radial de 8 bracos

As teorias atuais sobre cognicdo animal sofreram grande influéncia de idéias
decorrentes da observacdo de animais desempenhado tarefas em labirintos.
Conceitos como memoria visuoespacial e grande parte das concepc¢des sobre
aprendizagem e memoéria surgiram no contexto de experimentacdo em
labirintos (Olton, 1979).

O modelo experimental deste estudo utilizou o labirinto radial de 8-bracos como
paradigma para avaliar a memaoria operacional espacial em roedores. Com este
paradigma foi possivel avaliar a habilidade do animal de se guiar pelas
orientacdes espaciais do ambiente para obter alimento.

A versdo do labirinto utilizada para a avaliacdo de memdria operacional é a
versdo espacial. E importante enfatizar que o desempenho adequado em
tarefas espaciais requer a presenca de estimulos distais que mantenham fixas
suas relacdes uns com 0s outros, e que apresentem facil discriminacdo e
visualizagdo a partir do labirinto. Para desempenhar a tarefa nesse tipo de
labirinto, o animal devera utilizar pistas visuais que se encontram localizadas
externamente ao labirinto para mapear o ambiente e poder distinguir a exata
localizagdo dos bragos a serem visitados. Deste modo, 0os animais podem
discriminar os bracos ja visitados e armazenar essa informacdo em uma

memoria transitoria (memoria operacional). O labirinto radial de 8 bracos
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portanto, permite avaliar as caracteristicas visuoespaciais da memoria

operacional (Olton, 1979).

Segundo Olton e Samuelson (1976), neste modelo os roedores nao utilizam
variaveis como odores, dicas de comida e/ou respostas em cadeia para
resolver a tarefa, mas basicamente se utilizam de suas capacidades de
memoria para informacdes sobre localizacdo espacial. Por isso, alguns
cuidados adicionais foram realizados no aparato, como pistas visuais do
ambiente sempre alocadas na mesma posicao; limpeza do labirinto a cada
treino e sala iluminada na mesma intensidade, som de fundo e temperaturas
constantes nas sessdes de treinamento para evitar que qualquer mudanca no

ambiente pudesse interferir no desempenho dos animais.

Para o desempenho de tarefas no labirinto radial de 8 bracos sao diferenciados
dois tipos de memdria: a memoéria de referéncia (ou procedimentos) e a
memoria operacional (ou de trabalho). A memdéria de referéncia armazena
informacdes que independem do contexto, sendo de ocorréncia freqiente. Por
exemplo, saber que ha apenas um pedaco de amendoim (reforco) em cada
bragco em uma dada sesséo e que a repeticdo de bracgos ja visitados implica em
ndo reforcamento. J4& a memoaria operacional é responsavel pela manutencéo
temporaria da informacéo sobre a localizacdo dos bracos ja visitados, o que é
especifico para uma sesséo, nao tendo utilidade em sessdes subsequentes
(Olton et al., 1977 apud Rodrigues, 2006).

A capacidade de armazenar temporariamente uma informagdo que seja
necesséria para realizacdo de tarefas que incluam pensamento, raciocinio e
planejamento é uma das caracteristicas principais da memoaria operacional
(Baddeley, 1983; 1997; Goldman-Rakic, 1996). Essa capacidade € semelhante
aos processos que sdo mensurados por tarefas com retardo (Goldman-Rakic,
1990).

Entretanto, manipulagdes nos procedimentos podem ser realizadas de modo
que o teste se torne mais sensivel a um ou outro tipo de memoria. Para a
avaliacdo da memoaria operacional, por exemplo, a introducdo de um intervalo
de retencdo entre um determinado numero de bracos permite a avaliacéo

satisfatéria de diferentes extensdes da memodria operacional espacial no
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labirinto radial (Olton, 1987; Mizumori et al., 1987; Levin, 1988). Os intervalos
de retencéo (retardos) podem ser curtos (segundos), podendo ser verificada
uma memoéria operacional de curso breve, ou mais prolongado (horas), que
estaria avaliando uma memoria operacional de longa duracédo (Nakamura et al.,
1991; Nakamura-Palacios et al., 1996; Nakamura-Palacios e Roelke, 1997;
Oliveira e Nakamura-Palacios, 2003 apud Rodrigues, 2006). Nos experimentos

realizados neste estudo os retardos utilizados foram de 1 h, 4 h e 10 h.

Determinados autores questionam o uso do termo “memdria operacional de
longa duracdo” para os resultados obtidos em intervalos acima de segundos.
Segundo eles, neste momento o0 que estaria sendo avaliada seria ndo mais a
mem©éria operacional (restrita a eventos de curto prazo, da ordem de

segundos), mas sim uma memoaria de longo prazo.

No entanto, a memoria operacional € melhor definida levando em consideragéo
nao sua natureza temporal, mas seu aspecto funcional (Fuster, 1991). Apés a
realizacdo da primeira parte da sessao (pré-retardo ou primeira corrida), o
animal devera permanecer com a informacao ativa (“on line”) sobre os bracos
ja visitados até a realizacdo da segunda parte da sessdo (o pés-retardo ou
segunda corrida), que podera ocorrer horas depois. Somente apds o término da
tarefa € que essa informacéo serd descartada, ndo influenciando na sessao
seguinte. A informacdo sobre aquela dada sessdo nao foi, portanto,
consolidada. Isso demonstra que testes com retardos de horas podem ser
considerados avaliagbes de memoéria operacional espacial de duragéo

prolongada (Rodrigues, 2006).

5.3. Sitio neuroanatémico de implantacdo dos eletro  dos

Em primatas, o cOrtex pré-frontal dorsolateral (CPFDL) € o sitio
neuroanatdomico de varias funcbes cognitivas complexas, incluindo a memoria
operacional (Goldman-Rakic, 1996). Diferentes grupos de pesquisadores se
questionavam se haveria uma correspondéncia funcional entre a parte

dorsolateral do CPF de primatas ndo humanos e o CPF de ratos. Brown e



83

Bowman (2002), correlacionando os achados de diversas pesquisas
envolvendo o CPF de primatas e roedores, sugerem que a parede medial do
CPF do rato (CPFm) é uma é&rea nao-diferenciada que possuiria as fungdes
cognitivas encontradas no CPFDL de primatas e, portanto, seria util na

investigacao dos processos cognitivos pré-frontais.

Ainda, Rose e Woolsey (1948) definem o CPF de roedores como a regiao que
recebe macicas proje¢cdes do nucleo dorso medial do talamo. Neste estudo,
ap0s medidas especificas a partir do bregma realizadas na cirurgia
estereotaxica e, analise histoldégicas de fatias dos cérebros dos animais
extraidos do Atlas de Paxinos e Watson (1986), observou-se que os eletrodos
foram implantados sobre a regido do cingulado anterior dorsal (ou Cgl) e a
regido pré-limbica (PrL ou Cg3).

Alguns autores consideram apenas a area pré-limbica (PrL ou Cg3) como o
verdadeiro CPF de ratos (Condé et al., 1995; Preuss, 1995), por entenderem
gue essa area seria aquela que recebe o maior contingente de aferéncias do
nucleo dorso medial do talamo. Entretanto, diversos estudos demonstraram
que outras regides, como a regido dorsal do cingulado anterior (Cgl) e a regido
do cortex frontal (Fr2) sdo de fato parte integrante da por¢cdo medial do CPF
(CPFm), pois também recebem macicas projecées do nucleo dorso medial do
talamo (Groenewegen, 1988; Uylings e Van Eden, 1990; Vertes, 2002; Uylings
et al., 2003). Dessa forma, essas regides tornam-se apropriadas para
investigacdo de funcdes executivas pre-frontais, como a memdaria operacional

espacial.

Estudos de conexdo também contribuem para a semelhanca de caracteristicas
entre o CPFDL de primatas e o CPFm de roedores (Uylings et al., 2003). Tanto
em roedores quanto em primatas, 0s circuitos que envolvem areas do CPF séo
caracterizados por aferéncias (“inputs”) do corpo amidaldide. Em ratos, tanto a
parte dorsal do AC (ACd) quanto a regido Fr2 do CPF (CPFm) recebem poucas
aferéncias do corpo amidaldide, o que também acontece com o CPFDL de
primatas (Groenewegen et al., 1997 apud Rodrigues, 2006).
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Portanto, por suas caracteristicas funcionais pode-se correlacionar o CPFDL de
primatas ao CPFm de roedores, o0 que é de relevancia nos estudos de
investigacdo de memodria operacional espacial e permite ainda uma extenséo
dos resultados apresentados neste estudo para espécies superiores como

primatas.

5.4. A estimulacéo cerebral e os processos de apren  dizagem e memoria

Os dados obtidos em nosso estudo estdo de acordo com resultados
observados em diversos estudos clinicos que mostraram uma melhora no
desempenho de testes de memdria operacional em individuos submetidos a
estimulacdo transcraniana por corrente continua (tDCS) anddica do CPF.

Mulquiney et al. (2011) observaram que a tDCS anddica sobre o CPFDL
melhorou o desempenho de voluntarios saudaveis no teste de memoria
operacional com letras (2-back letter working memory paradigm), utilizado para
avaliar a memoéria operacional. Resultados semelhantes aos encontrados
previamente por Fregni et al. 2005, quando avaliaram 15 voluntarios
submetidos ao teste de memoéria operacional com letras (3-back letter working
memory paradigm) e os resultados indicaram que a tDCS anddica no CPFDL
esquerdo melhora o desempenho na tarefa de memdéria operacional quando

comparada aos individuos controle.

Ainda, em um artigo recém publicado, pesquisadores avaliaram os efeitos da
tDCS em voluntarios desempenhando testes de memdria operacional, bem
como a atividade neural adjacente, particularmente avaliando os efeitos da
tDCS sobre o CPFDL esquerdo durante o teste “2-back” e a atividade neural
durante a realizacdo do mesmo. Os resultados mostraram que a tDCS alterou a
atividade cortical associada a memdria operacional em sincronia com as
alteracdes sistematicas no desempenho dos individuos nos testes,
demonstrando os efeitos neuromodulatorios da tDCS sobre a atividade cortical

e sua significancia funcional (Zaehle et al. 2011).
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Semelhante aos efeitos fisiolégicos observados em humanos, foi demonstrado
em ratos saudaveis que a estimulacdo cerebral por corrente continua induz
mudancas prolongadas sobre o fluxo sanguineo cerebral, avaliado por
fluxometria a laser com Doppler, sendo essas alteracbes dependentes da
duracdo e da intensidade da corrente aplicada e possui um efeito polaridade-
especifico, uma vez que a aplicacdo da estimulagdo anddica levou a um
aumento enquanto a catddica levou a uma inibigdo do fluxo sanguineo cerebral
(Wachter et al., 2011).

Ainda, em humanos, a estimulacdo cerebral afeta os potenciais motores
evocados (MEPs) que refletem a modulacdo da excitabilidade motora, pela
facilitacdo apds a estimulacdo anddica e pela supressdo apds a estimulacao
catddica (Nitsche e Paulus, 2000). Experimentalmente, Cambiaghi et al. (2010)
demonstraram o0 mesmo efeito em camundongos saudaveis, nos quais a
estimulacdo anddica aumentou os MEPs, enquanto a estimulacdo catédica
inibiu a atividade motora, validando assim esses ensaios pré-clinicos aplicados
em roedores para investigacao dos efeitos induzidos pela estimulacéo cerebral
na modulacdo e plasticidade cerebral, assim como no aprimoramento da

técnica para aplicacao terapéutica.

Com relacéo ao efeito da estimulacdo cerebral utilizando modelos patologicos
em ratos, foi observado que a estimulacdo anddica induz um efeito
neuroprotetor em modelo de isquemia cerebral permanente, melhorando o
desempenho motor dos animais e reduzindo o dano axonal na cdpsula interna
do hemisfério infartado, sem interferir com o tamanho da lesdo (Nandi et.al.
2008).

Liebetanz et. al. (2006) demonstraram que a estimulacéo catddica induz efeito
anticonvulsivante em um modelo de epilepsia focal induzida por estimulag&o
cortical gradual, sendo que a magnitude e a duracdo do efeito dependem da
duracdo da estimulacdo e da intensidade da corrente. Os estudos utilizando
estimulacdo cerebral por corrente continua em animais demonstram que essa
técnica induz efeitos semelhantes aos observados em humanos, que sao

polaridade e intensidade-dependentes. .
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Como citado anteriormente, Takano et al. (2011), observaram utilizando
ressonancia magnética funcional (fMRI), o aumento da intensidade de sinal no
cortex frontal e no nucle accumbens de ratos ap0s a estimulagdo cerebral
anodica na intensidade de 400 pA aplicada por 10 minutos na regido acima do

cortex frontal de ratos anestesiados.

Em nosso estudo, utilizamos a corrente de 400 pA aplicada acima da
duramater para avaliar os efeitos de uma estimulacdo cerebral mais focalizada
e com menor perda de corrente e seus efeitos nas fungdes cognitivas dos
animais, e apesar das diferencas metodolégicas do nosso protocolo, os dados
encontrados corroboram os resultados dos estudos prévios no que diz respeito
a uma melhora no desempenho dos animais submetidos a estimulag&o epidural
na intensidade de 400 pA por 11 minutos em tarefas relacionadas a memoéria

operacional.

Segundo Andrews et al. (2011), uma hip6tese para a melhora no desempenho
em testes de memoria operacional de individuos submetidos a estimulacéo
anodica pode ser relacionada ao mecanismo de LTP. Em uma revisdo da
literatura, Floel e Cohen sugeriram que a estimulagdo cortical em combinacéo
com o treinamento da memoaria, pode otimizar o desempenho via LTP. De fato,
sabe-se que a tDCS fortalece as conexfes sinapticas induzindo LTP, e os
efeitos a longo prazo da técnica dependem de modificacbes na eficacia dos
receptores NMDA (Liebetanz et al., 2002) bem como da sintese de proteinas
acompanhada por modificacbes nos niveis intracelulares de cAMP e Ca*
(Nitsche et al., 2008).

5.4.1. LTP

Entre os varios tipos de plasticidade sindptica que ocorrem no Sistema
Nervoso, a Potenciacdo de Longa Duracédo (LTP) e a Depressdo de Longa
Duracéo (LTD), que sao fenbmenos caracterizados por aumento ou reducao na
eficacia da comunicacdo sinaptica, respectivamente, sdo 0s principais

correlatos moleculares dos processos de aprendizado e memodria.
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A LTP pode ser definida como um aumento persistente da eficacia sinaptica,
desencadeado por um estimulo tetAnico em uma via sinéptica especifica. Apos
uma seérie de eventos bioquimicos nos terminais pré e/ou pos-sinapticos, esse
estimulo promove o aumento da eficiéncia de transmissdo sinaptica naquela
via, ou mesmo, em uma via associada (Bliss e Collingridge, 1993; Mcnhaughton,
1978; Levy e Steward, 1979).

A LTP ocorre em varias areas do cérebro e pode ser distinguida com base em
sua dependéncia ou ndo de receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA
(receptores N-metil-D-aspartato) (Chen e Tonegawa, 1997).

O hipocampo é uma estrutura cortical, envolvida na formacdo da memadria em
mamiferos onde primeiro se identificou o fenébmeno de LTP. No hipocampo, a
inducdo da LTP somente se realiza quando um estimulo de alta frequéncia
ativa simultaneamente o neurdnio pré e pos-sinaptico, envolvidos em uma via
de transmisséo, como postulado por Hebb. Esse tipo de estimulo € necessario
para a ativagdo de receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA no neurdnio
pos-sinaptico (Malenka, 1994).

Sabe-se que receptores glutamatérgicos do subtipo AMPA (a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazolpropionato) também localizam-se no neurdnio pdés-sinaptico
(Malenka, 1994). Durante a estimulacdo de baixa frequéncia, somente 0s
receptores AMPA contribuem para a despolarizacdo do neurdnio pos-sinaptico.
Os receptores NMDA, em tais condi¢cdes, mantém-se fechados e impermeéveis
a entrada de Ca** e Na'. O estimulo de baixa frequéncia ndo é competente
para retirar o blogueio produzido pelo ion magnésio, que, constitutivamente,
blogueia seu canal, mesmo com a ligacdo do glutamato em seu sitio receptor.
O desbloqueio do canal é operado por voltagem. Somente quando o agonista
esta ligado ao receptor e a célula esta suficientemente despolarizada, ele se
abre (Malenka, 1994; Collingridge et al., 1991). Portanto, na estimulacéo de
alta frequéncia, tanto receptores AMPA quanto NMDA estardo ativados e
contribuindo para a resposta pdés-sinaptica, enquanto que, em estimulos de
baixa frequiéncia, somente se ativam os receptores AMPA.
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Estudos utilizando antagonistas de receptores NMDA mostram um bloqueio na
inducdo da LTP, aumentando, assim, as evidéncias da participacdo desses
receptores no processo (Collingridge et al, 1990). A aplicacdo de EGTA (um
quelante de Ca**) no neurdnio pés-sinaptico inibe a inducdo da LTP, indicando
a importancia do Ca?* na iniciacdo do fendmeno (Schottller et al., 1983). Além
disso, técnicas experimentais de imagem, através do uso de corantes
especiais, permitem demonstrar o aumento da concentracdo de Ca®* nos
espinhos dendriticos pos-sinapticos, apés a inducao de LTP (Muller e Connor,
1991).

Além do Ca®* provindo da ativacdo dos receptores NMDA, a ativacéo de canais
de Ca®" operados por voltagem e de estoques intracelulares de Ca**, devem
contribuir para o alcance da concentragdo necessaria ao disparo da LTP. A
liberacdo de Ca**, dos estoques intracelulares, seria ativada pelo préprio fon
(via receptor NMDA) e por moléculas de IP3 (inositol trifosfato) liberadas
durante a ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo metabotropico - mGlu
(Bliss e Collingridge, 1993).

Em resumo, o0 aumento da resposta pds-sinaptica gerada pode ser o resultado

da acéo final de varios compartimentos:

1. modificagBes pré-sinapticas: na quantidade de L-glutamato liberado por
impulso;

2. modificacbes pos-sinapticas : aumento no numero de receptores pos-
sinapticos ou alteracdes em suas propriedades funcionais;

3. alteragcBes extra-sinapticas: reducdo na recaptacdo de L-glutamato pelas
células gliais, aumentando a disponibilidade do neurotransmissor;

4. alteracdes morfoldgicas.

A inducéo da LTP, no terminal pés-sinaptico, envolve uma intrincada cascata

de eventos bioquimicos.
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Ao longo do processo, as proteinas quinase Il dependentes de
Ca?*/calmodulina (CaMKIl), a proteina quinase C (PKC) e a proteina quinase A
(PKA) estdo envolvidas em uma série de reagbBes bioquimicas. As duas
primeiras ja sdo conhecidas por serem ativadas de uma maneira dependente
de receptor NMDA através de estimulacao tetanica (Malenka et al, 1994). A
PKA, por sua vez, € ativada na presenca de altos niveis de cAMP, gerados
pela acdo da enzima adenilato ciclase, existentes durante a LTP (Sublette, et
al., 1993). Inibidores dessas enzimas sao capazes de reduzir e/ou impedir a
LTP (Bliss e Collingridge, 1993). O mesmo ocorre em animais que apresentam
auséncia da expressao do gene para CaMKIl (Wang et al., 1992). Esta enzima,
quando ativada por Ca*'/calmodulina, se autofosforila, adquirindo atividade
permanente, a qual, somada com a de outras quinases, pode explicar a

manutencao da LTP por periodos prolongados (Lisman e Goldring, 1988).

Considerando que a LTP tenha um tempo de duracdo longo, porém variavel,
tem-se suposto que aquelas formas mais curtas utilizam, para a sua
manutencdo, proteinas quinases ja sintetizadas, enquanto as formas mais
longas, envolveriam, além disso, a ativacdo da expressdo génica dessas

enzimas (Bliss e Collingridge, 1993).

A entrada de grandes quantidades de Ca®" via receptor NMDA, além do Ca** o
provindo dos estoques intracelulares e dos canais de Ca?* operados por
voltagem, ativa a calmodulina. Essa proteina que é modulada por Ca?,
interage com a proteina quinase CaMKIl, ativando-a. A CaMKIl, por sua vez,
pode atuar, modificando a cinética de receptores AMPA, aumentando sua
condutancia ao Na’ ou sua afinidade pelo L-glutamato, incrementando a
resposta pos-sinaptica a estimulos subseqientes e consequente LTP
(Malenka, 1994).

Outra quinase possivel de executar a fosforilacdo de receptores AMPA € a
PKA, visto que esses receptores, em sua sequéncia primaria, possuem uma
série de regides candidatas a serem sitios de fosforilacdo da citada enzima
(Bliss e Collingridge, 1993). A acdo da PKA mantém ativo o inibidor da proteina

fosfatase |, sendo um evento importante para a manutencdo da LTP, ja que a
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proteina fosfatase | antagoniza o efeito da LTP, favorecendo a LTD. Isso se da

pela desfosforilagdo de quinases (Malenka et al.,1994).

Os eventos moleculares, desencadeados pela LTP, podem aumentar o nimero
de receptores AMPA no neurbnio pos-sinaptico, ativando sua expressao génica
(Seeburgh et al., 1992). Também poderiam modificar o processamento pos-
traducional das cadeias polipeptidicas, constituintes do citado receptor,
facilitando a producéo de um receptor AMPA com cinética mais rapida (Bliss e
Collingridge, 1993).

No terminal pés-sinaptico, a PKC também pode fosforilar os receptores NMDA,
diminuindo sua susceptibilidade ao bloqueio por fons Mg** (Chen e Huang,
1992). Outras substancias, como o IP3 e acido araquidénico (AA), liberadas
pela ativacdo dos receptores mGlu, podem potenciar a funcdo dos receptores
NMDA (Attwell, 1992; Markran e Segal, 1992). Essas modificagdes seriam
responsaveis pelo aumento da eficiéncia de transmissdo sinaptica em uma

determinada via neuronal.

Durante muito tempo, foi discutido se o aumento da eficiéncia na transmissao
sinaptica, levada a termo pela LTP, ocorreria apenas no terminal pés-sinaptico,
ou somente no terminal pré-sinaptico. Apesar de ainda haver controvérsias, o
mais aceito é que as modificacbes ocorram em ambos os terminais (Bliss e
Collingridge, 1993).

A possibilidade de modificacbes pré-sinapticas, sugere a existéncia de
mensageiros retrogrados, que, produzidos ao nivel pds-sinaptico, atingiriam o

terminal pré-sinaptico, promovendo altera¢des que levariam a LTP.
Os mensageiros, no terminal pré-sinaptico, aumentariam a quantidade de
neurotransmissor liberado a cada impulso e também poderiam inibir a

recaptacdo de glutamato em células gliais (Bliss e Collingridge, 1993).

Dois candidatos a mensageiros retrogrados sao o 6xido nitrico (NO) e o AA.
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Suspeita-se que 0 mensageiro retrogrado aumente a liberacdo do NT através
da manutencéo de elevadas concentracdes de Ca** no terminal pré-sinaptico,
durante a LTP (Lynch Ma e Voss, 1991). Outra possibilidade seria um maior
influxo de Ca*" por potencial de acdo (Bliss e Collingridge, 1993) e/ou um

aumento da afinidade da maquinaria celular pelo Ca®* (Lynch e Bliss, 1986).

Surpreendentemente, a LTD, como a LTP, também é disparada pela entrada

2+
de Ca na regido poés-sinaptica pelo receptor NMDA. A diferenca-chave que

determina o0 desencadeamento de um ou outro fenbmeno esta no nivel de

ativacado do receptor NMDA.

Uma vez que ambos os eventos sdo dependentes de Ca?*, o que define se
uma via sinaptica produzira LTP ou LTD é a frequéncia do estimulo, e o
aumento correspondente da concentracao desse ion. Em concentracdes baixas
de Ca?" havera LTD, e, em concentracdes altas, LTP (Bliss e Collingridge,
1993).

Se apo6s estimulo, altas concentracdes de Ca** se estabelecerem no terminal
pds-sinaptico, o ion ligado a calmodulina ativara enzima adenilato ciclase (AC).
A AC, por sua vez, produzira grandes quantidades de cAMP, ativando a PKA.
Esta ultima fosforila o inibidor da fosfatase I, impedindo a LTD e facilitando a
LTP. No entanto, se a concentracdo de Ca®', atingida no terminal, for apenas
baixa, 0 complexo Ca®" e calmodulina ativara a enzima calcineurina.

A calcineurina desfosforila o inibidor da fosfatase |, permitindo que esta atue
sobre proteinas como a CaMKIl, impedindo a LTP e faciltando a LTD
(Malenka, 1994).

5.4.2. ALTP e a Pasticidade sinaptica no Neocortex
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Plasticidade sinaptica com propriedades muito similares as descritas acima
para o hipocampo sdo encontradas no neocortex e sdo comumente referidas

como plasticidade tipo-LTP (Stagg e Nitsche, 2011).

Por exemplo, a plasticidade associada ao aprendizado motor e que esta
associada com a reabilitacdo de lesdes induzidas experimentalmente em ratos
ocorre em conexdes horizontais no cortex motor primario (Stagg e Nitsche,
2011).

A inducédo de tais processos no neocoOrtex assim como no restante do cérebro,
depende criticamente de mudancas em receptores NMDA de interneurfnios
glutamatérgicos. Comparados com 0S mecanismos nas demais regides
cerebrais, estudos com preparacbes de tecidos, mostram que a LTP
neocortical s6 pode ser induzida de forma robusta reduzindo-se também o
tonus local GABAérgico, e a administracdo de agonistas GABAérgicos antes
da estimulacdo em um estudo com ratos aboliu a indugéo da LTP (Trepel e
Racine, 2000).

Recentemente alguns estudos vém sendo realizados no intuito de modular os
processos cerebrais envolvidos na plasticidade sinaptica através da modulacao
da excitabilidade cortical pela utilizacdo de técnicas de estimulacdo cerebral de
regides cerebrais, com o objetivo de tratar diversas patologias e melhorar

determinadas func¢des corticais.

Nesta contexto, a estimulagdo por corrente continua tem demonstrado a
capacidade de modificar o microambiente sinaptico, através da modulacdo da
forca sinaptica dependente de receptor NMDA ou da modulacédo da atividade
GABAérgica. Ou ainda, através da modulacdo de neurdnios cortico-espinhais e
intracorticais. Os efeitos desta técnica sdo similares aos observados pela LTP,
como mostrado em um estudo recente realizado com animais onde a utilizacéo
da técnica sobre o coOrtex motor provocou um aumento duradouro nos

potenciais pos-sinapticos excitatérios (Brunoni et al., 2011).

Os efeitos da estimulacdo cerebral por corrente continua podem ser, em um
primeiro momento, divididos em fungdo do momento de aplicagéo da corrente.

Durante o periodo de aplicacdo da corrente elétrica se observam efeitos
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essencialmente neuromodulatérios. Apds cessada a aplicacdo, seus efeitos

sdo essencialmente neuroplasticos (Brunoni, Pinheiro e Boggio, 2012).

Na primeira fase (neuromodulagéo propriamente dita), o efeito da estimulacdo
esta relacionado a modulacédo do potencial de repouso da membrana neuronal.
Tal efeito, ja havia sido descrito nos anos 50 em estudos com estimulacéo
elétrica aplicada sobre o tecido cerebral de animais de diferentes espécies

(Brunoni, Pinheiro e Boggio, 2012).

Terzuolo e Bullock (1956) investigaram os efeitos da aplicacdo de corrente
elétrica na modulacdo do disparo neuronal. Com essa finalidade, os autores
mediram os efeitos da estimulac¢édo catddica e anddica de células nervosas em
crustaceos Cambarus clarkii e Panulirus interruptus. Os autores verificaram
aumento no disparo espontaneo apos a estimulacdo com corrente anddica e

reducdo apos a catodica.

Purpura e McMurtry (1964) realizaram estudos com gatos e observaram em
células do trato piramidal, os efeitos no disparo espontaneo apés a aplicacéo
de corrente continua anddica ou catddica. A densidade da corrente aplicada
variou de 30 a 400 pA. Os autores verificaram aumento da atividade neuronal

espontanea apos a passagem de corrente anddica e reducao apos a catodica.

Na fase moderna e atual dos estudos sobre estimulacdo cerebral, tais
observagcbes passaram a ser investigadas em estudos utilizando-se,
concomitantemente com a estimulacdo cerebral por corrente continua, drogas
bloqueadoras dos canais de sédio e célcio, assim como drogas agonistas e
antagonistas de receptores NMDA. No caso das drogas bloqueadoras de
canais de sédio e calcio, observou-se inibicdo dos efeitos da estimulacéo
anddica, enquanto  bloqueadores  pdés-sinadpticos dos  receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA ou agonistas de receptores do acido gama-
aminobutirico (GABA) nao interferiram neste processo, demonstrando que o
efeito agudo, periestimulatorio, varia de acordo com o estado de polarizagédo da

membrana neuronal (Islam, 1995).

Por outro lado, no periodo pés-estimulatério, as sinapses GABAérgicas e

glutamatérgicas sao fundamentais na inducdo da neuroplasticidade associada
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a estimulacédo cerebral. Estudos subsequientes observaram que os efeitos de
longa duracdo também dependem de sintese protéica e altera¢des dos niveis
de calcio e AMPc (Islam 1995).

.Como citado acima, supde-se que 0s mecanismos de acéo responsaveis pelos
efeitos duradouros da estimulacao cerebral sejam similares a LTP, forma de
neuroplasticidade em que ha, essencialmente, facilitacdo da transmissdo
sinaptica (Nitsche, 2003; Cooke, 2006). Estudos farmacol6gicos demonstraram
que a estimulacdo cerebral por corrente continua também atua no ambiente
sinaptico, alterando a atividade GABAeérgica e glutamatérgica (Nitsche 2005).
Por exemplo, em um desses estudos, a administracdo de dextrometorfana,
antagonista do receptor NMDA, causou supressdo dos efeitos de ambos os
tipos de estimulacdo (anddica e catddica), enquanto o uso de D-ciclosserina,
um agonista NMDA, potencializou de maneira seletiva a plasticidade
facilitatoria apos a estimulacédo. Resultados semelhantes foram demonstrados
com GABA-agonistas, como 0s benzodiazepinicos, 0s quais aboliram os efeitos
excitatorios da estimulacdo (Trepel e Racine, 2000), sugerindo o papel-chave

de ambos na plasticidade induzida por corrente continua.

A atividade GABAérgica também mostrou influencia na estimulacdo neuronal.
Acredita-se que em um ambiente onde a atividade dos receptores
GABAérgicos esteja inibida, a ativacdo dos receptores glutamatérgicos (NMDA)
ocorra de forma mais efetiva. A ativacdo de receptores NMDA resultaria,
portanto, no aumento da concentragdo intracelular de célcio no neurénio pés-
sinaptico. Como citado acima, diferentes niveis de ativacdo de receptores
NMDA resultam em varios niveis de influxo de calcio. Dessa forma, pequeno
influxo de calcio pos-sinaptico levaria a LTD, enquanto influxo mais expressivo
acarretaria LTP (Lisman, 2001).

Os efeitos da estimulagdo podem n&o estar unicamente relacionados com
alteracdes no potencial de membrana neuronal. Por exemplo, alguns estudos
sugerem que a técnica pode alterar a conformacdo de proteinas
transmembrana, o que seria induzido pela exposicdo ao campo elétrico
(Ardolino, 2005).
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Devido a isso, publicacdes mais recentes costumam inferir efeito quimico e néo
quimico integrado: aumento da producdo de proteinas, aumento do nivel
intracelular de calcio, e expressdo génica precoce durante, e apos a
estimulacdo (Stag e Nitsche, 2011). Também vale citar os efeitos extra-
neuronais causados por essa técnica no sistema nervoso central, como
vasodilatacdo e elevacdo da temperatura dentro dos limites fisiologicos
(Merzagora, 2010).

Portanto, diferentemente de outras técnicas de estimulagéo, a estimulacao por
corrente continua direta ndo deflagra diretamente potenciais de acdo, mas
altera o ambiente da rede neuronal, diminuindo ou aumentando a
suscetibilidade de disparo do neurbnio ou sua resposta diante de impulsos
singpticos aferentes. Assim sendo, os mecanismos de acdo desta técnica
baseiam-se ndo apenas em fatores neuronais sinapticos e nao-sinapticos, mas
também em outros componentes do sistema nervoso central (Brunoni, Pinheiro
e Boggio, 2012).

5.5. Seguranca do uso da estimulacao cerebral por ¢ orrente continua

A maior parte dos estudos sobre o uso da estimulacdo cerebral tanto em
humanos quanto em animais foi desenvolvida utilizando-se a tDCS. Até o
momento atual, nenhuma pesquisa clinica apresentou dados de efeitos
colaterais produzidos pela tDCS (Nitsche e Paulus, 2004; Nitsche et al., 2003;
Boggio, 2006).

Entretanto, critérios sobre a utilizacdo de corrente continua aplicada sobre o
escalpe devem ser investigados e utilizados para garantir a seguranca da

aplicacao.

Alguns elementos e parametros relativos a estimulagdo por corrente continua

devem ser levados em consideracéo (Boggio, 2006):

1) Intensidade de corrente aplicada: i (mA);
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2) Duracao da sesséao de estimulacao: t (seg);
3) Tamanho do eletrodo: A (cm2);

4) Densidade da corrente: i/A (mA/cm2);

5) Carga total aplicada: (i/A)*t

No artigo de Paulus et al. (2003), os autores mencionam que, segundo
McCreery et al. (1990), no que tange a tDCS, um bom parametro para verificar
a seguranca da técnica é a densidade de corrente. Segundo McCreery et al.
(1990) em estudos com animais, densidades de corrente inferiores a 25mA/cm?
nao induzem lesdes no tecido cerebral, mesmo quando aplicadas por horas e

com frequéncias elevadas.

Em relagdo ao presente estudo, o valor da densidade da corrente é de 0,20
mA/cm2 (i= 0,4 mA e A= 1,96 cm?) ou seja, bem abaixo do valor observado por
Yuen et al. (1981).

Nossos calculos levam em consideracdo a estrutura circular do eletrodo que

utilizamos. Uma vez que:

Area de um circulo = 1 r?

Como o raio € % do didmetro, temos que r = 2,5 mm.

Assim, a érea seria de 19,63 mm2 ou 1,96 cm2.

Como i =400 pA =400 x 10-3 mA = 0,4 mA

E densidade = i/A = 0,4 mA/1.96 = 0,20 mA/cm2 ou 20,37 pJA/mm2

Estudos clinicos de neuroimagem indicaram que tanto a tDCS anddica quanto
a catodica (1 mA aplicado por 13 e 9 minutos respectivamente) no cortex motor
de voluntarios ndo induziram mudancas estruturais do tecido cerebral nem

causaram alteracdes na barreira hemato-enceféalica (Nitsche et al., 2004).

Considerando a seguranca da aplicacdo clinica da técnica, estudos mostram
que uma intensidade de estimulacdo de cerca de 2 mA e duracdo de 20
minutos é considerada segura (Nitsche et al., 2003, lyer et al., 2005).
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Uma questdo levantada no andamento do nosso estudo foi em relacdo a
formacao de eletrdlise ou modificacdo protéica nos tecidos cerebrais, uma vez
que a corrente foi aplicada diretamente sobre a duramater, o que poderia levar
a lesdes teciduais. No entanto, essa hipotese foi descartada pela observacéo
comportamental dos animais, que apresentaram uma melhora no desempenho
de tarefas cognitivas em relacdo aos animais que nao receberam a estimulacéo
e, principalmente, pela observacao histologica da regido cerebral estimulada
que ndo mostrou nenhum tipo de lesdo cerebral nos animais utilizados no

estudo.

E importante lembrar que a estimulacio por corrente continua direta, ao
contrario de outros tipos de estimulagéo cerebral, ndo induz disparo neuronal
de forma direta, e é improvavel que os parametros normalmente utilizados
atinjam niveis de excitotoxicidade, mesmo em protocolos em que a sessdo de

estimulacao seja longa (Nitsche, 2008).

5.6. eDCS - O modelo desenvolvido

O modelo desenvolvido pioneiramente para este estudo por nosso laboratério
sob a supervisdo da Prof2 Dra Ester Miyuki Nakamura Palacios e em
colaboracdo com o Prof. Dr Felipe Fregni da Harvard Medical School, se
apresentou como um modelo promissor para a investigagcao dos efeitos da

estimulacdo por corrente continua de baixa intensidade sobre o cortéx cerebral.

Como em todo estudo pioneiro, foram encontradas varias dificuldades de
ordem técnica que nos levaram a busca de meios para aperfeicoar alguns dos
procedimentos utilizados inicialmente. A principal intercorréncia encontrada foi

a durabilidade das proteses utilizadas para fixacdo do eletrodo de estimulacao.

Em um protocolo piloto, utilizamos parafusos confeccionados em material ndo
condutor com 3 mm de didmetro desenvolvidos especialmente para nosso

laboratério para a fixagdo da protese cirurgica. Contudo, no decorrer do
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protocolo, um numero consideravel de animais perdeu a protese implantada, o
gue ocasionou uma perda significativa nos dados que dispunhamos para as
analises estatisticas, impossibilitando algumas andlises mais completas de
nossos dados, embora nossas observacgdes qualitativas tenham apontado para
uma tendéncia positiva no desempenho dos animais no labirinto radial em
tarefas de aprendizagem e memoria operacional com o uso da técnica, e para
a resposta de varias questdes relevantes sobre o aperfeicoamento de nosso

protocolo experimental.

Posteriormente, implementamos uma técnica de implantacdo do eletrodo de
estimulacdo utilizando um aparelho fotopolimerizador de alta poténcia. Nesta
técnica, apds o procedimento cirdrgico padréo, o eletrodo era posicionado na
regido epidural acima do CPFm do animal e uma resina fotopolimerizavel era
aplicada sobre o eletrodo e a regido craniana adjacente, formando uma protese

aderida ao cranio do animal.

Contudo, os materiais utilizados nesta técnica apresentaram uma certa
toxicidade, além de uma baixa durabilidade das proteses, ocasionando uma

perda consideravel de animais, e a busca de novas alternativas.

Em resposta a tais questdes técnicas desenvolvemos a metodologia aplicada
no presente trabalho, utilizando um fixador constituido de material plastico
como descrito na sessdo 3. Esse modelo se mostrou eficiente no que diz
respeito a durabilidade das proteses e auséncia de danos neuronais,
alcancando desta forma, o desenvolvimento do modelo almejado para a
investigacdo da questdo proposta, possibilitando o andamento do estudo

segundo o delineamento experimental desejado.

Embora diversos estudos clinicos estejam sendo desenvolvidos no intuito de
fornecer dados para um maior desenvolvimento do uso da estimulacédo

cerebral, existe uma lacuna no que diz respeito aos estudos com animais.

Ainda, os poucos estudos relacionados ao tema utilizam animais anestesiados
submetidos a protocolos agudos e ndo existe nenhum trabalho na literatura
relacionado aos efeitos da estimulac&o cerebral em processos cognitivos.
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Uma vez que varios protocolos clinicos utilizam a técnica de forma continua
para tratar uma série de desordens relacionadas ao Sistema Nervoso Central €
de extrema importancia entender os mecanismos envolvidos no processo, bem

como melhorar a eficacia das técnicas disponiveis.

O uso de modelos animais na pesquisa cientifica € uma pratica que vem sendo
criada e aperfeicoada ao longo dos tempos para contornar obstaculos de
ordem ética e de operacionalizagdo na investigacdo da origem de doengas ou
ainda de novas terapias aplicaveis em humanos. A busca do entendimento de
fatores etiologicos, mecanismos e tratamento de diferentes doencas, usando
outras espécies animais como modelos, trouxe também a dificil tarefa de
extrapolagdo dos resultados obtidos com esses modelos para 0s seres
humanos. Embora estudos pré-clinicos, incluindo experimentos com animais,
sejam criticos para o desenvolvimento de novas terapias aplicadas em
humanos, a pesquisa translacional ainda enfrenta uma série de aspectos
desafiadores, uma vez que estudos animais e humanos podem diferir no que
se refere as caracteristicas das doencas, definicho de resultados
(especialmente para pesquisa neurologica, que muitas vezes depende de
medidas comportamentais), e hipoteses sobre doses 6timas de seguranca e

eficacia (Fregni, Boggio e Brunoni, 2012).

Apesar dessas diferencas, os modelos animais oferecem sistemas bem
controlados e seguros para se explorar os parametros de estimulacao testados,
bem como os efeitos adversos e limites de seguranca dos diferentes tipos de
estimulacdo, além do desenvolvimento de novas técnicas e novas
metodologias. Dessa forma, o desenvolvimento de modelos animais €
fundamental para a avaliacdo detalhada e para otimizacdo das tecnologias de

neuromodulacao para uso em humanos.

Embora os resultados existentes até o momento demonstrem a eficacia dos
modelos de neuromodulacdo em diferentes doencas humanas, uma melhor
compreensao dos seus mecanismos ainda € necessaria, tornando os estudos
experimentais em animais ferramentas Uteis para se explorar os efeitos
biolégicos, incluindo a expressdo de neurotransmissores e ativacdo de vias

neuronais, o que sera o proximo passo do nosso estudo, uma vez que essas
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informacdes ndo sdo obtidas com facilidade na pratica clinica. Tais estudos,
sem duvida, fomentardo a pesquisa translacional em neuromodulagédo e assim

contribuirdo para o desenvolvimento do campo maximizando sua eficacia.

Por todos esses fatores, nosso estudo surge como uma proposta de extrema
importancia, despontando como o primeiro de uma série de estudos que serdo
desenvolvidos por nosso laboratério no intuito de elucidar as questdes a cerca
do mecanismo de agédo da estimulacdo cerebral, seus efeitos a longo prazo
sobre a superficie cortical, as alteracbes nas sinapses e nos neurbnios, 0s
mecanismos celulares e moleculares envolvidos e seus efeitos em processos

cognitivos.
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6. CONCLUSAO
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Os resultados apresentados nesse estudo mostraram a viabilidade de
um meétodo de estimulacdo epidural por corrente continua utilizando-se
eletrodos implantados sobre a dura mater com a finalidade de oferecer

uma maior focalizagéo de estimulacdo e uma menor perda de corrente.

A estimulacao epidural por corrente continua na intensidade de 400 pA
aplicada sobre o CPFm esquerdo de ratos por 11 minutos antes das
sessbes de teste, facilitou a memodria operacional espacial de longa
duracdo apds os retardos de 1 hora, 4 horas e 10 horas avaliada no

labirinto radial de 8 bracos.

Estes resultados sugerem que o CPFm, esta envolvido nos efeitos de
facilitagcdo da eDCS sobre a memaria operacional de ratos.

A estimulacdo epidural por corrente continua na intensidade utilizada
nao provocou a formacdo de qualquer tipo de lesdo na camada de

neurdnios subjacente ou na regido do CPFm esquerdo.

Os resultados existentes até o momento demonstram a eficacia dos
diferentes modelos de neuromodulacdo em diferentes doencas
humanas, porém, uma melhor compreensdo dos seus mecanismos
ainda € necessaria, tornando os estudos experimentais em animais
ferramentas Uteis para se explorar os parametros de estimulacao
testados, os efeitos adversos e limites de seguranca dos diferentes tipos
de estimulacdo, além do desenvolvimento de novas técnicas e novas

metodologias.
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