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RESUMO

Paradigmas de estimulacdo elétrica cerebral tornaram-se uma ferramenta potencial na
neuromodulacdo cognitiva da aprendizagem e da memoria. A investigagdo em modelos
animais translacionais no esclarecimento dos mecanismos subjacentes a neuroplasticidade
faz-se necessaria. A atividade de neurdnios do cortex pré-frontal (CPF) ¢ considerada como o
correlato celular da memoria operacional, definida como o processo cognitivo de retengao e
manipulacdo de informacgdes, a servico da compreensdo, raciocinio e planejamento. Tarefas
com retardos no labirinto radial de oito bragos (LR-8) sdo paradigmas estabelecidos para
estudos da memoria operacional espacial e da ativagdo pré-frontal subjacente. A memantina,
um antagonista de moderada afinidade de receptores NMDA (NMDAR), foi utilizada para
investigar a modulacdo glutamatérgica da memoria operacional espacial em ratos, sob
estimulacdo epidural cortical por corrente continua de baixa intensidade (eDCS) no CPF
medial (CPFm) esquerdo. Ratos Wistar machos, previamente treinados no LR-8 (n = 50),
foram submetidos a cirurgia de implante de eletrodo epidural (5 mm de diametro) sobre o
CPFm esquerdo. O desempenho dos animais foi avaliado em tarefas de memoria operacional
espacial, em retardos de 4 ¢ 10 h, com (eDCS) e sem (Sham) estimulagdo elétrica epidural
ativa (400 pA, 10 min, catodo de 50 mm de didmetro, 5 min antes da tarefa) e sob os efeitos
agudos de salina ou memantina nas doses de 0,32, 1,0 ou 3,2 mg/kg, administradas
semirrandomicamente, 30 min antes das tarefas. O grupo eDCS cometeu significativamente
menos erros de desempenho nos retardos de 10 h (1,46 + 0,27), sob salina, em comparagdo ao
grupo Sham (2,53 £+ 0,40), pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05). Similarmente, nos retardos
de 4 h, o mesmo efeito da eDCS foi observado entre subgrupos com baixo desempenho basal
(> 2 erros cometidos, sob salina), eDCS (2,53 + 0,31) e Sham (3,71 += 0,47), sendo
estatisticamente significante (p < 0,05) pelo teste de Mann-Whitney. A memantina prejudicou
o desempenho dos animais Sham com melhor desempenho basal, em perfil dose-resposta em
U invertido, com &pice na dose de 1 mg/kg (1,91 £ 0,41), sendo estatisticamente significante
pelo teste de Friedman seguido pelo post-hoc de Dunn (p < 0,05), em relacao a salina (0,36 +
0,15). Por outro lado, a memantina tendeu a facilitar o desempenho dos animais Sham com
pior desempenho basal nos retardos de 4 h. No subgrupo eDCS de melhor desempenho, a
memantina apresentou uma propensdao a aumentar os erros no pos-retardo de 4 h. Por outro
lado, no subgrupo eDCS de pior desempenho, a interacdo entre a memantina e a eDCS
facilitou a memoria operacional espacial, sendo estatisticamente significante pelo teste de
Friedman seguido pelo post-hoc de Dunn (p < 0,05) na dose de 3,2 mg/kg (0,96 + 0,31), em
relacdo a salina (2,57 £ 0,30). A eDCS no CPFm esquerdo facilitou o desempenho da
memoria operacional espacial e atenuou o efeito de prejuizo da memoria produzido pela
memantina. Os dados sugerem um envolvimento da mediacao glutamatérgica pelos NMDARs
na eDCS, entretanto, ndo parece ser um mecanismo unico e ¢ sugerido um sinergismo entre a
eDCS e a memantina.

Palavras-chave: Cortex pré-frontal, estimulagdo elétrica epidural, labirinto radial, memantina,
memoria operacional, neuromodulagao.



ABSTRACT

Electrical brain stimulation paradigms are lately becoming a potential tool in cognitive
neuromodulation of learning and memory. The translational research in animal models for
elucidating the mechanisms underlying neuroplasticity is necessary. The neuronal activity in
the prefrontal cortex (PFC) has been considered as the cellular correlate of working memory,
defined as the cognitive process of retention and manipulation of information in the service of
understanding, reasoning and planning. Delayed tasks in the eight-arm radial maze (RAM) are
well established paradigms for spatial working memory studies. Memantine, an antagonist
with moderate affinity of N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) receptors (NMDAR), was used in
the present study to investigate the glutamatergic modulation of spatial working memory in
rats under epidural direct current stimulation (eDCS) over the left medial PFC (mPFC). Male
Wistar rats previously trained in the RAM (n = 50) underwent surgery for epidural electrode
implant (5.0 mm diameter) over the left mPFC. The animals’ performance was evaluated in 4-
h and 10-h delayed tasks in the RAM, with (eDCS) and without (Sham) active epidural
electric stimulation (400 pA, 10 min, cathode 50 mm diameter, 5 min before the task)
combined with acute ip administrations of saline or memantine at doses of 0.32, 1.0 or 3.2
mg/kg, semi-randomly administered 30 min before the tasks. The eDCS group significantly
committed fewer errors in the 10-h delay performance (1.46 + 0.27), under saline, compared
to Sham group (2.53 + 0.40) (p < 0.05, Mann-Whitney test). Similarly, in the 4-h delayed
task, eDCS decreased significantly the number of errors in animals with poor performance at
baseline (> 2 errors under saline), eDCS (2.53 + 0.31) and Sham (3.71 £ 0.47) (p < 0.05,
Mann-Whitney test). Memantine at the dose of 1.0 mg/kg (1.91 £ 0.41) significantly impaired
the 4-h post-delay performance of Sham animals with good baseline performance under saline
treatment (0.36 = 0.15) (p < 0.05, Friedman test followed by Dunn’s post-hoc), whereas
memantine tended to improve the performance of animals with poor baseline performance but
at non-statistically significant manner. In the eDCS subgroup of good baseline performance,
memantine showed a propensity to increase the number of errors in 4-h post-delay
performance, but the eDCS in animals with poor baseline performance combined with
memantine, notably at the dose of 3.2 mg/kg (0.96 + 0.31), significantly improved the 4-h
post-delay performance when compared to saline (2.57 += 0.30) (p < 0.05, Friedman test
followed by Dunn’s post-hoc). Thus, the eDCS over the mPFC facilitated the long-term
component of spatial working memory performance alone and also facilitated the improving
effects of memantine in animals with poor baseline performance. The data suggest that eDCS
involves NMDAR in its facilitatory effects on spatial working memory in a certain extent and
depending on the baseline performance. Because of the mild interaction observed, NMDAR
mediation does not seem to be a single glutamatergic mechanism. Thus, the involvement of
other glutamatergic receptors in the eDCS effects on working memory has to be addressed in
future investigations.

Keywords: epidural electrical stimulation, memantine, neuromodulation, prefrontal cortex,
radial maze, working memory.
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1.1 Técnicas neuromoduladoras de estimulacao cerebral

Paradigmas de estimulagdo elétrica cerebral tém recebido interesse crescente como
ferramentas moduladoras da excitabilidade cortical e do comportamento em uma amplitude de
ensaios clinicos e condigdes experimentais. A estimulacdo cerebral abrange técnicas invasivas
(estimulacdo cerebral profunda), semi-invasivas (epidurais) e ndo invasivas (transcranianas),
voltadas a reativagdo de estruturas hipoativas, inibicdo de estruturas hiperativas,
aprimoramento do processo natural de reorganizagdo cortical ou modulagdo da sincronizagao

das atividades oscilatorias em circuitos cortico-subcorticais (STAGG; NITSCHE, 2011).

Uma variedade de técnicas de estimulag@o cerebral possui finalidades terapéuticas, incluindo
a estimulacdo magnética transcraniana (EMT), a estimulacdo transcraniana por corrente
continua de baixa intensidade (ETCC), a estimulagdo epidural cortical por corrente continua
de baixa intensidade e a estimulacdao cerebral profunda. Adiante serdo apresentadas as duas

técnicas ndo invasivas mais amplamente empregadas, a EMT e a ETCC.

A técnica da EMT utiliza o principio da inducdo eletromagnética para induzir correntes
elétricas no cérebro (Figura 1). Um campo magnético pulsado ¢ focado sobre o tecido cortical
e, através de uma bobina portatil posicionada acima da cabeca do individuo, transpassa o
couro cabeludo intacto e induz um campo elétrico indolor no cérebro (WAGNER; VALERO-

CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007).

Essas correntes induzidas podem ser de magnitude suficiente para despolarizar neurdnios, €
quando ocorre a aplicagdo repetitiva e coordenada dessas correntes (estimulacdo magnética
transcraniana repetitiva - EMTr), elas sdo capazes de modular a excitabilidade cortical,
diminuindo-a ou aumentando-a, dependendo dos parametros utilizados, para além da duragdo

do periodo de estimulagao (WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007).

Neuroestimuladores magnéticos consistem em dois componentes principais: um sistema
capacitor de alta tensdo e uma bobina de estimulacdo magnética que produz campos pulsados
de 1-4 Tesla de intensidade, com duragdo de aproximadamente 1 ms para estimuladores de
pulso unico e de 0,25 ms para estimuladores rapidos. Em estimuladores repetitivos, o circuito
essencial continua o mesmo, exceto por modificagdes no sistema de comutacao para permitir
taxas de pulso de muitas vezes por segundo (WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-
LEONE, 2007).



A bobina serve como a fonte eletromagnética durante a estimulagdo (Figura 1). O desenho da
bobina ¢ criticamente importante; o seu formato influencia diretamente a distribui¢do da
corrente induzida e, deste modo, o sitio de estimulacdo (COHEN et al, 1989). As bobinas
mais comuns disponiveis comercialmente possuem formato em oito, didmetros variaveis de 4
a 9 cm, com espirais de cobre firmemente enroladas, protegidas em molde pléstico e dotadas
de um sistema de resfriamento intermitente para prevenir o aquecimento (WAGNER;

VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007).

A EMTr ativa conexdes tanto excitatorias quanto inibitérias de areas circunscritas corticais
(HALLETT, 2007), com axonios sendo possivelmente o sitio primario de ativagao (ROTEM;
MOSES, 2008).

O limiar para a indugdo de alteragdes na excitabilidade cortical ¢ uma fungdo complexa da
intensidade, frequéncia e duracdo da EMTr. A EMTr de alta frequéncia (> 5 Hz) aumenta a
excitabilidade cortical humana e a EMTr de baixa frequéncia (1 Hz) tem o efeito oposto

(ZIEMANN, 2004; ZIEMANN et al, 2008).

Figura 1 — Modelo esquematico simplificado da administracdo tradicional das técnicas de
Estimulagdo Magnética Transcraniana (EMT), a esquerda, através de uma bobina em oito, conectada a
um sistema capacitor ¢ de Estimulacdo Transcraniana por Corrente Continua de Baixa Intensidade
(ETCC), a direita, por meio de um par de eletrodos (catodo e anodo), conectados a um estimulador de
corrente elétrica.

A ETCC (Figuras 1 e 2) ¢ um processo continuo de condug¢dao 6hmica, aplicada em correntes

de intensidade constante, invaridveis com o tempo, com rampa apenas no inicio da



estimulacio (WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007). A técnica da
ETCC (PRIORI, 2003) envolve a aplicacdo de correntes elétricas diretas de baixa intensidade
(0,5-2 mA), diretamente sobre o escalpo intacto, por um curto periodo de tempo (5-30 min). A
estimulagdo ¢ fornecida por um par de eletrodos (dimensdes de 3,5 a 35 cm” ou de menos de
12 mm de diametro para a ETCC de alta defini¢@o), conectados a um estimulador que gera um
campo elétrico indolor ¢ modulador da atividade neuronal, de acordo com os parametros
adotados na aplicacao (BRUNONI et a/, 2012; WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-
LEONE, 2007).

0,5-2 mA
5-30 min
ANODO 25 CATODO

Figura 2 — Circuito elétrico esquematico da ETCC. O equipamento constitui-se em um gerador de
corrente elétrica ajustavel em intensidade e tempo de aplicagdo. A fonte é fornecida por trés pilhas de
9 V cada, ligadas em série. Nota-se que a corrente flui no tecido do eletrodo positivo (anodo) ao
negativo (catodo). Geralmente, a corrente continua aplicada é de 0,5-2 mA e a duragao da sessdo é de
5-30 min.

Os eletrodos para a ETCC estdo disponiveis comercialmente, mas podem ser esponjas
cobertas com gel condutor ou embebidas em solugdo salina. No circuito elétrico, uma fonte de
corrente direta ¢ colocada em série com os eletrodos e um potencidmetro para ajustar a

corrente constante (WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007).



A ETCC polariza o potencial de membrana neuronal, no entanto, ¢ insuficiente por si so6 para
provocar potenciais de agdo. Muitos estudos utilizando modelos animais sugerem que a
ETCC de polaridade catodica reduz as taxas de disparo neuronal espontaneo, enquanto a de
polaridade anoddica tem o efeito oposto (BINDMAN; LIPPOLD; REDFEARN, 1964;
CREUTZFELDT; FROMM; KAPP, 1962).

1.1.1 Aplicagoes clinicas

Um crescente numero de estudos tem mostrado que as técnicas neuromoduladoras de
estimulagdo cerebral poderiam ser utilizadas como um tratamento substitutivo para a
farmacoterapia, em pacientes com baixa tolerancia ou refratarios a medicagdo, ou ainda, como
um tratamento adjuvante (BRUNONI ez a/, 2012). Os minimos efeitos adversos, o baixo custo
e a nao invasividade tornam a ETCC uma estratégia atraente para atuar em sinergismo com oS
efeitos de outros tratamentos. Acredita-se que as aplicagdes terapéuticas das técnicas
neuromoduladoras de estimulagdo cerebral tendem a crescer, diante dos progressivos

resultados clinicos, aliados ao desenvolvimento tecnoldgico (BIKSON et al, 2012).

A ETCC andédica diminuiu a sintomatologia depressiva (COSTAIN; REDFEARN; LIPPOLD,
1964), enquanto a estimulagdo catodica reduziu sintomas maniacos (CARNEY, 1969). Essas

foram algumas das primeiras tentativas para tratar distirbios neuropsiquiatricos com a ETCC.

Posteriormente, foi visto um cendario de redescoberta e de aperfeicoamento da
neuromodulacdo pela estimulagdo cerebral. Por conseguinte, a ETCC foi capaz de tratar os
déficits de atengdo visuoespaciais em pacientes com acidente vascular cerebral (AVC) que
sofriam de negligéncia (SPARING et al, 2009), habilidades em afasia vascular (MONTI ef al,
2008), memoria de reconhecimento na doenga de Alzheimer (FERRUCCI et al, 2008), além
de beneficios na reabilitagdo motora (WILLIAMS; IMAMURA; FREGNI, 2009), dor crénica
(O’CONNELL et al, 2011), depressao (FREGNI et al, 2007, RIGONATTI et al, 2008),
desejo pelo alcool (BOGGIO et al, 2008), dependéncia quimica (FEIL; ZANGEN, 2010) e
em muitos outros processos patologicos (NITSCHE et al, 2008).

Considerando-se que a aprendizagem e a memoria demandam alteragdes funcionais corticais
que envolvem modulagdes na excitabilidade, a inducdo de alteragdes neuroplasticas pela

estimulagdo de corrente direta de baixa intensidade tornou-se uma ferramenta potencial para



modular esses processos (NITSCHE et al, 2003). De fato, foi mostrado em algumas
experiéncias iniciais que os processos de aprendizagem sdo influenciados pela estimulacao
por corrente direta: no macaco, a estimulacdo anodica do cortex pré-frontal dorsolateral
(CPFDL) aprimorou o desempenho em uma tarefa com retardo, ao passo que a estimulagdo

catoddica da mesma regido agravou o desempenho (ROSEN; STAMM, 1972).

Os efeitos facilitatorios comportamentais da ETCC tém sido observados em individuos
saudaveis quanto ao aprendizado motor implicito (NITSCHE et al, 2003), aprendizagem
probabilistica (KINCES et al, 2004), deteccdo de ameacas (CLARK et al, 2010), memoria
operacional (FREGNI et al, 2005; OHN et al, 2008), percepcdo (ANTAL et al, 2004) e
linguagem (FERTONANI et a/, 2010; IYER et al, 2005).

Um crescente numero de estudos tem mostrado que a estimulacao cerebral ndo invasiva pode
facilitar diferentes formas de aprendizado, incluindo motor (ANTAL et al, 2004; GALEA;
CELNIK, 2009; NITSCHE et al, 2003; REIS et al, 2009), proficiéncia numérica (COHEN-
KADOSH et al, 2010) e gramatical (VRIES et a/, 2010). Adicionalmente, a ETCC tem sido
utilizada para aprimorar a memoria declarativa (BOGGIO et al, 2009; MARSHALL et al,
2004) e a linguagem (FLOEL ef al, 2008).

A técnica semi-invasiva da estimulacdo epidural cortical cronica de 4areas motoras ou
sensoriais tem sido um recurso no tratamento das sindromes dolorosas refratarias
(CANAVERO; BONICALZI, 2002; TSUBOKAWA et al, 1991), na adjuvancia da
recuperagao do AVC (BROWN et al, 2006) e dos distirbios motores, como na doenga de
Parkinson (PRIORI; LEFAUCHEUR, 2007). Adicionalmente, em estudo de Nahas et a/
(2010), trés de cinco pacientes com implantes epidurais de estimulagdo cronica e intermitente

da area pré-frontal obtiveram remissao de um quadro depressivo refratario.

Em 1970, foi mostrado por Pfurtscheller (apud NITSCHE et al, 2003) que a polarizacao
transcraniana poderia afetar padroes do eletroencefalograma (EEG) e potenciais evocados em
nivel cortical e, portanto, tende a ser considerada efetiva. Atualmente, para uma compreensao
dinamica do funcionamento cerebral humano, tem sido associada a estimulag¢do cerebral com
o imageamento da area estimulada, como a combinacdo com a ressonancia magnética
funcional (CLARK et al, 2010; KEESER et al, 2011; PASCUAL-LEONE et al, 2011), ou
ainda, em associa¢ao com analises da atividade elétrica cerebral espontanea, como o EEG e
registros de potenciais evocados (PASCUAL-LEONE et al, 2011). De fato, Nakamura-

Palacios et al (2011) encontraram um aumento da média de amplitude da onda P3, potencial



cognitivo relacionado a evento, em pacientes alcoolistas apos a ETCC. Conjuntamente, essas
associagdes fornecem informacdes em tempo real sobre o estado da atividade cortical, sua
conectividade funcional e como a estimulagdo cerebral interfere nesses processos e, em
reciprocidade, elas também t€m contribuido para a inovagdo tecnologica da neuromodulagdo

cerebral (BIKSON et al, 2012; TAKANO et al, 2011).

1.1.2  Seguranga

A ETCC tem sido realizada em milhares de individuos (controles saudaveis e populacdes de
pacientes) e eventos adversos graves nao ocorreram (BRUNONI et al, 2012). Além das
centenas de estudos realizados com a ETCC com finalidades diversas, investigagdes
especificas acerca da sua seguranca e toxicidade foram também conduzidas. Poreisz et al
(2007) conduziram um amplo estudo retrospectivo, em que buscaram eventos adversos em
567 sessdes de ETCC. Um ligeiro prurido sob o eletrodo, cefaléia transitoria, fadiga e nduseas
foram descritos em uma minoria de casos, sendo que a maioria desses efeitos ndo diferiu do

placebo (POREISZ et al, 2007).

Estudos detalhados para avaliar a seguranca da ETCC nao encontraram nenhuma evidéncia de
dano neuronal avaliado pela dosagem da enolase sérica neurdnio-especifica (NITSCHE;
PAULUS, 2001; NITSCHE et al, 2003a), edema, perturbagdes na barreira hematoencefalica
ou alteragdes cerebrais detectaveis pela ressondncia magnética por imagem (NITSCHE et al,
2004), ou efeitos autondmicos considerados clinicamente significativos (RAIMUNDO;
URIBE; BRASIL-NETO, 2012). Nenhum registro patoldgico eletroencefalografico foi
notado, nem prejuizos relevantes no desempenho de testes neuropsicoldgicos, apds a
estimulagdo do lobo frontal com intensidades de corrente de até 2 mA por 20 min (IYER et al,

2005).

Considera-se importante que a intensidade da corrente e a duragdo do estimulo ndo devam
exceder os limites de seguranca conhecidos (NITSCHE et al, 2003b). Nitsche et a/ (2003b)
reuniram parametros relevantes, testados experimentalmente em estudos anteriores (AGNEW;
MCCREERY, 1987; MCCREERY et al, 1990; YUEN et al, 1981), para determinar os limites

de seguranca da estimulagdo elétrica repetitiva:



> Densidade de corrente (A/cm®):

intensidade de estimulagio (A)

tamanho do eletrodo (cm?)
> Carga total (C/cm?):

intensidade de estimulacdo (A)

X duracao total da estimulacéo (s
tamanho do eletrodo (cm?) ca ¢do (s)

A duragdo total da estimulagdo ¢ calculada pela multiplicagdo da duracdo de cada
pulso pela sua quantidade.
» Carga por fase (uC):
intensidade da estimulagdo (A) X duragdo de um pulso tunico (us)
> Densidade de carga (uC/cm?):

intensidade de estimulacdo (A)

xd aod Iso tni
tamanho do eletrodo (cm?) uragdo de um pulso tnico (us)

Por exame desses parametros, Nitsche ef a/ (2003b) destacaram que € essencial perceber que
os parametros de carga por fase e a densidade de carga aplicam-se apenas se a estimulacao
repetitiva de alta frequéncia ¢ administrada. Essa ¢ a razao pela qual a densidade de carga e a
carga por fase nao sao aplicaveis para a ETCC, pois apenas um estimulo continuo ¢ fornecido
em uma sessdo inteira de ETCC (NITSCHE et al, 2003b). Desse modo, os parametros

densidade de corrente e carga total sdo mais adequados para avaliar a seguranca da ETCC.

Yuen et al (1981) detectaram danos neuronais em uma carga total de 216 C/cm’ e,

posteriormente, McCreery et al (1990) apontaram que densidades de corrente abaixo de 25
mA/cm® ndo induzem lesdes cerebrais. Em ratos, Liebetanz er al (2009) utilizaram uma
montagem semelhante a utilizada na ETCC e lesdes cerebrais s6 foram encontradas em
densidades de corrente superiores a 14,29 mA/cmz, de corrente catddica, aplicada por mais de
10 min. Por outro lado, protocolos de ETCC em humanos geram densidades médias de

corrente de 0,05 mA/cm? (STAGG; NITSCHE, 2011).

Segundo Brunoni et al, (2012), entre os critérios de exclusao para a estimulagdo cerebral nao
invasiva, incluem a presenca de condigdes médicas que podem agravar-se com a estimulagao,
tais como a epilepsia ndo controlada, embora convulsdes epilépticas nao tenham sido
observadas num estudo piloto em pacientes com epilepsia (FREGNI et a/, 2006). Ainda, os
individuos ndo devem possuir implantes metalicos proximos aos eletrodos (BRUNONI et al,

2012).



1.1.3  Pardmetros da neuroestimulac¢do. a contribui¢do de modelos experimentais

A frequéncia, intensidade e polaridade da estimulagdo governam a eficacia das técnicas. A
amplitude do pulso, a montagem uniceféalica ou bicefélica, a distancia entre os eletrodos e a
sua area sao outros fatores interferentes (NITSCHE et al, 2008). Variagdes na condutividade
dos tecidos ou na distancia entre a regido de interesse € o eletrodo podem influenciar os
resultados (WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007). Em particular, a
espessura da camada de liquido cefalorraquidiano influencia a distribui¢cao do campo elétrico
na estimulagdo transcraniana (MANOLA et al, 2005; SLUTZKY et al, 2010). Dessa forma, a
estimulacdo cortical pode ativar ou inibir a atividade de circuitos cortico-subcorticais e os

parametros interferentes devem ser controlados para garantir a eficacia da técnica.

Teoricamente, mesmo dentro das limitagdes tecnologicas e de seguranga, hda um conjunto
praticamente infinito de variacdes de parametros possiveis. Isto prové uma flexibilidade
excepcional da estimulagdo elétrica transcraniana, mas também apresenta um desafio para os
pesquisadores e clinicos na determinacdo da dose Otima para aplicacdes especificas

(PETERCHEV et al, 2012).

Na ETCC, os eletrodos sdao geralmente posicionados de acordo com o sistema internacional
10-20 do EEG e a natureza dos efeitos depende da posicdo do “eletrodo de referéncia”
(também denominado eletrodo de retorno) e da distancia entre o par de eletrodos, o que afeta
a dire¢do do fluxo de corrente € o campo elétrico relativo a orientacdo neuronal no espago
(NITSCHE; PAULUS, 2000). No entanto, o termo ‘“eletrodo de referéncia” pode ser
problemadtico, especialmente para montagens bicefalicas, porque o eletrodo “referéncia” nao ¢

inerte e pode obviamente influenciar a atividade neuromodulatéria (BRUNONI et a/, 2012).

Estudos em animais mostraram que a estimulagdo anodica foi significativamente diferente da
catddica, em elevar o sinal de diversas medidas, como a atividade cerebral avaliada pela
imagem por ressonancia magnética funcional (TAKANO et al, 2011), o fluxo sanguineo
cerebral (WACHTER et al, 2011), a excitabilidade do coértex motor (BEN TAIB; MANTO,
2009; CAMBIAGHI et al, 2010) e a velocidade da depressdo cortical alastrante (FREGNI et
al, 2007; LIEBETANZ et al, 2006a). Em geral, a ETCC de polaridade anddica aumenta a
facilitacdo cortical e diminui a inibi¢do cortical, enquanto a ETCC de polaridade catodica tem
efeitos opostos (BINDMAN; LIPPOLD; REDFEARN, 1964; CREUTZFELDT; FROMM;
KAPP, 1962; PURPURA; MCMURTRY, 1965).
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A combinagdo da intensidade da corrente, area e¢ tamanho da area estimulada, além da
duracdo da estimulagdo, sdo pardmetros relevantes que descrevem a intensidade da
estimulagdo e, portanto, controlam a eficacia da técnica (AGNEW; MCCREERY, 1987). No
entanto, ressalta-se que cargas diferentes combinadas com periodos distintos de estimulagao,
mas com idéntica carga total, podem resultar em efeitos qualitativamente contrarios: uma
estimulacdo intensa e curta pode induzir despolarizacdo supralimiar, enquanto uma
estimulagdo fraca e prolongada pode ndo provocar potenciais de acdo de um dado neurdnio,

ambas resultando em idénticas cargas totais (NITSCHE et al, 2003a, 2003b).

Outro parametro relevante para alcancar os efeitos intencionais da estimulagdo — mais
provavelmente por determinar a populacao neuronal estimulada — ¢ a direcao do fluxo da
corrente, definida pelas posi¢des dos eletrodos e a polaridade (NITSCHE et al, 2003a, 2003b).
Nao obstante, a densidade da corrente sob o eletrodo ndo ¢ homogénea, mas tende a
concentrar-se proxima as suas margens, especialmente ao longo das bordas mais préximas do

outro eletrodo (MIRANDA; FARIA; HALLETT, 2009).

Além disso, foi mostrado que populacdes neuronais diferentemente orientadas foram
influenciadas de forma distinta por uma direcdo constante de fluxo de corrente
(CREUTZFELDT et al, 1964; PURPURA; MCMURTRY, 1965), o que sugere fortemente
que a relacao da direcdo do fluxo de corrente e a orientagdo neuronal sdo cruciais para a
eficacia da estimulacao (NITSCHE et al, 2003a, 2003b). Essa heterogeneidade pode ocorrer
entre neurdnios situados nos giros e nos sulcos (CREUTZFELDT; FROMM; KAPP, 1962).
Dados de modelagem mostraram que a corrente elétrica pode concentrar-se na borda dos giros
(DATTA et al, 2009). Ainda, a morfologia das células nervosas pode ser crucial na

determinagao dos efeitos observados da ETCC in vivo (TERZUOLO; BULLOCK, 1956).

Em 1975, Dymond, Coger e Serafetinides sugeriram que aproximadamente 45 % da corrente
aplicada atravessa o tecido cerebral. Este achado equiparou-se ao predito por Rush e Driscoll
(1968), que utilizaram um modelo de tanque eletrolitico composto de uma fragdo de um
cranio humano suspenso em um fluido e também outro modelo menos realista, composto por
trés esferas concéntricas, ambos com resultados concordantes, que posteriormente inspiraram
a modelagem da ETCC (MIRANDA; LOMAREV; HALLET, 2006). Miranda, Lomarev e
Hallet (2006) sugeriram que apenas cerca de 10 % da corrente de 2 mA sobre o escalpo

atingem o cortex.
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Quanto a intensidade da corrente, Takano et a/ (2011) mostraram a efetividade da ETCC
anodica na ativagdo de areas corticais e realizaram o mapeamento por ressonancia magnética
funcional. Uma corrente de 400 pA sobre o cortex frontal de ratos por 10 min aumentou

significativamente a ativagcdo neuronal no cortex frontal e nucleus accumbens.

Finalmente, a EMT e a ETCC tradicionais t€ém certas limitagdes. Estas incluem focalidade,
profundidade e controle da localizagdo alvo. Para a ETCC, investigadores propuseram
modelos computadorizados para sobrepor campos e alcancar focalidade aumentada, como a
ETCC de alta defini¢ao (BIKSON et al, 2012). Para a EMT, focalidade aumentada tem sido
explorada, por exemplo, com as modelagens da bobina (WAGNER; VALERO-CABRE;
PASCUAL-LEONE, 2007).

Quanto aos efeitos, em comparacao com a EMT, que utiliza os potenciais evocados motores
para reproduzir a sua sensibilidade, ndo ha um equivalente pratico semelhante para a titulagao
da ETCC (BRUNONI et al, 2012). Adicionalmente, devido as variabilidades inter e
intraindividuais, a dosagem da estimulagdo nao determina totalmente o resultado bioldgico ou

o terapéutico, tal como ocorre em abordagens farmacoldgicas (PETERCHEV et al, 2012).

Em suma, face a diversidade de parametros influenciadores dos efeitos buscados,
interpretagdes heuristicas devem ser evitadas para se alcancar a reprodutibilidade dos
resultados clinicos. Nesse contexto, a fim de aprimorar o uso clinico racional da estimulagao
transcraniana, os estudos de modelagem, aliados a modelos animais de neuromodulagdo, sdo
necessarios para avaliar a seguranca do estimulo, a eficacia do tratamento clinico e para o

desenvolvimento das proximas abordagens e tecnologias da estimulacao cerebral.

1.2 Bases fisiologicas da estimulacido cerebral nio invasiva: plasticidade sinaptica e

modulacgio glutamatérgica

Paralelamente a expansdo das aplicagcdes das técnicas neuromoduladoras de estimulagdo

cerebral, os seus mecanismos ainda permanecem um topico de investigagao.

A ETCC nao elicia potenciais de acdo, mas sim modula a atividade neuronal espontanea
dependente da polaridade da corrente aplicada e do potencial de repouso da membrana
neuronal, resultando em alteragdes imediatas nas taxas de disparo corticais (BINDMAN;

LIPPOLD; REDFEARN, 1964; CREUTZFELDT; FROMM; KAPP, 1962). A estimulagao
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promove alteragdes sustentadas na excitabilidade cortical por algumas horas apds o término
da estimulagdo, se a corrente for aplicada por pelo menos alguns minutos (NITSCHE;

PAULUS, 2000; NITSCHE et al, 2003).

Curiosamente, a estimulacao elétrica cortical modula ndo apenas a atividade neuronal, mas
também oscilagdes neuronais, como sugerido pela evidéncia de que uma rede de neurdnios
fortemente acoplados pode ser mais sensivel a uma fraca corrente aplicada do que neurdnios
isolados (FROHLICH; MCCORMICK, 2010). Outros estudos revelaram que seus efeitos nao
sdo unicamente atribuidos a fendmenos elétricos, desde que a inativagao cortical intermitente
por resfriamento ou a aplicacdo de KCl ndo os eliminam (GARTSIDE, 1968a) e dependem da
sintese proteica (GARTSIDE, 1968Db).

Finalmente, campos elétricos constantes influenciam varios tecidos (vasos, tecido conjuntivo)
e mecanismos fisiopatologicos (inflamacdo, migracdo celular, motilidade vascular); além
disso, os seus efeitos sdo detectados em varias estruturas celulares (citoesqueleto,

mitocondria, membrana) (BRUNONI et al, 2012).

Além dos efeitos locais nas areas sob os eletrodos, a ETCC afeta a atividade e a excitabilidade
generalizada de areas difusas corticais e subcorticais (LANG et al, 2005), o que pode
representar a conectividade funcional das areas circunscritas sob os eletrodos (KEESER et al,
2011). Essas evidéncias sugerem que os efeitos da estimulagdo por corrente direta sdo
especificos a uma area, mas ndo limitados a ela; efeitos em areas cerebrais remotas ocorrem

mais provavelmente através de redes de circuitos interneuronais (LEFAUCHEUR, 2008).

Estudos em modelos animais corroboram a sustentagdao dos efeitos observados em humanos.
Nekhendzy et al (2004), Liebetanz et al (2006b) e Wachter et al (2011) relataram pos-efeitos
com duragdo de até¢ 50, 60 e 30 min, respectivamente. A sustentacdo dos efeitos funcionais e
clinicos da estimulagdo cerebral ndo invasiva ¢ principalmente devidoa promog¢do de

processos de neuroplasticidade.

De fato, uma notavel propriedade das sinapses ¢ a sua capacidade de alterar a eficiéncia
estrutural e funcional da transmissdo de informacdes, diante de demandas intrinsecas ou
ambientais (CARONI; DONATO; MULLER, 2012). A plasticidade sindptica envolve uma
alteracdo na forga da transmissdo sinaptica, que pode ser medida de vérias maneiras, como
por exemplo, pelas variagdes dos potenciais pos-sinapticos excitatérios (PPSE) (MALENKA;

BEAR, 2004). A plasticidade sinaptica pode ocorrer em um unico neurdnio, ou em uma
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populacao de neurdnios (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993; LUSCHER et al, 2000). Por outro
lado, a plasticidade estrutural envolve a formagdo ou a elimina¢do de espinhas dendriticas,
botdes axonais ou contatos sinapticos (CARONI; DONATO; MULLER, 2012). Também
inclui rearranjos estruturais em uma escala maior, como mudangas nas arborizagdes axonais
ou dendriticas (LAMPRECHT; LEDOUX, 2004). Em conjunto, a neuroplasticidade envolve
o enfraquecimento, fortalecimento ou a “poda” de sinapses pré-existentes, além da formacgao
de novas sinapses (CARONI; DONATO; MULLER, 2012; LAMPRECHT; LEDOUX, 2004).
Ela nos permite estocar e utilizar grandes quantidades de informagdo na forma de
comportamentos e memorias conscientes (CARONI, DONATO E MULLER, 2012;
COLLINGRIDGE; ISAAC; WANG, 2004).

Desde o trabalho pioneiro de Hebb em 1949, muitos mecanismos de modulagdo da forga
sinaptica foram apresentados (MALENKA; BEAR, 2004). Um deles, a LTP (potenciagdo de
longa duragdo), primeiro demonstrada experimentalmente em 1973 por Bliss ¢ Lomo,
caracteriza-se por um aumento de longa duragdo na forca sinaptica que ¢ causado por um
breve periodo de atividade neuronal coordenada (Figura 3), ¢ de particular interesse, pois
permite a modulagdo da forga sinaptica por horas, ou mesmo dias e, portanto, foi postulada
como um provavel correlato eletrofisioloégico para a formagdo de memorias (ANDERSON;

LOMO, 1966; BLISS; LOMO, 1973; LAMPRECHT; LEDOUX, 2004).
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Figura 3 — Plasticidade sinaptica no hipocampo. a Diagrama esquematico de uma preparagdo obtida a
partir do hipocampo de um roedor, mostrando as principais vias excitatorias (AC: via associativa /
comissural, MF: fibras musgosas, PP: via perfurante, SC: colaterais de Schaffer). Tipicos
posicionamentos dos eletrodos para estudar a plasticidade sinaptica nas sinapses, em SC ¢ AC. Sdo
mostrados registros dos potenciais pods-sinapticos excitatorios (PPSE) antes (1) e apds (2) a
estimulacdo. b Registros do curso temporal das alteragdes do PPSE na LTP (inclinagdo ascendente,
estimulag@o de 100 Hz, por 1 s) e na LTD (inclinagdo descendente, estimulagdo de 1 Hz, por 15 min).
Os ntmeros (1 e 2) indicam os momentos ilustrados em (a). Adaptado de Collingridge, Isaac ¢ Wang
(2004), sob permissao.
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A LTP e sua antitese, a LTD (depressao de longa duracdo), tém sido as formas de plasticidade
sindptica mais intensivamente investigadas e extensivamente estudadas no hipocampo

(BLISS; COLLINGRIDGE, 1993) e no neocortex (FELDMAN, 2009).

A neuroplasticidade parece formar a base fisioldgica dos processos cognitivos, tais como a
aprendizagem e a memoria (LAMPRECHT; LEDOUX, 2004). Além disso, esta envolvida em
doengas neuropsiquiatricas e processos de neurorreabilitagdo, como a reorganizagdo das redes
neurais na esquizofrenia ou a reaprendizagem das fun¢des motoras apés o AVC (CRAMER et

al, 2011).

A LTP ¢ um processo dependente de calcio e pode ser classicamente induzida pelo influxo de
calcio através da ativagdo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDARs) (MALENKA;
BEAR, 2004). O aumento da concentragcdo de calcio intraneuronal ocorre apds a aplicagao de
corrente anodica (ISLAM et al, 1995) e provavelmente provoca alteragdes na eficacia
sinaptica (MALENKA; BEAR, 2004). Um meio alternativo para o influxo de célcio pos-
sindptico ¢ através da ativagdo de canais de célcio voltagem-dependentes, que também tém
sido implicados na indugdo da LTP (WESTENBROEK; AHLIJANIAN; CATTERALL,
1990).

A propriedade da estimulacdo cerebral ndo invasiva de induzir a plasticidade tem fornecido
um novo cendrio para examinar o funcionamento cortical e possivelmente modular a
plasticidade disfuncional patoloégica (NATHAN et al, 2011). H4 evidéncias consistentes de
que os efeitos dessas técnicas sdo em grande parte resultantes de mecanismos do tipo LTP e
do tipo LTD (THICKBROOM, 2007; WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE,
2007). A similaridade de efeitos da ETCC anddica com aqueles observados na LTP foi
mostrada por um estudo conduzido em preparagdes de fatias do cortex motor de camundongo,
com a aplicagdo de correntes diretas (FRITSCH et al/, 2010). Foi observado um aumento
duradouro nos PPSEs, dependente de NMDAR e também dependente do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e da ativacdo do seu receptor, tirosina quinase B (TrkB)

(FRITSCH et al, 2010).

Especificamente, o limiar para a indu¢ao da LTP ou LTD ¢ flexivel e dependente do historico
recente da atividade pds-sinaptica: alta atividade aumenta o limiar para a LTP e,
concomitantemente, diminui o limiar para a LTD, enquanto a atividade baixa tem efeitos
opostos (ABRAHAM, 2008). Considera-se que essa flexibilidade decorre de uma regulacao

homeostatica para permitir a estocagem de informagdes e prevenir a excitotoxicidade pela
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saturacdo da LTP ou da LTD (ABRAHAM, 2008). Esse controle pertence a teoria da
metaplasticidade homeostatica e a primeira descricdo formal dos seus fendomenos foi
estabelecida por Abraham e Bear (1996) que a caracterizaram como a plasticidade da
plasticidade sindptica, ou seja, uma alteragdo duradoura na capacidade dos neurdnios ou

sinapses de gerar a plasticidade sindptica.

A metaplasticidade ¢ muitas vezes consequente de “silenciosas” alteragdes moleculares, por
ndo afetar a neurotransmissdo basal, todavia, ¢ manifestamente expressa na facilitagdo ou na
prevencao de alteracdes plasticas em resposta a atividade sindptica. Hipotetiza-se que a
modulagdo desses mecanismos proporciona uma nova dimensdo terapéutica que poderia
fornecer vantagens em face da direta indugdo ou prevencdo da plasticidade sinaptica

(NATHAN et al, 2011).

Na metaplasticidade, as sinapses podem ser mais permissivas a plasticidade apds um estimulo
pré-condicionante (priming) ter alterado cascatas de sinalizagdo moleculares especificas; esta
mudanga pode, por exemplo, resultar na fosforilagdo aumentada de receptores AMPA
(AMPARSs) intracelulares ou extrassinapticos que lhes permitem ser inseridos em membranas

pos-sinapticas, quando surge um estimulo apropriado (ABRAHAM, 2008).

Iyer, Schleper e Wassermann (2003) foram os primeiros a demonstrar que efeitos priming
podem ser observados no cortex motor humano. Esse estudo mostrou que 10 min de
estimulacdo priming, na forma de EMTr sublimiar de 6 Hz, aumentou a resposta do tipo LTD
por um periodo subsequente de EMTr depressora de 1 Hz. A resposta do tipo LTD foi medida
como uma depressdao de longo prazo (> 60 min) da amplitude do potencial evocado motor
(IYER; SCHLEPER; WASSERMANN, 2003). Cheeran et a/ (2010) citaram um protocolo
que consiste em 10 min de ETCC catddica, administrada inicialmente para reduzir a
excitabilidade cortical motora, seguido por um curto periodo de EMTr sublimiar de 1 Hz. A
EMTr subliminar de 1 Hz isoladamente ¢ insuficiente para induzir quaisquer pds-efeitos mas,
quando pré-condicionada por ETCC catddica, gera facilitagdo do cértex motor, uma resposta

metaplastica (CHEERAN et al, 2010).

Os resultados expostos indicam que o estado prévio de uma area cortical particular pode

influenciar a forma pela qual a estimulacao cerebral ndo invasiva modula a excitabilidade.
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A indugdo da plasticidade no neocortex, assim como em outras areas cerebrais, ¢
especialmente dependente de alteragdes em NMDARs de interneurdnios glutamatérgicos

(ARONIADOU; KELLER, 1995; CASTRO-ALAMANCOS et al, 1995).

Nesse contexto, Liebetanz ef al (2002) investigaram o envolvimento dos canais de sodio e dos
NMDARs na ETCC por meio da carbamazepina e do dextrometorfano, respectivamente. A
carbamazepina sé foi capaz de remover os efeitos anddicos, enquanto o dextrometorfano foi
capaz de bloquear os efeitos do tipo LTP e do tipo LTD observados apos a ETCC tanto
anddica quanto catodica. Esses achados sugerem que a despolarizacdo da membrana pode ser
um mecanismo para a indugdo dos efeitos anddicos e os NMDARs podem ser provaveis
candidatos para a inducdo da plasticidade sinaptica. Usando a flunarizina, um bloqueador de
canais de célcio, a carbamazepina e o dextrometorfano, as contribui¢cdes de cada canal nos
efeitos da ETCC foram investigadas (NITSCHE et al, 2003c). Os resultados apresentaram que
efeitos de curta duracdo da ETCC sdo causados pela polarizagdo da membrana, enquanto os
efeitos de longa duragdo podem ser resultantes da fungdo dos NMDARs e podem também
depender dos niveis de concentracdo intracelulares de céalcio (NITSCHE et al, 2003c). Em
contraste, a D-cicloserina, um agonista parcial NMDAR, aumentou a duragdo, mas nao a
magnitude dos efeitos tardios a ETCC anddica, mas teve pouco efeito sobre a ETCC catddica

(NITSCHE et al, 2004a).

Em um estudo que empregou espectroscopia de ressondncia magnética, Stagg et al (2009)
observaram decréscimos dos niveis de GABA apds a ETCC tanto catddica quanto anodica e
também reduc¢do da atividade neuronal glutamatérgica apds a ETCC catodica. Posteriormente,
Clark et al (2011) corroboraram o estudo anterior, em que maior atividade glutamatérgica foi
observada em drea abaixo do eletrodo anodico, sem elevacdes significativas em regides

homologas no hemisfério contralateral.

Além disso, em ratos, a estimulagdo anodica modificou os niveis intracelulares de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e aumentou os niveis intracelulares de calcio
(ISLAM et al, 1995), bem como a expressdo de genes precoces; estes ultimos mostraram-se

dependentes de NMDAR (HATTORI; MORIWAKI; HORI, 1990).

Assim, em humanos, bem como em animais, a estimulacdo por corrente direta ¢ capaz de
eliciar mudancas duradouras na excitabilidade cortical. Estas alteracdes podem estar

relacionadas com os NMDARs. A manipulagdo farmacologica de outros sistemas
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neurotransmissores também interfere nos efeitos da estimulagdo cerebral, como serd tratado a

seguir.

1.3 Neuromoduladores

A plasticidade neocortical pode ser modulada por uma série de substancias neuroquimicas
denominadas neuromoduladores. Estes constituem um grupo heterogéneo indutor de pouca ou
nenhuma mudanc¢a na atividade basal neocortical, mas potenciam ou atenuam respostas
evocadas por outra substancia neurotransmissora (BARCHAS et al, 1978; STAGG;
NITSCHE, 2011). A participagdo dos neuromoduladores nas mudangas sinapticas em longo
prazo ¢ criticamente dependente da sua concentrag¢do, da atividade fasica, dos subtipos de
receptores e de seus locais de acdo (STAGG; NITSCHE, 2011) e a investigacdo dos seus

efeitos pode ser conduzida por agentes farmacologicos.

Adiante serdo apresentadas investigacdes farmacologicas nos sistemas neurotransmissores
dopaminérgico, colinérgico, serotonérgico, adrenérgico e gabaérgico que podem modular a
plasticidade induzida pela estimulagio nao invasiva. A modulagdo pelo sistema

glutamatérgico foi abordada no tépico anterior.

Sistema dopaminérgico. Para o sistema dopaminérgico, a plasticidade gerada pela ETCC ¢
modulada de forma complexa, dependente da dose e do subtipo de receptor. O aumento do
tonus dopaminérgico pela L-DOPA provocou reversao do aumento da excitabilidade apos a
ETCC anddica, o que resultou em mudangas de mesma dire¢ao e magnitude similares a ETCC
catddica, além de prolongar a plasticidade inibitéria (KUO; PAULUS; NITSCHE, 2008). O
agonista de receptores D, / D3 ropinirol, aplicado em doses altas ou baixas, prejudicou a
plasticidade (MONTE-SILVA et al, 2009). Contudo, doses médias de agentes
dopaminérgicos D, nao afetaram a plasticidade, independentemente do protocolo de
neuromodulacdo realizado (MONTE-SILVA et al, 2009). Além disso, a abolicdo consistente
da plasticidade pelo bloqueio seletivo dos receptores D, por meio da sulpirida ou do
haloperidol mostra que a atividade dopaminérgica ¢ uma condi¢ao necessaria para induzir a
plasticidade no cortex motor humano (NITSCHE et al, 2006, 2009; MONTE-SILVA et al,
2011). Assim, a influéncia da atividade dopaminérgica resulta em efeitos ndo lineares sobre a
plasticidade, que dependem da dosagem, do protocolo de indugdo de plasticidade e do

equilibrio da ativacao de receptores D; versus D;.
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Sistema colinérgico. A ativagdo colinérgica global (receptores muscarinicos e nicotinicos)
pelo inibidor da colinesterase rivastigmina aboliu a plasticidade do tipo LTP induzida pela

ETCC anédica (KUO et al, 2007).

Sistema serotonérgico. Uma unica dose do inibidor da recaptagdo da serotonina citalopram
aumentou a magnitude e a duracdo dos efeitos do tipo LTP induzida pela ETCC anddica,
enquanto foi capaz de converter a plasticidade do tipo LTD induzida pela ETCC catddica, em

plasticidade do tipo LTP (NITSCHE et al, 2009a).

Sistema adrenérgico. Os pos-efeitos da ETCC anddica foram prolongados na presenca de
anfetaminas, mas somente na auséncia de dextrometorfano, o que sugere um envolvimento do
sistema adrenérgico na modulacao da plasticidade dependente de NMDAR (NITSCHE et al,
2004b). Além disso, os pos-efeitos da ETCC anddica foram consideravelmente reduzidos pela

adi¢do de propranolol (NITSCHE ef al, 2004b).

Sistema gabaérgico. Lorazepam, um modulador positivo alostérico do receptor GABA 4, nao
modificou os efeitos da plasticidade do tipo LTD induzida pela ETCC, enquanto reduziu a
plasticidade do tipo LTP na fase inicial apds a ETCC anddica, mas aumentou e prolongou a

plasticidade do tipo LTP na fase tardia (NITSCHE et al, 2004c).

Do ponto de vista clinico, esses resultados mostram que a farmacoterapia e a neuromodulagao
ndo invasiva podem interagir, o que pode ser um viés quando se estudam amostras clinicas

que receberam as duas intervengoes.

1.4 Neurociéncia translacional: da pesquisa basica experimental ao tratamento clinico

A estimulacdo elétrica transcraniana de baixa intensidade tem um enorme potencial clinico,
diante da sua comprovada eficacia, facilidade de uso, natureza ndo invasiva, aparente
seguranc¢a, seu modo sham, além da possibilidade de combinacdo com outras terapias. A
ETCC, por exemplo, poderd se tornar uma valiosa terapia adjuvante na neurorreabilitacio
cognitiva (NAKAMURA-PALACIOS et al, 2011), motora (EDWARDS, 2009) e visual
(PLOW et al, 2011), ainda que sejam necessarios mais estudos basicos e clinicos para a

padronizagdo de protocolos terapéuticos.
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Avangos na investiga¢do cientifica em modelos animais e celulares, aliados a estudos clinicos,
sdo imprescindiveis para esclarecer os substratos moleculares envolvidos nos efeitos das
técnicas neuromoduladoras de estimulacdo cerebral de baixa intensidade. Futuramente,
instrumentos inovadores poderdo ser capazes de identificar subgrupos de pacientes
biologicamente distintos, o que permitira personalizar e aumentar a eficacia das terapias de
estimulacdo cerebral. Desse modo, a pesquisa translacional, ou seja, protocolos em animais
experimentais que fornecem subsidios teoricos para a melhor conducgdo de estudos clinicos e

para a investigacao dos mecanismos subjacentes a neuroplasticidade, faz-se necessaria.

Em particular, os mecanismos subjacentes aos efeitos da estimulacdo cortical relatados até
agora nao sao bem compreendidos. A relagdo dose-resposta da modulacdo glutamatérgica

nesses mecanismos ainda permanece lacunar.

Além disso, investigagcdes neurofisioldgicas, comportamentais, bioquimicas e gendmicas sao
relevantes para a compreensao das influéncias da estimulacdo cerebral em estudos em animais
e humanos. Isso pode fornecer bases sobre os mecanismos neurobioldgicos subjacentes a

neuroplasticidade e permitir a personalizagao de futuras aplicacdes clinicas.

1.5 Cortex pré-frontal

O cortex pré-frontal (CPF) permite o direcionamento de pensamentos e a¢des de acordo com
as intencdes do organismo, selecionando acdes consistentes com os objetivos € o contexto
(FUSTER, 2001). No CPF integram aferéncias de multiplas &reas cortico-subcorticais e sdo
agregados processos mentais envolvidos na aquisicdo de conhecimento e compreensdo,
incluindo lembranga, julgamento, concentracdo e solu¢do de problemas, que sdo funcdes de
elevada complexidade abrangendo a linguagem, a imaginacao, a percepcao, a aprendizagem,
o raciocinio ¢ o planejamento (FUSTER, 2001; NAKAMURA-PALACIOS, 2011; WOQOD;
GRAFMAN, 2003). Segundo Fuster (2001), o CPF constitui o nivel mais alto da hierarquia

cortical dedicada a percep¢ao e a agdo.

Sob a perspectiva evolutiva, na medida em que o cortex cerebral torna-se progressivamente
maior, a sua por¢do frontal passa a ocupar em torno de um ter¢co do cérebro humano
(MCBRIDE; ARNOLD; GUR, 1999), exercendo um controle muito maior sobre as varias

fungdes cerebrais e mostrando que a evolucdo do CPF ¢ paralela a evolugdo da cognigdo
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(JONES, 2002). O CPF humano ndo ¢ necessariamente maior que de outros primatas
(SEMENDEFERI et al, 2002), mas suas conexdes sdo provavelmente mais sofisticadas e

complexas (WOOD; GRAFMAN, 2003).

No homem, o CPF ¢ claramente um coértex de maturagdo tardia (HUTTENLOCHER;
DABHOLKAR, 1997). A maturagdo cortical ocorre em sentido caudal-rostral, da por¢ao
medial para a lateral, de modo que o CPF ¢ a tultima por¢ao a se desenvolver e ndo atinge a
plena maturidade até a adolescéncia, continuando a amadurecer até em torno dos 30 anos de
idade (SOWELL et al, 1999). Isto pode estar subjacente a melhora das habilidades cognitivas
complexas em func¢do da idade (FUSTER, 2001).

Gogtay et al (2004) realizaram um estudo prospectivo em criangas e adolescentes e
analisaram a evolugao temporal do desenvolvimento da substancia cinzenta cortical, por meio
de escaneamentos de ressondncia magnética (Figura 4). Os resultados revelaram que os
cortices de associagdo de ordem superior s6 amadurecem depois dos cortices
somatossensoriais e visuais de ordem inferior e as areas cerebrais filogeneticamente mais

antigas amadurecem mais cedo do que as mais novas (GOGTAY et al, 2004).
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Figura 4 — Vistas lateral direita e superior de imagens de ressonancia magnética cerebral, exibindo a
sequéncia de maturagdo da substancia cinzenta sobre a superficie cortical, dos 5 aos 20 anos de idade.
A barra lateral mostra uma representacdo de cores em unidades de volume de substancia cinzenta.
Extraido de Gogtay et al (2004), sob permissao.
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Fatores externos, como o abuso de 4lcool e outras drogas, podem prejudicar a maturagdo e o
funcionamento do CPF (KOOB; VOLKOW, 2010; NAKAMURA-PALACIOS, 2011).
Disfungdes neuroplésticas no CPF sdo evidentes em desordens como esquizofrenia, transtorno
bipolar, transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, doenga de Alzheimer e autismo

(GOTO; YANG; OTANI, 2010).

1.5.1 Divisdo neuroanatomica funcional do cortex pré-frontal

Para melhor compreensdo das fungdes do CPF, serdo consideradas as orientagdes (Figuras 5 e
6): rostral e caudal; medial e lateral; dorsal e ventral; esquerda e direita e subdivisdes

especificas (cortex pré-frontal dorsolateral, cortex orbitofrontal e cortex cingulado anterior).

Segundo Badre (2008), ha uma hierarquia rostro-caudal no CPF. A por¢do mais rostral
encontra-se temporalmente distante do evento final e processa as representagdes mais
abstratas e complexas, enquanto a projecao caudal do CPF, temporalmente proxima do evento

final, processa agdes mais concretas.

As fungdes do CPF podem ser também compreendidas pelas suas conexdes com outras
regides do cérebro em uma orientacdo lateral ou medial (WOOD; GRAFMAN, 2003).
Segundo Wood e Grafman (2003), o CPF ventromedial tem conexdes reciprocas com a
amigdala, associadas ao processamento emocional, ao hipocampo, relacionado com a
memoria e areas temporais de associagdo, relacionadas com o processamento sensorial de alta
complexidade, bem como com o CPFDL. O CPF ventromedial, portanto, suporta fungdes que
envolvem a integracdo de informagdes entre emocdo, memodria e estimulos ambientais
(WOOD; GRAFMAN, 2003), ou seja, influéncias guiadas pela emog¢do na selecdo da agdo
(RIDDERINKHOF et al, 2004). Lesoes frontais mediais comumente levam a perda da
espontaneidade e dificuldade na iniciagdo de movimentos e fala (VERFAELLIE; HEILMAN,
1987). Adicionalmente, pacientes com lesdes nessas areas sdo geralmente apaticos e
incapazes de sustentar a atencdo (FUSTER, 2001). Em contraste, o CPF lateral e suas
conexodes processam a integracao temporal das informagdes para a realizagdo de estratégias

prospectivas (FUSTER, 2001).

Quanto a orientacao dorsal e ventral do CPF, Smith e Jonides (1999) sugeriram que o CPF ¢
organizado pela modalidade das informagdes que processa. O armazenamento da informagao

de ordem espacial (“Onde?”) parece ser representado mais dorsalmente, enquanto as
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caracteristicas dos objetos (“O qué?”) ativaria regides mais ventrais (SMITH; JONIDES,
1999). Também parece estar organizado por processamento de funcdes (BADRE, 2008),
sendo que as regides ventrolaterais processam operacdes de complexidade de primeira ordem
relativas as propriedades dos itens (por exemplo, “Qual € a cor?”) e as regides dorsolaterais
proveriam a manipulacdo ativa destas informagdes armazenadas, processando operagdes de
complexidade de segunda ordem relativas as categorias de itens (por exemplo, “Esta cor

combina com qual?”).
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Figura 5 — Demarcagdes corticais segundo o mapa citoarquitetonico de Brodmann. Acima, imagem
em 3D das areas de Brodmann, por Mark Dow (sob permissdo). Abaixo, destaque para as areas de
Brodmann do coértex pré-frontal, em perspectiva lateral (A), medial (B) e ventral (C), adaptado de
Ridderinkhof et a/ (2004), sob permissao.
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Figura 6 — Divisdo neuroanatomica do cortex pré-frontal humano pelo mapa citoarquitetonico de
Brodmann, segundo Ridderinkhof et a/ (2004). BA44 ¢ BA45 do CPF ventrolateral correspondem ao
pars opercularis e pars triangularis do giro frontal inferior, respectivamente; BA47/12 do CPF
orbitofrontal lateral corresponde ao pars orbitalis do giro frontal inferior. Embora o cortex cingulado
anterior seja uma zona de transi¢@o entre o cortex limbico e frontal, os autores o incluiram devido as
suas funcdes no controle cognitivo em redes frontais. BA: area de Brodmann; CPF: cortex pré-frontal,;
CPFDL: cortex pré-frontal dorsolateral e SMA: area motora suplementar.

Finalmente, a lateralidade pode ser constatada a partir de observagdes em que o hemisfério
esquerdo (CPFDL esquerdo) estd relacionado com a organizagdo da resposta em processos
executivos, com menor capacidade de armazenamento de itens em comparagdo com o
hemisfério direito (CPFDL direito), que ¢ reservado a manuten¢do de informagdes e
armazenamento de mais de trés itens (VOLLE et al, 2005). De fato, um dos aspectos mais
desconcertantes do controle cognitivo ¢ a sua capacidade de armazenamento severamente

limitada (COWAN, 2001).

Cummings (1993) sugeriu a existéncia de trés circuitos fronto-subcorticais originarios no
CPF: CPFDL, coértex orbitofrontal (COF) e cortex cingulado anterior (CCA). Lesdes em cada

um desses circuitos produzem um disturbio comportamental distinto: lesdes no CPFDL estao
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relacionadas a sindrome disexecutiva, lesdes do COF a desinibi¢do e no CCA a apatia

(CUMMINGS, 1993; FUSTER, 2001).

No CPFDL ocorrem conexdes reciprocas com areas associadas com o controle motor
(ganglios da base, cortex pré-motor, cortex motor suplementar), com areas que monitoram o
desempenho (CCA) e com o processamento sensorial de alta complexidade (&reas de
associacdo, cortex parietal) (WOOD; GRAFMAN, 2003). O CPFDL e as suas conexoes
sustentam o controle, a regulacdo e a integragdo das atividades cognitivas (WOQOD;
GRAFMAN, 2003). Fuster (2001) propds que o CPFDL ¢ critico na integra¢do temporal do
comportamento, mantendo o contexto para um objetivo, seja no comportamento, raciocinio ou
discurso. Medeia a atengdo, controla a distratibilidade, prové flexibilidade mental e estd
envolvido na fluéncia verbal e ndo-verbal (POWELL; VOELLER, 2004). Especificamente,
sua capacidade de manipular representacdes visuoespacialmente dispostas possibilita a
avaliacdo e o ajuste da compreensao causal para servir as necessidades de curto e longo prazo

(BARBEY; KRUEGER; GRAFMAN, 2009).

Portanto, lesdes no CPFDL caracterizam-se pela sindrome disexecutiva: uma incapacidade
para manter a flexibilidade, com um comportamento rigido e perseverante, estratégias
organizacionais pobres para as tarefas de aprendizagem e anormalidades na programacao
motora, exibindo deficiéncias na alternadncia de movimentos em tarefas motoras sequenciais

(CUMMINGS, 1993; FUSTER, 2001).

O COF ¢ definido como a area do CPF que recebe proje¢oes do nucleo medial magnocelular
do tdlamo mediodorsal (KRINGELBACH, 2005). O COF deve ser considerado no contexto
das suas extensas relagdes reciprocas com estruturas limbicas, autonomicas e outras areas
neocorticais (FUSTER, 2001). Suas conexdes com o hipocampo e a amigdala fornecem ao
COF o acesso a processos mnemonicos € emocionais, agregando a experiéncia € 0s sinais
corporais a tomada de decisdo, por exemplo (KRINGELBACH, 2005). Esta ¢ a base para a
hipdtese do marcador somatico que propde que os sinais de respostas regulatdrias, destinados
a manutencdo da homeostase, sdo essenciais para 0s cendrios comportamentais socio-
emocionais (DAMASIO, 1996). Dessa forma, o COF parece ser especialmente importante
para o processamento, avaliacdo e filtragem (inibi¢do) de informag¢des emocionais e
autondmicas € mostra que a emocdo pode ter uma profunda influéncia sobre as fungdes
cognitivas (FUSTER, 2001; KRINGELBACH, 2005). Adicionalmente, ele atua na modulacao

do comportamento social, incluindo aspectos de empatia, moralidade e autocontrole
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(POWELL; VOELLER, 2004), além de estar envolvido na vincula¢ao do alimento e outros
tipos de recompensa a experiéncia hedonica (KRINGELBACH, 2005).

A sindrome orbitofrontal ¢ caracterizada por mudancas marcantes na personalidade
(CUMMINGS, 1993; FUSTER, 2001), como foi descrita no caso de Phineas Gage
(HARLOW, 1848). A desinibicdo comportamental ¢ evidenciada, podendo estar associada a
euforia, irritabilidade e transtorno de atencdo (FUSTER, 2001). Pode ocorrer imitacao
automatica de gestos de outras pessoas ou a utilizacdo de objetos no ambiente por imitagao,
refletindo a dependéncia de estimulos ambientais (CUMMINGS, 1993). Também se tornou
claro que o COF esta envolvido nos transtornos depressivos (DREVETS, 2001) e na adigao

(VOLKOW; LI, 2004).

O CCA envia e recebe projecdes de praticamente todas as areas do CPF (RIDDERINKHOF et
al, 2004). O CCA rostral e o dorsocaudal conectam-se com o CPFDL (KOSKI; PAUS, 2000).
O CCA ventral conecta-se com o COF ventral, uma conexdo implicada no controle da
respiracdo, pressao sanguinea e outras fungdes autondmicas (BARBAS; PANDYA, 1989). O
CCA rostral possui densas conexdes reciprocas com o COF ventromedial e o COF frontopolar
(ONGUR; PRICE, 2000). O CCA esta envolvido na regulagdo do sistema nervoso auténomo,
orientacdo de respostas compensatorias, deteccdo de conflitos, ativagdo adicional do alerta
(“arousal”) para atender e resolver conflitos, iniciagdo, monitoramento € manutencao de
comportamentos e € critico na atencao, emocao e motivagdo (POWELL; VOELLER, 2004).
Desse modo, o CCA monitora o seu proprio comportamento € guia respostas compensatorias
(POWELL; VOELLER, 2004). O CCA ¢ requisitado em tarefas que exigem esfor¢o
sustentado e atengdo concentrada (POSNER et al, 1988). Tal evidéncia levou a formulagao de
um “sistema atencional anterior” (POSNER; PETERSEN, 1990), em que o CCA ¢ um

componente essencial.

A sindrome do cingulado anterior ¢ tipicamente caracterizada por apatia e desatencao,
enquanto grandes lesdes bilaterais provocam mutismo acinético (CUMMINGS, 1993;

FUSTER, 2001).

Dado o exposto, embora as divisdes neuroanatdmicas do CPF parecam ter fungdes
especificas, interpretacdes frenoldgicas reducionistas devem ser evitadas, a fim de se
compreender a articulacdo entre elas e subsequentes coativagdes nas multiplas fungdes

cognitivas.
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1.5.1.1 Projegdes e convergéncia de informagdes no cortex pré-frontal

Todas as areas do CPF sdo densamente interconectadas entre niveis corticais e subcorticais
(MILLER; COHEN, 2001), como seria exigido para uma area cerebral responsavel pela
orquestra¢do do comportamento adaptativo. As subdivisdes do CPF tém padrdes de conexdes
parcialmente unicos, ainda que por vezes sobreponiveis, o que sugere as especializagdes sub-

regionais (MILLER; COHEN, 2001).

Conexoes do tronco encefalico, diencéfalo e sistema limbico transmitem ao CPF informacgdes
sobre o ambiente interno, o nivel de excitacdo e o contexto emocional (FUSTER, 2001). A
maioria das aferéncias talamo-corticais origina-se do nucleo mediodorsal (BARBAS;
HENION; DERMON, 1991) e termina na camada IV do CPF (GIGUERE; GOLDMAN-
RAKIC, 1988). Ha também aferéncias ao CPF provenientes dos nucleos talamicos pulvinar,
ventral anterior, intralaminar ¢ da linha média (BARBAS; HENION; DERMON, 1991), e
projetam-se para as camadas [ e V do CPF. Em contrapartida, o CPF também se projeta para o
talamo, principalmente a partir da camada VI, embora algumas células da camada V estejam

envolvidas (GIGUERE; GOLDMAN-RAKIC, 1988).

Projecdes corticoestriatais sdo topograficamente organizadas, mas héa certas sobreposicoes
provenientes de diferentes sub-regides pré-frontais, o que sugere uma integragdo de
informacdes (KHAN; MULY, 2011). As sub-regides do CPF enviam e recebem conexdes
altamente organizadas com os ganglios da base, através de algas cortico-estriato-palido-
tdlamo-corticais e cortico-palido-nigro-talamo-corticais (GROENEWEGEN; WRIGHT;
UYLINGS, 1997).

Ha projecdes reciprocas dopaminérgicas mensencefalicas envolvendo a area tegmental
ventral, proporcionando uma via potencial para o CPF regular diretamente sua provisao
dopaminérgica (KHAN; MULY, 2011). De fato, o CPF pode controlar praticamente todas as
estruturas subcorticais, pela modulacio de sistemas colinérgicos, dopaminérgicos,
adrenérgicos e serotonérgicos, através de uma proje¢ao glutamatérgica direta, ou inibindo as

mesmas estruturas, pela ativacao de interneurdnios locais gabaérgicos (FUSTER, 2001).

Como cortex associativo multimodal, o CPF recebe amplas proje¢des corticais (KHAN;
MULY, 2011). Citam-se as areas corticais temporais inferiores e parietais posteriores,
associadas com o reconhecimento de objetos e o processamento visuoespacial,

respectivamente (VAN ESSEN; ANDERSON; FELLEMAN, 1992). Essas duas vias visuais
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terminam no CPF ventrolateral e CPFDL, respectivamente (KHAN; MULY, 2011). O CPF
ndo estd conectado com cortices primarios sensoriais ou motores (FUSTER, 2001), mas tem

amplas conexdes com areas pré-motoras que, por sua vez, enviam projecdes para o cortex

motor primario e a medula espinhal (RIDDERINKHOF et al, 2004).

Cada uma das trés principais regioes pré-frontais (Figura 6) conecta-se com ela propria e com
as outras duas (JACOBSON; TROJANOWSKI, 1977). Algumas das conectividades
corticocorticais do CPF ¢ inter-hemisférica e quase todas sdo reciprocas (CAVADA;
GOLDMAN-RAKIC, 1989). Um aspecto do circuito pré-frontal intrinseco € a interagdo entre
interneurdnios inibitérios gabaérgicos que influenciam a resposta de neurdnios de projecao

piramidais excitatorios (KHAN; MULY, 2011).

1.5.2 Divisdo sub-regional do cortex pré-frontal do rato

Assim como em pesquisas com seres humanos e primatas ndo humanos (WISE, 2008), a
especializacdo regional do CPF em ratos permanece uma 4area de intenso debate
(CAMPBELL; HODOS, 1970; KESNER; CHURCHWELL, 2011). O rato pode ser adequado
para estudos das fungdes subjacentes ao CPF e esses modelos podem ser beneficamente
utilizados no contexto de abordagens translacionais, embora se reconhega que as diferencas
interespécies sdo uma condi¢do implicita de estudos comparativos (KESNER;

CHURCHWELL, 2011).

Campbell e Hodos (1970) sugerem que ¢ possivel avaliar homologias entre ratos, primatas
ndo humanos e seres humanos, baseadas na citoarquitetura, na presenca ou ndo de uma
camada granular, projegdes e alteragdes eletrofisiologicas do CPF em tarefas

comportamentais, bem como mudancas de comportamento ap6s lesdes do CPF.

Baseando-se na citoarquitetura, o CPF do rato ndo possui uma camada granular e, portanto,
possui apenas o cortex agranular (carece da camada IV). O mesmo cortex agranular ¢
encontrado em macacos e seres humanos mas, em adi¢ao, ha camada granular (WISE, 2008).
Wise (2008) propode que a proeminente camada granular corresponde a uma evolugdo cortical

que passou a dominar o lobo frontal dos primatas.

As sub-regides do CPF do rato (Figura 7), organizadas com base na citoarquitetura e

conectividade, sdo basicamente constituidas pelas por¢cdes medial (cortex pré-central, cortex
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cingulado anterior, cortex pré-limbico, coértex orbital medial), ventral (cortex orbital ventral,
cortex orbital ventrolateral) e lateral (cortex orbital lateral, cortex insular agranular ventral,

cortex insular agranular dorsal) (DALLEY; CARDINAL; ROBBINS, 2004).

(a)

|:] medial
ventral
lateral

Ilmm

Figura 7 — Diagrama esquematico da diferencia¢do sub-regional do cortex pré-frontal do rato. Em (a),
desenho do cérebro do rato, em seccdo coronal (Bregma 3.0 mm), adaptado de Swanson (1998). Em
(b), secgdo coronal unilateral, com destaque para as subdivisdes do cortex pré-frontal do rato, em
medial (PrC: cortex pré-central, ACg: cortex cingulado anterior, PrL: cortex pré-limbico, MO: cortex
orbital medial), ventral (VO: cortex orbital ventral, VLO: cortex orbital ventrolateral) e lateral (LO:
cortex orbital lateral, AIV: cortex insular agranular ventral, AID: cortex insular agranular dorsal),
extraido de Dalley, Cardinal € Robbins (2004), sob permissao.

E possivel assumir que existem componentes homélogos sub-regionais do CPF entre ratos e
seres humanos (KESNER; CHURCHWELL, 2011). Segundo Kesner e Churchwell (2011),
para a regido dorsal medial, incluindo os coértices pré-central e cingulado anterior, as regioes
homologas foram classificadas como areas 6 e 24 de Brodmann, respectivamente. Para o CPF
ventral medial, incluindo as areas pré-limbica e infralimbica bem como os coértices orbitais
mediais, as regides homoélogas foram rotuladas como area 32 de Brodmann (cortex pré-
limbico) e area 25 de Brodmann (cortex infralimbico). Para o CPF lateral, que inclui os

cortices insular agranular dorsal e ventral e os orbitais laterais, as regidoes homologas foram
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classificadas como areas 13 e 14 de Brodmann. Finalmente, para o CPF ventral, que inclui os

cortices orbitais ventral e ventrolateral, foram classificados como area 11 de Brodmann.

E evidente que o CPF de roedores nio fornece nem a complexidade anatdmica nem cognitiva
existente em cérebros de humanos ou de primatas nao humanos. Ele fornece um sistema mais
simples para o estudo, enquanto sustenta muitas caracteristicas complexas que sao de
interesse para a compreensdo das bases neurobiologicas dos processos cognitivos (KESNER;

CHURCHWELL, 2011).

1.5.3 Fungoes do cortex pré-frontal

O CPF nao ¢ critico para a realizagdo de comportamentos simples e automaticos, como a
tendéncia a orientacdo automatica a um som ou movimento inesperado. Esses
comportamentos sdo inatos ou podem desenvolver-se gradualmente com a experiéncia como
mecanismos aprendidos (MILLER; COHEN, 2001; RIDDERINKHOF et al, 2004). Todavia,
sao comportamentos inflexiveis, ndo demandam aten¢ao, sdo reacdes ditas estereotipadas e
resistem a generalizagao para novas situagdes (RIDDERINKHOF et al, 2004). Quando a agdo
¢ flexivel, planejada e ativamente selecionada em direcdo a um objetivo, ou quando o
comportamento ¢ guiado por representagdes internas de regras, metas ou intengdes, o CPF ¢
requisitado (DIAMOND, 2013; FUSTER, 2001; MILLER; COHEN, 2001; NAKAMURA-
PALACIOS, 2011; POSNER; PETERSEN, 1990; RIDDERINKHOF et al, 2004; WOOD;
GRAFMAN, 2003).

Desde os primeiros relatos dos efeitos de lesdes no lobo frontal, tem sido sugerida a sua
fun¢do na atencdo e no controle do comportamento (BIANCHI, 1922 apud MILLER;
COHEN, 2001; FERRIER, 1876 apud MILLER; COHEN, 2001). Pacientes com lesdes no
CPF raramente exibem sintomas evidentes relacionados com a fungdo mnemonica ampla ou
inteligéncia (JONES, 2002). O comportamento impulsivo, inadequado ou desorganizado ¢
uma marca da disfun¢do do CPF nos seres humanos (HARLOW, 1848; CUMMINGS, 1993;
FUSTER, 2001).

Desse modo, o CPF deve ser posicionado em um contexto crucial na orquestragdo do
comportamento adaptativo, nomeadamente por meio do seu envolvimento nas funcdes

executivas. Os principais processos que definem as fungdes executivas incluem o controle
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inibitdrio, a aten¢do seletiva, a memoria operacional e a flexibilidade cognitiva (DIAMOND,
2013; HOFMANN; SCHMEICHEL; BADDELEY, 2012; KESNER; CHURCHWELL,
2011). Adicionalmente, fungdes executivas de nivel superior incluem o raciocinio, a resolugao
de problemas e o planejamento (DIAMOND, 2013). A resolucdo de problemas e o raciocinio
(ou também denominado inteligéncia fluida) envolvem a habilidade de se conduzir relagdes
abstratas subjacentes a analogias, incluindo o raciocinio logico indutivo e dedutivo

(DIAMOND, 2013).

O controle inibitério € postulado como um dos mecanismos pelos quais o CPF exerce seus
efeitos coordenados em processos subsididrios para aprimorar o0 comportamento
(HOFMANN; SCHMEICHEL; BADDELEY, 2012; RIDDERINKHOF et al, 2004), como na
memoria operacional. O controle inibitdrio inclui o controle da ateng¢do, do comportamento,
dos pensamentos e emogdes, com foco na execugdo do que € mais adequado ou necessario
(DIAMOND, 2013; HOFMANN; SCHMEICHEL; BADDELEY, 2012). O controle inibitério
da atencao proporciona a atenc¢do seletiva, com supressao da atencao a estimulos interferentes
e indesejados, além da resisténcia a representagdes mentais prepotentes, denominada inibi¢ao

cognitiva (DIAMOND, 2013).

A tomada de decisdo ¢ resultante da integracdo entre informacdes mnemonicas, da
experiéncia, afetivas e motivacionais que selecionam a resposta apos a resolugdo da
concorréncia entre as informagdes disponiveis (WOOD; GRAFMAN, 2003). Os principais
processos constituintes do controle cognitivo envolvidos na tomada de decisdo e dependentes
do CPF sdo: o comportamento dirigido a um alvo, a inibi¢do cognitiva, o0 monitoramento do
desempenho e o aprendizado guiado pela recompensa (HOFMANN; SCHMEICHEL,;
BADDELEY, 2012; RIDDERINKHOF et al, 2004).

No comportamento dirigido a um alvo, ¢ importante que haja um meio de monitorar
continuamente o progresso, sobretudo em uma perspectiva evolutiva. Especificamente, se ¢
detectado um erro de desempenho, ou se o alvo ndo ¢ alcancado, vias de feedback podem ser
ativadas, resultando em uma flexibilidade cognitiva de forma que oriente a mudanga para uma
estratégia alternativa, ou que se proceda um aprimoramento no controle (MILLER; COHEN,
2001). Dessa forma, o CPF deve manter a sua atividade de forma robusta a interferéncia das
distracdes até que um objetivo seja alcangado, mas também ser suficientemente flexivel para
atualizar suas contingéncias, quando necessario (HOFMANN; SCHMEICHEL; BADDELEY,
2012; MILLER; COHEN, 2001).
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Nesse cenario, ndo ¢ surpreendente que a plasticidade e a supramodalidade sejam também
caracteristicas do CPF. Quando um sucesso procede a um comportamento, sinais de refor¢o
seletivamente fortalecem os padrdes neurais de atividade que predizem a recompensa e que
orientam o comportamento necessario para alcangd-lo (MILLER; COHEN, 2001;
RIDDERINKHOF et al, 2004). Com a reverberacdo dessas vias pela repeticdo do

comportamento, a representagao cortical pré-frontal ¢ modificada em favor do aprendizado.

A supramodalidade ¢ conferida pelo fato de que o CPF recebe sinais de todas as modalidades
sensoriais processadas por outras redes primarias e também informagdes sobre o estado
emocional e autondmico internos relacionados as memorias relevantes de eventos
anteriormente consolidados e armazenados (POWELL; VOELLER, 2004). Tipicamente, o
planejamento ocorre em antecipacdo ao comportamento que ele governa (MILLER; COHEN,
2001; SAKAIL 2008). Para isso, a supramodalidade do CPF permite a integracdo de
associacdes de aprendizagem, regras e contingéncias, entre estimulos, memorias e
comportamentos, por vezes separados temporalmente, mas seus padrdes de atividade sdo
requisitados e mantidos ativamente para representar um pensamento, uma decisdo ou uma
acao dirigida a um objetivo (SAKAI 2008). Durante essa manutengdo ativa, sdo pré-ativadas
modalidades sensoriais, bem como sistemas responsaveis pela execucao da resposta, como
representacdes corticais motoras, a avaliagdo emocional, dentre outros, mesmo antes da
execucdo da resposta, pelo tempo que essas representagdes sdo exigidas (CURTIS; LEE,

2010; SAKALIL 2008).

A capacidade de suportar a atividade sustentada em face da interferéncia ¢ uma das
caracteristicas distintivas do CPF. Atividade neuronal sustentada no CPF foi primeiramente
relatada por Fuster e Alexander (1971) e Kubota e Niki (1971) e evidéncias subsequentes

foram relatadas (CURTIS; LEE, 2010).

A literatura empirica acerca do CPF ¢ dominada por teorias explicativas do seu
funcionamento. A seguir, serd abordado o modelo hierdrquico do ciclo percepcao-acao

(FUSTER, 2001).

Jakob von Uexkiill — o tedrico do Umwelt — descreveu o ciclo sensério-motor através do qual
um animal modifica o ambiente, modificando assim a sua prépria percepcao do ambiente, o
que leva a outra agdo sobre o ambiente, e assim por diante, até que um determinado objetivo
seja alcancado (UEXKULL, 1926 apud FUSTER; BRESSLER, 2012). No animal primitivo,

este ciclo ¢ circular, com feedback interno limitado entre as eferéncias motoras e os receptores
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sensoriais (FUSTER; BRESSLER, 2012). Em organismos mais complexos, como no homem,
esse feedback ocorre em véarios niveis de percepc¢do e acdo. O ciclo sensorio-motor primitivo,
portanto, foi substituido, por um ciclo hierarquico de percep¢ao-acao no homem, que inclui
estruturas mais avancadas filogeneticamente e ontogeneticamente, incluindo o CPF

(FUSTER, 2001, 2004).

O ciclo percepcao-agdo (FUSTER, 2001) ¢ um principio bioldgico basico que regula as
relacdes funcionais do organismo com o seu ambiente por meio de interagdes circulares
continuas entre o ambiente e os processos perceptuais orientados para a acdo (Figura 8).
Acgdes automaticas € bem ensaiadas em resposta a estimulos simples sdo integradas em niveis
corticais baixos do ciclo, em areas sensoriais posteriores ¢ em areas motoras. Comportamento
mais complexo, guiado por estimulos mais complexos e temporalmente remotos, exige a
integracdo de niveis corticais mais elevados de hierarquias perceptuais (cortex de associagao
parieto-occipto-temporal) e executivas (CPF). Adicionalmente, o processamento flui com
feedback bidirecional em todos os niveis. Assim, em niveis corticais, a informacgado flui de
forma circular através de uma série de areas organizadas hierarquicamente e conexdes que
constituem o ciclo percepcdo-acdo (FUSTER, 2001, 2004, 2009; FUSTER; BRESSLER,
2012).

Fuster (2001, 2004) propoe que o CPF organiza temporalmente o comportamento e propoe
mecanismos para o monitoramento, memoria e selecdo atencional que prioriza metas e
garante que as sequéncias comportamentais sejam realizadas na ordem correta (controle fop-
down). Para cumprir esta fun¢do, o CPF manipula os itens na memoria com a finalidade de
planejar, organizar e processar a informagdo necessaria para gerar pensamentos ou agoes
futuras. Adicionalmente, Fuster (2009) postula que no cortex, tal como no restante do cérebro,
ndo ha “sistemas de memodria”, mas sim uma memoria de sistemas. Segundo ele, todos os
sistemas corticais tém a sua propria memoria, indissociavel das operacdes que executam. O
substrato para o processo ¢ inseparavel do substrato para a representacao (FUSTER, 2009).
Fuster aprimorou o seu modelo tedrico e propos que a esséncia do mecanismo ¢ a ativagao de
“cognitos” (cognits) perceptuais e executivos, que consistem em redes corticais interativas,
distribuidas e sobrepostas que representam unidades de memoria ou conhecimento (FUSTER,

2009; FUSTER; BRESSLER, 2012) (Figura 8).
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Figura 8 — O ciclo percepcao-acdo. (A) Paradigma do ciclo percepgdo-acdo no cortex do primata.
Retangulos vazios representam subareas ou areas intermediarias. As setas indicam a dire¢ao das
conexdes anatomicamente verificadas. Setas maiores, em sentido horario, constituem as principais
ligacdes de processamento funcionais do ciclo, através das hierarquias perceptuais ¢ executivas. Setas
menores, em sentido anti-horario, constituem feedback cortico-cortical interno. A seta em sentido
horario e o feedback de reentrada entre os cortices pré-frontal e posterior de associagdo (PTO: parieto-
occipito-temporal), no topo do ciclo, envolvem os cortices em fungdes cognitivas integrativas, como a
memoria operacional. (B e C) Organizacdo hierarquica de cognitos no cortex cerebral. Cognitos
perceptuais sdo organizados hierarquicamente entre areas sensoriais primarias (azul) e o cortex de
associacdo posterior (branco) por ordem de categoria de memoria perceptual. Cognitos executivos sdao
organizados hierarquicamente entre o cortex motor primario (vermelho) e o cortex pré-frontal
(branco), por ordem de categoria de memorias executivas. (B) Ordem hierarquica de cognitos
perceptuais e executivos. Setas bidirecionais indicam a conectividade cortico-cortical: perceptual (azul
escuro), executiva (vermelho), e perceptual-executiva (verde). Os tridngulos invertidos simbolizam a
divergéncia de conexdes e o tamanho aumentado de cognitos com a ordem hierarquica ascendente. (C)
Vista lateral do hemisfério esquerdo, com os mapeamentos de Brodmann. RF: fissura rolandica.
Extraido de Fuster e Bressler (2012), sob permissao.

1.5.3.1 Cortex pré-frontal medial

Evidéncias acumuladas inserem o cortex pré-frontal medial (CPFm) no monitoramento de
conflitos (BOTVINICK; COHEN; CARTER, 2004), deteccao de erros (HOLROYD; COLES;
NIEUWENHUIS, 2002), controle executivo (RIDDERINKHOF et al, 2004), aprendizagem
guiada por recompensa (RUSHWORTH et al, 2011), tomada de decisio (EUSTON;
GRUBER; MCNAUGHTON, 2012) e memoria (BONTEMPI et al, 1999).
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Euston, Gruber e McNaughton (2012) propdem que a fungdo do CPFm ¢ a de realizar
associagdes entre contextos e eventos e selecionar as correspondentes respostas adaptativas,
com subsequente aprendizado. Assim, o envolvimento ubiquo do CPFm tanto na memoria e
na tomada de decisdo pode ser devido ao fato de que muitas tarefas implicam a capacidade de
recordar a melhor acdo em um determinado lugar e tempo (EUSTON; GRUBER;
MCNAUGHTON, 2012). Todavia, o que diferencia o CPFm de outras areas do cortex ndo ¢ a
sua capacidade mnemonica, provavelmente compartilhada por outras areas corticais, mas sim
o seu envolvimento particular na orientacdo do comportamento adaptativo, promovido pelas
suas exclusivas aferéncias e eferéncias (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012;
FUSTER, 2001).

Adicionalmente, o CPFm ¢ fortemente modulado por eventos motivacionalmente salientes,
positivos e negativos. No CPFm do roedor, os neurdnios sdo capazes de alterar suas taxas de
disparo na presenca da recompensa ou da sua expectativa (PRATT; MIZUMORI, 2001).
Similarmente ao restante do CPF, ha um gradiente dorsoventral no CPFm do roedor, onde
regides ventrais, incluindo os cortices pré-limbico ventral e infralimbico, sdo especializados
no controle autondmico e emocional e as regides dorsais, incluindo o CCA e o cortex pré-
limbico dorsal, sdo especializados no controle de agdes (GABBOTT et al, 2005;
HEIDBREDER; GROENEWEGEN, 2003). De fato, com base na sua conectividade, o CPFm

ventral tem sido caracterizado como o “cortex visceral motor” (NEAFSEY et al, 1993).

O CPFm ventral esta fortemente interligado com éreas insulares anteriores, conhecidas por
estarem envolvidas na interocepcdo (ALLEN ef al, 1991) e na percepgdo a dor (JASMIN et
al, 2004). O CPFm ventral comunica-se com o hipotalamo, o qual medeia a homeostasia e
coordena sistemas autondmicos e endocrinos (SAPER, 2003). Outra conexao proeminente €
com a substancia cinzenta periaquedutal, uma regido envolvida na agressdo, no
comportamento defensivo e na modulacdo da dor (NELSON; TRAINOR, 2007). O CPFm
ventral também fornece uma eferéncia cortical para a habénula lateral, envolvida em respostas
aprendidas relacionadas a dor, estresse, ansiedade e recompensa (HIKOSAKA, 2010).
Finalmente, o CPFm ventral tem ligacdes reciprocas com uma variedade de sistemas
neuromoduladores, incluindo a rafe dorsal, a 4rea tegmental ventral e o locus coeruleus (ITOI;
SUGIMOTO, 2010; KRANZ; KASPER; LANZENBERGER, 2010; MAIER; WATKINS,
2005; SCHULTZ, 2001).
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As conexdes do CPFm dorsal sdo semelhantes aos do CPFm ventral, exceto que o CPFm
dorsal tem uma conectividade menos densa com centros emocionais € autondomicos e
conectividade mais intensa com dareas motoras e pré-motoras (GABBOTT et al, 2005;
HEIDBREDER; GROENEWEGEN, 2003). O CPFm dorsal em ratos também projeta-se
diretamente para a medula espinhal (GABBOTT et al, 2005).

Euston, Gruber ¢ McNaughton (2012) sugerem que as aferéncias ao CPFm correspondem aos
contextos (tempo, espaco, emocdo) e eventos, enquanto suas eferéncias sdo respostas
adaptativas preditoras dos resultados mais favoraveis numa dada situagdo (Figura 9). Sinais de
feedback de resultados podem induzir mudangas sinapticas por meio de aprendizagem
reforcada (HOLROYD; COLES; NIEUWENHUIS, 2002). Alternativamente, ¢ sugerido que
0o CPFm compara os resultados reais com os previstos e calcula o grau de violagdo da
expectativa, ou seja, a “surpresa”, igualmente convergindo a aprendizagem no CPFm

(ALEXANDER; BROWN, 2011).

Context
Adaptive Actions

Skeletal Motor

N

Adaptive Emotional and
Autonomic Responses

Visceral Motor
Autonomic

Outcome Signals
(Pain, Reward)

Sensory
(Olfactory, Gustatory, etc)

Figura 9 — Diagrama esquematico simplificado dos sinais de entrada e saida das sub-regides do cortex
pré-frontal. O CPF medial integra e manipula os eventos e o contexto e seleciona a resposta mais
adaptativa, que pode ser uma agdo ou resposta emocional. Um conjunto separado de aferéncias fornece
informacdes sobre os resultados das a¢des, que modulam a plasticidade. Todas as areas frontais sdo
fortemente interconectadas, o que significa que as informagdes sobre as agdes, emogdes e estimulos
estdo disponiveis para todas as areas pré-frontais. ACd: cingulado anterior dorsal, PL: cortex pré-
limbico, IL: cortex infralimbico, DP: cortex peduncular dorsal, VO: cortex orbital ventral e LO: cortex
orbital lateral. Extraido de Euston, Gruber ¢ McNaughton (2012), sob permissao.
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Dado o exposto, o CPFm provavelmente manipula os estimulos que mapeiam o contexto e
eventos e seleciona agdes apropriadas, sob um controle fop-down, em face da experiéncia

adquirida (MILLER; COHEN, 2001).

1.6 Memoria operacional

A memoria operacional ou memoria de trabalho refere-se a habilidade em manter um
conjunto de informagdes ativas (“online”), querem elas sejam novas e/ou resgatadas de
armazenamentos prévios, manipulando-as de forma a empregé-las para regular e/ou expressar
um comportamento, um pensamento ou uma emog¢do (GOLDMAN-RAKIC, 1996;
NAKAMURA-PALACIOS, 2011). Esse conceito difere de uma obsoleta definicdo de
memoria operacional como uma memoria de curto prazo, ou seja, como apenas uma unidade
de armazenamento temporario de informagdes, para uma definicdo mais complexa,
envolvendo multiplos subsistemas cognitivos (BADDELEY, 2003; YUAN et al, 2006) ou
uma cole¢do de processos cognitivos (FLORESCO; PHILLIPS, 2001).

Primeiramente proposta por Miller, Galanter e Pribram (1960), a memoria operacional
envolve reter e manipular informagdes transitoriamente, quando ja ndo perceptualmente
presentes, a servico da compreensao, raciocinio e planejamento (GOLDMAN-RAKIC, 1996).
Ela abrange fungdes de armazenamento e processamento, frequentemente envolvidas em
tarefas cognitivas cotidianas de varias etapas, com resultados intermediarios que precisam ser
retidos temporariamente (GOLDMAN-RAKIC, 1996). Aritmética mental, planejar uma
sequéncia no jogo de xadrez, considerar alternativas, incorporar novas informagdes no
pensamento e relaciona-las entre itens ou ideias, sdo exemplos de tarefas dependentes da

memoria operacional (DIAMOND, 2013; GOLDMAN-RAKIC, 1996).

Baddeley e Hitch (1974) propuseram um modelo multicomponente guiado por um
componente mestre, o “executivo central”, concebido como um sistema de controle de
capacidade atencional limitada, responsavel pela manipulacdo da informacao e pelo controle
de dois sistemas subordinados: a “alga fonoldgica” e o “bloco de anotagdes visuoespacial”,
com a capacidade de armazenar informacgdes relativas a linguagem (incluindo ensaio sub-
vocal) e visuoespaciais, respectivamente, em estoques separados (FUNAHASHI, 2006;
REPOVS; BADDELEY, 2006). Assim, a memoria operacional estende analogia ao “bloco de

anotacgdes” ou esboco para incluir o armazenamento, ensaio € coordenacdo de informagdes
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temporalmente distintas, mas interdependentes. Posteriormente, o “buffer episodico” foi
proposto como um adendo ao modelo (BADDELEY, 2000). O buffer episddico ¢ assumido
como um armazenamento temporario e de capacidade mnemonica limitada, capaz de
codificagdo multidimensional e que permite a ligacdo da informagdo para criar episodios

integrados (BADDELEY, 2000).

Enquanto tal processamento mnemonico pode vir a tona durante a cognicao de alto nivel, isto
¢ claramente relevante ndo s6 para o homem e primatas ndo humanos, mas também para
espécies de ramos diferentes da cadeia evolutiva (JONES, 2002). Entretanto, o modelo de
Baddeley e Hitch (1974) nao ¢ perfeitamente aplicavel a roedores, diante da auséncia de um

sistema de processamento de representagdes linguisticas atribuiveis a alga fonologica.

Embora haja um certo consenso acerca dos dois sistemas subordinados citados, hd um
desacordo quanto a existéncia de um componente executivo central na sua estrutura (YUAN
et al, 2006). Enquanto alguns pesquisadores aceitam a sua existéncia, outros ndo adotam a
no¢ao de um componente unitario de controle. Engle, Kane e Tuholski (1999) argumentaram
que a atengao controlada ¢ responsavel pela funcao executiva. Em contraste, Barnard (1999)
argumentou que a memoria operacional envolve uma arquitetura multiprocesso que realizaria

a fun¢do de controle executivo.

Em habilidades cognitivas complexas, o executivo central parece ser envolvido
principalmente como uma fonte de controle atencional, permitindo o foco da atengdo, a
divisdo da atencdo entre tarefas concorrentes, estratégias de recuperacdo € como um

componente de comutacgao atencional (DIAMOND, 2013; REPOVS; BADDELEY, 2006).

O modelo apresentado de Baddeley e Hitch (1974) como um sistema de multiplos
subsistemas cognitivos iniciou a era da decomposi¢do da memoria operacional em diferentes
componentes (YUAN et al, 2006). Tal abordagem corrobora achados em primatas nao
humanos que indicam a possibilidade da existéncia de multiplos dominios de memoria
operacional, com o0s seus proprios mecanismos de processamento especializado e de

armazenamento (GOLDMAN-RAKIC, 1996).

A incorporagdo do buffer episoddico permitiu explicar algumas variabilidades individuais
quanto a capacidade de armazenamento (BADDELEY, 2001). O buffer episodico ¢ capaz de
integrar dados de fontes diversas, transformando-os em c6digos multimodais (BADDELEY,

2000). Essa interface temporaria entre sistemas mnésicos € perceptivos contribuiu para a
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denominacdo de buffer, sendo também episoddico devido ao fato da integragdo dos estimulos
em episodios complexos (BADDELEY, 2000). Dessa forma, a memoria operacional pode
requisitar a memoria de longo prazo, com o buffer episodico acessivel a consciéncia (KHAN;
MULY, 2011). De fato, Ericsson e Delaney (1999) empregaram o termo ‘“memoria
operacional de longo prazo” para enfatizar a sua estreita relagdo com a memoria de longo

prazo.

A memoria operacional ¢ limitada em sua capacidade de armazenamento que pode ser tao
reduzida quanto 4 + 1 itens, quando ndo sdo relacionaveis entre si (COWAN, 2001).
Entretanto, segundo Motes ¢ Rypma (2010), quando a informagdo a ser lembrada excede o
limite de capacidade, processos executivos de memoria operacional podem ser acionados para
reorganizar os codigos de memoria, permitindo o armazenamento e o gerenciamento de
informagdes com maior contetido. Ha de fato evidéncias de que tarefas cognitivas com
demanda de memoria superior a quatro ou cinco itens requisitam o CPFDL direito (VOLLE et

al, 2005).

O buffer episodico, por sua vez, complementa essa definicdo com os processos de binding e
chunking (BADDELEY, 2001). O binding explica o efeito da similaridade visual de itens
verbais na sua memorizagdo (LOGIE et al, 2000), enquanto o chunking refere-se a integragao
de unidades de informagdo, de modo a criar aglomerados maiores baseados na relagao
semantica, permitindo economia na demanda cognitiva de armazenamento. O chunking pode
esclarecer o fendmeno da superioridade na memorizagdo de frases, em comparagdo com
palavras isoladas, em que os itens recuperados adicionalmente na primeira condi¢do nao
poderiam ser explicados por uma codificagdo puramente fonologica, mas adviriam da ligacao
a memoria de longo prazo, possibilitando a agregacdao da informagdo em unidades maiores

(BADDELEY, 2000, 2001; REPOVS; BADDELEY, 2006).

Ainda que a decomposi¢ao da estrutura da memoria operacional pelo modelo de Baddeley e
Hitch (1974) tenha fornecido uma imagem detalhada do seu funcionamento, trata-se de um
modelo meramente conceitual ¢ ndo baseado na estrutura (YUAN et al, 2006). Por outro lado,
evidéncias acumuladas convergem no sentido de que a memoria operacional ¢ um produto de
interacdes sustentadas entre a regulacdo cortical pelo controle fop-down atencional e
representacdes neurais perceptuais, conceituais, linguisticas, afetivas, dentre outras
(RISSMAN; WAGNER, 2012). Esse controle permite a manipulacdo, o processamento € a

recuperagdo de memorias que sdo convertidas em uma agdo adequada e efetiva apos
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intervalos curtos (segundos) ou longos (minutos a horas) em tarefas experimentais em animais

(FLORESCO; PHILLIPS, 2001; FUNAHASHI, 2006) e no homem (BADDELEY, 2012).

A memoria operacional pode ser avaliada experimentalmente, em tarefas em que um estimulo
¢ apresentado e em seguida removido, durante um intervalo varidvel (geralmente referido
como “retardo”), quando o individuo deve manter ativa a informagdao do estimulo
anteriormente apresentado ou da sua localizacdo, para posteriormente orientar a sua resposta
(SEAMANS; YANG, 2004). Uma caracteristica crucial das tarefas com retardo ¢ a
necessidade da atualizagdo constante das informagdes a cada resposta emitida (GOLDMAN-
RAKIC, 1990). Funahashi, Bruce e Goldman-Rakic (1989) encontraram atividade mnemonica
persistente em neurénios no CPFDL durante o periodo de retardo em primatas ndo humanos.
Esse achado tem sido amplamente corroborado por estudos eletrofisioldgicos, de lesdo e de
imagem funcional, com evidéncias de que o CPF ¢ fundamental para o desempenho da

memoria operacional (KHAN; MULY, 2011).

A atividade de neurdnios do CPF pode entdo ser considerada como o correlato celular da
memoria operacional (GOLDMAN-RAKIC, 1990). Assim, as tarefas com retardos foram
estabelecidas como paradigmas de escolha para estudos da memoria operacional e da ativacao
pré-frontal subjacente (WANG, 2005). Ademais, tanto em animais experimentais quanto no
homem, a acuidade e o tempo de resposta podem ser medidos em tarefas de alta ou baixa
demanda de memoria operacional e o seu desempenho ¢ considerado um indicador indireto da

integridade das fung¢des frontais (GOLDMAN-RAKIC, 1990).

1.6.1 Paradigma do labirinto radial de oito bragos

Ratos experimentais podem ser treinados para aprender tarefas que exigem a integracdo de
estimulos temporalmente separados que se tornam mutuamente dependentes, no contexto de
regras experimentalmente impostas (JONES, 2002). Nesse contexto, a memoria operacional
pode ser testada por meio do paradigma do labirinto radial de oito bragos (LR-8). Olton e
Samuelson (1976) foram os pioneiros na proposi¢ao desse instrumento como modelo eficaz
na avaliacdo da memoria operacional espacial em roedores. Desde entdo, tem sido largamente
utilizado na investigacdo dos efeitos de drogas e da funcionalidade pré-frontal sobre a
aprendizagem e memoria (OLTON, 1987; NAKAMURA et al, 1991; NAKAMURA-
PALACIOS; ROELKE, 1997).
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Nesse paradigma, a memoria operacional espacial (Figura 10) ¢ tipicamente avaliada em uma
tarefa em que um estimulo ¢ apresentado (quatro bragos do LR-8 aleatoriamente escolhidos)
e, em seguida, removido, durante um retardo variavel. Apds o retardo, o estimulo inicial ¢
reapresentado, associado a outro estimulo (todos os bragos do LR-8 tornam-se disponiveis) e
a informacdo ativamente mantida deve ser recuperada, a fim de orientar a resposta (sele¢ao
dos quatro bragos restantes). O animal ¢ recompensado ao responder corretamente, devendo,
portanto, distinguir os dois estimulos. A demanda de memoria ¢ uma funcao do atraso entre o
pré e o pos-retardo: quanto mais longo o periodo, mais dificil torna-se a retencao da

informacao.

NIZ4
Retardo ] %

Pré-retardo Pos-retardo

Figura 10 — Processo esquematico representativo de uma tarefa de memoria operacional espacial pelo
paradigma do labirinto radial de oito bragos.

1.7 Sistema glutamatérgico

O glutamato ¢ sintetizado de novo a partir da glicose e da glutamina, fornecida por células
gliais, sendo entdo envolvido em vesiculas sindpticas, por transportadores vesiculares do
glutamato (VGLUT) (Figura 11). Proteinas do complexo SNARE medeiam a interagao ¢ a
fusdo das vesiculas com a membrana pré-sinaptica. Uma vez liberado na fenda sindptica, o
glutamato pode ligar-se aos seus receptores e deflagrar varias respostas, incluindo a
despolarizagdo da membrana, a ativacdo de cascatas de segundos mensageiros, a modulagdo
da sintese proteica local e, eventualmente, a expressdo génica. O glutamato pode ser
eliminado da sinapse, por meio de transportadores de aminoacidos excitatorios em células
vizinhas gliais e, em menor grau, em neurdnios. O sequestro do glutamato por astrocitos, por

meio de transportadores de alta afinidade astrocitarios, atenua o potencial neurotdxico do
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glutamato. No astrdcito, o glutamato ¢ convertido em glutamina pela glutamina sintetase. A
glutamina, que ndo ¢ neuroexcitatoria, ¢ entdo liberada para o meio extracelular e transferida
por transportadores especificos para o terminal pré-sinaptico, para a conversao em glutamato,
pela glutaminase, completando um ciclo que ¢ acoplado ao metabolismo de glicose. Portanto,
o ciclo glutamato-glutamina ¢ o principal mecanismo de finalizagdo da neurotransmissao
glutamatérgica, em uma sinapse tripartite (MAGISTRETTI, 2006, MARSDEN, 2013;
POPOLI et al, 2012).

|
| Presynaptic neuron \‘
PreNMDAR

Kinases (e.g. PKA, ERK, Akt)

Phosphatases (e.g. PP1)

| Postsynaptic
neuron

Figura 11 - Diagrama esquematico simplificado de uma sinapse glutamatérgica tripartite e a
sinalizagdo de Ca®" no hipocampo. AMPAR: receptor AMPA; Akt: proteina quinase B; BDNF: Fator
neurotrofico derivado do cérebro; CREB: proteina ligante ao elemento de resposta do AMPc; D1:
receptor de dopamina tipo 1; Dvl: proteina “dishevelled”’; ERK: quinase regulada por sinais
extracelulares; EXNMDAR: NMDAR extrassinaptico; GDNF: fator neurotrofico derivado da glia; GF:
fator de crescimento; Gln: glutamina; Glu: glutamato; GR: receptor de glicocorticoéide; MR: receptor
mineralocorticoide; mTOR: alvo da rapamicina de mamiferos; NMDAR: receptor NMDA; PKA:
proteina quinase A; PP1: proteina fosfatase 1; PreNMDAR: NMDAR pré-sinaptico; PSD-95: proteina
de densidade pos-sinaptica de 95 KDa; SNARE: receptor solivel de ligacao a N-etilmaleimida; TrkB:
receptor de tirosina quinase B; VGLUT: transportador vesicular de glutamato; Wnt: Proteina com
fungdo de receptor celular que partilha o nome com vias de sinalizagdo em que esta inserida, nome
obtido por meio da jungdo de Wg (wingless) e Int. Extraido de Marsden (2013), sob permissao.
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Ha dois grandes grupos de receptores glutamatérgicos no sistema nervoso central:

metabotropicos (mGluRs) e ionotropicos (SANACORA et al, 2008).

Os mGluRs sdo receptores acoplados a proteina G e podem ser organizados em trés grupos (I
a III), baseados nas vias de transdu¢do de sinal que eles ativam (Figura 12). Os do grupo I
agem primariamente por meio da fosfolipase CP e a ativagdo dos sistemas de segundos
mensageiros inositol trifosfato e diacilglicerol. Os receptores glutamatérgicos metabotropicos
dos grupos II e III sdo negativamente acoplados a adenilato ciclase (SANACORA et al,
2008).

Os receptores glutamatérgicos ionotropicos (Figura 12) medeiam a transmissdo sinaptica
rapida e sdo nomeados pelos seus respectivos agonistas: NMDAR, AMPAR e receptores
cainato (KAR). Eles possuem estruturas homo ou heterotetraméricas permeaveis aos cations
Na“ e K" e, dependendo do subtipo, também ao Ca”". Atualmente, diferentes subunidades sio
conhecidas e sdo ainda mais diversificadas por splicing alternativo e edicdo de RNA

(RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003; SANACORA et al, 2008).

Os NMDARs (Figura 12) sao heterotetrameros formados pela combina¢do de uma subunidade
NRI1 (oito isoformas) com uma subunidade NR2 (quatro isoformas) e, em alguns casos, com
uma subunidade NR3 (duas isoformas) (MCBAIN; MAYER, 1994; SANACORA et al,
2008). O NMDAR ¢ um canal com cinética relativamente lenta, permeavel ao Ca®’, em
adi¢do ao Na" e ao K" (Figura 12). O canal contém um sitio de ligagio para o Mngr voltagem-
dependente, o que torna o canal inativo em repouso e ¢ liberado por despolarizacao pos-
sindptica (NOVAK, 1994). Com a expulsido do Mg*", os NMDARs podem ser ativados pela
acdo combinada de duas moléculas de glutamato e duas moléculas do coagonista glicina ou
D-serina, permitindo o influxo de Ca®" (Figura 12). A elevada permeabilidade ao Ca*" fornece
aos NMDARs uma profunda significancia fisiopatologica, pois ativa uma série de vias de
sinalizagdo intracelulares, com diversas consequéncias potenciais, incluindo a estabilizagao de
conexdes sinapticas, LTD ou LTP, necrose ou apoptose (HARDINGHAM; BADING, 2003).
Assim, a inibicdo de NMDARs pode ter consequéncias muito divergentes, deletérias ou
benéficas (MCBAIN; MAYER, 1994; PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007; RIEDEL;
PLATT; MICHEAU, 2003; SANACORA et al, 2008).

Adicionalmente, a atividade dos NMDARs ¢ sensivel ao pH e a modulagao por uma variedade
, . . 2+ , . ;. RPN
de agentes enddgenos, incluindo o Zn“', alguns neuroesteroides, o acido araquidonico,

reagentes redox e poliaminas (espermina) (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).
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lonotropic glutamate receptors Metabotropic glutamate receptors
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Figura 12 — Diagrama esquematico do receptor NMDA. (A) Arvores filogenéticas das subunidades
dos receptores glutamatérgicos. Extraido de Collingridge, Isaac ¢ Wang (2004), sob permissdo. (B)
Modelo do receptor NMDA mostrando os sitios de ligagdo de agonistas e antagonistas. Extraido de
Ghasemi e Schachter (2011), sob permissdo. (C) Modelo esquematico das subunidades mais comuns
do receptor NMDA. Glicina e D-serina sdo agonistas em NR1; glutamato e 0 NMDA sdo agonistas em
NR2. AMPAR: receptor AMPA; D-APS5: acido 2-amino-5-fosfopentanodico; DeltaR: receptor delta;
GluR: receptor de glutamato; KA: subunidade do receptor de cainato; mGluR: receptor de glutamato
metabotropico; MK-801: dizocilpina; NMDAR: receptor NMDA; PCP: fenciclidina.

Estudos de ligacdo mostraram que os NMDARs exibem uma distribui¢do heterogénea, com
niveis elevados no hipocampo, talamo e no cortex € uma expressao ligeiramente mais baixa

nos ganglios da base, cerebelo e medula espinhal (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003). A
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densidade dos NMDARSs sinépticos € a composi¢do de suas subunidades sdo dinamicamente
remodeladas individualmente por célula ou sinapse, durante o desenvolvimento e em resposta
a atividade neuronal e a experiéncia sensorial (LAU; ZUKIN, 2007; SANACORA et al, 2008)
(Figura 11). A atividade impulsiona a mobilidade lateral (entre sitios sindpticos e

extrassinapticos) e a incorporagdo de NMDARSs na sinapse (LAU; ZUKIN, 2007).

Os AMPARs sdao homo ou heterotetrameros compreendendo subunidades de quatro isoformas
possiveis (Figura 12). Devido as diferengas na expressdo de subunidades, como as
modifica¢des poOs-transcricionais e o splicing alternativo, ocorre diversidade funcional entre
os receptores. Em sinapses maduras, os AMPARs usualmente sao coexpressos com NMDARs
(PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007; RIEDEL, PLATT e MICHEAU, 2003;
SANACORA et al, 2008) (Figura 11).

Os AMPARs medeiam a excitagdo rapida na maioria das sinapses € sdo responsaveis pela
reagdo inicial ao glutamato na sinapse (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003). A sua ativagao
permite o influxo de Na', resultando na despolarizagio da membrana neuronal (PARSONS;
STOFFLER; DANYSZ, 2007). AMPARs mostram rapida cinética de ativacdo e inativacio,
sdo em grande parte pos-sinapticos e principalmente impermeéaveis ao Ca”" (pelo menos os

que contém a subunidade GluR2) (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003).

AMPARs foram encontrados em todo o cérebro, com niveis de expressdo particularmente
elevados no cortex cerebral, ganglios da base, talamo, hipotalamo, cerebelo, hipocampo e a
medula espinhal (BLACKSTONE, 1992; RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003). Os KARs,
assim como os AMPARS, permitem o influxo de Na" que medeiam a rapida neurotransmissao

excitatdria, mas possuem uma distribuicao distinta (SANACORA et al, 2008).

1.7.1 Fungdo glutamatérgica na aprendizagem e na memoria

Amplas evidéncias indicam que varios tipos de aprendizagem levam a ativagdo de NMDAR:s,
AMPARs e mGluRs, iniciando a sequéncia de eventos de sinalizacdo intracelular que

medeiam a plasticidade sinaptica (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003) (Figura 11).

Os NMDARs tém sido envolvidos no condicionamento pavloviano (XU et al, 2001), na
memoria espacial (TSIEN; HUERTA; TONEGAWA, 1996), na memoria operacional e de
referéncia (LEVIN et al, 1998), na preferéncia condicionada por lugar (SWAIN; SIGSTAD;



46

SCALZO, 2004), na aprendizagem de esquiva passiva (DANYSZ; WROBLEWSKI; COSTA,
1988), na memoria olfativa (SI; HELLIWELL; MALESZKA, 2004), na aprendizagem reversa
(HARDER et al, 1998), dentre outros.

Evidéncias da contribui¢ado dos AMPARSs sd@o menos claras devido a sua especificidade: o seu
bloqueio pode afetar varios componentes essenciais para a aprendizagem. Em geral, as
funcdes dos mGluRs parecem ser variaveis e dependerem da estrutura cerebral e da tarefa de

aprendizagem (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003).

Os NMDARs exercem uma participagdo fundamental na modificagdo em longo prazo da
forca sinaptica. A sua ativacdo esta envolvida nos processos de LTP, LTD e na

metaplasticidade (COLLINGRIDGE; ISAAC; WANG, 2004).

A LTP poés-sinaptica dependente de NMDAR pode ser descrita pela seguinte sequéncia
simplificada de eventos, segundo Parsons, Stoffler e Danysz (2007) (Figura 13). O glutamato
liga-se aos NMDARs e AMPARs pos-sindpticos, no entanto, apenas os ultimos sao
transitoriamente ativados durante a transmissdo sindptica normal rapida, pois os ions Mg2+
bloqueiam os NMDARs e a sua cinética de ativacao ¢ mais lenta (Figura 13A). Quando um
sinal prolongado e de alta frequéncia (ou a somagao de varios sinais) chega em uma sinapse
glutamatérgica, isto leva a uma forte e mais prolongada liberacdo de glutamato e a um influxo
de ions Na" mais pronunciado no neurdnio pos-sinaptico através dos AMPARs (Figura 13B).
Além disso, a lenta ativacdo de receptores GABAp pré-sindpticos em interneurdnios
inibitorios provoca desinibicdo de sinapses gabaérgicas. Ambos os processos, por sua vez,
conduzem a um PPSE. Esta despolariza¢io remove o bloqueio do Mg®" no NMDAR, desde
que a carga relativa da membrana neuronal ¢ agora bem menos negativa durante um tempo
suficiente para permitir que este cation divalente deixe o canal durante a lenta ativagdo dos
NMDARs. Nessa fase, pode ocorrer influxo de Ca’" através dos NMDARs e o
desencadeamento de uma cascata de segundos mensageiros que estao envolvidos no aumento
da forga sinaptica (formacdo de memoria neuronal) (Figura 13C). Essa alteracao pds-sindptica
¢ manifestada por um aumento de respostas mediadas por AMPARs, o que eleva os sinais

sindpticos normais subsequentes (Figura 13D).

Esta voltagem-dependéncia do complexo NMDAR pode explicar a dependéncia da frequéncia
da indu¢ao de LTP / LTD. Adicionalmente, a condugao eficaz de corrente através dos

NMDARSs requer sinais coincidentes — a liberagdo pré-sinaptica de glutamato, o desbloqueio
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voltagem-dependente pelo Mg”* e a despolarizagio pos-sindptica — permitindo que os

NMDARs atuem como “detectores de coincidéncia” (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003).

A LTP em sinapses excitatorias desenvolve-se em estagios diferentes, a partir de uma fase de
curta duragdo, independente de proteinas quinases (inferior a uma hora), a trés niveis
diferentes de LTP, requerendo a fosforilagdo proteica, a sintese proteica e a transcricdo
génica, respectivamente (RAYMOND, 2007). Essas alteracdes funcionais da
neurotransmissao sindptica sdo paralelas a altera¢cdes morfologicas de espinhas dendriticas, o

principal sitio das sinapses glutamatérgicas no cérebro (HOLTMAAT; SVOBODA, 2009).
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Figura 13 — Processo esquematico simplificado da inducao da LTP dependente de receptores NMDA,
extraido de Parsons, Stoffler e Danysz (2007), sob permissao.

As vias de sinalizagdo desencadeadas pelo aumento do Ca*" intracelular incluem a proteina
quinase II dependente de célcio e calmodulina (CaMKII), a fosfolipase C / proteina quinase
C, AMPc / proteina quinase A, proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) / proteina
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)
(MALINOW; SCHULMAN; TSIEN, 1989; MARSDEN, 2013; O’DELL; KANDEL;
GRANT, 1991) (Figura 11). Isso resulta na sintese proteica de novo e na expressao de genes

precoces imediatos especificos, incluindo c-fos, Arc e zif268, levando a alteracdes na
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expressdo génica, refor¢o sindptico estrutural e no crescimento de novas conexdes sindpticas

(ALBERINI, 2008; CAREW, 1996).

Durante a sinalizagdo da LTP a partir de NMDARs, neuromoduladores e fatores de
crescimento promovem o trafico sindptico de AMPARs, a tradugdo dependente de mTOR, a
transcricdo génica dependente da proteina de ligagdo ao elemento de resposta AMPc (CREB)
e a liberacdo de proteinas como o BDNF ¢ Wnt (BEKINSCHTEIN et a/, 2007; MARSDEN,
2013) (Figura 11).

Esses eventos resultam na expressdo de novos AMPARs (MALINOW; MALENKA, 2002),
especialmente em condi¢des “‘silenciosas” (down-regulation de AMPARs) (LIAO;
HESSLER; MALINOW, 1995). Assim, a LTP ¢ principalmente expressa como um aumento
da neurotransmissao mediada pelo AMPAR, embora o componente mediado pelo NMDAR

da neurotransmissao glutamatérgica pode também ser potenciado (BASHIR et a/, 1991).

Em contraste, durante a LTD, a sinalizacdo por fosfatases intracelulares regula contrariamente
essas vias, como a internalizagio de AMPAR (BEATTIE et al, 2000; MARSDEN, 2013).
NMDARSs extrassinapticos representam mediadores da sinalizacdo neuroplastica negativa;
vias associadas levam ao desligamento de CREB, disfungdao mitocondrial e potencialmente

morte celular (MARSDEN, 2013).

Os astrocitos sao também crucialmente envolvidos na plasticidade sinaptica, pela liberagao de
gliotransmissores e fatores metabolicos, como o lactato (Figura 11); além disso, os astrocitos

sofrem mudangas funcionais durante a plasticidade sinaptica (MARSDEN, 2013).

Além disso, hd evidéncias de mecanismos de expressdo pré-sindptica de LTP e LTD, que
envolvem a difusdo de mensageiros retrogrados tais como o oxido nitrico (SCHUMAN;
MADISON, 1991), fator ativador de plaquetas (KATO et al, 1994) e endocanabinoides
(SJOSTROM; TURRIGIANO; NELSON, 2003) da regido pré ou pos-sinaptica.

O envolvimento critico dos receptores glutamatérgicos na LTP e no aprendizado torna-os
alvos Obvios para a melhoria cognitiva. Isso ¢ apoiado, por exemplo, pelas ampaquinas, que
sdo estimuladores cognitivos (LYNCH, 2006) e pelo agonista parcial do NMDAR D-
cicloserina que foi capaz de aprimorar o desempenho de aprendizagem e resgatar déficits
relacionados a LTP e memoria em ratos (BAXTER et al, 1994). No entanto, hd desafios para

o desenvolvimento de agentes estimuladores dos NMDARs clinicamente aceitaveis
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(HARDINGHAM; BADING, 2003), pois a sua estimulacdo excessiva medeia a morte
neuronal por excitotoxicidade (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).

1.7.2  Antagonistas do receptor NMDA

Uma vez que os NMDARs contém multiplos sitios de modulagdo alostérica, o
desenvolvimento de agonistas e antagonistas com distintas afinidades, cinéticas e sitios de
ligagdo no NMDAR encorajou estudos investigativos, emergindo farmacos de relevancia

clinica (Quadro 1).

Quadro 1 — Exemplos de antagonistas do receptor NMDA.

Sitios
Antagonistas competitivos Aplicacao Referéncias
modulatérios
DAVIES et al, 1981;
Glutamato APS, AP7 Experimental
NADLEWSKA et al, 2003.
Acido 7-Cloroquinurénico, KEMP et al, 1988,;
Glicina i Experimental
Acido quinurénico HLINAK; KREJCI, 1995.
Antagonistas nio competitivos
Experimental
Fenciclidina ) ) JENTSCH; ROTH, 1999.
(anestésico proscrito)
MORGAN; CURRAN,
Fenciclidina Cetamina Anestésico
2012.
SWAIN; SIGSTAD;

MK-801 Experimental

SCALZO, 2004.

- ) Tratamento para PARSONS; STOFFLER;
Mg Memantina
doenga de Alzheimer DANYSZ, 2007.
Moduladores negativos
Subunidade WILLIAMS, 1993;

Ifenprodil, Ro 25-6981 Experimental

NR2B FISCHER, 1997.

APS5: acido D-2-amino-5-fosfonopentanodico; AP7: acido 2-amino-7-fosfonoheptanoico; MK-801:
dizocilpina.

Entretanto, antagonistas ndo competitivos que bloqueiam totalmente os NMDARs comumente
levam a efeitos adversos clinicamente inaceitaveis, como prejuizos na memoria, efeitos

psicomiméticos e ataxia (JENTSCH; ROTH, 1999). Citam-se nesse grupo os bloqueadores de
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canal aberto, como a fenciclidina (PCP, ou vulgarmente “p6 de anjo”), a cetamina e o MK-

801 (dizocilpina).

Ha evidéncias consistentes de que os sintomas cognitivos e negativos da esquizofrenia
resultam de uma disfun¢do glutamatérgica (OLNEY; NEWCOMER; FARBER, 1999), o que
remonta a década de 1950, quando foi relatado que a fenciclidina poderia produzir efeitos
psicoticos em seres humanos (LUBY et al, 1959). Nao obstante, a administracdo de
antagonistas NMDARs ndo competitivos, como a administragdo subcronica de doses
subanestésicas de cetamina, constitui um modelo amplamente aceito de esquizofrenia em

roedores (NEILL et al, 2010).

O MK-801 age somente quando o receptor estd ativado (WATKINS, 1994) e ¢ considerado
bloqueador, pois possui uma alta afinidade, baixa voltagem-dependéncia e cinética de
desbloqueio lenta (PARSONS et al, 1999). Ainda, ele provoca bloqueio da indu¢do da LTP in
vitro e in vivo (CARAMANOS; SHAPIRO, 1994) e prejuizos da aquisi¢do de tarefas em
testes no LR-8 e no labirinto aquatico (STAAY et al, 2011).

A hipofuncao glutamatérgica sustentada e mais grave no cérebro adulto estd associada com
manifestagdes de neurotoxicidade com caracteristicas neuropatoldgicas bem caracterizadas
(FARBER, 2003), o que invalida a utilizacdo clinica de varios antagonistas de NMDARs.
Surpreendentemente, o bloqueio de NMDARs pode, por vezes, promover neuroprote¢do e
facilitar a memoria, uma observagdo que parece contradizer a logica (RIEDEL; PLATT;
MICHEAU, 2003). Estudos mais pormenorizados, no entanto, revelam que ndo ha paradoxo

real, como no caso da memantina, apresentada a seguir.

1.7.2.1 Memantina

A memantina (l-amino-3,5-dimetil-adamantano) ¢ um antagonista ndo competitivo de
NMDARs de baixa a moderada afinidade que interage com o sitio de ligagdo do Mg”™ (ou
proximo a ele) do canal, capaz de atenuar a ativacao patologica desses receptores preservando
a sua atividade fisioldgica (LIPTON, 2006; RAMMES; DANYSZ; PARSONS, 2008;
SCARPINI; SCHELTENS; FELDMAN, 2003). Tem-se sugerido que a memantina reduz a

hiperativagao do sistema NMDAR na doenca de Alzheimer moderada a severa e inibe o
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influxo excessivo de Ca’" em condicdes de excitotoxicidade neuronal (JOHNSON;

KOTERMANSKI, 2006; PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).

A memantina ¢ classificada como um bloqueador de canal aberto, pois pode acessar o interior
do canal e bloquear o fluxo de corrente apenas apods sua abertura. Por isso, ela s6 bloqueia o
NMDAR na presenga do agonista e, subsequentemente, uma propor¢ao permanece retida no
canal (em torno de 80 %) mesmo apods a remogao do agonista, o que configura o antagonismo
do tipo “sequestro parcial” (JOHNSON; KOTERMANSKI, 2006; PARSONS; STOFFLER;
DANYSZ, 2007).

Sua estrutura quimica (Figura 14) possui trés anéis com um grupamento amino protonado sob
condigdes fisiologicas, além de duas ramificacdes metila que prolongam o tempo de paragem
no canal e que retardam a sua taxa de desbloqueio, aumentando a sua afinidade ao canal
(LIPTON, 2006). Em concentragdes elevadas (10-500 mM), a memantina afeta a recaptagao
de serotonina e de dopamina, receptores de acetilcolina nicotinicos, receptores serotonérgicos,
receptores sigma-1 e canais de Na' ativados por voltagem (PARSONS; STOFFLER;
DANYSZ, 2007).

NH

""CH,
CH,

Figura 14 - Formula estrutural da memantina. Fonte: Wikipedia
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Memantin _Struktur.png).

A memantina foi originariamente sintetizada para ser utilizada como um potencial agente

antidiabético, mas mostrou-se ineficaz. Mais tarde, foi aprovada para o tratamento da doenca
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de Alzheimer moderada a severa (2002, na unido europeia) e, desde entdo, encontra-se
disponivel no mercado farmacéutico. Seus efeitos adversos sdo considerados benignos, em
contraste com 0s outros antagonistas ndao competitivos, como o MK-801, cetamina e
fenciclidina. Foi proposto que isso pode ser devido a sua forte voltagem-dependéncia e a
rapida cinética de desbloqueio (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007, RAMMES;
DANYSZ; PARSONS, 2008).

E surpreendente que um antagonista glutamatérgico possa melhorar os sintomas da doenca de
Alzheimer, uma condi¢do caracterizada por déficits dos niveis de glutamato e de receptores
glutamatérgicos (JOHNSON; KOTERMANSKI, 2006). Varias explicagdes para os beneficios
cognitivos da memantina na doenca de Alzheimer tém sido propostas, incluindo uma
diminui¢do no “ruido” sindptico resultante da ativacdo excessiva NMDAR, a inibicdo da
produgdo de B-amildide e o reajuste do equilibrio entre a inibi¢do e excitagdo (JOHNSON;
KOTERMANSKI, 2006; LIPTON, 2006; PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).
Permanece uma questdo aberta se a memantina exerce um efeito modificador da doenca

(lentificacdo do declinio cognitivo).
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D Consideracies Hinais
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Diante da contextualizagdo apresentada, considerou-se:

I. O crescente interesse em paradigmas de estimulacdo elétrica cerebral como
ferramentas neuromoduladoras da excitabilidade cortical e do comportamento em uma

amplitude de ensaios clinicos e condi¢des experimentais;

II. A significativa perda da intensidade de corrente aplicada sobre o escalpo nas técnicas
ndo invasivas de estimulacdo elétrica cortical de baixa intensidade, o que adiciona

complexidade na interpretagdo dos resultados obtidos em condigdes experimentais;

III. A comprovada ativacdo do CPF em ratos sob corrente anddica de 400 pA de

intensidade (TAKANO et al, 2011);

IV. Os inconclusivos mecanismos subjacentes da ag¢do das técnicas de estimulagdo
cerebral ndo invasivas e a sua constatada dependéncia da modulacdo da atividade de

interneuronios glutamatérgicos, especialmente dos NMDARs;

V. A necessdria investigacdo cientifica em modelos animais translacionais no
esclarecimento dos mecanismos funcionais e comportamentais subjacentes a

neuroplasticidade.

Por conseguinte, a investigacdo da modulagao glutamatérgica em um modelo experimental de
estimulacdo epidural cortical por corrente continua de baixa intensidade poderia
potencialmente ampliar os conhecimentos em neuromodulagdo. No laboratério de Ciéncias
Cognitivas e Neuropsicofarmacologia, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), foi
desenvolvido um modelo de estimulagdo elétrica epidural em ratos (CUSTODIO et al, 2012)
que facilitou significativamente o desempenho desses animais no LR-8, sob estimulagdo
epidural de 400 pA no CPFm esquerdo, o que demandou uma investigacdo mais
pormenorizada. No presente trabalho, hipotetisou-se que dadas as especificidades
farmacodinamicas da memantina ¢ o seu comprovado envolvimento em processos de
memoria e plasticidade sindptica (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007), a relagio dose-
resposta desse farmaco associada com o modelo desenvolvido poderia ser relevante no campo

da neuromodulagdo cognitiva.
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3.1 Objetivo geral

Investigar a modulacao glutamatérgica pela memantina na memoria operacional espacial em
ratos, sob estimulagdo epidural por corrente continua de baixa intensidade, no CPFm

esquerdo.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito de diferentes doses de memantina sobre o desempenho de ratos
durante a execucao de tarefas de memoria operacional espacial no LR-8;

» Avaliar o efeito da estimulagdo epidural cortical por corrente continua de 400 pA
sobre o desempenho de ratos em tarefas de memoria operacional espacial no LR-8;

» Avaliar a interacdo entre diferentes doses de memantina e a estimulagdo epidural
cortical por corrente continua de 400 pA sobre o desempenho de ratos em tarefas de memoria
operacional espacial no LR-8;

» Avaliar os efeitos de diferentes doses de memantina sobre o desempenho de ratos de
melhor e de pior linha de base comportamental em tarefas de memoria operacional espacial
no LR-§;

» Avaliar os efeitos da interagdo entre diferentes doses de memantina ¢ a estimulacdo
epidural cortical por corrente continua de 400 uA sobre o desempenho de ratos de melhor e de

pior linha de base comportamental em tarefas de memoria operacional espacial no LR-8.
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4.1 Animais

Foram utilizados 50 ratos Wistar machos, pesando em média 330,2 g + 11,21, provenientes do
Biotério do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), UFES. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais de polipropileno, com assoalho coberto por serragem em ambiente
climatizado (22° C * 2), num ciclo claro-escuro artificial de 12 h (luzes acesas as 7 h),
parcialmente privados de alimento (Presence” Ratos e Camundongos, Presence Nutrigdo
Animal, Paulinia, SP, Brasil) e com agua ad libitum. Os animais foram mantidos com o peso

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

Neste estudo foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacgao
Animal (COBEA), que estd em conformidade com normas internacionais de pesquisa
envolvendo animais. Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de

Animais (CEUA) do CCS/UFES, n° 04/2012.

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram submetidos a sessdes didrias de habituagdo e aprendizagem no LR-8. Apds
aprenderem os procedimentos gerais (entrar uma Unica vez em cada brago visitado) e os
procedimentos de retardo, foram submetidos a cirurgia de implante de eletrodo de estimulagado
epidural sobre o CPFm esquerdo. Desse modo, 50 animais foram aleatoriamente distribuidos
em dois grupos (randomizagdo gerada por meio do Web site http://www.randomization.com),
a saber (Figura 15):

> Grupo eDCS (n = 25): Animais submetidos a estimulagdo epidural cortical por
corrente continua (eDCS) de 400 pA e a administracdo intraperitoneal (IP) de doses de
memantina (0,32 mg/kg, 1 mg/kg e 3,2 mg/kg) e de solugdo salina (NaCl a 0,9 %);

> Grupo Sham (n = 25): Animais submetidos a estimulagdo simulada (sham) e a
administracdo IP de doses de memantina (0,32 mg/kg, 1 mg/kg e 3,2 mg/kg) e de solucao
salina (NaCl a 0,9 %).

O delineamento deste estudo foi de amostras dependentes para as diferentes doses de
memantina, incluindo salina, e independentes para o tipo de estimulacao (Figura 15).
Adicionalmente, as administragdes de memantina e salina foram conduzidas por
semirrandomizacao (método do quadrado latino), 15 min antes das sessdes de estimulagdo

ativa ou sham, as quais duravam 10 min (Figura 16). Apds um intervalo de 5 min, os animais
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eram submetidos a uma sessdo de tarefa de memoria operacional espacial com retardo

prolongado, de 4 h ou de 10 h, semirrandomicamente designados.

O estudo foi duplo-cego, em que o observador do desempenho dos animais no labirinto
(experimentador A) nao tinha conhecimento acerca do tipo de estimulacao recebida em cada
animal, diferentemente dos outros experimentadores (B e C), que conduziam os
procedimentos de administracdo e estimulacdo. Os experimentadores B e C, por sua vez, ndo
tinham conhecimento acerca do desempenho individual dos animais nas sessdes de tarefas de
memoria operacional espacial, embora mantivessem a informacdo da randomizagdo (animais

Sham e eDCS).

;ggii Sham
Salina 0,9 % Salina 0,9 %
0,32 mg/kg ’ 0,32 mg/kg

‘ MEMORIA
1 mg/kg OPERACIONAL 1 mg/ke
CURVAS DOSE-RESPOSTA

Figura 15 — Diagrama esquematico do delineamento experimental. Ratos Wistar machos (n = 50)
foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos ¢ desempenharam tarefas de memoria operacional
espacial no labirinto radial de oito bragos. Apos a aquisi¢do da tarefa (fase V), os animais foram
submetidos a cirurgia de implante de eletrodo de estimulacdo epidural sobre o cortex pré-frontal
medial esquerdo. Animais sham foram submetidos aos procedimentos cirurgicos, mas ndo foram
eletricamente estimulados. Adicionalmente, a memantina foi administrada em trés doses
semirrandomizadas, 15 min antes das estimulacdes. O desempenho dos animais foi avaliado nos testes
de memoria operacional espacial em retardos de 4 h e 10 h, com e sem estimulacdo elétrica epidural
ativa e sob o efeito de memantina ou salina.
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Figura 16 — Diagrama esquematico dos procedimentos conduzidos em uma sessdo de retardo
prolongado. 15 min ap6és a administragdo IP de salina ou de uma dose de memantina, o animal era
submetido a eDCS de 400 pA ou a estimulagdo sham, por um periodo de 10 min, pelos
experimentadores B ¢ C. Apds um intervalo de 5 min, o experimentador A, cego para o tipo de
estimulagdo que o animal foi submetido, apresentava ao animal apenas quatro bragos do LR-8,
aleatoriamente definidos a cada sessdo (pré-retardo). As portas eram abertas a cada posicionamento do
animal na plataforma central e os refor¢os estavam disponiveis nos respectivos bracos. Uma vez
percorridos os quatro bragos selecionados, o animal era destinado a sua gaiola-casa por 4 h ou por 10 h
e, posteriormente, era reposicionado na plataforma central. Nesse momento, todas as oito portas eram
abertas e os refor¢os estavam presentes apenas nos receptaculos dos quatro bragos que ndo foram
visitados anteriormente (pos-retardo). A repetigdo de um brago visitado no pré ou no pods-retardo era
considerada erro de desempenho.

4.3 Memoria operacional espacial: labirinto radial de oito bracos

4.3.1 Equipamento

Construido em acrilico transparente (Figura 17), constitui-se de oito bragos simétricos
removiveis (70 cm de comprimento, 10 cm de largura e paredes laterais de 4 cm de altura)
que se irradiam de uma plataforma central de base octogonal (33 cm de didmetro), mantida a
1 m de altura do solo por uma base metalica. Em volta das margens da plataforma central, oito
portas do tipo guilhotina elevam-se a 30 cm de altura e possibilitam o acesso do animal aos

bragos. As portas sdo individualmente ligadas a fios de nylon, o que permitem o controle a
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distancia pelo experimentador A. Na extremidade final de cada braco, encontra-se um
receptaculo preto (10 cm de largura e 3 cm de profundidade), destinado a apresentagdo do

refor¢o para o animal (usualmente, pedacos de amendoim torrado sem casca).

Todos os oito bragos do labirinto radial sdo similares entre si, diferindo apenas por sua
localizagdo espacial em relagdo aos outros bragos, o que ¢ sinalizada por estimulos visuais
distais fixos (quadros, moveis, janelas etc), propositalmente mantidos ao longo do protocolo
experimental, para discriminacdo e visualizag@o a partir do labirinto (Figura 17). Ainda, a sala
de experimenta¢do era dotada de temperatura controlada, a geracao de ruidos era reduzida e a
iluminacao natural foi bloqueada, sendo utilizada iluminagao fluorescente vermelha, durante a

execug¢ao dos procedimentos no LR-8.
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Figura 17 — Fotografias do labirinto radial de oito bragos, evidenciando os distintos estimulos visuais
externos na sala de experimentag@o. Em destaque, animal alimentando-se do amendoim encontrado no
receptaculo, sob iluminagdo fluorescente vermelha.



63

4.3.2  Aquisi¢do da tarefa de memoria operacional espacial

Ao longo do experimento, os animais foram privados parcialmente de alimento, com o peso

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

Os procedimentos no LR-8 foram divididos em seis fases, com a execu¢do de apenas uma
sessdo didria e individual, com o periodo maximo de 10 min de permanéncia do animal no

labirinto, por sessao.

Fase I: Inicialmente, os animais eram posicionados na plataforma central do labirinto, com
todas as portas de acesso aos bracos abertas para livre exploracdao e habituacdo ao ambiente,

durante 10 min por sessdo, ao longo de dois dias.

Fase II: Pedagos de amendoim (refor¢o) eram colocados nos receptaculos e os animais tinham
livre acesso aos bragos, para que localizassem e consumissem o refor¢o no final de cada
brago, em um periodo de 10 min. Sempre que o refor¢o era consumido, um novo pedaco de
amendoim era devidamente reposto no receptaculo de origem, o que estimulava o animal a
percorrer o labirinto. Essa fase ¢ dependente da aprendizagem do animal na localizagdo do

reforco, usualmente durava de dois a trés dias.

Fase III: Apos a habituacao e aprendizado a localizar o refor¢o, o animal era posicionado na
plataforma central e todas as portas eram abertas, permitindo a escolha de qualquer uma das
oito portas. Ao entrar em um dos bragos, todas as portas eram fechadas e, ap6s ter encontrado
e consumido o refor¢o do brago, o animal era novamente posicionado no centro do labirinto e
todas as portas eram abertas, exceto a(s) que ja tivesse(m) sido visitada(s) na sessdo. Este
procedimento foi feito sucessivamente até que o animal obtivesse os oito reforcos em uma

mesma sessdo, no periodo maximo de 10 min.

Fase IV: Esta fase ¢ a aquisicdo da tarefa propriamente dita. Todas as portas eram abertas a
cada reposicionamento do animal na plataforma central, apos ter visitado qualquer um dos
bracos. Nesta condi¢do, ndo ocorria reposi¢ao dos refor¢os e os animais deveriam aprender a
nao repetir bracos ja visitados, em um periodo de 10 min. A repeticdo de um brago ja visitado
foi considerada erro de desempenho. Neste procedimento, considerou-se aprendizagem
satisfatoria quando o animal alcangava um desempenho de zero ou um erro por sessdo, em

trés sessdes consecutivas. Atingido esse critério, os animais eram submetidos a fase V.
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Fase V: Os animais eram submetidos a treinamento em tarefas de memoria operacional
espacial. Nesta fase, foi introduzido um intervalo de retencdo (retardo), entre o quarto e o
quinto braco visitado. Neste procedimento, apenas quatro portas, escolhidas aleatoriamente a
cada sessdo de treinamento, eram abertas a cada posicionamento do animal na plataforma
central e os reforgos estavam disponiveis nos respectivos bracos. Esta etapa foi denominada
de pré-retardo ou de primeira corrida. Uma vez percorridos os quatro bracos selecionados, o
animal era destinado a sua gaiola-casa por 5 s (“retardo de 5 s”) e, posteriormente, era
reposicionado na plataforma central. Nesse momento, todas as oito portas eram abertas e 0s
reforcos estavam presentes apenas nos receptaculos dos quatro bragos que ndo foram visitados
anteriormente. Esta etapa foi denominada de pos-retardo ou de segunda corrida. A repeticao
de um brago visitado no pré ou no pos-retardo era considerada erro de desempenho e os
animais eram treinados nesta fase até atingirem um critério de zero ou um erro para o pré e
pos-retardo, por sessdo, em trés sessdes consecutivas. Atingido esse critério, os animais eram

submetidos a cirurgia estereotaxica de implante de eletrodo epidural cortical.

Fase VI: Trés dias apos a recuperacao da cirurgia, os animais eram submetidos a uma sessao
de retardo de 5 s, idéntica a fase anterior. Caso resultasse em zero ou um erro para o pré e
pos-retardo, no dia seguinte, eles eram submetidos a fase VI. Caso ndo fosse atingido o
critério, os testes eram repetidos diariamente, até a sua recuperacdo. A fase VI constituiu de
testes com retardos prolongados (Figura 16). O procedimento foi semelhante ao da fase
anterior, exceto pela modificagio nos periodos de retardo, que foram de 4 h e 10 h,
semirrandomicamente designados. Além disso, as tarefas no LR-8 dessa fase ocorriam apos as
administracdes de salina ou memantina, precedidas das estimulagdes. As sessoes de retardos
de 4 h e de 10 h ocorriam uma Unica vez para cada dose designada de memantina ou salina,
por animal. Ainda, eram assegurados intervalos interssessdes, em que o animal era mantido
em repouso ou submetido a sessdes de retardos de 5 s. Para tanto, no dia seguinte apos a
sessdo de retardo prolongado, os animais eram mantidos em repouso em suas gaiolas-casa.
Subsequentemente, no dia seguinte, havia uma sessdo de 5 s, para averiguar se ocorria a
manutencdo do critério de zero ou um erro no pré e no pos-retardo pelo animal. Caso o animal
ndo mantivesse o critério em uma sessao de 5 s, o procedimento era repetido em dias
consecutivos, até que o animal retornasse ao critério. Caso nao ocorresse o retorno ao critério
em até quatro dias consecutivos, o animal era excluido do experimento. No dia seguinte ao
retorno ao critério, havia uma nova sessdo com retardo prolongado, com os posteriores

intervalos interssessoes, ou seja, de pelo menos trés dias.
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24 h apds o ultimo teste com retardo, os animais eram submetidos a perfusdo intracardiaca

para remocao dos seus cérebros, seguida de processamento histologico.

4.4 Cirurgia estereotaxica

Apbs os animais terem aprendido a tarefa de retardo (término da fase V), eles foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para o implante do eletrodo de estimulagdo de polaridade

anddica, em regido epidural sobrejacente ao CPFm esquerdo (Figura 18).

Inicialmente, os animais foram anestesiados com cetamina a 75 mg/kg (Dopalen® injetavel,
116 mg/mL de cloridrato de cetamina, Sespo, Paulinia, SP, Brasil) e xilazina a 10 mg/kg
(Anasedan® injetavel, 23 mg/mL de cloridrato de xilazina, Sespo, Paulinia, SP, Brasil) via IP,
em volume de 0,1 mL/100 g de seus pesos corporais. A seguir, foi feita a tricotomia na parte
superior da cabega e no dorso direito do animal (aproximadamente 10 cm de didmetro),
reservado ao posicionamento do catodo. O animal era devidamente posicionado em
equipamento estereotaxico (51600, Stoeling”, Wood Dale, IL, EUA) e foram procedidas as

seguintes etapas:
L Antissepsia com alcool iodado na area da incisdo cirtrgica (Figura 18b);

IL. Producdo de um botdo anestésico com a injecdo de 0,2 mL de solugdo de
lidocaina a 2 % com adrenalina (Xylestesin® injetavel a 2,0 % C/V, Cristalia, Itapira, SP,

Brasil) no tecido subcutaneo;

1. Incisdo do botdo anestésico, com remoc¢do de pele e tecido subcutaneo para

exposicao da calota craniana, na regiao do Bregma (Figura 18c¢);
IV. Medicao e registro das coordenadas estereotaxicas do Bregma (Figura 18d);

V. Orientacdo do esterotaxico nas coordenadas de + 2,5 mm AP, + 1 mm L em

relacdo ao Bregma, para o alcance do CPF esquerdo (Figura 18e¢);

VI Delimitacao da regido de posicionamento do eletrodo de estimulacdao anddica,

em 5 mm de didmetro, tendo como ponto médio a orientacdo demarcada (Figura 18f);

VIIL Apos devida limpeza e secagem da 4area exposta, era realizada uma

craniectomia da area delimitada, com o auxilio de uma mini-furadeira (Dremel Multipro,
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Stoeling®, Wood Dale, IL, USA), até a quase exposicdo da dura-mater, sem lesiond-la e

mantendo uma fina camada dssea integra (Figura 18g e h);

VIIL Para a devida ancoragem da proétese, dois dispositivos plasticos em arco eram
fixados bilateralmente nos segmentos escamosais dos 0ssos temporais, com o auxilio da mini-

furadeira (Figural8 i e j);

IX. Um eletrodo de neuroestimulacdo (ValuTrode® Neurostimulation Electrodes,
Axelgaard, Fallbrook, CA, EUA) recortado com 5 mm de diametro e revestido com gel
condutor de eletroencefalografia era devidamente posicionado acima da dura-mater (Figura
18k e 1) e fixado com resina acrilica autopolimerizavel de secagem rapida (copolimero de

metilmetacrilato, Reliance Dental®, Worth, IL, EUA) (Figural8 m);

X. Administragdo intramuscular de 0,3 mL de penicilina G procaina 24000 Ul
(Penkaron® pé para suspensio injetavel, benzilpenicilina procaina e benzilpenicilina potéssica

a 400.000 UI, Ariston, Sao Paulo, SP, Brasil) no animal anestesiado;

XI. Retorno do animal para a sua gaiola-casa, com recuperagdo poOs-cirargica em

ambiente iluminado e aquecido;

XII. Paracetamol solu¢do oral (Paracetamol genérico 200 mg/mL, Medley,
Campinas, SP, Brasil) era adicionado na agua do bebedouro (2 mg/mL) ao longo de 48 h

apos a cirurgia.
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Figura 18 — Fotografias representativas das etapas da cirurgia de implante do eletrodo de estimulacéo
epidural cortical. (a) Preparo da mesa cirtrgica. (b) Posicionamento do animal no estereotaxico e
antissepsia. (¢) Exposi¢ao do cranio, na regido do Bregma. (d) Medicao e registro das coordenadas do
Bregma. (e) Orientac¢do do esterotaxico para o alcance do CPF esquerdo. (f) Delimitacdo da regido de
posicionamento do eletrodo, em 5 mm de diametro. (g e h) Craniectomia da area delimitada. (i e j)
Fixac8o dos dispositivos plasticos. (k) Revestimento com gel condutor. (I) Posicionamento do
eletrodo. (m) Fixagdo da protese.
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4.5 Estimulacao epidural cortical de corrente continua de baixa intensidade - eDCS

A eDCS foi realizada empregando-se um par de eletrodos de neuroestimulacao, constituido de
material autoadesivo (ValuTrode® Neurostimulation Electrodes, Axelgaard, Fallbrook, CA,
EUA). O eletrodo anodico foi fixado previamente na regido epidural, acima do CPFm
esquerdo, em procedimento cirurgico previamente descrito, € teve 5 mm de didmetro; o
eletrodo de polaridade catddica tinha 10 mm de didmetro, era removivel e posicionado sobre a
pele tricotomizada na regido posterior da cabeca do animal, proxima ao pescogo, a cada

sessdo de estimulacao (Figura 19).

A corrente elétrica era fornecida por um estimulador de corrente continua (tDCS Demo Unit
serial # 072208-03, NeuroQuest Therapeutics®, USA), com a especificagdo de saida maxima

de 10 mA de corrente (Figura 19d).

Uma corrente constante de pulso simples, com intensidade de 400 pA era aplicada por 10 min
(Figura 16). Cinco minutos apds a estimulacao, o animal era submetido aos testes no labirinto.
Na estimulacdo simulada, os animais Sham eram submetidos exatamente aos mesmos
procedimentos cirargicos e de manipulacdo que o grupo de estimulacdo ativa, entretanto, o

estimulador ndo era acionado.
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Figura 19 — Fotografias representativas da estimulagdo epidural. (a) Conexdo do anodo. (b e c)
Conexao do catodo, revestido de gel condutor, sobre a pele tricotomizada do dorso do animal. (d)
Acionamento do estimulador nos parametros “pulso simples”, “0,4 mA”, “10 min”. (¢) Contengdo do
animal por 10 min. Na estimulagdo sham, os mesmos procedimentos eram conduzidos, exceto o passo

(d).

A passagem da corrente elétrica pelos eletrodos era confirmada por meio de medicao da
corrente em um multimetro digital (Smart® DT-830B), antes de cada estimulagio nos animais

do grupo eDCS (Figura 20), o que assegurava a funcionalidade da protese.
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Figura 20 — Fotografias dos procedimentos de confirmacdo da passagem da corrente elétrica de 400
WA através do catodo (a) e no animal, em trés sessoes distintas (b, c, d).

As sessoes de estimulacdo ativa e sham eram realizadas por meio de contencdo manual dos
animais, durante todo o periodo de 10 min. A fim de que fossem atenuados possiveis efeitos
de estresse por contengdo sobre os resultados da fase VI, assim que os animais de ambos os
grupos iniciavam a fase V, eles eram gentilmente contidos manualmente por 5 min na
primeira sessdo da fase V, seguido por contengdes de 10 min nas sessdes subsequentes,
sempre imediatamente antes de cada procedimento no LR-8. As contengdes descritas também
foram realizadas imediatamente antes das sessoes de retardos de 5 s da fase VI, por 10 min.
Os processos descritos e os de estimulagdo foram conduzidos pelos mesmos
experimentadores (B e C) até o término do protocolo experimental, em uma mesma sala

apropriada, o que garantiu a habituacdo dos animais aos procedimentos de manipulagao.
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4.6 Administracoes da memantina

Para avaliagdo dos efeitos agudos do antagonista glutamatérgico sobre a memaoria operacional
espacial, as administragdes IP iniciavam na fase VI dos experimentos no LR-8. Considerando-
se que foram empregadas amostras dependentes, os animais eram aleatorizados nas doses de
memantina e salina (NaCl a 0,9 %), obedecendo-se ao método do quadrado latino. Desse
modo, cada animal era submetido a uma ordem individual de combinagdes no decorrer do

experimento.

As doses estabelecidas da droga, incluindo salina, foram administradas, respeitando-se um
intervalo de 15 min antes das estimulacdes e de 30 min antes da submissdo do animal as
tarefas de retardo de 4 h ou de 10 h (Figura 16). Adicionalmente, era administrada apenas
uma unica dose por dia em cada animal, com um intervalo de pelo menos trés dias entre as

administracoes.

A memantina (memantina HCI, fabricacdo em 05/2011, validade até 05/2014, lote IF-ME-
110502, Iffect Chemphar, Nanjing, China) foi previamente aprovada em testes de controle de
qualidade, por laboratorio farmacéutico licenciado (Pharma Nostra, lote 11061897B,
Anapolis, GO, Brasil), cumprindo a normatizagdo sanitaria brasileira relacionada ao controle
de qualidade de insumos farmacéuticos. Mantida em solu¢ao salina estéril, em concentragdes
de 0,32 mg/mL, 1 mg/mL e 3,2 mg/mL, as solugdes eram conservadas em temperatura de 4
°C. Novas solugdes eram preparadas a cada més de experimento. Para os procedimentos de
administracdo, as doses eram administradas em volumes de 0,1 mL/100 g de peso corporal do

animal.

4.7 Analise histologica

Ao término dos experimentos, era conduzida a analise histoldgica para avaliar a integridade
histolégica cortical, subjacente ao eletrodo de estimulagdo. Assim, apos completarem a fase
VI no LR-8, os animais eram submetidos a perfusdo intracardiaca, remoc¢ao dos seus cérebros

e processamento histologico.

Os animais recebiam uma sobredose de cetamina (Dopalen® injetavel, 116 mg/mL de
cloridrato de cetamina, Sespo, Paulinia, SP, Brasil) e xilazina (Anasedan® injetavel, 23

mg/mL de cloridrato de xilazina, Sespo, Paulinia, SP, Brasil), via IP, fixados a uma
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plataforma de perfusdo e submetidos a toracotomia. Apds a exposi¢ao do coragdo e ligadura
da aorta descendente, introduzia-se uma agulha no ventriculo esquerdo. Em seguida, o atrio
direito era seccionado e realizava-se a perfusdo com 200 mL de solucao salina (NaCl a 0,9
%), seguida de 200 mL de solucdo de formaldeido a 10 %, com o auxilio de uma bomba

peristaltica (Masterﬂex® CE 77120-70, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EUA).

Apods decapitagdo, os cérebros eram posteriormente removidos e mantidos em solugdo de

formaldeido a 10 %, por um periodo minimo de 48 h.

Posteriormente, os cérebros eram devidamente posicionados em um criostato (Leica
Microsystems®, CM 1850, Wetzlar, Alemanha) e seccionados em cortes coronais de 20 pm de
espessura. Os cortes obtidos da regido subjacente ao eletrodo de estimula¢do (Bregma: 3.00
mm) e correspondente hemisfério contralateral eram estendidos sequencialmente, a
temperatura ambiente, em laminas previamente gelatinizadas. Ap6s 24 h, os tecidos eram
submetidos a técnica de coloragao de Nissl com vermelho neutro (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, EUA) e montados em DPX (Sigma—Aldrich®, St. Louis, MO, EUA). Apds secagem, os
sitios corticais eram registrados por meio de um fotomicroscopio (Leica Microsystems”,

DM2800, Wetzlar, Alemanha), nas referéncias do atlas do cérebro do rato de Paxinos e

Watson (2005).

4.8 Analise estatistica

Foram registrados os pesos corporais, os erros cometidos e o tempo individual gasto em cada
sessdo de treinamento. Os pesos corporais foram expressos como média (em gramas) + erro
padrao da média (e.p.m.). Os erros de desempenho foram definidos como a repeticdo de
bragos anteriormente visitados, somados aos bragos omitidos que deveriam ser visitados em
uma mesma sessao de treinamento. Os erros de desempenho foram apresentados sob a forma
de média de erros £ e.p.m.. O tempo gasto em cada braco foi definido pela relacao entre o
tempo total de permanéncia no labirinto (em segundos) € o numero de bracos visitados em
cada sessdo ou corrida (pré-retardo ou pds-retardo), sendo expresso sob a forma de média (em
segundos) + e.p.m.. O nimero de sessdes para alcancar o critério nas fases IV e V de

treinamento foi expresso como média + e.p.m..
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Para analise dos pesos corporais foram considerados, para cada animal, dois registros de peso
por fase de treinamento no LR-8, sendo um ao inicio e o outro ao término da fase. Foi
utilizada andlise de variancia (ANOVA) de um fator para medidas repetidas, seguida do post-

hoc de Tukey para comparagdes multiplas.

Nas fases IV e V, para analise dos erros cometidos e do tempo gasto nas sessdes de aquisicao
da tarefa, foram empregadas regressao linear e ANOVA de um fator para medidas repetidas,
seguida do post-hoc de Tukey para comparagdes multiplas. Foram consideradas as tltimas

sete sessdes de treinamento na fase IV e as ultimas quatro sessdes na fase V.

Na fase VI, a partir de um estudo exploratério dos dados para verificar a normalidade da
distribuicao, por meio do teste de Shapiro-Wilk, foi observado que os resultados obtidos de
erros ¢ de tempos de desempenho nao seguiram uma distribuicdo normal. Dessa forma, foi
empregada andlise estatistica ndo paramétrica na fase VI. Para comparagdes intragrupo, entre
as doses utilizadas de memantina ou salina em func¢ao dos erros cometidos ou do tempo gasto,
em cada pré ou poés-retardo de 4 h e de 10 h, foi empregado teste de Friedman seguido de
post-hoc de Dunn. Nas comparagdes intergrupos, para cada dose utilizada, em fun¢do dos
erros cometidos ou do tempo gasto, foi empregado teste de Mann-Whitney. Para comparagoes
intragrupo, para detectar diferencas de desempenho entre os retardos, para cada dose, foi

empregado teste de Wilcoxon.

Para todas as andlises, foi adotado um nivel de significancia p de 5 % e foi utilizado o
software GraphPad Prism® (versdo 5.01, La Jolla, CA, EUA) para analise estatistica e

representacao grafica.
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82 % (n = 41; Figura 21) dos animais utilizados recuperaram-se da cirurgia com sucesso
(higidos e com a protese integra). Nas sessdes intermedidrias de retardos de 5 s da fase VI, um
animal de cada grupo foi excluido do experimento por nao atingir o critério de zero ou um
erro por quatro sessoes consecutivas. Dessa forma, houve 78 % de aproveitamento (n = 39)
dos animais utilizados até o fim do protocolo. Considerando-se que o mesmo animal foi

submetido a retardos de 4 h e de 10 h, segue abaixo o n amostral final para cada grupo:

» Grupo Sham: » Grupo eDCS:
o Retardo de 4 h (n = 18) o Retardo de 4 h (n=16)
o Retardode 10 h (n=13) o Retardode 10 h (n=12)

RATOS WISTAR
MACHOS

'CIRURGIA
ESTEREOTAXICA

PERDA DA
PROTESE NO POS-
CIRURGICO

PERDA PO
ADOECIMENTO NO
POS-CIRURGICO

APROVEITAMENTO

(N = 20)

PERDA DO
CRITERIO NA FASE

PERDA DO
CRITERIO NA FASE
VI

(Nn=1)

APROVEITAMENTO
EDCS

(N = 20)

APROVEITAMENTO
SHAM

(N =19)

Figura 21 — Diagrama esquematico do aproveitamento dos animais. Nove animais foram excluidos no
pos-cirurgico e dois animais foram excluidos na fase VI, com 78 % de aproveitamento (n = 39) dos
animais utilizados até o fim do protocolo.

5.1 Pesos corporais

Os pesos corporais dos animais foram monitorados ao longo de todo o protocolo experimental

(Tabela 1). Ao inicio do protocolo, os animais pesavam 330,2 g+ 11,21 (n = 39).
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A ANOVA de um fator para medidas repetidas detectou diferencas de peso estatisticamente
significantes [F(7,226) = 61,45; p < 0,0001] entre as fases do LR-8 e o post-hoc de Tukey
revelou diferengas estatisticas em todas as fases, em comparacdo com a média de peso inicial
dos animais (p < 0,0001). Também foram encontradas diferengas entre as fases I a III em

comparagdo com o inicio da ltima fase (p < 0,05) e com o seu término (p < 0,0001).

Tabela 1 — Média dos pesos corporais (g) + e.p.m. dos animais (n = 39) ao longo das fases de
treinamento no LR-8 e o seu percentual em relacdo a média do peso inicial (330,2 g+ 11,21).

Fases Média (g) + e.p.m. % do peso inicial
Ialll 2752+£9437 83
IV inicial 2732+£9,01 " 83
IV final 2742 £7.45" 83
V inicial 277.8+721" 84
V final 281,6 + 7,40 85
VI inicial 287,4+7357"" 87
VI final 2942 +5,60" 89

ok

"p < 0,0001 comparado ao peso inicial; “p < 0,05 comparado as fases I a III; ** p < 0,0001
comparado as fases I a III (ANOVA de um fator para medidas repetidas, com post-hoc de

Tukey).
5.2 Aprendizagem
5.2.1 FaselV

Os animais levaram em média 7,51 + 0,33 sessOes para atingir o critério pré-estabelecido de
aprendizagem na fase IV (grupo eDCS: 7,65 + 0,33 sessoes; grupo Sham: 7,41 £ 0,52
sessoes). Portanto, foram consideradas as ultimas sete sessdes de treinamento para analise

estatistica e representacao grafica.

A regressao linear mostrou que os animais (n = 39) apresentaram uma melhora progressiva do
seu desempenho (Figuras 22 e 23), refletida pela redu¢do da média de erros cometidos
[F(1,271) = 51,4; Y = 3,839 — 0,4579X; — 0,1594; p < 0,0001] e do tempo gasto em cada
brago [F(1,271) = 44,05; Y = 38,36 — 2,404X; r* = 0,1398; p < 0,0001].
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Fase IV - Erros de Desempenho
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Figura 22 - M¢édia de erros + e.p.m. nas sete ultimas sessdes de treinamento na fase IV
(aprendizagem) no LR-8 (n = 39). +++ p < 0,0001 na analise de regressao linear para os grupos Total,
Sham e eDCS. *** p < 0,0001 e ** p < 0,01 no grupo Total em comparagdo com a primeira ¢ a
segunda sessdo pela ANOVA de um fator para medidas repetidas, seguida do teste de Tukey.

A ANOVA de um fator para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes entre os erros cometidos [F(6,228) = 10,27; p < 0,0001] e entre o tempo gasto
em cada braco [F(6,228) = 11,51; p <0,0001] ao longo das sessdes (n = 39). O teste de Tukey
para comparagdes multiplas revelou diferencas estatisticamente significantes entre os erros
cometidos (Figura 22) nas ultimas trés sessdes (p < 0,01) em comparacdo & primeira e a
segunda sessao e entre o tempo gasto em cada braco (Figura 23) nas ultimas cinco sessoes (p

< 0,05) em comparagdo a primeira € a segunda sessao.
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Fase IV - Tempos de Desempenho
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Figura 23 — M¢édia de tempo + e.p.m. nas sete ultimas sessdes de treinamento na fase IV
(aprendizagem) no LR-8 (n = 39). +++ p < 0,0001 na analise de regressdo linear para os grupos Total,
Sham e eDCS. *** p < 0,0001 e ** p < 0,01 em comparagdo a primeira e a segunda sessdo para o
grupo Total; * p < 0,05 em comparacdo a primeira sessdo para o grupo Total (ANOVA de um fator
para medidas repetidas, seguida do teste de Tukey).

Analisou-se, separadamente, o desempenho dos animais que foram posteriormente
distribuidos nos grupos Sham e eDCS (Figuras 22 e 23). A regressao linear mostrou que os
animais Sham e eDCS apresentaram uma melhora progressiva do seu desempenho, refletida
pela reducdo da média de erros cometidos pelos grupos Sham [F(1,152) = 34,43; Y = 4,006 —
0,5308X; > = 0,1847; p < 0,0001] e eDCS [F(1,138) = 26,03; Y = 3,629 — 0,4161X; r* =
0,1587; p <0,0001] e do tempo gasto em cada braco nos grupos Sham [F(1,152) =22,88; Y =
39,27 — 2,770X; r* = 0,1308; p < 0,0001] ¢ eDCS [F(1,138) =41,50; Y = 37,21 — 1,999X; 1* =
0,2312; p <0,0001].

A ANOVA de um fator para medidas repetidas detectou diferencas estatisticamente
significantes entre os erros cometidos nos grupos Sham [F(6,126) = 6,552; p < 0,0001] e
eDCS [F(6,114) = 5,697; p < 0,0001] e entre o tempo gasto em cada brago nos grupos Sham
[F(6,126) = 5,905; p < 0,0001] e eDCS [F(6,114) = 14,04; p < 0,0001] ao longo das sessoes.
O post-hoc de Tukey identificou diferengas estatisticamente significantes entre os erros

cometidos no grupo Sham nas ultimas trés sessoes (p < 0,05) em comparacdo a primeira e a
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segunda sessdo e no grupo eDCS nas tultimas duas sessdes (p < 0,05) em comparagdo a
primeira e a segunda sessdo. Similarmente, em rela¢do ao tempo gasto em cada brago, o teste
de Tukey encontrou diferengas estatisticas nos grupos Sham e eDCS nas ultimas quatro

sessoes (p < 0,05) em comparagdo a primeira e a segunda sessao.

5.2.2 FaseV

Os animais aprenderam rapidamente a tarefa na fase V (Figuras 24 e 25); levaram em média
4,26 = 0,29 sessdes para alcancar o critério pré-estabelecido (grupo eDCS: 4,80 = 0,49
sessoes; grupo Sham: 3,82 + 0,24 sessdes). Portanto, foram analisadas as ultimas quatro

sessOes de treinamento para analise estatistica e representacao grafica.

A regressao linear (n = 39; Figuras 24 e 25) evidenciou a rapida redu¢do do nimero de erros
cometidos no poés-retardo [F(1,154) =43,59; Y = 1,487 — 0,4103X; = 0,2206; p <0,0001] e
uma diminui¢cdo gradual do tempo gasto em cada brago [F(1,154) = 16,11; Y = 20,58 —
0,996X; = 0,0947; p < 0,0001]. Quanto ao pré-retardo, etapa de menor demanda cognitiva
que o pos-retardo, a quase totalidade dos animais desempenhou a tarefa com zero ou um erro

desde a primeira sessao da fase V (dados nao apresentados).

No poés-retardo, a ANOVA de um fator para medidas repetidas detectou diferencas
estatisticamente significantes entre os erros cometidos [F(3,114) = 28,38; p < 0,0001] e entre
o tempo gasto em cada braco [F(3,114) = 7,0; p < 0,05] ao longo das sessdes (Figuras 24 e
25). O teste de Tukey para comparagdes multiplas identificou diferengas estatisticamente
significantes entre os erros cometidos nas trés ultimas sessdes em comparacdo a primeira
sessdo (p < 0,0001) e entre o tempo gasto em cada brago na ltima sessdo em comparagao a

primeira (p = 0,0002) e a segunda sessao (p = 0,0011).
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Fase V - Erros de Desempenho no Pés-retardo
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Figura 24 — M¢édia de erros + e.p.m. nas quatro Ultimas sessdes de treinamento na fase V
(aprendizagem) no LR-8 (n = 39). +++ p < 0,0001 na analise de regressdo linear para os grupos Total,
Sham e eDCS. *** p < (0,0001 em comparagdo a primeira sessdo para os grupos Total, Sham ¢ eDCS
pela ANOVA de um fator para medidas repetidas, seguida do teste de Tukey.

Analisou-se, separadamente, o desempenho dos animais que foram posteriormente
randomizados nos grupos Sham e eDCS (Figuras 24 e 25). A regressao linear mostrou que os
animais Sham e eDCS apresentaram um perfil semelhante em seu desempenho, no pos-
retardo, observado pela redugcdo da média de erros cometidos pelos grupos Sham [F(1,86) =
19,69; Y = 1,227 — 0,3409X; r* = 0,1863; p < 0,0001] ¢ eDCS [F(1,78) =27,73; Y = 1,775 —
0,4850X; 1* = 0,2623; p < 0,0001] e do tempo gasto em cada brago nos grupos Sham [F(1,86)
=18,54; Y = 21,25 — 1,441X; r* = 0,1773; p < 0,0001] ¢ eDCS [F(1,78) = 8,169; Y = 20,77 —
1,01X; r* = 0,0948; p = 0,0055].
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Fase V - Tempos de Desempenho no Pds-retardo
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Figura 25 — M¢édia de tempo £ e.p.m. nas quatro ultimas sessdes de treinamento na fase V
(aprendizagem) no LR-8 (n = 39). +++ p < 0,0001 na analise de regressao linear para os grupos Total,
Sham e eDCS. * p < 0,01 em comparagdo a primeira ¢ a segunda sessdo para os grupos Total, Sham e
eDCS pela ANOVA de um fator para medidas repetidas, seguida do teste de Tukey.

A ANOVA de um fator para medidas repetidas revelou diferencas estatisticamente
significantes entre os erros cometidos nos grupos Sham [F(3,63) = 11,36; p <0,0001] e eDCS
[F(3,57) =21,6; p <0,0001] e entre o tempo gasto em cada brago nos grupos Sham [F(3,63) =
7,899; p < 0,0001] e eDCS [F(3,57) = 3,644; p < 0,05] ao longo das sessoes (Figuras 24 ¢
25). O post-hoc de Tukey identificou diferengas estatisticamente significantes entre os erros
cometidos nos grupos Sham e eDCS nas ultimas trés sessdes (p < 0,0001) em comparagdo as
suas respectivas primeiras sessoes. Ainda, em relagdo ao tempo gasto em cada brago, o teste
de Tukey encontrou diferencgas estatisticas no grupo Sham nas ultimas duas sessoes (p < 0,05)
em comparagdo a primeira e a segunda sessdo e no grupo eDCS na ultima sessdo (p < 0,05)

em comparagao a primeira e a segunda sessao.
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5.2.3 FaseVI
5.2.3.1 Efeitos da eDCS sobre o desempenho da memoria operacional espacial no LR-8:

administracdes de salina

Na fase VI dos procedimentos no LR-8, procurou-se, inicialmente, examinar possiveis
diferencas no desempenho da memoria operacional espacial nos ratos sob a eDCS em

comparagdo com a estimulacao sham, sob a administracao IP de salina.

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk revelou que os dados obtidos de erros e de tempos de
desempenho na fase VI ndo seguiram uma distribuicdo normal. Dessa forma, procederam-se

analises estatisticas com testes nao paramétricos.

O grupo eDCS desempenhou as tarefas de memoria operacional espacial com menor nimero
de erros (Figura 26) e completou o pds-retardo de 10 h com significativamente menos erros
(1,46 £0,27; n = 12) em comparagdo ao pods-retardo de 10 h do grupo Sham (2,53 + 0,40; n =
13), pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes nos erros de desempenho entre os grupos no pés-retardo de 4 h.
O grupo Sham cometeu um maior nimero de erros no poés-retardo de 10 h em comparagdo ao
pos-retardo de 4 h (1,67 + 0,44; n = 18) de forma estatisticamente significante pelo teste de
Wilcoxon (p < 0,05; Figura 26). Ainda que o grupo eDCS tenha errado mais no pos-retardo de
10 h em comparagdo ao seu pos-retardo de 4 h (1,25 + 0,33; n = 16), esta diferenga ndo

produziu significancia estatistica.
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Erros de Desempenho - Salina
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Figura 26 — Média de erros & e.p.m. nos pos-retardos de 4 h (a esquerda) e de 10 h (a direita), nos
grupos Sham e eDCS, sob a administragdo IP de salina. * p < 0,05, grupo Sham em comparacio ao
grupo eDCS, no poés-retardo de 10 h, pelo teste de Mann-Whitney. + p < 0,05, grupo Sham no pos-
retardo de 4 h, em comparagdo ao seu pos-retardo de 10 h, pelo teste de Wilcoxon.

Considerando-se a observagcdo de uma média menor de erros no grupo eDCS sob a dose de
salina nos dois pds-retardos e a ocorréncia de subgrupos de melhor e pior desempenho, foi
realizada uma analise especifica do desempenho dos animais. Para tanto, foi adotado o critério
de até dois erros cometidos no pds-retardo, sob o efeito de salina, para os subgrupos eDCS e
Sham de melhor desempenho e acima de dois erros cometidos, também sob o efeito de salina,
para os subgrupos de pior desempenho no LR-8. Todavia, ndo foi possivel constituir
subgrupos no retardo de 10 h, uma vez que ndo houve suficiente numero de animais que
preenchessem o critério de “melhor desempenho”, devido ao maior grau de dificuldade do

teste. Desse modo, para o retardo de 4 h, foram constituidos os subgrupos, a seguir:
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» Subgrupos Sham: » Subgrupos eDCS:
o Melhor desempenho (n=11) o Melhor desempenho (n = 9)

o Pior desempenho (n = 7) o Pior desempenho (n = 7)

Na analise dos erros de desempenho dos subgrupos, sob a administracao de salina (Figura 27),
foram encontradas diferengas estatisticamente significantes (p < 0,05) entre o subgrupo eDCS
de pior desempenho (2,53 £ 0,31), em comparagao ao subgrupo Sham de também pior

desempenho (3,71 £+ 0,47), pelo teste de Mann Whitney.

Erros de Desempenho - Subgrupos
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Figura 27 — Média de erros + e.p.m. nos pos-retardos de 4 h nos subgrupos de melhor (a esquerda) e
de pior desempenho (a direita), sob a administragdo IP de salina. * p < 0,05 em comparacdo ao pos-
retardo de 4 h do subgrupo Sham de pior desempenho, pelo teste de Mann-Whitney.
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Quanto ao pré-retardo, etapa de menor demanda cognitiva que o pos-retardo, a quase
totalidade dos animais desempenhou a tarefa com zero ou um erro, em todas as doses da fase

VI (dados nao apresentados).

Em relacdo aos tempos de desempenho (Tabela 2), ndo houve diferengas estatisticamente
significantes nas comparagdes intra ou intergrupos, no pré e no pos-retardo, entre as

administracoes IP de salina.

Tabela 2 — Média de tempo (s) £ e.p.m. nos pré e pds-retardos de 4 h e 10 h nos grupos e subgrupos,
sob a administragdo IP de salina. Nao houve diferengas estatisticamente significantes entre os tempos
de desempenho na dose de salina.

Retardo de 4 h
Grupo / Subgrupo
Pré-retardo Pos-retardo
Sham 18,31 +1,22 18,33 +0,83
eDCS 18,84 £2,25 18,72+ 1,45

Sham de melhor desempenho 19,64+ 1,71 17,83 +0,94

Sham de pior desempenho 16,21 +£1,40 19,11+ 1,60

eDCS de melhor desempenho 17,03 + 1,75 19,02+ 2,43

eDCS de pior desempenho 21,16 £4,70 18,33+ 1,35
Retardo de 10 h

Grupo

Pré-retardo Pos-retardo
Sham 19,57+ 1,40 18,00+ 0,82
eDCS 22,77 +£3,62 23,51+4,73

5.2.3.2 Retardos de 4 h

Foram examinadas diferencas nos efeitos das diferentes doses de memantina, em cada grupo,
nos retardos de 4 h. Com o objetivo de se verificar se a memantina interfere nos efeitos
observados da eDCS, foram realizadas comparagdes intra e intergrupos, para todas as doses

utilizadas, em fun¢do do desempenho no LR-8.

Na andlise dos grupos totais, Sham e eDCS, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes nas comparagdes intragrupos pelo teste de Friedman e

intergrupos pelo teste de Mann-Whitney, no pos-retardo de 4 h (Figura 28).
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Erros de Desempenho
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Figura 28 — Média de erros = e.p.m. nos pos-retardos de 4 h nos grupos Sham e eDCS, sob a
administracdo IP de salina e memantina (mg/kg). Nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes entre os erros de desempenho, no pods-retardo de 4 h, nas comparagles intra e
intergrupos.

Na andlise de subgrupos (Figura 29), foram apontadas diferencas estatisticas entre os erros de
desempenho nas distintas doses do subgrupo Sham de melhor desempenho, pelo teste de
Friedman (p < 0,05) e o post-hoc de Dunn revelou um aumento estatisticamente significante
dos erros na dose de 1,0 mg/kg (1,91 + 0,41) de memantina em comparacao a salina (0,36 +
0,15) (p < 0,05). No subgrupo eDCS de pior desempenho, também foram encontradas
diferengas estatisticas entre as doses, pelo teste de Friedman (p < 0,05) e o post-hoc de Dunn
detectou uma reducao dos erros estatisticamente significante (p < 0,05) na dose de 3,2 mg/kg
de memantina (0,96 + 0,31) em comparagao a salina (2,57 = 0,30). Foi ainda detectada uma
diferenca estatisticamente significante entre a dose de 3,2 mg/kg de memantina do subgrupo
eDCS de pior desempenho (0,96 + 0,31) e a dose de salina do subgrupo Sham de pior
desempenho (3,71 + 0,47), pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,01).

No subgrupo eDCS de melhor desempenho, as doses empregadas de memantina promoveram
um aumento dos erros no pos-retardo de 4 h (Figura 29), contudo, sem diferencas
estatisticamente significantes (teste de Friedman). Os animais do subgrupo Sham de pior

desempenho cometeram menos erros no pds-retardo de 4 h, em todas as doses de memantina,
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em comparagdo ao seu desempenho com salina, entretanto, sem diferencgas estatisticamente

significantes pelo teste de Friedman.
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Figura 29 — M¢édia de erros = e.p.m. nos pos-retardos de 4 h nos subgrupos de melhor e pior
desempenho, sob a administragdo IP de salina ¢ memantina (mg/kg). * p < 0,05, teste de Friedman
com post-hoc de Dunn (salina e memantina 1 mg/kg). + p < 0,05, teste de Friedman com post-hoc de
Dunn (salina e memantina 3,2 mg/kg). # p < 0,01, teste de Mann-Whitney (salina do subgrupo Sham
de pior desempenho ¢ memantina 3,2 mg/kg do subgrupo eDCS de pior desempenho). Ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes nos erros de desempenho no pos-retardo de 4 h
nas comparagdes intragrupos nos subgrupos eDCS de melhor desempenho e Sham de pior
desempenho (teste de Friedman).
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Em relacdo aos tempos de desempenho, na analise dos grupos totais, ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significantes nos tempos de desempenho, nos pré e pos-retardos de
4 h, nas comparacdes intra e intergrupos (Tabela 3). Para os subgrupos, ndao foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes nos tempos de desempenho, nos pré-

retardos de 4 h, nas comparagdes intragrupos (teste de Friedman).

Tabela 3 — Média de tempo (s) + e.p.m. nos pré e pds-retardos de 4 h, nos grupos e subgrupos, sob a
administracdo IP de salina ou memantina.

Grupo / Subgrupo
Dose Sham Sham eDCS eDCS
Sham eDCS Melhor Pior Melhor Pior
desempenho desempenho desempenho desempenho

. Pré | 18,31+1,22 18,84 £2,25 19,64 + 1,71 16,21 + 1,40 17,03 + 1,75 21,16 £4,70
Salina Pés | 1833+083 18,72+ 1,45 17,83 + 0,94 19,11 + 1,60 19,02 + 2,43 18,33+ 1,35
0,32 Pré | 18,03+1,74 17,43 £1,25 20,97 £2,50 13,83 £0,82 16,71 £ 1,13 18,51 £2,54
mg/kg | Pos | 24,33 +3,46 17,25 £ 0,82 29,05+ 5,06 # 17,60 + 2,69 17,27 £ 1,43 17,23 £ 0,63
Pré | 18,71+1,88 17,79 £ 1,29 19,74 + 2,98 17,09 + 1,37 17,10 + 1,68 18,69 + 2,10
1 mefke Pés | 18,98+0,78 19,09 + 1,49 20,35+ 0,93 16,83 + 0,97 19,36 + 2,55 18,74 1,23
3,2 Pré | 20,46+ 1,83 23,48 +£6,19 20,15+ 1,69 20,96 + 4,10 17,51 + 1,66 18,67 + 2,36
mg/kg | Pos | 20,71 + 1,44 17,98 + 1,39 22,60 + 1,96 17,73 £ 1,63 17,37 + 1,59 18,90 + 2,54

# p < 0,05 em comparagdo ao pos-retardo do subgrupo Sham de melhor desempenho, sob a
administracao de salina (teste de Friedman com post-hoc de Dunn).

Nas andlises dos poés-retardos de 4 h (Tabela 3), o teste de Friedman apontou diferencas
estatisticamente significantes no subgrupo Sham de melhor desempenho (p < 0,05) e o post-
hoc de Dunn detectou uma elevagdo no tempo de desempenho sob a administracao de 0,32

mg/kg de memantina (29,05 s = 5,06) em relagdo a salina (17,83 s = 0,94) (p <0,05).

5.2.3.3 Retardos de 10 h

Foram buscadas diferengas nos efeitos das diferentes doses de memantina, em cada grupo, nos

retardos de 10 h.
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Na analise dos grupos totais, Sham e eDCS, foi observada uma tendéncia global na reducao
dos erros no poés-retardo de 10 h, no grupo eDCS, em todas as doses de memantina, em
comparagdo ao grupo Sham. Entretanto, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes nas comparagdes intragrupos pelo teste de Friedman e intergrupos pelo teste de
Mann-Whitney, no pos-retardo de 10 h (Figura 30), exceto pela comparagdo entre as
administragdes de salina, estatisticamente significante, como previamente apresentada (Figura

26).
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Figura 30 — M¢dia de erros + e.p.m. nos pos-retardos de 10 h, nos grupos Sham e eDCS, sob a
administracdo IP de salina e memantina (mg/kg). Nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes nos erros de desempenho, no pos-retardo de 10 h nas comparagdes intra e intergrupos
para as doses de memantina. * p < 0,05 em comparacdo ao poés-retardo do grupo Sham, sob a
administracao de salina, pelo teste de Mann-Whitney.

Faz-se lembrar de que ndo foi possivel efetuar as andlises de subgrupos no retardo de 10 h,
uma vez que nao houve suficiente nimero de animais que preenchessem o critério de “bom

desempenho”, devido ao maior grau de dificuldade do teste.
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Quanto aos tempos de desempenho (Tabela 4), ndo houve diferencas estatisticamente

significantes nos pré e pos-retardos de 10 h, nas comparagdes intra e intergrupos.

Tabela 4 — Média de tempo (s) = e.p.m. nos pré e pos-retardos de 10 h, nos grupos Sham e eDCS, sob
a administragdo IP de salina ou memantina. Ndo houve diferengas estatisticamente significantes nos
tempos de desempenho nos pré e pos-retardos de 10 h nas comparagdes intra e intergrupos.

Grupo
Dose
Sham eDCS
Pré | 19,57+1,40 22,77+3,62
Salina
Pos | 18,00+£0,82 23,51 +4.,73
Pré | 1794+1,70 20,55+242
0,32 mg/kg
Pos | 18,12+ 1,15 19,93+ 1,31
Pré | 22,11+4,07 18,80+1,26
1 mg/kg
Pos | 16,84 +£0,87 19,13 +£1,58
Pré | 18,07+ 1,39 23,78 £4,15
3,2 mg/kg
Pos | 17,73 +£1,10 22,29+2,94

5.3 Analise histologica

A andlise histologica (Figura 31) mostrou que a integridade da citoarquitetura cortical
subjacente ao eletrodo de estimulagdo foi preservada em comparacao a regido correspondente
no hemisfério contralateral. Nao foram detectadas lesdes neuronais, pela coloragdo de Nissl,
nas areas representativas do CPFm: Cgl (area 1 do cingulado anterior) e cortex pré-limbico

(PAXINOS; WATSON, 2005), sob estimulacao epidural anddica de 400 pA desta regido.
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Bregma 3.00 mm

Figura 31 - Fotomicrografias oOpticas obtidas a partir de sec¢des coronais (20 pum) da regido
subjacente ao eletrodo de estimulagdo (Bregma: 3.00 mm, PAXINOS; WATSON, 2005) de cérebros
de um rato submetido a estimulacdo epidural cortical por corrente continua de 400 pA (eDCS, a
direita) e de outro sob procedimento sham (Sham, a esquerda), na coloracdo de Nissl. Observa-se, em
ambos os grupos, a auséncia de lesdo histopatologica no CPFm esquerdo, em comparacdo ao
hemisfério contralateral. HE: Hemisfério esquerdo. Cgl: area 1 do cingulado anterior. PrL: cortex pré-
limbico. Objetivas de 5X, 10X e 40X.
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6.1 Avaliacao dos efeitos da eDCS sobre a memoria operacional espacial

Na fase VI, procurou-se, inicialmente, examinar possiveis diferencas no desempenho de ratos

na memoria operacional espacial sob a eDCS, em compara¢do com a estimulagdo sham.

O grupo eDCS cometeu menor nimero de erros de desempenho nas tarefas com retardos
prolongados no LR-8, sob a administracdo de salina IP, comparado ao grupo Sham, sendo
estatisticamente significante para o retardo de 10 h, considerando todos os animais e, para o
retardo de 4 h, em um subgrupo de animais com baixo desempenho basal. Isso mostra que a
estimulagdo epidural cortical por corrente continua de 400 pA sobre o CPFm esquerdo parece
favorecer o desempenho dos testes com retardos prolongados e, subsequentemente, facilita o

componente de longa duragdo da memoria operacional espacial.

Ao mesmo tempo, a eDCS ndo modificou o desempenho dos animais com melhor linha de
base comportamental, ou seja, o subgrupo de animais com até dois erros sob a dose de salina,

no pos-retardo de 4 h.

Nas comparagdes inter-retardos de 4 h e de 10 h, sob as administragcdes de salina, o0 aumento
da dificuldade da tarefa (prolongamento do tempo de retardo) gerou aumentos nos erros de
desempenho estatisticamente significantes no grupo Sham. O grupo eDCS cometeu mais erros
de desempenho no pos-retardo de 10 h, em comparacdo ao seu pds-retardo de 4 h, entretanto,

esta diferenga ndo foi estatiscamente significante.

Pode-se inferir, pelos resultados apresentados, que a eDCS no CPFm esquerdo, aplicada
agudamente, pode aprimorar o desempenho da memoria operacional espacial em ratos,
sobretudo em tarefas de maior grau de dificuldade e em um subgrupo de animais com pior
desempenho e, paralelamente, ndo compromete o desempenho de animais com melhor linha

de base comportamental.

6.2 Avaliacio dos efeitos da memantina sobre a memoria operacional espacial

Os efeitos das diferentes doses de memantina foram examinados na andlise de desempenho do

grupo Sham, nos testes com retardos de 4 h e 10 h.

O efeito da memantina no protocolo adotado e nas doses utilizadas, administradas

agudamente, foi sutil, uma vez que ndo foram detectadas diferengas estatisticamente
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significantes interdoses no grupo Sham Total, em ambos os retardos. Entretanto, nas analises
dos subgrupos Sham, a memantina produziu efeitos antagonicos, em fun¢ao da linha de base

comportamental dos animais, como serdo explanados adiante.

A memantina prejudicou o desempenho dos animais com melhor linha de base na memoria
operacional espacial, como visto no perfil dose-resposta do subgrupo Sham de melhor
desempenho. Neste caso, observa-se a formacdo de uma curva em U invertido, com o seu
apice na dose de 1 mg/kg, sendo esta diferenga estatisticamente significante em relacdo a
salina. Prejuizos no desempenho também foram observados nas doses de 0,32 mg/kg e 3,2

mg/kg em comparagao a salina, embora nao tenham sido estatisticamente significantes.

Por outro lado, a memantina apresentou uma propensao a facilitar o desempenho dos animais
com pior linha de base na memoria operacional espacial, como visto no perfil dose-resposta
do subgrupo Sham de pior desempenho. As reducdes dos erros no pds-retardo de 4 h
ocorreram em todas as doses de memantina em comparagdo a salina, mas ndo de forma
estatisticamente significante. Todavia, o efeito observado foi nitidamente antagonico aquele

produzido pela memantina nos animais Sham de melhor desempenho.

Assim, diferentemente da eDCS, a memantina pode prejudicar o desempenho de animais com
melhor linha de base comportamental, configurando um padrao dose-resposta em U invertido,
enquanto tende a aprimorar o desempenho de animais com pior linha de base e, neste caso,

seguindo um padrao dose-resposta em U.

6.3 Avaliacio dos efeitos da memantina sobre a eDCS na memdria operacional espacial

Com o objetivo de se verificar se a memantina interfere nos efeitos observados da eDCS,
foram realizadas comparagdes intergrupos, para cada dose utilizada, em fun¢do do

desempenho no LR-8.

As doses utilizadas de memantina também prejudicaram o desempenho dos animais eDCS de
melhor desempenho, contudo, sem gerar diferenca estatisticamente significante, como ocorreu

no subgrupo Sham de melhor desempenho supracitado.

Por outro lado, na analise do subgrupo eDCS de pior desempenho, houve uma facilitagdo da

memoria operacional espacial ao longo das doses, atingindo significancia estatistica na dose
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de 3,2 mg/kg, em relacdo a salina. Cumpre ressaltar que esta diferenca do efeito combinado
da eDCS e a maior dose de memantina deu-se na comparagdo com o desempenho de animais
sob eDCS que receberam salina, e que ja apresentaram uma reducao significativa do nimero
de erros comparada ao subgrupo Sham. A magnitude do efeito foi ainda maior na comparagao
entre a dose de 3,2 mg/kg no subgrupo eDCS de pior desempenho com o subgrupo Sham de

pior desempenho, sob a dose de salina.

Nas andlises dos tempos de desempenho, ndo ocorreram diferengas estatisticamente
significantes majoritarias entre os grupos e subgrupos, nos pré e nos pods-retardos. O
prolongamento do tempo de desempenho no pos-retardo de 4 h na dose de 0,32 mg/kg do
subgrupo Sham de melhor desempenho, em comparacdo ao seu poOs-retardo, sob a
administracdo de salina, foi observado em apenas um animal, o que ndo pode ser, portanto,
atribuido a um efeito da memantina. Assim, os resultados mostram que nas doses utilizadas,
ndo houve alteragdes significativas nos tempos de desempenho da tarefa de memoria

operacional espacial.

Os dados apresentados sugerem que a eDCS parece facilitar os efeitos de melhora do
desempenho produzidos pela memantina, em animais com pior linha de base comportamental.
Ainda, esses resultados sugerem que houve interagdes nos efeitos da estimulagao epidural por
corrente continua de 400 puA no CPFm esquerdo e o bloqueio de baixa afinidade do NMDAR

pela memantina sobre a memoria operacional espacial.

Adiante, serdo pormenorizadas questdes concernentes ao delincamento experimental e,
posteriormente, serao levantadas hipoteses explicativas para os efeitos observados neste

estudo.

6.4 Delineamento experimental

6.4.1 Memoria operacional espacial pelo paradigma do LR-8

Olton e Samuelson (1976) foram os pioneiros na proposi¢cao do LR-8 como modelo eficaz e
validado para a avaliagdo da memoria operacional espacial em roedores. O modelo vale-se de
que em tarefas espaciais, os ratos tém uma acentuada habilidade de recordar as informacgdes e

usa-las apropriadamente de forma flexivel e adaptavel. Ainda, a tarefa ¢ sensivel aos efeitos
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de determinadas lesdes cerebrais (CHURCHWELL; KESNER, 2011) ¢ de numerosos
farmacos (OLTON, 1987) que podem prejudicar ou facilitar o desempenho.

Segundo Olton (1987), o modelo apresenta validade etoldgica, pois hd uma influéncia do risco
de predagdo percebida nas decisdes de forrageamento, mesmo em laboratdrio, em que nao ha
ameacas reais de predagdo, e sugere que os ratos tratam o LR-8 como um ambiente
naturalista. O animal tende a recorrer a sua melhor estratégia cognitiva para se movimentar no
LR-8 e realiza a tomada de decisdo para obter alimento com o gasto minimo de esforco e
menor exposi¢do ao risco contextual (FLORESCO; GHODS-SHARIFI, 2007; OLTON,
1987). Quando o risco pressuposto ¢ reduzido, o conflito da exposi¢do ao ambiente também ¢
diminuido e ¢ favorecida a avaliagdo experimental da memoria operacional. Desse modo, a
sala de experimentagdo do LR-8 utilizada foi adaptada com temperatura constante, iluminagao

artificial escura e controle da geracao de ruidos.

Os experimentos iniciais com o LR-8 (OLTON; SAMUELSON, 1976) mostraram que o0s
ratos nao se guiam por pistas intralabirinto (odores do reforgo, rastros de odores etc) ou por
cadeias de resposta egocéntricas (como escolher bragos adjacentes) para resolver a tarefa. A
localizagdo de cada brago é especificada por pistas visuoespaciais extralabirinto, ou seja,
alocéntricas (OLTON, 1976). Por outro lado, a redu¢do da saliéncia dos estimulos em torno
do labirinto, como tornar a sala de experimentacao um ambiente homogéneo, pode influenciar
substancialmente o desempenho. Isso pode obrigar o rato a usar estratégias ndo mnemonicas
para resolver a tarefa, como informagdes egocéntricas ou trilhas de odor. Assim, a sala de
experimentacdo continha pistas visuais facilmente detectdveis a partir do LR-8, como citadas

na sessdo método e, ainda, o LR-8 era higienizado ao término de cada sessao individual.

As portas do tipo guilhotina foi um recurso utilizado em quase todas as fases de treinamento.
Elas sdo uma caracteristica critica do labirinto, por confinar o rato na plataforma central entre
as escolhas. Caso contrario, o rato pode desenvolver uma resposta padrao tendenciosa, o que
torna a interpretacdo dos resultados dificil; isto é, torna-se impossivel determinar se o rato

lembrou da opgdo correta ou se procedeu um mero habito de resposta.

Embora a privagdo parcial de alimento levasse a redu¢do do peso corporal dos animais para
garantir a busca pelo reforco no LR-8, especialmente nas fases iniciais, esse decréscimo nao
ultrapassou o limite controlado de 80 %, e ainda foi observada uma recupera¢do gradual do

peso, seguindo o ganho ponderal dos animais. As diferencas estatisticamente significantes que
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foram encontradas entre as médias de peso das fases I a Il em comparacdo com a ultima fase

refletem a recuperacdo de peso.

Os animais completaram satisfatoriamente as fases de aquisicao da tarefa (IV e V) e a analise
estatistica revelou que os animais que foram posteriormente distribuidos em Sham e eDCS
apresentaram desempenho semelhante, tanto no que se refere a média de sessoes necessarias
para concluir cada fase, quanto na reducdo gradual da média de erros e de tempos de

desempenho no LR-8.

Em suma, ao término das fases de aquisi¢do da tarefa, os animais exibiam bom estado geral,
aprendizagem satisfatoria e recuperacdo pos-cirtirgica com alto rendimento, o que resultou em

uma alta porcentagem de aproveitamento dos animais até o fim do protocolo (78 %).

Segundo Olton (1979), em relacdo aos itens retidos na memoria operacional (fase VI),
independentemente da ordem serial da entrada nos bragos, ndo ha evidéncias significativas de
efeitos de primazia ou de recéncia, sob esse paradigma. Nao hé interferéncias significativas
entre os itens acumulados em um teste de memoria operacional em relacdo a um novo teste,
mesmo quando o intervalo entre os testes seja curto (OLTON, 1979). Por fim, a selecao da
ordem de escolha dos bragos pelo animal parece ocorrer por um processo aleatério, nao ha
nenhuma indicagdo significativa de uma ordem previsivel, pelo menos, quando ¢ adotado o

confinamento na plataforma central (OLTON, 1979).

A memoria de referéncia também esta envolvida nos procedimentos realizados (OLTON;
BECKER; HANDELMANN, 1979). Enquanto a memoria operacional ¢ manifestada nas
informacdes que sdo apenas relevantes durante a experiéncia com a tarefa, a memoria de
referéncia, mais rigida, sdo as informacdes necessarias em todas as exposigdes a tarefa, ou
seja, em todas as sessdes de teste. Estas tltimas incluem as habilidades motoras e perceptuais
necessarias para o animal guiar-se no ambiente, relativas ao fato de que o alimento estd
localizado na extremidade do brago, a execugao das regras definidas em cada fase, e assim por
diante. Em contraste com a memdria operacional espacial, a memoria de referéncia exibe
maior capacidade, duracdo e resisténcia a interferéncia (OLTON; BECKER;

HANDELMANN, 1979).

Ainda, estdo envolvidas a codificagdo retrospectiva, que informa ao animal acerca dos bragos
ja visitados e a codifica¢do prospectiva, amplamente definida como a inteng¢do de executar um

plano de agdo futura e contar com a capacidade de codificar e mais tarde recuperar o conteudo
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do plano, em um momento apropriado no futuro, frequentemente na presenca de uma pista

eliciadora da acdo (KAMETANI; KESNER, 1989).

A memoria operacional evoluiu do antigo conceito de memoria de curto prazo, € os dois
termos sdao ainda por vezes utilizados indistintamente (BADDELEY, 2012). A memoria de
curto prazo refere-se ao simples armazenamento temporario de informagdes, em contraste
com a memoria operacional, que implica uma combinac¢do de armazenamento e manipulacao
ativa das informagdes (BADDELEY, 2012). Entretanto, Atkinson e Shiffrin (1968)
postularam a memoria de curto prazo como um processo cognitivo para a manipulacdo da
informacao, o que pode explicar por que muitos estudos posteriores nao t€ém discriminado os

dois termos.

Notoriamente, a memoria operacional tem sido referida como a capacidade de manter uma
informagdo on-line referente a um estimulo que ja ndo estd presente (GOLDMAN-RAKIC,
1994). Sendo assim, a tarefa prototipica ilustrativa desse conceito envolve um periodo de
retardo que, no caso do presente estudo, foram adotados retardos de 4 h e de 10 h. Retardos
crescentes podem exigir a codificagdo prospectiva, dependente da busca retroativa da
memoria (CHURCHWELL; KESNER, 2011). Evidentemente, quanto maior o periodo de
retardo, maior o tempo requerido para a manutencao ativa das informagdes e, portanto, maior

a demanda de memoria operacional.

6.4.1.1 Memoria operacional espacial: correlatos anatomofuncionais

Relatos prévios usando o LR-8 sugerem fortemente um envolvimento do CPFm na
organizacdo da informacgdo espacial recentemente adquirida (SEAMANS; FLORESCO;
PHILLIPS, 1995) e na memdria operacional espacial (TAYLOR; LATIMER; WINN, 2003).
Dado o forte componente de memdaria operacional e os complexos mecanismos de sele¢ao da
resposta espacial necessarios para resolver a tarefa no LR-8, neurénios do CPFm modulam a
atividade enquanto o nimero de itens (bragos) armazenados no buffer da memoria operacional
aumenta gradualmente. Ha ainda explicagdes baseadas na atividade altamente correlacionada
no CPFm e hipocampo (GOTO; GRACE, 2008; JONES; WILSON, 2005), sugerindo uma

interacdo funcional entre as duas estruturas.
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Similar aos primatas com danos no CPFDL, ratos com danos no CPFm dorsal frequentemente
mostram déficits em tarefas de memoria operacional espacial que exigem uma resposta apos
um retardo (HORST; LAUBACH, 2009). Essa homologia anatomofuncional com o CPFDL
do primata ¢ ainda mais reforcada em experimentos que exibem atividade celular persistente
durante periodos de retardo, relacionada ao desempenho correto da tarefa de memoria
operacional espacial (FUNAHASHI, 2006). Ainda, lesdes no CPFDL do primata produziram
prejuizos que estdo presentes em retardos crescentes (FUNAHASHI; BRUCE; GOLDMAN-
RAKIC, 1993), enquanto prejuizos na memoria operacional espacial tém também sido
observados ap6s lesdes ou inativacdes do CPFm em ratos (TAYLOR; LATIMER; WINN,
2003).

Adicionalmente, ratos com lesdes no CPFm tém desempenho prejudicado em tarefas de
memoria operacional espacial com retardo de 30 min (SEAMANS; FLORESCO; PHILLIPS,
1995) e exibem um aumento significativo de respostas prematuras (NARAYANAN; HORST;
LAUBACH, 2006). Roedores com inativagdo do CPFm mostram desempenho normal no
forrageamento livre no LR-8, enquanto a estrutura ¢ requisitada em uma tarefa de memoria

operacional espacial com retardo no LR-8 (SEAMANS; FLORESCO; PHILLIPS, 1995).

O contexto temporal de uma tarefa pode também modular o disparo dos neurénios do CPFm:
algumas células respondem seletivamente ao intervalo inter-sessdes ou a bragos especificos
do LR-8, o que sugere como fungdo cortical pré-frontal a codificagdo de regras ou de

sequéncias comportamentais (JUNG et al, 1998).

O CPFm também ¢ fortemente modulado por eventos motivacionalmente salientes, tanto
positivos e negativos. No CPFm do roedor, geralmente cerca de um terg¢o das células mostram
alteracdes nas taxas de disparo vinculadas a recompensa ou a sua expectativa, em tarefas de
memoria espacial no LR-8 (PRATT; MIZUMORI, 2001). Um estudo eletrofisiologico em
roedor mostrou que respostas no CPFm dorsal foram fortemente conduzidas pela navegagao
do animal no labirinto, enquanto as respostas no CPFm ventral apresentaram maior
sensibilidade a recompensa (SUL et al, 2010). O CPFm dorsal também ¢ capaz de alterar a
atividade neuronal de outras areas, como o cortex motor, exercendo um controle fop-down, a
fim de inibir respostas motoras temporalmente inapropriadas (NARAYANAN; LAUBACH,
2006).

Sao reconhecidas especializagdes subrregionais do CPF, de acordo com a modalidade do

estimulo retido na memoria operacional, como espacial, objetos visuais, odor e sabor
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(GOLDMAN-RAKIC, 1996). Especificamente, lesdes nas sub-regides pré-limbica e/ou
infralimbica do CPFm de ratos produzem prejuizos na memoria operacional para informagdes
visuoespaciais (DIAS; AGGLETON, 2000). Esses resultados indicam que a modalidade do
estimulo utilizado no treinamento pode ser fundamental para revelar a memoria operacional e

outras funcdes executivas dentro das varias sub-regides do CPF do roedor.

Ainda, tarefas de memoria operacional espacial no LR-8 com retardo requerem que o rato
utilize uma estratégia prospectiva para localizar a recompensa, enquanto tarefas sem retardo
requerem que o rato utilize uma estratégia retrospectiva (FLORESCO; SEAMANS;
PHILLIPS, 1997). Foi mostrado que o desempenho na tarefa visuoespacial com retardo
requer o cortex pré-limbico funcional, ao passo que a tarefa sem retardo ndo o demanda
(FLORESCO; SEAMANS; PHILLIPS, 1997; SEAMANS; FLORESCO; PHILLIPS, 1995;
TAYLOR; LATIMER; WINN, 2003). Por meio de analise eletrofisioldgica, Saint Blanquat et
al (2010) observaram que, durante a tomada de decisdo na memoria operacional no LR-8,

neurdnios do CPFm exibem correlatos comportamentais, sugestivos da estratégia prospectiva.

Considerando a fungdo proeminente do hipocampo na memoria, ndo ¢ surpreendente que o
hipocampo e o CPFm sdo anatomicamente relacionados. Em comparacdo com outras areas
corticais, proje¢des da metade ventral do hipocampo e do subiculum ao CPFm sao
particularmente densas (CENQUIZCA; SWANSON, 2007; JAY; WITTER, 1991). A via ¢
unidirecional, mas pode ser reciproca em uma rota bissinaptica através do nacleo reuniens ou

do cortex lateral entorrinal (BURWELL; AMARAL, 1998; VERTES et al, 2007).

Uma vez que o CPFm recebe inervagdo direta da formacao hipocampal e o desempenho em
tarefas espaciais de memoria operacional ¢ comumente acometido apds lesdes do hipocampo
(WANG; CALI, 2008) e ha coordenacao da atividade CPFm-hipocampo em tarefas de memoria
espacial (JONES; WILSON, 2005), ¢ factivel especular que os componentes espaciais da
funcdo do CPFm sd3o transmitidos pela influéncia hipocampal (EUSTON; GRUBER;
MCNAUGHTON, 2012).

Especificamente, tem sido sugerido que o hipocampo e o CPFm podem, por vezes, operar
independentemente ou em paralelo, em condi¢des em que existe um breve retardo interposto
na tarefa (LEE; KESNER, 2003) ou interagem sob condi¢gdes em que a memoria prospectiva &
necessaria em retardos mais prolongados (FLORESCO; SEAMANS; PHILLIPS, 1997). Ha
evidéncias que sugerem que o hipocampo esteja envolvido nas memorias prospectiva e

retrospectiva (FERBINTEANU; SHAPIRO, 2003) e que o CPFm esteja mais criticamente
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envolvido nos processos de memoria prospectiva (KESNER, 1989). Desde que longos
retardos podem ditar uma mudanca na estratégia de codificagdo da memoria, o CPFm pode
ser necessario para organizar sequéncias espaciais representadas no hipocampo para a

codificagao prospectiva (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012).

Na medida em que a condicao dos retardos de 4 h e de 10 h requer codificacdo, recuperacao e
execucdo da acdo no poés-retardo, com base na memodria do evento do pré-retardo, o
hipocampo e especialmente o CPFm podem ser requeridos para atuar como um circuito

integrado para proporcionar o bom desempenho da memoria operacional.

Consistente com isso, Floresco, Seamans e Phillips (1997) utilizaram uma técnica de
desconexao funcional, em que o animal ¢ mantido com um hipocampo ¢ um CPFm intactos,
mas sem conexdo entre eles. Esta técnica tem sido utilizada para demonstrar que a
comunicagdo CPFm-hipocampal ¢ necessaria para a execucdo de tarefas, em paradigmas de
memoria operacional espacial no LR-8 (FLORESCO; SEAMANS; PHILLIPS, 1997; GOTO;
GRACE, 2008) e no labirinto aquatico (WANG; CAI, 2008). De fato, os efeitos da
desconexdao CPFm-hipocampal sdo quase os mesmos que os observados apds a inativagao
bilateral do CPFm, apoiando a alegacao de que o CPFm ¢ dependente da via hipocampal-

CPFm, tanto para o contexto e para a aprendizagem rapida.

A evidéncia suporta duas possiveis fungdes para a projecao hipocampal ao CPFm: fornecer
contexto espacial ou permitir aprendizagem associativa rapida (EUSTON; GRUBER;
MCNAUGHTON, 2012). A capacidade do hipocampo para codificar a localizagdo espacial ¢
bem conhecida (WILSON; MCNAUGHTON, 1993). No entanto, quando se move ao longo
do eixo septal (dorsal) ao temporal (ventral) do hipocampo, campos de localizagdo tornam-se
progressivamente maiores (JUNG; WIENER; MCNAUGHTON, 1994). Campos hipocampais
ventrais sao tao grandes que eles provavelmente codificam o contexto global (ou seja, em que
ambiente o animal se encontra) (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012;
KJELSTRUP et al, 2008). Por conseguinte, o CPFm, cujas aferéncias do hipocampo surgem
principalmente do hipocampo ventral, ndo exibem evidéncias de respostas do tipo células de

localizagdo, mas permitem discriminar entre ambientes (JUNG et al, 1998).

O outro papel possivel da projecao hipocampal ao CPFm apoia a aprendizagem rapida. A
formacgao rapida e a consolidacdao de associagdes entre contextos, eventos e respostas dentro
do CPFm pode depender do hipocampo, enquanto o armazenamento a longo prazo pode ser

mediado principalmente pelo CPFm (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012).
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Ha evidéncias de um envolvimento do estriado na aprendizagem e na memoria. Esta estrutura
parece estar particularmente envolvida na aprendizagem procedural, com a aquisicdo de
respostas sequenciais, como virar a esquerda ou a direita em labirintos (MYHRER, 2003).
Danos ao estriado resultam em prejuizos na geracdo de respostas motoras (EAGLE et al,
1999). O estriado dorsal estd envolvido em controle sensoriomotor e na aprendizagem de
habitos e o estriado ventral, em comportamentos de motivacao e de recompensa (EAGLE et

al, 1999).

A atividade associativa intacta ¢ provavelmente necessaria para o aprendizado e a memoria
em todas as fases de treinamento no LR-8. O sistema de memoria do CPF e do estriado
envolve proje¢des dopaminérgicas, glutamatérgicas e colinérgicas (EAGLE et al, 1999;
MYHRER, 2003), enquanto a atividade na regido do hipocampo ¢ fortemente baseada na
transmissdo mediada por glutamato (MYHRER, 2003). Fungdes modulatorias, como
processos atencionais, emocionais € motivacionais sao, provavelmente, apoiadas por sistemas

de projecao monoaminérgicos (MYHRER, 2003).

Evidéncias de estudos que descrevem os efeitos modulatérios sobre a memoria, de drogas
administradas antes ou apds o treinamento comportamental, também destacam a importancia
de se considerar que os agentes neuromoduladores podem produzir efeitos diferentes em
distintas fases da memoria, ou seja, de aquisicdo (ou aprendizagem), consolidagdo,
persisténcia de longo prazo, reconsolidacdo e expressdao (ou recuperacao). Em suma, as
experiéncias utilizando o LR-8 tém proporcionado um meio para a investigacdo sistematica da

memoria em animais.

6.4.2 Anestesia

O agente anestésico adotado na cirurgia estereotaxica foi a cetamina, um antagonista nao
competitivo de NMDAR. Entretanto, por ser a cetamina um fraco antagonista glutamatérgico
e possuir meia-vida curta (LIVINGSTON; WATERMAN, 1978), foi descartada a
possibilidade de que o seu uso pudesse afetar os resultados dos efeitos induzidos pela

estimulagdo elétrica epidural cortical € nem que interagisse com a memantina.

Por outro lado, a técnica de estimulagdo elétrica adotada permitiu que os procedimentos

experimentais fossem conduzidos com os animais acordados, ndo anestesiados, o que ¢ uma
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vantagem do método, ja que o uso de quaisquer anestésicos durante os procedimentos de
estimulacdo dificultaria ou invibializaria a avaliacdo posterior da memoria operacional

espacial de forma apurada.

6.4.3 AeDCS

A cirurgia de implante do eletrodo de estimulagdo epidural seguiu o modelo de Custodio ef al
(2012), com modificagdes. A cirurgia foi um aperfeicoamento do modelo original, com a
preservacao de uma fina camada 6ssea na area de posicionamento do anodo ¢ a utilizacao de
dupla ancoragem da prétese. Essas modificagdes fizeram-se necessarias, tendo em vista que
os animais deveriam manter-se com a protese por um tempo superior ao estudo anterior.
Diante disso, foi propiciada a maior durabilidade das préteses, com 82 % de aproveitamento

dos animais operados.

Os efeitos facilitadores da memoria operacional espacial neste estudo foram observados apds
a estimulacdo epidural de 400 pA, aplicada agudamente, por 10 min, 5 min antes da
submissao do animal a tarefa no LR-8, repercutindo nos pos-retardos de 4 h e de 10 h. Pode-
se afimar que houve uma sustentacdo do efeito da eDCS, pois a facilitagdo da memoria
operacional espacial repercutiu 4 h ou 10 h apos a aplicagdo da estimulacao. Esse achado seria
um correlato comportamental que corrobora as classicas observacdes de Bindman, Lippold e
Redfearn (1962), em que correntes polarizantes levaram a mudangas duradouras no nivel da
atividade elétrica cortical, traduzindo-se em atividade neuronal aumentada por uma corrente

de polaridade anddica.

Cada animal do grupo eDCS recebeu quatro sessdes de estimulagdo, para cada teste de retardo
prolongado, com um intervalo inter-sessdoes de pelo menos trés dias, caso cumprisse
satisfatoriamente a sessdo intermediaria de retardo de 5 s. Ainda que tenha havido intervalos
entre as estimulagdes, ndo se pode descartar a possibilidade de uma sustentacdo ainda mais
estendida dos efeitos da eDCS e, consequentemente, a ocorréncia de possiveis efeitos carry-
over da eDCS, de persisténcia ou de modificacdo do efeito dos tratamentos aplicados

subsequentemente.

A duragao dos pos-efeitos ¢ dependente do periodo de estimulagdo e do nimero de
tratamentos. Dockery et al (2011) usaram um modelo de memoria operacional visuoespacial e

aprendizagem de habilidade em associacdo com a ETCC anodica/catodica de 200 pA, por 30
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min, aplicada no cortex frontal de ratos. Nao foram observados efeitos relevantes da ETCC
imediatamente apos trés sessdes, mas apds um longo intervalo de 21 dias sem estimulagdes
adicionais, foi observado um efeito facilitador nos ratos previamente tratados com ETCC

catddica. Isto mostra um efeito tardio da estimulagao cerebral ndo invasiva.

Em outros estudos, enquanto a duragao da ETCC de nao mais que 7 min produziu apenas 5
min adicionais de pods-efeitos, a estimulacdo com duracdo de 9 a 13 min produziu uma
sustentacdo de efeitos de 30 a 90 min, respectivamente (NITSCHE; PAULUS, 2001). Ohn et
al (2008) investigaram a duracdo dos efeitos da ETCC anddica de 1 mA, por 30 min, no CPF
esquerdo, em voluntarios que desempenhavam tarefas de memoria operacional. Foi observado
que a acuidade da resposta permanecia aumentada por até 30 min apds o término da
estimulagdo. Em outros estudos clinicos, a ETCC administrada diariamente (2 mA, 20 min,
duas vezes por dia), por varios dias, produziu efeitos de duragdo de pelo menos um més na

maioria dos participantes (BRUNONI et al, 2011).

Os efeitos duradouros da ETCC podem ser expandidos para o tratamento de condig¢des
patologicas. Em um estudo mais recente, Laste et a/ (2012) utilizaram um modelo de dor
cronica inflamatoria em ratos para investigar os efeitos tardios da ETCC. A ETCC anodica de
500 pA, aplicada por 20 min, por oito sessdes, resultou em efeitos antinociceptivos por até 24

h apds o término da estimulagao.

Mesmo com a possibilidade da sustentagdo tardia dos efeitos da eDCS, ndo se espera que isso
tenha afetado significativamente o perfil das curvas dose-resposta obtidas, pois as
administracdes de memantina ¢ a ordem de aplicacao dos retardos foram semirrandomizadas

para todos os animais.

Como ja descrito na sessdo de métodos, este foi um estudo duplo-cego, em que cada
experimentador apenas detinha o conhecimento essencial para a execucdo do procedimento,
seja administracdo e estimulagdo, seja treinamento do animal no LR-8. A utilizacdo desse
recurso possibilitou a redu¢ao de expectativas subjetivas dos experimentadores, eliminando
vieses sistemdticos dessa natureza. Ao mesmo tempo, os animais Sham passaram por
estimulacdes simuladas, idénticas ao procedimento eDCS, exceto que o aparelho ndo era

acionado.

Estudos clinicos duplo-cegos controlados por placebo também sdao conduzidos no campo da

neuromodulacdo nao invasiva. Gandiga et al (2006) compararam sensacoes relatadas como
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grau de aten¢do, fadiga e desconforto entre voluntarios que receberam ETCC ou estimulagao
sham por experimentadores cegos para os tipos da estimulacdo. Os autores ndo observaram
diferencas significativas nas sensacOes relatadas entre as modalidades de estimulagdo
aplicadas. Além disso, os avaliadores nao foram capazes de distinguir entre os tipos de ETCC

que os participantes receberam.

A intensidade da corrente adotada de 400 pA e o periodo de 10 min de estimulagdo foram os
mesmos parametros em que Takano ef al (2011) observaram significativos aumentos de
intensidade do sinal de ressonancia magnética no cortex frontal e nucleus accumbens de ratos.
A mesma intensidade de corrente também foi utilizada por Custodio et al (2012), que
estimaram a densidade de corrente aplicada no anodo (5 mm de didmetro) como de 20,37

LA/mm?,

A passagem da corrente pelos eletrodos era assegurada por meio de teste em multimetro,
realizado em todos os animais, antes de cada sessdao de estimulagdo ativa. A intensidade de
corrente indicada pelo multimetro correspondia ao valor aplicado, com oscilagdes irrisorias, o

que certificava a integridade do eletrodo anodico implantado e a funcionalidade da montagem.

Em revisao de Wagner, Valero-Cabre e Pascual-Leone (2007), foram discorridas as variagdes
na densidade da corrente aplicada em funcdo da anatomia, nas montagens de ETCC (Figura
32). A montagem dos eletrodos, a geometria da cabeca, as propriedades eletromagnéticas dos
tecidos e a alta resisténcia do cranio ao fluxo da corrente, em conjunto, sdo cruciais na
distribuicao do campo elétrico final e, em ultima analise, na eficiéncia da ETCC (WAGNER;
VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007). O cranio atenua as correntes que alcancam o
cortex, que em vez disso, sdo essencialmente desviadas (shunting), ao longo da superficie do
couro cabeludo, desvio que provoca a reducdo em 86 vezes do fluxo da corrente que alcanca o

cortex, em eletrodos de 1 cm’ (WAGNER;VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007).
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Figura 32 — Diagrama esquematico das variagdes das magnitudes de densidade de corrente (A/m?) em
cada tecido na ETCC. O anodo (seta vermelha) e o catodo (seta preta) representam a montagem da
ETCC no modelo em 3-D. Abaixo, representacdo esquematica grafica das variagdoes das magnitudes
de densidade de corrente em cada tecido na ETCC, ao longo de uma linha de avaliagdo. Nota-se que as
magnitudes da densidade de corrente variam substancialmente em fun¢do das heterogeneidades da
condutividade dos tecidos. Acima, modelo 3-D em malha com as linhas de avaliagdo centrais
intersectando os tecidos. Adaptado de Wagner,Valero-Cabre e Pascual-Leone, 2007 apud Wagner et
al, 2007.

O referido efeito do shunting da corrente pela pele e cranio foi evidentemente suprimido na
montagem da eDCS, o que, por outro lado, requereu prudéncia na estimagdo do valor da

intensidade de corrente que fosse o quanto menor quanto maior fosse a perda da resisténcia.

Danos ao tecido cerebral foram identificados por Liebetanz et a/ (2009), ap6ds o uso de escalas
crescentes de intensidades de corrente catddica e de tempos de exposigdo, através de um
eletrodo epicranial em ratos. Os autores relataram que lesdes cerebrais s foram identificaveis

quando a corrente excedia 500 pA, por periodos superiores a 10 min, ou em intensidades de
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corrente bem maiores, por menor periodo. Os autores propuseram a queimadura como um

provavel mecanismo de dano.

A analise histologica do presente estudo ndo mostrou lesdes histopatoldgicas, o que corrobora
os limites de seguranga propostos por Liebetanz et al (2009) e os resultados de Custodio et a/

(2012).

Na medida em que o efeito de shunting da corrente ¢ suprimido e a localizacdo do CPFm
esquerdo foi precisa no modelo da eDCS, pode-se sugerir que a eDCS ¢ mais focal, em
comparac¢do as montagens de ETCC ou de EMT no roedor. A ETCC e a EMT tradicionais sao
reconhecidamente nao focais (WAGNER; VALERO-CABRE; PASCUAL-LEONE, 2007).
Isso sugere que poderia haver diferencas sutis nas popula¢des de neuronios ativados entre a
eDCS e a ETCC, por exemplo, que resultaria em mudangas de atividade remotas através de
diferentes redes neuronais. Em ultima anélise, pode-se hipotetisar que a seletividade espacial

da eDCS ¢ maior, mas ndo absoluta.

A ETCC em ratos utilizada por Takano et al (2011) produziu aumentos significativos na
intensidade do sinal de ressonancia magnética no cortex frontal e nucleus accumbens,
estrutura que recebe densas projecdes do cortex frontal (BERENDSE; GALIS-DE GRAAF;
GROENEWEGEN, 1992), enquanto ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes nas ativacdes do cortex orbital, estriado, tdlamo e hipotalamo. Esses resultados
podem orientar hipdteses acerca das areas que possam estar ativadas na estimulagdo por
eDCS, uma vez que Takano ef a/ (2011) utilizaram os mesmos parametros de montagem dos
eletrodos, intensidade, polaridade e periodo de aplicagdo da corrente. Entretanto, a
estimulagdo epidural, ao contrario da transcraniana, ¢ mais focal, resultando em possiveis
diferencas nas redes neuronais ativadas, o que merece uma investigagdo pormenorizada

adequada.

A escolha da aplicagdo da corrente no hemisfério esquerdo baseia-se em estudos prévios que
alcangaram resultados positivos na facilitacdo da memoria operacional por meio da ETCC
aplicada no hemisfério esquerdo de humanos. A ETCC aplicada no CPFDL esquerdo tem
facilitado o desempenho de tarefas de memoria operacional em voluntarios saudaveis
(ANDREWS et al, 2011; FREGNI et al, 2005), em pacientes com déficits cognitivos apds
acidente vascular encefalico (JO et al, 2009) ou com doenca de Parkinson (BOGGIO et al,
2006). Embora sejam apontados os beneficios da ETCC aplicada no CPFDL esquerdo de

humanos na memoria operacional, rareiam os estudos que investigam o efeito de outras
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montagens da ETCC em modelos animais, sobre a memoria operacional, além do trabalho de
Dockery et al (2011), que encontraram um efeito facilitador, porém tardio, da memoria

operacional em ratos previamente tratados com ETCC catddica.

Tendo em vista os poucos, mas recentes estudos utilizando modelos animais de estimulagdo
cerebral nao invasiva (eDCS, ETCC, EMT), as montagens utilizadas nesses protocolos até o
momento ainda ndo passaram por sofisticacdes, como a modelagem computacional de alta
resolugdo desenvolvida para a personalizagdo da ETCC em humanos (BIKSON et al, 2012).
Embora os modelos translacionais propostos at¢é o momento tenham corroborado muitos
achados em humanos, ainda ndo esta claro como a anatomia cortical do roedor ou a
polaridade e a posi¢ao dos eletrodos afetam o fluxo da corrente e a ativagao neural no cortex
do rato. Assim, em metanalise publicada por Brunoni, Fregni e Pagano (2011), nos modelos
animais propostos, o catodo, denominado “eletrodo de referéncia”, tem sido geralmente
posicionado em regido extracefalica inespecifica. O posicionamento do catodo na regido
dorsal do animal neste estudo seguiu a montagem de Takano et a/ (2011) e de Custodio et al

(2012).

6.4.4 Randomizacoes

A fim de se evitar possiveis interferéncias nos resultados, provocados pela ordem da
apresentacdo dos retardos, eles também foram semirrandomizados para cada animal,
iniciando-se com retardos de 4 h ou de 10 h. As administra¢des de salina ou das doses de
memantina também foram semirrandomizadas pelo método do quadrado latino. As referidas
precaucdes, em conjunto com a adoc¢ao de periodos de intervalo entre as ssessdes atenuaram a
ocorréncia de efeitos residuais do tipo carry-over, excetuando-se um presumivel efeito carry-

over da eDCS, abordado anteriormente.

6.4.5 Administracées da memantina

O momento da administracdo, a escolha das doses empregadas e a definicdo do periodo de
intervalo entre as administracdes basearam-se em estudos prévios e em dados

farmacocinéticos da memantina especificos de roedores.
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Doses clinicas de memantina ndo sdo extrapolaveis para roedores, em propor¢ao, uma vez que
a farmacocinética da droga entre as duas espécies ¢ desigual (BECONI et al, 2012;

PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).

As doses estabelecidas da droga, incluindo salina, foram administradas, respeitando-se um
intervalo de 15 min antes das estimulagdes e de 30 min antes da submissao do animal as
tarefas de retardo de 4 h ou de 10 h. O momento da administracio da memantina partiu da
informagao de que o pico de concentragdo plasmatica da droga ¢ mais tardio em humanos (7,6
h £+ 3,7) (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012) que em ratos, sendo de apenas 0,5
h (BECONI et al, 2012).

Além disso, Wise e Lichtman (2007), em uma tarefa no LR-8 de memoria operacional
espacial com retardo de 18 h, em ratos Sprague-Dawley, testaram diferentes doses de
memantina e investigaram os efeitos da droga 20 min antes do pré-retardo, imediatamente
apos o pré-retardo ou 20 min antes do pos-retardo. Quando administrada 20 min antes do pré-
retardo, a memantina gerou uma curva dose-resposta em U invertido, com doses baixas (0,3 e
0,56 mg/kg) reduzindo significativamente o numero de erros cometidos no pos-retardo,
enquanto doses elevadas (3 e 10 mg/kg) prejudicaram o desempenho no labirinto (WISE;
LICHTMAN, 2007). Quando administrada imediatamente ap6s o pré-retardo ou 20 min antes
do pos-retardo, nao afetou o desempenho (WISE; LICHTMAN, 2007). Além disso, a dose de
10 mg/kg de memantina provocou um bloqueio da atividade no labirinto em todos os animais

testados, impossibilitando a avalia¢ao nesta dose (WISE; LICHTMAN, 2007).

Segundo Parsons, Stoffler e Danysz, 2007, doses idénticas de memantina administradas por
distintas vias de administragdo, como infusdes e injecdes IP, ndo sdo comparaveis. Por
exemplo, a infusdo de 20 mg/kg/d leva a niveis plasmaticos maximos que sdo pelo menos
quatro vezes inferiores ao pico de concentragdo alcancado apds uma Unica administragcao IP
da mesma dose (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007). No caso de administra¢cdes
agudas, os resultados dependem do momento da avaliagdo (HESSELINK et a/, 1999), devido
as maiores flutuacdes das concentragdes plasmaticas e cerebrais. Segundo Danysz et al
(1997), se a administragdo aguda ¢ usada, a dose de 5 mg/kg IP ¢ a maxima dose

terapeuticamente relevante para uma avaliagao apds 30 a 60 min.

Ressalvas ainda devem ser consideradas, como a idade, cepa, sexo e estado de saude dos
animais, fatores que podem alterar a farmacocinética consideravelmente (PARSONS;

STOFFLER; DANYSZ, 2007). Por exemplo, ¢ predito que ratos mais velhos e ratos fémeas
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geralmente apresentam concentragcdes plasmaticas mais elevadas, enquanto a maioria dos
estudos pré-clinicos farmacodindmicos da memantina tem utilizado ratos machos adultos
jovens (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007). Por outro lado, a diferenca de
sensibilidade a memantina entre o0 homem e o rato € principalmente devido a farmacocinética,

em vez de aspectos farmacodindmicos (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).

Era administrada apenas uma unica dose por dia em cada animal, com um intervalo de trés
dias entre as administragdes. Esse intervalo assegurava o wash out da droga, considerando-se
que a meia-vida de elimina¢do da memantina em ratos e camundongos (3 a 5 h) ¢ muito mais
curta que em humanos (até 100 h), tanto nos compartimentos plasmatico e cerebral (BECONI

et al,2012; PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).

Os resultados obtidos por Wise e Lichtman (2007) sobre os efeitos da memantina no LR-8,
aliados aos dados farmacocinéticos da memantina em ratos (BECONI et al, 2012; DANYSZ
et al, 1997; PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007), orientaram as defini¢cdes sobre o
momento das administragdes, as doses adotadas e o emprego do intervalo de wash out de trés

dias entre as administragoes.

Por fim, Rammes, Danysz e Parsons (2008) publicaram uma extensa revisao dos estudos pré-
clinicos da memantina, com foco em modelos animais de doengas neuroldgicas e
neuropsiquiatricas. Todos os estudos encontrados ndo revelaram quaisquer sinais de
potenciais efeitos colaterais, de interagdes medicamentosas ou de alteragdes toxicas
atribuiveis a memantina ou a produtos de biotransformacdo, em doses terapeuticamente
relevantes para o tratamento da doenca de Alzheimer (RAMMES; DANYSZ; PARSONS,
2008). As doses de memantina utilizadas nesse estudo ndo produziram efeitos adversos

identificaveis nos animais Sham e eDCS.

6.5 Efeitos cognitivos da memantina

Estudos anteriores nao alcancaram um consenso quanto aos efeitos da memantina sobre a
aprendizagem e memoria. Isso pode ser atribuido ao perfil dose-resposta ndo linear da
memantina, a alguns equivocos em extrapolagdes farmacocinéticas, elencados por Parsons,
Stoffler e Danysz (2007) e, por fim, aos distintos desenhos experimentais que variam a

frequéncia das administra¢cdes da memantina ¢ a demanda cognitiva das tarefas. Esses fatores,



111

em conjunto, adicionam complexidade na interpretacdo dos resultados e na comparagdo entre
estudos diversos. Por outro lado, admitem-se os resultados benéficos da memantina sobre a
memoria, sendo por vezes considerada “um potenciador cognitivo” (cognitive enhancer) por

alguns autores (ROESLER; SCHRODER, 2011; WALLACE et al, 2011).

A acdo terapéutica da memantina em doengas que envolvem manifestagdes de
excitotoxicidade, como na doenca de Alzheimer, deve-se, em parte, ao controle da
hiperativacdo de NMDARs e do influxo excessivo de Ca* (LIPTON, 2006; ROESLER;
SCHRODER, 2011). Esse influxo excessivo, por sua vez, leva a despolarizagio da membrana
mitocondrial, ativagdo de lipases e proteases intracelulares, culminando em apoptose e
estresse oxidativo (LIPTON, 2006). A memantina pode exibir efeitos neuroprotetores e
antioxidantes, o que resulta em efeitos benéficos sobre a funcdo cognitiva. Além disso, a
memantina pode resgatar os déficits de memoria associados ao envelhecimento,

possivelmente reduzindo o estresse oxidativo cerebral (PIETA DIAS et al, 2007).

Propde-se que o aprimoramento da funcdo cognitiva pela memantina esteja relacionado com
as suas agdes neuroprotetoras em tratamentos cronicos, em vez de uma influéncia sobre os
mecanismos subjacentes ao processamento da memoria per se (BUTTERFIELD;
POCERNICH, 2003; LIPTON, 2006). No entanto, alguns estudos t€ém mostrado que a
administracdo aguda de memantina pode resgatar déficits de memoéria em modelos
experimentais de amnésia (YUEDE; DONG; CSERNANSKY, 2007). Adicionalmente, foi
evidenciado que a administra¢do aguda, mas ndo cronica de memantina, aumentou os niveis

proteicos do BDNF, o que sugere um mecanismo adaptativo (REUS et al, 2010).

Com o intuito de investigar os efeitos antidepressivos da memantina, Quan et al (2011),
testaram a memantina a 20 mg/kg IP, por 21 dias, em um modelo animal de estresse cronico
imprevisivel. Nos ratos estressados, a memantina levou a beneficios no consumo de sacarose,
na aprendizagem reversa e na plasticidade sinaptica cortical pré-frontal, mas prejudicou a
aprendizagem espacial, em comparagdo aos ratos estressados sem a droga (QUAN et al,
2011). Os autores concluiram que a memantina apresentou acdo antidepressiva no modelo
utilizado, provavelmente via up-regulation da subunidade NR2B no CPF, e que as doses
utilizadas de memantina foram tao elevadas, a ponto de provocar déficit na memoria espacial

(QUAN et al, 2011).

A memantina tem aprimorado o desempenho de roedores em tarefas de demanda de memoria

espacial, em uma relagdo dose-resposta ndo linear (BARNES; DANYSZ; PARSONS, 1996;
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PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007). Embora alguns estudos tenham mostrado que
tanto doses baixas (ZOLADZ et al, 2006) quanto doses elevadas (LUKOYANOV; PAULA-
BARBOSA, 2001) de memantina resultaram em melhora da cogni¢cdo espacial, alguns

estudos relataram que altas doses de memantina produziram déficit cognitivo (CREELEY et

al, 2006; QUAN et al, 2011).

De fato, a memantina ¢ tipicamente reconhecida por produzir curvas dose-resposta em U
invertido, perfil ndo linear que se insere nos fendomenos designados de hormese
(CALABRESE, 2008). Admite-se que a hormese seja uma compensagdo excessiva a uma
ruptura na homeostase e aparece em investigagdes toxicoldgicas e farmacoldgicas, inclusive
em aprendizagem e memoria (CALABRESE, 2008). O perfil dose-resposta em U invertido do
subgrupo Sham de melhor desempenho corrobora os achados de Wise e Lichtman (2007), em
que a memantina também gerou o mesmo perfil de curva, quando administrada 20 min antes
do pré-retardo no LR-8. Além disso, sdo reconhecidas curvas dose-resposta horméticas para a
maioria dos medicamentos aprovados para tratamento de doenca de Alzheimer

(CALABRESE, 2008).

Em classica revisdo de Parsons, Stoffler e Danysz (2007), foram levantadas hipoteses
explicativas para a capacidade da memantina, em contraste com alguns outros antagonistas
NMDAR, em poder proporcionar tanto a melhoria sintomatica clinicamente comprovada na
doenca de Alzheimer, quanto o potencial para a atividade neuroprotetora, com poucos efeitos
colaterais. Os autores concluiram que apenas a hip6tese do sinal-ruido — a que considera tanto
a voltagem-dependéncia e a rdpida cinética de desbloqueio na presenca continua de
memantina — poderia explicar adequadamente tanto os efeitos sintomatoldgicos e cognitivos
da memantina, vistos poucas semanas apds o tratamento em ensaios clinicos, quanto os
previstos efeitos neuroprotetores a longo prazo deste composto (PARSONS; STOFFLER;
DANYSZ, 2007).

Segundo a hipotese do sinal-ruido (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007), em condigdes
de repouso, 0 Mg®" ou a memantina podem ocupar o NMDAR (Figura 33). Da mesma forma,
ambos sdo capazes de liberar o canal NMDAR sob forte despolarizagcdo sinéptica, devido a
sua pronunciada voltagem-dependéncia e a uma rapida cinética de desbloqueio. No entanto, a
memantina, em contraste com o Mg2+, ndo deixa o canal tdo facilmente sobre despolarizagao
moderadamente prolongada, durante insultos excitotoxicos cronicos (PARSONS et al, 1993).

Esta propriedade da memantina pode efetivamente prover tanto a neuroprotecdo ¢ a melhora
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sintomdtica pelo mesmo mecanismo de a¢do, ou seja, bloqueio do canal NMDAR com

afinidade moderada a rapida e voltagem-dependéncia (Figura 33).

Parsons, Stoffler e Danysz (2007) propuseram que as propriedades biofisicas da memantina
permitiriam que este composto diferenciasse claramente entre a ativagdo patoloégica cronica de
baixo nivel do NMDAR na doenca de Alzheimer (“ruido”) e a ativagdo sinaptica fisiologica
do NMDAR (“sinal”) (DANYSZ; PARSONS, 2003). Em suma, a memantina, em
concentragdes terapeuticamente relevantes, ¢ capaz de suprimir o “ruido” de fundo
patolégico, mas preserva ou mesmo aumenta a plasticidade sinaptica fisiologica desejavel,

mediada pelo NMDAR (“sinal”).
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Figura 33 — Processo esquematico simplificado que explica o mecanismo de a¢do da memantina na
doenca de Alzheimer, baseada na hipodtese do sinal-ruido, segundo Parsons, Stoffler e Danysz (2007).
A memantina ¢ capaz de servir como um filtro de bloqueio do “ruido sinaptico” (segdes 2 e 3) e assim
permite a deteccdo do sinal relevante (segdo 4), traduzindo-se em restauragdo da plasticidade sinaptica.
Niveis intracelulares de Ca®" sdo representados por diferentes tamanhos dos circulos amarelos.
Potencidometros ilustram o potencial de membrana pos-sinaptico: - 70 mV, repouso; - 50 mV, estado
patologico prolongado leve; - 20 mV, forte ativag@o sinaptica transitoria. A seta vermelha indica a
chegada de um sinal pré-sinaptico. Mg*" e glutamato sio ilustrados por circulos azuis e tridngulos
vermelhos, respectivamente. Extraido de Parsons, Stoffler e Danysz (2007), sob permissao.
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Em condigdes normais, a plasticidade sinaptica (aprendizado e memoria) também depende da
detec¢do de um sinal relevante (proeminente) sobre a atividade de fundo (ruido), ou seja,
diante de uma suficiente razdo sinal-ruido. A hipotese do sinal-ruido poderia, de forma
similar, explicar os perfis dose-resposta obtidos na memoria operacional espacial dos animais,

em fungdo da linha de base comportamental (melhor ou pior desempenho).

A memantina apresentou uma tendéncia a facilitar o desempenho dos animais com pior linha
de base comportamental na memoria operacional espacial, como visto no perfil dose-resposta
do subgrupo Sham de pior desempenho. Pode-se dizer que nesse caso ela facilitou a relacao

sinal-ruido, embora de forma nao estatisticamente significante.

Surpreendentemente, nos animais com melhor linha de base comportamental, a eDCS atenuou
0s prejuizos provocados pela memantina, enquanto atuou em sinergismo com a memantina na
facilitacdo da memoria operacional espacial, nos animais com linha de base de desempenho
pior. Esses resultados sugerem que a eDCS, associada com a memantina, aumentou
significativamente a relacao sinal-ruido, especialmente nos animais com linha de base de

desempenho pior.

Os prejuizos da memoria operacional espacial provocados pela memantina nos subgrupos de
melhor desempenho poderiam ser explicados pelo fato de que, neste caso, a memantina foi
utilizada em animais com desempenho 6timo, prejudicando a homeostase do sistema
glutamatérgico, como mecanisticamente hipotetisado por Parsons, Stoffler e Danysz (2007).
Novamente, a eDCS foi capaz de atenuar esses prejuizos provocados pela memantina,

aumentando a relagao sinal-ruido.

Efeitos distintos poderiam ser esperados com a associagdo da eDCS com outros antagonistas
NMDAR, como o MK-801 e o dextrometorfano, uma vez que especificidades
farmacodindmicas desses agentes, em comparacdo com a memantina, poderiam afetar
substancialmente seus efeitos sobre a memoria operacional espacial (BANE et al, 1996,

DEMATTEIS; LALLEMENT; MALLARET, 1998; STAAY et al, 2011).

Por exemplo, Liebetanz et al (2002) observaram uma supressao dos efeitos da ETCC catddica
e anodica, aplicada no cértex motor humano, com a utilizagio do dextrometorfano. A parte
das demais diferencas metodolégicas em comparagdo com o presente estudo, o
dextrometorfano ¢ um antagonista ndo competitivo NMDAR de baixa afinidade, utilizado

como antitussigeno, e seu principal metabolito, dextrorfano, também ¢ ativo. O dextrorfano
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tem a¢do antagonista NMDAR ainda mais potente que o dextrometorfano, pois pode ligar-se
ao canal NMDAR fechado (DEMATTEIS; LALLEMENT; MALLARET, 1998; NETZER et
al, 1993), ao contrario da memantina, que nao possui metabdlitos ativos e ¢ um antagonista

NMDAR essencialmente de canal aberto.

Adicionalmente, o dextrometorfano pode provocar sedacdo em ratos, ao passo que O seu
metabolito ativo pode provocar reagdes psicomiméticas dose-dependentes (DEMATTEIS;
LALLEMENT; MALLARET, 1998), efeitos adversos que ndo ocorrem comumente com a
memantina, tornando o dextrometorfano menos adequado para a investigagdo da funcdo
comportamental no presente estudo (BANE ef al, 1996; RIEDEL; PLATT; MICHEAU,
2003).

Nitsche et al (2004a) testaram os efeitos da D-cicloserina, um agonista parcial NMDAR, nas
mudangas da excitabilidade cortical motora induzidas pela ETCC. A D-cicloserina prolongou
(mas ndo elevou) o aumento da excitabilidade induzida pela ETCC anddica, enquanto ndo
afetou significativamente a ETCC catodica. Os autores propuseram que a D-cicloserina atuou
em sinergismo com a ETCC, aumentando a eficacia da ETCC anddica (NITSCHE et al,
2004a).

Os resultados observados de sinergismo da D-cicloserina com a ETCC anddica e da
memantina com a eDCS parecem, entretanto, envolver mecanismos distintos relativos a
atividade do NMDAR. Enquanto a D-cicloserina parece aumentar primariamente a ativagao
fasica do receptor e as suas consequéncias, isto ¢, a LTP, a memantina parece atuar na
ativacdo tonica do receptor. A memantina, portanto, poderia aprimorar as fungdes cognitivas
pelo aumento da relagdo sinal-ruido sinaptico relacionado ao aprendizado e, ainda, por reduzir
os efeitos excitotoxicos desencadeados por hiperativacdo glutamatérgica (DANYSZ;

PARSONS, 2003).

6.6 Neuromodulac¢ao cognitiva da estimula¢io cerebral ndo invasiva

Originalmente desenvolvida para tratar disturbios neuropsiquiatricos, tais como a doenga de
Parkinson, depressdo, deméncia, AVC e dor crdnica, a estimulagdo cerebral ndo invasiva tem

conquistado outros dominios como a Neuroergonomia (PARASURMAN; RIZZO, 2008) ¢ a
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pesquisa bélica (MCKINLEY et al, 2012), a fim de transcender as limitagdes atuais da

cogni¢ao humana.

Por outro lado, a disfungdo cognitiva ¢ um sintoma central de muitas doengas
neuropsiquiatricas € o grau de comprometimento relativo as funcdes cognitivas ¢ um fator
critico que tem grande impacto sobre a qualidade de vida. A combinagdo da ETCC com
outras intervencdes terapéuticas pode ser alcangada com relativa facilidade e uma série de

estudos tem buscado essa abordagem (JO et al, 2009; PLOW et al, 2011).

A EMT e a ETCC tém fornecido uma coleg@o de evidéncias no aprimoramento da cognicao,
em habilidades que incluem a nomeacao de figuras (MOTTAGHY et a/, 2006), a memoria
fonologica (KIRSCHEN et al, 2006), a memoria operacional (FREGNI ez al, 2005), a fluéncia
verbal (WASSERMANN; GRAFMAN, 2005), a deteccdo de ameagas (CLARK et al, 2010),
a aprendizagem probabilistica (KINCES et a/, 2004) e o raciocinio analégico (BOROOJERDI
etal,2001).

A ETCC anddica aplicada no CPFDL esquerdo parece produzir efeitos sobre o processo de
tomada de decisao, um componente das fun¢des executivas. Fecteau et a/ (2007) concluiram
que a estimulagdo anoddica, tanto do CPFDL direito ou do esquerdo, com o catodo localizado
sobre uma area do hemisfério contralateral, levou pacientes a fazer escolhas mais cautelosas

sobre a tarefa de risco do baldo analogico (BART).

A ETCC no CPFDL esquerdo também tem levado a aprimoramentos na memoria € no
aprendizado. Fregni et al (2005) observaram um aumento na acuidade da resposta de uma
tarefa com demanda de memoria operacional, em estudantes universitarios, quando a ETCC
anddica foi aplicada no CPFDL esquerdo. Ainda, o efeito da ETCC era relativamente focal e
dependente da polaridade da estimulagdo, pois uma estimulagdo catodica sobre a mesma area
ou uma estimula¢do de polaridade anddica sobre o cortex motor ndo apresentava tal efeito.
Fertonani et a/ (2010) mostraram que a mesma montagem da ETCC anodica facilitou o
desempenho em uma tarefa de nomeacgdo de figuras. Igualmente, a estimulacao catddica da
mesma regido cerebral ndo produziu quaisquer efeitos. Kinces et al (2004) observaram que a
ETCC aplicada no CPFDL esquerdo aprimorou significativamente o desempenho em uma

tarefa de aprendizagem implicita probabilistica.

Em um estudo de imagem funcional (KEESER et al, 2011), foi observado que a ETCC,

aplicada por 20 min, a 2 mA, com o anodo sobre o CPFDL esquerdo e o catodo sobre a regido
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supraorbital direita, foi capaz de alterar a conectividade funcional da regido pré-frontal. A
regido subgenual do CPF, o coértex cingulado anterior e o giro frontal medial foram

significativamente ativados (KEESER et a/, 2011).

Os resultados obtidos de facilitagdio da memoria operacional espacial da eDCS anddica
aplicada no CPFm esquerdo de ratos corroboram os efeitos pro-cognitivos observados da
ETCC anddica no CPFDL esquerdo nos estudos clinicos citados, o que sugere que o modelo
de eDCS adotado pode satisfazer a validade de face, formalmente definida como respostas do

modelo assemelhando-se aos comportamentos e sintomas do paciente (WILLNER, 1984).

Por outro lado, ha relatos de prejuizos da memoria operacional em outros protocolos de
neuromodulacdo cognitiva. Marshall et al (2005) observaram uma redug¢do no tempo de
reacdo quando a ETCC era aplicada bilateralmente em sitios frontocorticais e
intermitentemente (15 s on / off) por 15 min, enquanto os voluntarios desempenhavam uma
tarefa de memoria operacional. Os autores especularam que esses efeitos eram devidos a
interferéncias provocadas na dinamica temporal do processamento cortical (MARSHALL et
al, 2005). Berryhill et al (2010) observaram um efeito negativo na memoria operacional apos

a aplicacdo da ETCC catddica no cortex parietal posterior direito.

Em uma revisdo recente, Demirtas-Tatlidede, Vahabzadeh-Hagh e Pascual-Leone (2013)
reuniram trabalhos com abordagem dos efeitos cognitivos da estimulacdo cerebral nao
invasiva em varios disturbios neuropsiquiatricos. Apenas um estudo foi identificado que
objetivou explorar os efeitos em longo prazo da ETCC em pacientes com doenca de
Alzheimer. Neste estudo cross-over, os pacientes receberam cinco sessoes didrias de ETCC
anddica, bilateralmente sobre o cortex temporal, por 30 min (BOGGIO et al, 2012). Os
autores relataram uma melhoria na memoria de reconhecimento visual, que persistiu durante

quatro semanas.

Cotelli et al (2011) aplicaram vinte sessdes de 20 Hz de EMTr sobre o CPFDL esquerdo em
pacientes com doenca de Alzheimer moderada e relataram um efeito significativo na
compreensdo auditiva. Ahmed et al (2012) observaram uma melhoria significativa no
funcionamento cognitivo de pacientes com doenca de Alzheimer, apds cinco sessdes
consecutivas de estimulacao bilateral de EMTr de alta frequéncia, aplicada bilateralmente no

CPFDL, e este efeito foi mantido durante trés meses.
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A doencga de Alzheimer caracteriza-se por uma progressiva plasticidade sinaptica disfuncional
(MESULAM, 2000), que conduz a um estado hipoplastico anormal (PASCUAL-LEONE et
al, 2011). As abordagens terapéuticas atuais oferecem um beneficio ainda insuficiente nos
sintomas cognitivos € comportamentais ¢ ha um esfor¢o global dedicado a investigacao de

novas estratégias que possam retardar a progressdao da doenga.

A significativa facilitagdo da memoria operacional espacial, nos animais com linha de base de
pior desempenho, ap6s a eDCS anoddica no CPFm esquerdo, em sinergismo com a memantina,
um farmaco de utilidade comprovada na doenga de Alzheimer e em outras deméncias,

suscitam questdes que devem ser analisadas em carater translacional.

O elemento disfuncional da plasticidade sindptica na doenga de Alzheimer (MESULAM,
2000) torna a estimulacao cerebral ndo invasiva particularmente relevante, pois a EMTr, a
ETCC e possivelmente a eDCS, permitem a facilitagdo da plasticidade neuronal por indugao
de efeitos relativamente duradouros. Os poucos estudos conduzidos até 0 momento revelam as
primeiras evidéncias do potencial da estimulagdo cerebral ndo invasiva para a melhoria
cognitiva na deméncia de Alzheimer. No entanto, esses estudos ndo foram replicados e as
evidéncias permanecem preliminares. Por outro lado, uma prova convergente ¢ mostrada no

presente estudo e podera contribuir na orientacdo de futuras investigagdes translacionais.

Adicionalmente, sistemas de neurotrofinas, especialmente o BDNF, sdo expressos em regioes
que apresentam um elevado grau de plasticidade (isto ¢, o cortex e o hipocampo) e sdo tidos
como reguladores chave nos processos de LTP e de memdria de longo prazo
(COWANSAGE; LEDOUX; MONFILS, 2010). Nao ¢ surpreendente que a densidade de
células imunorreativas ao BDNF estd significativamente reduzida em até 20 % em pacientes
com doenga de Alzheimer (LORKE et al, 2010) e o processamento da P-amildide esta

envolvido na via do BDNF (FORERO et al, 2006).

Marvanova et al (2001) mostraram que doses clinicamente relevantes de memantina levaram
a aumentos significativos dos niveis de RNAm de BDNF e também da expressdao do seu
receptor, TrkB, no cortex limbico. Paralelamente, a estimulagdo por corrente direta induz a

liberagdo de BDNF e a ativagdo de TrkB (FRITSCH et al, 2010).

Os dados apresentados, em conjunto com o resultado convergente do presente estudo,

sugerem que o BDNF possa ser um fator chave na resposta da excitabilidade cortical na
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ETCC, em pacientes com doenga de Alzheimer e que pode ser sinergicamente ampliado com

a memantina.

Os dados disponiveis sdo promissores, mas ainda ndo sdo conclusivos e as hipdteses
apresentadas merecem ser testadas e replicadas, a fim de se alcangar eficacia na estimulagao
cerebral ndo invasiva no tratamento do declinico cognitivo como uma estratégia de

reabilitacao.

6.7 Limitacoes do estudo

O estudo foi altamente controlado, de modo que foram ponderadas questdes relativas a
habituacdo dos animais, envolvendo salas apropriadas para os experimentos, procedimentos
de contengdo na Fase V previamente ao inicio das estimulagdes e treinamento dos
experimentadores. Esses fatores permitiram a atenuacdo de interferentes externos ao protocolo
(ARNSTEN, 2009; FLORESCO; GHODS-SHARIFI, 2007; OLTON, 1987) e teoriza-se que,
possivelmente por esses fatores, mesmo animais Sham, sob teste em retardos prolongados,
cometessem poucos erros, como visto no poés-retardo de 4 h do grupo Sham, sob a dose de
salina. A posterior subdivisdo dos animais em subgrupos foi tutil para que fossem
evidenciadas as particularidades dos efeitos da eDCS em animais com linhas de base
comportamentais heterogéneas. Todavia, tem-se como limitagdo a impossibilidade da
constituicdo de subgrupos no retardo de 10 h, uma vez que ndo houve suficiente nimero de
animais que preenchessem o critério de “melhor desempenho”, devido ao maior grau de

dificuldade do teste.

Como explanado anteriormente, ndo se pode descartar um efeito carry-over tardio da eDCS,
de possiveis modificacdes no efeito das sessdes de estimulagdo subsequentes. Evidentemente,
essa ¢ uma hipdtese que demanda comprovagdo e, ainda, ndo se espera que esses provaveis
efeitos possam ter afetado o perfil das curvas dose-resposta obtidas, devido a

semirrandomizag¢do adotada.

Nesse estudo, ndo foi efetuado o bloqueio completo dos NMDARs. Isso ¢ fundamentado pela
memantina possuir afinidade baixa a moderada para os NMDARs, cinética mais rapida de
bloqueio e desbloqueio de canal aberto e fechamento do canal do tipo “sequestro parcial”, em

comparagdo a cetamina e ao MK-801 (PARSONS; STOFFLER; DANYSZ, 2007).
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Antagonistas ndo competitivos, por outro lado, t€m um menor indice terapéutico e provocam
graves déficits sensorio-motores. Essas caracteristicas os tornam menos adequados para a
investigacdo de fung¢des comportamentais relacionadas aos NMDARs. A modulagao
alostérica pela memantina oferece uma abordagem mais assertiva, em comparagdo ao
agonismo ortostérico e ao antagonismo, pois preserva a natureza espacial e temporal da
neurotransmissao, com menor tendéncia a dessensitizacao ou a tolerancia (NATHAN et al,
2011). Secundariamente, a memantina permite determinar um nivel de satura¢dao da resposta,

que potencialmente reduz a propensao ao surgimento de efeitos colaterais (MAY et al, 2007).

Indubitavelmente, a modulacdo do sistema glutamatérgico na estimulagdo cerebral por
corrente continua precisa ser mais amplamente investigada, especialmente no dominio dos
AMPARSs. E reconhecido que os AMPARs no CPF participam dos mecanismos de meméria
operacional espacial em ratos (ROMANIDES; DUFFY; KALIVAS, 1999) e, ao mesmo
tempo, estdo fundamentalmente envolvidos nos fenomenos de plasticidade sindptica
(DERKACH et al, 2007). Essa plasticidade esta associada ao trafico de membrana e a
fosforilagdo de AMPARSs sinapticos, que sdo alvos de multiplas vias de sinalizagdo que

regulam a forca das sinapses excitatorias glutamatérgicas (DERKACH et al, 2007).

6.8 Perspectivas futuras

Esse ¢ o primeiro estudo que avaliou os efeitos de um antagonista glutamatérgico em um
modelo animal de neuromodulagdo cognitiva, com implicagdes na memoria operacional
espacial. O sugestivo sinergismo do efeito pro-cognitivo observado entre a eDCS aplicada no
CPFm esquerdo ¢ a memantina suscita questdes que devem ser analisadas em carater
translacional, na medida em que a estimulagdo cerebral ndo invasiva € a memantina,
isoladamente, tém mostrado efeitos benéficos contra o declinio cognitivo no homem.
Ademais, o potencial sinergismo observado nesse estudo poderd futuramente ser investigado
em estudos clinicos controlados e, fundamentalmente, essa prova de conceito podera ser
fomentada em modelos animais de doencga de Alzheimer, tornando exequivel explorar amplos
aspectos, sejam comportamentais, eletrofisiolégicos, moleculares e histopatologicos, nao

prontamente acessiveis pela pratica clinica.

Paralelamente aos avangos, surgem novos desafios. Ao traduzir as conclusdes das

investigagdes translacionais para a pratica clinica, deve-se considerar, entretanto, as
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diversidades de resposta entre estudos em animais € em humanos. Interagdes ndo lineares
complexas e as variabilidades interindividuos dificultam a previsdo de tratamentos na
dosagem e na direcdo da plasticidade induzida pela neuromodulagdo, assim exigindo maior

pesquisa empirica.

Uma série de questdes precisam ser melhor investigadas e replicadas em abordagens
translacionais. A validagdo de modelos animais cada vez mais aperfeicoados se faz
necessaria, para que se possam elucidar aspectos como o grau de persisténcia do efeito sobre a
memoria, o efeito da exposi¢do prolongada e/ou repetida da estimulagdo cerebral nao
invasiva, a aplicabilidade da técnica combinada com o tratamento farmacoldgico
convencional, assim como possiveis efeitos dose-resposta de adaptacao ou de habituagdo aos

efeitos pro-cognitivos da estimulagao.

Notavelmente, modelos animais de neuromodulagdo tornaram-se imprescindiveis para
aprimorar as técnicas de estimulagdo cerebral ndo invasiva, otimizar suas aplicagdes
cientificas e clinicas, testar tecnologias emergentes € garantir a sua seguranca. Futuramente,
instrumentos inovadores poderdo ser capazes de identificar subgrupos de pacientes
biologicamente distintos, 0 que permitird personalizar e aumentar a eficdcia das terapias

neuromoduladoras de estimulacdo cerebral, em combinacdo com a intervenc¢do farmacolégica.
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A eDCS no CPFm esquerdo facilitou o desempenho da memoria operacional espacial,
especialmente em animais com pior linha de base comportamental.

A eDCS sobre o CPFm esquerdo nao modificou o desempenho da memoria operacional
espacial em animais com desempenho basal 6timo.

A facilitacdo da memoria operacional espacial pela eDCS tem propriedade de longa
duracdo, uma vez que a melhora do desempenho foi observada 4 h ou 10 h apos sua
administracao.

A memantina prejudicou, em perfil dose-resposta de U invertido, o desempenho da
memoria operacional espacial de animais com melhor linha de base comportamental,
enquanto tendeu a facilitar o desempenho de animais com pior linha de base
comportamental, em perfil de U.

Em animais de melhor linha de base comportamental, a eDCS sobre o CPFm esquerdo
atenuou o efeito de prejuizo da memoria operacional espacial produzido pela memantina.
Por outro lado, em animais de pior linha de base comportamental, a eDCS promoveu um
possivel sinergismo em associagdo com a memantina.

Essas interagdes sugerem, em parte, que a eDCS envolveria a mediacao glutamatérgica
pelos NMDARs em seus efeitos. Entretanto, ndo parece ser dependente apenas desse
mecanismo e ¢ sugerido um sinergismo entre a eDCS e a memantina.

O potencial sinergismo entre a eDCS aplicada sobre o CPFm esquerdo e a memantina
poderd futuramente ser investigado em modelos animais que possibilitem estudar as

desordens cognitivas observadas nas doengas neuropsiquiatricas.
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