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RESUMO

A desnutricdo e a ativacdo de vias sensoriais no inicio da vida influenciam o
desenvolvimento neural e o comportamento exploratério de mamiferos. Este trabalho
investigou os efeitos da eletroestimulacdo periférica (EP) precoce sobre a depressdo
alastrante (DA) e o comportamento exploratério em ratos Wistar normonutridos (23%
de proteina) e desnutridos no inicio da vida (8% de proteinas). Do 7° ao 28° dia pds-
natal, os ratos receberam sessdes didrias de EP (pulsos repetitivos de onda quadrada,
duracdo: 1,5 ms; intensidade: 10-40V), com freqii€ncias de 2 ou 60Hz (grupos 2 e 60,
respectivamente). Esta EP foi assimétrica (somente no lado esquerdo do corpo),
aplicada por dois eletrodos circundando as patas. Os animais controles, grupo “sham”,
tinham eletrodos similares colocados nas patas esquerdas, mas ndo foram estimulados.
Os ratos foram avaliados aos 35-45 dias (DA) e 85-105 dias de idade (DA e
comportamento exploratério). A DA foi deflagrada, sob anestesia, na regido parietal
posterior e sua propagacdo foi registrada em dois pontos fronto-parietais do mesmo
hemisfério, por duas horas. Em seguida, os eletrodos foram movidos para o outro
hemisfério e o registro da DA foi realizado por mais duas horas. As velocidades de
propagacdo da DA foram calculadas com base na distincia entre os eletrodos
registradores e no tempo gasto pela DA para percorrer esta distdncia. O comportamento
exploratdrio foi observado, por 5 minutos, em animais acordados, no aparelho campo
aberto. Deambulacdo, freqii€ncia das respostas de levantar-se e de deslocar-se ao centro
do campo, bem como o numero de bolos fecais, foram quantificados. Nos ratos
normonutridos em ambas as idades, no grupo 2Hz, mas nio 60Hz, a EP reduziu as
velocidades da DA no hemisfério contralateral ao lado do corpo estimulado, quando
comparado ao “sham”. Este efeito foi encontrado, nos ratos desnutridos, para ambos as
freqiiéncias, EP com 2Hz e 60Hz. Nenhuma diferenca inter-hemisférica foi vista nos
grupos “sham”. O comportamento exploratério aumentou no grupo normonutrido EP
com 2Hz. Os resultados sugerem um efeito da EP dependente da freqiiéncia e do estado
nutricional sobre a DA e sobre o comportamento exploratério. Os mecanismos
subjacentes ainda sdo insuficientemente entendidos, mas processos pladsticos como
ativacdo de receptores N-metil-D-aspartato, inibicio GABAérgica, e potenciacido e
depressdo a longo prazo podem estar envolvidos. Os dados sdo relevantes por reforcar o
uso terapéutico da estimulagdo elétrica em pacientes neuroldgicos, bem como o uso da
DA como um modelo para estudos experimentais desses recursos terapéuticos.

Palavras Chaves: Eletroestimulagdo periférica, Depressdo alastrante, Desnutrigéo,
Desenvolvimento cerebral, Neuroplasticidade.



ABSTRACT

Both malnutrition and activation of sensory afferences early in life are known to
influence mammal neural development and exploratory behavior. This work
investigated the early effects of peripheral electrostimulation (PE) on cortical spreading
depression (SD) and on exploratory behavior in Wistar well-nourished (23% protein
diet) and early malnourished (8% protein) rats. From postnatal days 7 to 28, rats
received daily PE sessions (repetitive square-wave pulses; duration: 1,5 ms; intensity:
10-40V), with frequencies of 2Hz or 60Hz (respectively 2- and 60- groups). This PE
was asymmetric (only in the left side of the body), delivered by two electrodes attached
to the left paws. A control, sham-group, had similar electrodes attached to the left paws,
but were not stimulated. Rats were tested at postnatal ages 35-45 days (SD) and 95-105
days (SD and exploratory behavior). SD was elicited, under anesthesia, at one parietal
cortical point and its propagation was monitored at 2 fronto-parietal points of the same
hemisphere, for 2h. After that, electrodes were moved to the other hemisphere and SD
recording was performed for 2 more hours. SD velocities of propagation were
calculated based on the interelectrode distance and on the time spent for a SD-wave to
cross this distance. Exploratory behavior was observed in awake animals for 5 min in
the open field apparatus, and ambulation-, rearing- and crossing-responses, as well as
the number of faecal bolus, were quantified. In the well-nourished rats at both age-
ranges, 2Hz-, but not 60Hz, PE reduced SD velocities in the hemisphere contralateral to
the stimulated body-side, as compared to the Sham group. This effect was found, in the
malnourished rats, for both 2Hz- and 60Hz PE. No inter-hemispheric difference was
seen in the sham-PE-stimulated groups, concerning SD-effects. Exploratory behavior
increased in the well-nourished 2Hz-, but not 60Hz-group, and was not altered in the
malnourished rats. The results suggest a frequency- and nutrition-dependent effect of
early EP on SD and on exploratory behavior. The underlying mechanisms are still
insufficiently understood, but plastic processes as N-methyl-d-aspartate receptor
activation , GABaergic inhibition, and long-term potentiation and depression may be
involved. Data are considered relevant to support the therapeutic use of electrical
stimulation in neurological patients, as well as for the use of SD as a model for
experimental studies on that therapeutic resource.

Keywords: Peripheral electrostimulation, Spreading depression, Malnutrition, Brain
development, Neural plasticity.



LISTA DE FIGURAS

1 — Foto da técnica de contenco do animal...........occcerieriiiiieiieiieieeeeee e

2 - GIUPOS EXPETIMEIILAIS. ...eeueeeuteeeeeiierieeteeretesttestte et eteestee st e e eeeseeseesseeenseenseenneenneas

3 - Aparelho de CampPO @DETLO. .......c.eeeuiieiieiieeieee ettt ettt

4 - Registros eletrofisioldgico da depressao alastrante de ratos jovens...........cceceeeueee.e.

5 - Registros eletrofisioldgico da depressdo alastrante de ratos adultos..........cc..ce........

6 - Velocidades de propagacio da depressao alastrante............cccceeeeveeerveensieeenseeesneeennn

7 - Comportamento eXPlOTAtOriO.......ccevvueervierrieeeeieeeriieesrieeerteeeteeesreesssreesseesnareesseeenns




LISTA DE TABELAS

1 — Composi¢do da “Dieta de Manutencdo do Biotério” (Labina)............c..ccceveveenen. 26
2 - Composicdo da “Dieta Basica Regional” (DBR).........cccocoviviiinniiiniiieiieeieeeieee 27
3 - EVOIUCA0 PONAEIAL....cc.ueiiiiiiiiiiiiiiieeiee ettt ettt st e s s 41
4 - PeS0S @NCEIAIICOS. .. ..eouiiiiiieiiintie ettt 42
5 - Velocidade de propagacdo da depressao alastrante...........coecceeceereeneerieeeneeeneenenene 47




Ag-AgCl
ANOVA

D-2
D-60
D-Sham
DA
DBR
DMB
DP
EC
ECoG
EP
KCl
LAFINNT
N
N-2
N-60
N-Sham
NMDA
SNC
UFPE
\Y%
VLV

LISTA DE ABREVIATURAS

Prata-Cloreto de prata

Andlise de variancia

Grupo desnutrido

Grupo desnutrido eletroestimulado com 2Hz

Grupo desnutrido eletroestimulado com 60Hz

Grupo desnutrido ndo estimulado (estimulagéo ficticia)
Depressio alastrante cortical

Dieta bésica regional

Dieta de manutenc¢éo do biotério

Desvio padrio

Estimulagdo cortical

Eletrocorticograma

Eletroestimulacéo periférica

Cloreto de potéssio

Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddsio
Grupo normonutrido

Grupo normonutrido eletroestimulado com 2Hz
Grupo normonutrido eletroestimulado com 60Hz
Grupo normonutrido ndo estimulado (estimulacao ficticia)
N-metil-D-aspartato

Sistema nervoso central

Universidade Federal de Pernambuco

Volts

Variacdo lenta de voltagem



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

L INTRODUGAO . .......ooieeeeeeeeeeeeeeeetee et es s se e seenesssesnesaes 12
1.1 Desnutricao € SiStema INETVOSO......eeruieruieeieeieeiteesteeteeteesteeseeeseeeeneeese et esneeeneeeneeens 12
1.2 Estimulacao Sensorial, Sistema Nervoso € Desnutrigao...........ceeeeeeeeieeneenieeeseeenienne 13
1.3 Depressao Alastrante, Desnutri¢do e Eletroestimulacfo...........cceeeevieeerienienieneeenen. 14
1.4 Estimulag@o Sensorial, Desnutricdo € Comportamento.............ceeeeveerveeeniveesseeeennnns 17
2 JUSTIFICATIVAS . ..ottt sttt ettt sttt et sa et s e e nieens 19
B HIPOTESES. ... .ottt ettt ettt e a et st nbesse et e seeasesseeneenes 20
4 OBIETIVOS.....co oottt ettt ettt ettt ettt et e naesae et e seeneenseeneenseseeens 10
AT GeIAL ittt st ettt aees 21
4.2 ESPECTIICOS. - ettt ettt ettt ettt et et ettt et e e et et e e bt e eneeenteeate e e e eneeens 21
S MATERIAIS E METODOS........oooioiiteieeteeee ettt 23
50T ADIIMIATS. .ottt ettt ettt et et et ettt et b e bt st st e e 23
5.2 GrupoS EXPEIIMENTALS. ......eevueeriiiriirieiniie sttt ettt ettt ettt st ebe et e st e s e 23
5.2.1 CondigA0 NULTICIONAL .....eoueeeiiiiieiie ettt 23
5.2.2 Eletroestimulagao PerifériCa........ccecvvirriiiirieiiiie et 28
5.3 Andlise CompPOrtamental............occueeeriieeriiiriiiieeiee e eeiee e e st eesiaeeseeesareesbeesseseenns 29
5.4 Registro Eletrofisiol6gico da Depressao Alastrante ...........ccecceeeeveerieeeereeesiveesnenenns 34
5.5 Determinag0es PONAETais. ... ...uivuiieeiiiiiiiieeiieciiee ettt et e st essrae e ssee e 36
5.5.1 PeSOS COTPOTAIS. .....eueeeeeieeeeeeteette ettt ettt e et e e e te et et e st e eeeeaneesaeeeas 36
5.5.2 Pes0oS ENCEIAIICOS. .....cc.uiriiiiiiiiiniiiiiiiii ettt 36
S5.0ANALISE ESTAtISTICA. ..eeveeeuieeieetieie ettt ettt ettt ettt et e s e e eeas 37
6 RESULTADOS. ...ttt sttt ettt ettt ene et e e enbesseensenneenes 28




6.1 Pesos Corporais € ENCefaliCo.......c.oovviiiriiiiiiiiiiieeiieeieeeie et 28
6.2 Velocidade de Propagacdo da Depressdo Alastrante.............cceeeuveeeeieeneenneeeneeeneeenne 28
6.3 Andlise ComMPOTtaAMENTAL.........coeeiiiriiieeeiieeiieeeiee et eite e eee e st esetaeessaesnreesneeens 39
T DISCUSSAO. ... et es s sranaes s 48
8 CONCLUSOES........ooueeeeeeeeeeeeeeeeee e esae e aes st es s sanasees s 60
O PERSPECTIVAS . ...ttt sttt sttt sttt et ss e ne e e esaennenneens 61
10 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......couteieieieieeeteeeee ettt 62
LT ANEXOS. ...ttt ettt et sttt e s st s te s e et enteesaense e st enseeneenes 77
11.1 Anexo A-Artigo Publicado 2005...........ooiiiiiiiieiiiieieeeiie et s 78
11.2 Anexo B-Artigo Publicado 2006...........c.ceeeiiiriiiiiniiiiiieeiee et 85




12

1. INTRODUCAO

1.1 Desnutric¢io e sistema nervoso

Apesar da indicacdo, de estudos da Organizacdo Mundial de Sadde, de que a
desnutricdlo em criancas de paises em desenvolvimento vem declinando
progressivamente nas duas dltimas décadas (ONIS et al., 2000), a desnutri¢do infantil
ainda permanece como um sério problema de saude publica nestes paises, entre os
quais se inclui o Brasil. A alta prevaléncia de desnutri¢do infantil em varias partes do
mundo € preocupante, uma vez que a desnutri¢do, quando no inicio da vida, pode levar
a alteracOes estruturais e funcionais altamente desfavordveis para diversos sistemas
organicos em desenvolvimento, dentre eles o sistema nervoso (MORGANE et al,
1993). Para este ultimo, a deficiéncia nutricional serd tanto mais danosa quanto mais
precoce se estabelecer a desnutricdo, pois nessa condi¢cdo as chances de recuperagio

total sdo bastante reduzidas.

Nas fases iniciais da vida, os processos implicados no desenvolvimento cerebral
(divisdo celular —neurogénese e gliogénese, migracdo e diferenciacdo celular, formagéo
da bainha de mielina, de sinapses, sintese e liberacdo de neurotransmissores) ocorrem
com mdxima velocidade. Por esse motivo, essa fase € denominada de periodo de
crescimento rdpido do cérebro ou também de periodo critico, porque nela o sistema
nervoso € mais vulnerdvel a agressdes externas, entre elas a defici€éncia nutricional
(DOBBING, 1968). Este periodo critico ocorre em épocas distintas nas diversas
espécies de animais. Em alguns mamiferos, o desenvolvimento do cérebro comeca ja na
embriogénese e continua durante uma fase relativamente curta da vida pds-natal. Essa

fase, em seres humanos, estende-se do terceiro trimestre da gestacdo até os primeiros
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anos de vida pés-natal (2-4 anos). Em cobaias, este periodo corresponde apenas a vida
pré-natal e no rato, coincide com o periodo de aleitamento (SMART & DOBBING,

1971).

A severidade das alteracdes induzidas pela desnutricdo ndo sé depende do grau
de maturidade do sistema nervoso no inicio da privagdo, mas também da duracdo, da
intensidade e do tipo de desnutricdo. Nessa fase € grande a vulnerabilidade do cérebro,
ndo sO as varidveis nutricionais (MORGANE et al., 1993), como também aquelas
representadas por deficiéncia ou excesso de estimulacdo sensorial (SANTOS-
MONTEIRO et al., 2000). Os efeitos da associacdo dessas duas varidveis foram

estudados neste trabalho, como sera descrito adiante.

1.2 Estimulacao sensorial, sistema nervoso e desnutri¢cao

Como comentado acima, funcdes neurais bdsicas, como o processamento de
informacdes sensoriais (por meio dos cinco 6rgios dos sentidos) e a percepcdo das
sensacdes correspondentes, podem ser alteradas, na desnutri¢do, em extensdes variadas
e de forma diretamente proporcional a intensidade e a duracdo da deficiéncia
nutricional (MORGANE et al., 1978; 1993; GUEDES, 2005). Em relagdo a associacio
entre desnutricdo e estimulagdo sensorial, evidéncias do nosso laboratério
demonstraram que a magnitude de alteracdes eletrofisioldgicas corticais induzidas pela
estimulagdo de vias sensoriais durante o desenvolvimento parece depender do status

nutricional do animal (SANTOS- MONTEIRO et al.,2000).

Tem sido convincentemente demonstrado que a estimulacdo ambiental no inicio
da vida pode influenciar o desenvolvimento e as funcdes cerebrais (RENNER &

ROSENZWEIG, 1987). Tais efeitos sdo ao menos em parte devido a ativacdo de varias
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vias sensoriais durante a estimulagdo ambiental (SANTOS-MONTEIRO et al., 2000).
Pela mesma légica, a aplicacdo da eletroestimulacdo periférica (EP), para ativar uma
Unica via sensorial, pode também interferir no funcionamento do sistema nervoso
central (FUJII et al., 1996; FROC et al., 2000) e ser benéfica no tratamento de varias
doengas neuroldgicas (FRASER et al., 2002; CHEN et al., 2005). De fato, evidéncias
recentes em humanos adultos revelaram que a EP modifica a excitabilidade cortical
(KAELIN-LANG et al., 2002) e aumenta a eficdcia da reabilitacao motora (POWELI et

al., 1999; WONG et al., 1999; CONFORTO et al., 2002).

A estimulacdo elétrica com vdrias freqiiéncias aplicadas em certas partes do
corpo pode ter efeitos especificos sobre o sistema nervoso central. Por exemplo, a EP
com 2Hz produz um aumento significativo da libera¢do da encefalina, enquanto que a
EP com 100 Hz aumenta a liberacéo de dinorfina na medula espinhal (FEI et al., 1986;
HAN & SUN, 1990; Han, 2003). Os mecanismos centrais envolvidos nesta codificagdo
de freqiiéncias ainda ndo estdo esclarecidos. Do ponto de vista eletrofisioldgico, tais
efeitos podem ser estudados por meio do fendmeno conhecido como “depressdo
alastrante da atividade elétrica cerebral” (DA), utilizado no presente trabalho, e que

serd descrito a seguir.

1.3 Depressao alastrante, desnutricio e eletroestimulaciao

O desenvolvimento tecnoldgico no campo da eletrdnica permitiu a constru¢ao
de equipamentos que propiciam o registro e andlise da atividade elétrica cerebral.
Esse fato acrescentou um importante capitulo ao estudo do cérebro: a eletrofisiologia. A
atividade elétrica neuronal € a principal caracteristica fisiolégica do tecido nervoso.

Portanto, os métodos e as técnicas que permitem o registro e a andlise dessa atividade
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podem fornecer informagdes importantes para que se compreenda como esse Orgio

funciona, tanto sob condi¢des normais, como patolégicas (GUEDES, 2005).

Em nosso laboratério, pesquisa-se experimentalmente o funcionamento do
sistema nervoso através de estudos eletrofisioldgicos, em que se utiliza o fendmeno da
depressao alastrante cortical (DA). A DA foi descrita pela primeira vez como uma
“onda” propagivel, de depressio da atividade elétrica cortical espontinea (LEAO,
1944). O fendémeno consiste numa resposta local reversivel do tecido cortical,
provocada por estimulagcdo elétrica, mecanica ou quimica. Essa onda de depressdo
propaga-se de forma concéntrica por todo o cértex (com velocidade da ordem de 2 a 5
mm/min) e ao final de 10 a 15 min, o tecido cortical recupera-se. A medida que a DA
se propaga para regides cada vez mais afastadas, a atividade elétrica comeca a se
recuperar a partir do ponto estimulado. Associada a depressdo no EEG, é observada
uma variagdo de voltagem continua (DC), caracterizada por um curso temporal muito

lento, na regido cortical invadida pela DA (LEAO, 1947; 1951).

Desde a primeira descricdo da DA, intimeras pesquisas t€m sido feitas para
esclarecer os processos responsaveis por este fenomeno. O envolvimento de alguns fons
(MARTINS-FERREIRA et al., 1974; GUEDES & DO CARMO, 1980) e de sistemas
de neurotransmissores (GUEDES et al., 1987a; 1988; 1992; 2002; AMANCIO-DOS-

SANTOS et al., 2006) t€m sido sugeridos.

A susceptibilidade cortical ao fendmeno da DA depende das condi¢cdes em que
se encontra o tecido cerebral, de modo que, em alguns casos, o cdrtex pode se tornar
mais vulnerdvel ao fendmeno, a julgar pelas velocidades de propagagdo mais altas, e,
em outros, se tornar mais resistentes, a julgar pelas velocidades mais baixas. Dentre as

condi¢des que dificultam a propagacdo da DA pode-se mencionar o envelhecimento
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(GUEDES et al., 1996), o uso de anestésicos (GUEDES & BARRETO, 1993), o
hipotireoidismo (GUEDES & PEREIRA-DA-SILVA, 1993), dietas hiperlipidicas
(MEDEIROS, 1996), a manipulacdo do sistema serotoninérgico através de dietas
(VERCOSA, 1997) e de drogas (TRINDADE-FILHO, 1995; ARA(JJO, 1997,
CABRAL-FILHO et al.,1995; GUEDES et al.,2002; AMANCIO-DOS-SANTOS et al.,
2006). Por outro lado, a hipoglicemia (XIMENES-DA-SILVA & GUEDES, 1991), a
privacdo de sono paradoxal (GUEDES, 1984), o tratamento com agonistas do dcido
gama-amino-butirico (GUEDES et al, 1992), a desnutricio (GUEDES, 1984) e dietas
hipolipidicas (MEDEIROS, 1996) facilitam a velocidade de propagacdo deste
fenomeno. Os efeitos facilitatérios da desnutricdo no inicio da vida sobre a
susceptibilidade cortical 2 DA tém sido determinados em diversos estudos
experimentais (GUEDES, 1984; ANDRADE et al., 1990; XIMENES-DA-SILVA &
GUEDES, 1991; ROCHA-DE-MELO, 1994). No entanto, se a desnutri¢do ¢ imposta

apenas na idade adulta, ndo h4 alteracdes sobre a DA (GUEDES et al., 1987b).

Com respeito aos efeitos da estimulacdo ambiental sobre a DA, Santos-Monteiro
et al. (2000) demonstraram reducdo da velocidade de propagacdo desse fendmeno em
ratos submetidos, durante o aleitamento, a episddios didrios de estimulagdo multi-
sensorial. E muito provével que tal efeito ocorra com a participacio da ativacio central
(cerebral), por meio das vias sensoriais ativadas durante a estimulacdo multi-sensorial.
Para esclarecer a participacdo da via somestésica nesse efeito, decidiu-se, no presente
trabalho, avaliar as possiveis modificacdes da DA em ratos submetidos a EP durante o
aleitamento. Adicionalmente, aliou-se, ao estudo eletrofisiolgico, a investigacao de

alteracdes comportamentais na idade adulta, pelas razdes abaixo descritas.
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1.4 Estimulacao sensorial, desnutricao e comportamento

A funcdo basica do sistema nervoso, do qual o cérebro ¢ o componente mais
importante, é gerar comportamento (GUEDES, 1985). No inicio da vida, intimeras
condi¢des que afetam o sistema nervoso central podem alterar o comportamento dos
individuos na idade adulta. Ha diferencas, por exemplo, no desempenho dos animais
normonutridos e de animais desnutridos, quando submetidos a condicionamento que
visa a desenvolver comportamentos novos, como achar a saida de um labirinto para
receber comida ou saltar para uma plataforma a fim de evitar um choque elétrico nas
patas (TEODOSIO et al, 1979). Certos tipos de estimulagio ambiental administrada
durante o periodo critico do desenvolvimento neural podem permanentemente
modificar o comportamento adulto (ESCORIHUELA et al.,1994). Estimulacio
sensorial durante o desenvolvimento pode também interferir em certos comportamentos

de ratos adultos, como o comportamento exploratério (ROCHA & MELLO, 1994).

O termo "atividade exploratéria” € amplamente utilizado em pesquisas
relacionadas ao comportamento animal. Num sentido geral, refere-se a todas as
atividades relacionadas a obteng¢do de informacdo acerca do ambiente, as quais
abrangem ndo so as respostas reflexas imediatas de aten¢do, como também as respostas
voluntérias tipicas. Para o estudo experimental do comportamento exploratério, tem-se
usado a exposicdo do a um ambiente nunca experimentado anteriormente. Para isso,
usa-se um aparelho denominado “Campo Aberto”(em inglés: open field). O pressuposto
basico envolvido nesse estudo de confinamento em um novo ambiente € que, no intuito
de explorar o ambiente, o animal precisa locomover-se nele. Dessa forma, a quantidade

de movimento passa a ser um indicador de atividade exploratéria (NAHAS, 1999).
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O teste do Campo Aberto foi originalmente descrito por Hall (1951) como uma
arena circular para testar os efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emocionalidade
em animais. Esse teste baseia-se em parametros como: taxas de deambulacdo e de
defecacdo do animal, freqiiéncia de comportamento de levantar-se, dentre outros,
durante o seu desempenho no teste. No presente estudo o teste do Campo Aberto
complementou o estudo eletroencefalogrifico para avaliar os efeitos da EP sobre o

desenvolvimento cerebral em animais desnutridos precocemente.
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2. JUSTIFICATIVA

Em nosso laboratério, evidéncias recentes mostraram que a propagacdo da DA
encontra-se dificultada quando submetemos o animal, durante o desenvolvimento
cerebral, a estimulos ambientais (SANTOS-MONTEIRO et al., 2000), sugerindo que a
estimulagdo de vias sensoriais durante o desenvolvimento do sistema nervoso pode
interferir com a susceptibilidade cortical a DA. Diante disso considerou-se relevante
investigar tais efeitos da eletroestimulacdo periférica (EP) unilateral, sobre a atividade
elétrica cerebral e sobre o comportamento exploratério, avaliados respectivamente pela
susceptibilidade cortical ao fendmeno da DA e pelo aparelho de campo aberto. Esta
investigacdo experimental pode subsidiar, de forma relevante, estudos de aplicacdes
clinicas em fisioterapia, envolvendo a EP em paises em desenvolvimento, onde a

desnutri¢do infantil continua sendo um sério problema de satide publica.
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3. HIPOTESES

A ativacdo repetitiva de aferéncias cutdneas somato-sensoriais por meio da EP,
durante o desenvolvimento, reduz a susceptibilidade cortical a depressdo alastrante,

como também altera o comportamento exploratério do animal.

Estes efeitos sdo influenciados pelo estado nutricional no inicio da vida e se tornam

permanentes, sendo detectdveis na vida adulta.

A acdo da EP sobre a DA e o comportamento sdo dependente da freqii€ncia

empregada na estimulag@o.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar, em ratos jovens (35-45 dias) ou adultos (95-105 dias),
normonutridos ou desnutridos no inicio da vida, os efeitos da eletroestimulacao
periférica unilateral precoce sobre pardmetros ponderais, eletrofisiolégicos cerebrais

(ECoG e DA) e comportamentais (atividade exploratéria).

4.2 Especificos

= Avaliar a evolucdo do peso corporal durante o desenvolvimento, em funcido do
estado nutricional e da condi¢édo de EP;
= Analisar os efeitos agudos (aos 35-45 dias) e duradouros (aos 95 e 105 dias) da
desnutricdo e da EP unilateral precoce em ratos sobre a susceptibilidade cortical ao
fendmeno da depressdo alastrante;
= Analisar e comparar os efeitos de duas freqiiéncias (de 2 Hz e 60 Hz) de EP sobre

as caracteristicas eletrofisiolégicas da DA;

= Comparar os parametros acima, nos dois hemisfério cerebrais, para verificar se a
eletroestimulacdo periférica aplicada unilateralmente estd associada a efeitos
assimétricos cerebrais;

= Avaliar, em ratos adultos (entre 85 e 95 dias de vida), normais ou previamente
desnutridos (no aleitamento), os efeitos da eletroestimulag@o periférica unilateral
sobre o desenvolvimento das respostas exploratdrias, através do estudo

comportamental no teste do Campo Aberto.
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= Verificar se o peso timido e seco dos hemisférios cerebrais (direito e esquerdo) e do
cerebelo foram alterados pela aplicacdo precoce da eletroestimulacdo periférica

unilateral.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 200 ratos machos e fémeas da linhagem Wistar, da coldnia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Esses
animais foram mantidos sob condicdes padrdo do biotério, em sala a temperatura de 22
+ 1° C, submetidos a um ciclo artificial claro-escuro de 12/12 horas (o escuro
iniciando-se as dezoito horas), com livre acesso a dgua e comida.

Os ratos neonatos foram aleatoriamente distribuidos, vinte e quatro horas apds o
parto, em ninhadas de seis filhotes por mae. Em seguida, os animais foram agrupados
de acordo com a descricdo abaixo.

Todos os procedimentos utilizados no presente estudo foram submetidos a
apreciacdo da comissdo de ética em experimentacio animal da UFPE, e foram por ela

aprovados.

5.2 Grupos experimentais

5.2.1 Condicao Nutricional

Os animais foram, divididos em dois grupos, segundo a dieta materna:

1. Grupo N (n=110)- Ratos amamentados por maes que foram alimentadas
com a dieta de manutencdo do biotério (DMB - LABINA, "Purina do Brasil”,
considerada dieta controle, contendo 23% de proteina de origem mista, animal e

vegetal; Tabela 1), desde a gestacdo das mées até o dia do registro eletrofisioldgico.
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2. Grupo D (n=90)- Ratos desnutridos, aleitados por nutrizes que, durante
a lactacdo, receberam a ‘“Dieta Basica Regional” — DBR (Tabela 2), com
aproximadamente 8 % de proteina (TEODOSIO et al., 1990). Apés o desmame, os
filhotes foram mantidos com DMB até o término do experimento. O modelo
experimental de desnutricdo pelo uso da DBR foi desenvolvido para reproduzir, em
laboratorios, um tipo de desnutricdo similar ao que foi descrito em humanos
(TEODOSIO et al., 1990). A DBR ¢ uma dieta experimental feita com alimentos que
constituiam a base da refeicdo de algumas comunidades rurais economicamente
desfavorecidas no nordeste brasileiro (Zona da Mata, do estado de Pernambuco). Esses
alimentos foram determinados por um inquérito nutricional desenvolvido pelo
Departamento de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco (BATISTA-FILHO
et al., 1968). A partir desses inquéritos foram identificados os quatros alimentos basicos
mais freqiientemente consumidos (feijdo mulatinho = Phaseolus vulgaris, farinha de
mandioca = Manioc esculenta, batata doce = Ipomaea batatas e carne de charque =
carne bovina salgada e prensada). A DBR ¢é rica em carboidratos e fibras, mas pobre em
vitaminas, minerais, gorduras e proteinas, as quais sdo predominantemente de origem
vegetal. Apesar de simular a desnutricdo humana da area estudada na década de 70, ela
ainda reproduz, neste aspecto, dietas comuns em populacdes de virios paises em
desenvolvimento (MCLAREN & PELLETT, 1970; RAMOS-ALIAGA, 1978). Estudos
experimentais comprovaram que a DBR pode levar a alteragbes significativas em
parametros fisioldgicos, bioquimicos, metabdlicos do sistema nervoso, similares aos
vistos em humanos desnutridos (GUEDES, 1984; GUEDES et al., 1987b; SILVA et al.,
1987; TEODOSIO et al.,1990; ANDRADE et al., 1990; ROCHA-DE-MELO &
GUEDES, 1997; PICANCO-DINIZ et al., 1998; COSTA-CRUZ & GUEDES, 2001;

GUEDES et al., 2002).
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Cada um dos dois grupos acima, nutricionalmente distintos, foi subdividido em
3 subgrupos: 2 submetidos a eletroestimulacio periférica precoce (grupo EP) e 1

controle para essa estimula¢do (grupo EP- “sham”; vide descri¢do adiante).
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TABELA 1 — Composicao da dieta de manutengdo do biotério "Labina" (Purina
do Brasil Ltda)*

Composicdo Basica: Milho, Farelo de Trigo, Farelo de Soja, Farinha de Carne,
Farelo de Arroz Cru, Carbonato de Calcio, Fosfato Bicalcico, Sal, Pré-Mix.

ENRIQUECIMENTO POR KG DE PRODUTO

Vitamina A 20.000 UI
Vitamina Ds 6.000
Vitamina E 30 UI
Vitamina K 6 mg
Vitamina B, 10mg
Vitamina B, 28 mg
Pantotenato de Célcio 24 mg
Niacina 95 mg
Tiamina 4 mg
Colina 2.000 mg
Pirodoxina 6 mg
Biotina 0,1 mg
Acido Félico 0,5 mg
Manganés 50 mg
Iodo 2 mg
Ferro 65 mg
Zinco 35 mg
Cobre 26 mg
Antioxidante 100 mg
NIVEIS DE GARANTIA
Unidade (max.) 13,0%
Proteina (min.) 23,0%
Extrato Etéreo (min.) 2,5%
Matéria Fibrosa (max.) 9,0%
Matéria mineral (max.) 8,0%
Cilcio (Ca) (max.) 1,8%
Fosforo (P) 0,8%

*Segundo Purina do Brasil Ltda.
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TABELA 2- Composicdo centesimal da “Dieta Bdsica Regional” (DBR), segundo
TEODOSIO et al.,(1990), usada nos grupos desnutridos. PTN: Proteina; HC:
Carboidratos; L: Lipidios; C: Cinzas; F: Fibras

Ingredientes

Composigdo (g%)

PTN HC L C F Kcal %

Feijao Mulatinho® 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76
(Phaseolus vulgaris)

Farinha de mandioca | 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,80
(Manioc esculenta)

Carne de Charque® 3,74 2,74 - 0,06 0,06 - 11,50

Gordura da Charque 0,35 - - 0,35 - - 3,15

Batata Doce® 12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 41,43
(Ipomaea batatas)

TOTAL 100,00 7,87 6924 0,80 126 7,21 315,64

a= Cozido, seco e moido
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5.2.2 Eletroestimulacao Periférica

A eletroestimulagdo periférica unilateral iniciou-se ao 7° dia de vida e
constituiu-se de sessdes didrias (entre 11:00hs e 14:00hs) durante um periodo de 3
semanas, com dura¢io de 15 minutos na 1 semana, 20 minutos na 2* ¢ de 30 minutos
na 3" semana. Para essa eletroestimulac¢do, foram fixados unilateralmente dois eletrodos
pequenos de folha de aluminio (de uso culindrio), em forma de anel, com 5 mm de
largura, circundando a superficie dos membros esquerdos (anterior e posterior) dos
filhotes. No local de colocagdo dos eletrodos, pele foi previamente umedecida com um
gel condutor. Em seguida, os animais foram envoltos em uma faixa pléstica, de modo a
dificultar sua mobilizacdo. O conjunto foi suspenso e fixado a uma haste metilica,
impedindo o contato dos membros do animal com o solo e o seu deslocamento (Figura
1). O eletrodo de polaridade negativa foi sempre colocado na pata anterior do animal.
Os eletrodos conectados a um eletroestimulador modelo S88 (Grass Medical
Instruments) permitiram que os animais fossem submetidos a eletroestimulacdo, com

pulsos de onda quadrada, utilizando os seguintes parametros:

1. Grupo EP-2(n=65, sendo 36 N e 29 D)- Freqiiéncia de 2Hz, intensidade entre 10-
40V* e duracdo de pulso de 1,5ms;

2. Grupo EP-60 (n=69, sendo 37 N e 32 D)- Freqiiéncia de 60Hz, intensidade entre
10-40V* e duracio do pulso de 1,5ms;

3. Grupo EP-‘‘sham” (estimulag#o ficticia; n=66, sendo 37 N e 29 D)- Submetidos
aos procedimentos de conteng¢do e fixacdo dos eletrodos, pelo mesmo tempo dos
dois outros grupos, mas sem estimulacgao.

* grandezas estabelecidas pelo pesquisador; a intensidade foi definida como aquela maior voltagem do

estimulo em que o animal ndo apresentava vocalizag@o, sugestiva de sensagdo dolorosa. As voltagens

médias (£ desvio padrdo, em V), em cada grupo, nas 3 semanas, foram os seguintes: N60- 1°. semana, 20
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+8,92; 2% semana, 20 + 5,86; 3% semana, 17 + 6,47; N2- 1*. semana, 20 + 5,48; 2*.semana, 19 + 4,94; 32,
semana, 18 + 5,75; D60- 1*. semana, 18 *+ 5,15, 2°. semana, 20 + 5,20; 3 semana, 17 + 5,66; D2- 1°
semana, 22 + 6,29; 2°%. semana, 24 + 5,78; 3*. semana, 20 + 7,19.

Todos os grupos experimentais estdo descritos na figura 2.

5.3 Analise comportamental

A andlise comportamental foi realizada aos 85-95 dias de idade, isto &,
aproximadamente 10 dias antes dos registros eletrofisioldgicos, nos mesmos animais.
Para isso, foi empregado um aparelho de campo aberto, utilizado para observar a
atividade exploratéria em roedores. Cada animal foi colocado, sozinho, no centro de
uma arena circular com um piso de madeira (85 cm de didmetro x 51,5 cm de altura),
dividida por trés circulos concéntricos separados por 17 cm. Esses circulos delimitaram
3 anéis: um central, um intermediario e um distal. O anel central, com 17 cm de
diametro, ndo tinha subdivisdes. O anel intermedidrio foi subdividido em 6 setores
iguais, obtidos pelo desenho de 6 segmentos de reta que formavam angulos de 60° em
relacdo ao centro da drea circular. O anel distal, pela mesma metodologia, foi
subdividido em 12 setores iguais (pelo desenho de 12 segmentos de reta que formavam
angulos de 30° em relacdo ao centro da drea circular; Figura 3). Nesse aparelho, foi
observada, em uma unica sessdo (entre 11:00hs e 14:00hs), a atividade exploratéria de
cada animal durante 300 segundos (um animal de cada vez). Durante a observacao, as
condi¢cdes ambientais foram controladas: iluminagdo ténue (luz infravermelha), ruidos
externos minimizados e 22+ 2°C de temperatura ambiente. Para reduzir as influéncias
de um animal sobre o comportamento do préximo a ser testado, o aparelho foi
cuidadosamente limpo com &lcool diluido, para eliminar as informacdes olfatérias de

territorialidade representadas pela urina e fezes do rato anteriormente observado.
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O teste consistiu na mensuracdo, durante 300 segundos, dos seguintes

comportamentos:

e A distancia percorrida;
e A freqiiéncia do comportamento de levantar-se (rearing);
¢ O ntumero de vezes que o animal deslocava-se atingindo o centro do campo;

e O numero de bolos fecais.

A distancia percorrida foi aferida a partir da anotacdo do nidmero de setores,
desenhados no piso do aparelho, que foram transpostos pelos animais. Essa

quantificagcdo de deslocamento do animal € um indicador da sua atividade exploratdria.

A resposta exploratéria de levantar-se nas patas traseiras (rearing)
freqiientemente se correlaciona com outras atividades como auto-limpeza corporal,
reacOes de defesa e sexuais e tem sido utilizada como medida do nivel de excitabilidade
(BIRKE & ARCHER, 1983). Conforme o animal explore mais as regides periféricas ou
centrais do aparelho, € possivel inferir um maior ou menor nivel de medo ou ansiedade,
respectivamente. As reacdes do sistema nervoso neurovegetativo foram avaliadas pela
taxa de defecacdo obtida através da contagem do nimero de bolos fecais que o animal

elimina em uma sessao de teste.
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FIGURA 1- Foto ilustrando a técnica de conten¢do do animal, bem como a posi¢do dos
dois eletrodos estimuladores, aplicados nas patas esquerdas (um em cada pata). O
eletrodo de polaridade negativa foi sempre colocado na pata anterior do animal. As
sessoes diarias de estimulacio elétrica repetitiva foram realizadas entre o 7° e 28° dia
de vida pés-natal (detalhes em métodos).
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Grupos Experimentais n=200

| Normonutridos (110) I gl Desnutridos (90) |

—
| 2Hz (16) |

[2Ed9]
¥ ' \ L\ v \ v
| _DA@3545d) | | Comportamento (8595d) [ DA(95-105d) | | DA(3545d) | [ Comportamento (8595d)| | DA (95-1050)

FIGURA 2- Esquema demonstrativo dos grupos experimentais. Ratos jovens (35-45
dias de vida) e adultos (85-105 dias), normonutridos (amamentados por nutrizes
alimentadas com a dieta de manutengdo do biotério, com 23% de proteina desde a
gestacdo) e desnutridos (amamentados por mées que receberam a dieta basica regional
-DBR, com 8% de proteina, da gestacdo até o desmame -21 dias). “Sham” - ndo
estimulado; grupos eletroestimulados com freqiiéncia de 60Hz e 2Hz. Os nimeros entre
parénteses indicam a quantidade de animais em cada grupo.
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' h=51,5cm

FIGURA 3- Desenho esquematico do aparelho de campo aberto utilizado para observar
a atividade exploratéria em roedores. Cada animal foi colocado no centro da arena
circular com uma superficie de madeira (85 cm de didmetro x 51,5 cm de altura),
dividida por trés circulos concéntricos separados por 17 cm. Esses circulos delimitaram
3 anéis: um central, um intermedidrio e um distal. O anel central, com 17 cm de
didmetro, nao tinha subdivisdes. O anel intermediario foi subdividido em 6 setores
iguais, obtidos pelo desenho de 6 segmentos de reta que formavam angulos de 60° em
relacdio ao centro da drea circular. O anel distal, pela mesma metodologia, foi
subdividido em 12 setores iguais (pelo desenho de 12 segmentos de reta que formavam
angulos de 30° em relacdo ao centro da drea circular). Durante o procedimento, as
condi¢des ambientais foram controladas: iluminacdo té€nue (luz infravermelha), ruidos
externos minimizados e 22+ 2°C de temperatura ambiente. O teste consistiu na
mensuragdo, durante 300 segundos, dos seguintes comportamentos: Deambulacio,
levantar, cruzar o centro do campo e o niimero de bolos fecais eliminados pelo animal.
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5.4 Registro eletrofisiolégico da depressao alastrante

Cada animal dos diferentes grupos experimentais, aos 35-45 (grupo jovem) e aos
95-105 (grupo adulto) dias de idade, foi anestesiado com 1 mL/kg de peso corporal, de
uma solugdo de uretana a 10% + cloralose a 0,4% (dose de 1000 mg/kg de uretana + 40
mg/kg de cloralose), via intra-peritoneal. O animal respirou espontaneamente e foi
colocado em decubito ventral sobre um aquecedor elétrico de temperatura reguldvel.
Este aparelho permitiu a manuten¢do da temperatura retal do rato em 37,5 £ 1°C,
verificada continuamente por um termOmetro. Em seguida, a cabeca do animal foi
fixada a base de um aparelho estereotixico (marca "David - Kopf", USA, modelo 900),
de modo a permitir a incisdo da pele e a remogdo do peridsteo para exposicdo do cranio.
Por meio de trepanacdo, foram feitos 6 orificios, sendo 3 em cada lado do cranio
(anterior, médio e posterior, de cerca de 2 a 4 mm de didmetro cada), alinhados
paralelamente a linha média.

Os registros eletrofisiologicos foram feitos com eletrodos do tipo "Ag-AgCl",
conectados a um poligrafo modelo 7D (Grass Medical Instruments). Os eletrodos eram
confeccionados no préprio laboratério (Bezerra et al., 2005). Para isso, fios de prata de
3 cm foram limpos e imersos em uma solugdo de Ringer com a finalidade de promover,
por meio de eletrdlise, a deposi¢do de uma fina camada de AgCl nesses fios. Em
seguida, eles foram colocados em tubos conicos de polietileno com 5 cm de
comprimento, 5 mm de didmetro superior e 0,5 mm de didmetro interno na extremidade
inferior. Esses tubos foram preenchidos com uma solucdo de Agar-Ringer a 1,5%. Dois
eletrodos assim preparados, foram colados com cola a base de cianoacrilato, de modo a
formarem um par, com distancia fixa entre as pontas (variando, de um par a outro, entre
3 e 5,5mm). Esse par era preso em uma haste de madeira, e esta a um sistema de

alavancas que permitia a movimentagao dos eletrodos para cima e para baixo por meio
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do acionamento de um parafuso. Estes dois eletrodos foram posicionados sob a
superficie cortical exposta dos orificios de registro. Um terceiro eletrodo do mesmo tipo
foi colocado sobre os o0ssos nasais e serviu de referéncia comum ("eletrodo de
referéncia") aos dois eletrodos registradores. Esses registros foram realizados com um
par de eletrodos “registradores”" em 2 pontos de cada um dos hemisférios cerebrais na
drea fronto-parietal. O registro foi feito por um periodo minimo de quatro horas, sendo
duas horas em cada hemisfério. Em metade dos animais de cada grupo, as primeiras
duas horas do registro foram no hemisfério direito (contralateral) e na outra metade, no
esquerdo (ipsilateral).

Através dos eletrodos registradores foram detectadas e registradas,
simultaneamente, a atividade elétrica cortical (ECoG) e a variagdo lenta de voltagem
(VLV) que acompanha a DA.

A DA foi provocada, a cada 20-30 minutos, por estimulagdo quimica: uma
pelota de algoddo de 1 a 2 mm de didmetro, embebida em uma solucdo de cloreto de
potassio (KCI) a 2%, colocada durante 1 minuto sobre um ponto da superficie cortical
ao nivel do orificio de estimulag¢do, na regido parietal posterior. A velocidade de
propagacdo da DA foi calculada com base na distancia entre os eletrodos registradores
e no tempo gasto pela DA para percorrer esta distdncia. Para cada uma das horas de
registro foram calculadas as velocidades médias de propagagdo do fendmeno. O mesmo

procedimento foi realizado no outro hemisfério cerebral, para comparacao.
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5.5 Determinacoes ponderais

5.5.1 Pesos Corporais

O peso corporal foi obtido aos 7, 14, 21, 28, 60 e 90 dias de vida, e no dia do
registro. Os filhotes foram pesados em balanga eletrdonica (Marte, Mod. 54.000, com

sensibilidade até 0,1g).

5.5.2 Pesos Encefalicos

No final das sessdes de registro da DA, os animais, ainda anestesiados, foram
sacrificados por uma lesdo produzida pela introdugdo de estilete metdlico na regido
bulbar, com subseqiiente parada cardio-respiratéria. Com a cabeca fixada a base do
aparelho estereotdxico, foi feita a craniectomia, com a exposicio de ambos o0s
hemisférios cerebrais. Estes foram separados realizando-se seccdo do corpo caloso, por
meio de incisdo na linha média da cabega. Esta incisdo foi feita posicionando-se uma
lamina (fixada a haste que prende eletrodos do aparelho estereotdxico) de modo que, ao
se deslocar no sentido postero-anterior, seccionou o corpo caloso. Assim, foram
separados os hemisférios cerebrais da maneira mais uniforme, efetuando-se o corte
inter-hemisférico exatamente na linha média, deslocando-se a ldmina com o auxilio do

sistema de coordenadas estereotaxicas.

Os hemisférios direito e esquerdo e o cerebelo foram imediatamente removidos
e pesados separadamente (peso timido), depois foram mantidos a 100° C e pesados em

intervalos de 1-2 dias até atingirem um peso constante (peso seco).
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5.6 Analise estatistica

Para a andlise dos pesos corporais, cerebrais e das velocidades da DA foi usada a
andlise de varidncia “ANOVA” seguida de um teste “post-hoc” (Tukey), quando
necessdrio. Para comparacdo intra-grupo, entre os dois hemisférios cerebrais dos
mesmos animais foi utilizado o teste “t” pareado. Para andlise dos dados
comportamentais foi usado o teste U de Mann-Whitney. Foram consideradas

significantes as diferencas em que p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Pesos corporais e encefalicos

Nos animais desnutridos durante a lactagdo pela DBR (Grupos D), os pesos
corporais foram significantemente menores, quando comparados aos dos animais N, em
todas as idades, exceto aos 90 dias. Em ambas as condi¢des nutricionais, os grupos
submetidos a EP apresentaram pesos compardveis aos dos respectivos grupos controle
(“sham”). Esses resultados estdo mostrados na Tabela 3.

Os pesos umido e seco do cerebelo, bem como os dos hemisférios cerebrais
direito e esquerdo, nos grupos desnutridos, foram menores que aqueles dos grupos
nutridos correspondentes, tanto em ratos jovens (35-45 dias de vida) quanto nos adultos
(95-105 dias). Em ambas as condi¢des nutricionais, os pesos encefdlicos dos grupos
submetidos a EP foram compardveis aos dos respectivos grupos controle (“sham”).

Nenhuma diferenca foi observada, com relagdo aos pesos Umidos e secos, entre
o hemisfério esquerdo, homolateral & EP, e o hemisfério direito do mesmo animal.

Esses resultados estdo apresentados na Tabela 4.

6.2 Velocidade de propagaciao da depressao alastrante

Em todos os grupos, a aplicagdo topica de KCl a 2% por 1 minuto deflagrou uma
unica onda de DA, que se propagou normalmente e foi registrada pelos dois eletrodos
localizados mais anteriormente no hemisfério estimulado. As figuras 4 e 5 mostram

registros eletrofisioldgicos representativos, em ambas as condi¢des nutricionais, aos 35-
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45 dias (Grupos Jovens; Figura 4) e aos 95-105 dias (Grupos Adultos; Figura 5),
submetidos previamente (do 7° ao 28° dia de vida) a EP.
A EP com 2 Hz, mas ndo com 60 Hz, reduziu, nos animais N, as velocidades da
DA no hemisfério contralateral as patas estimuladas, em comparacdo aos
correspondentes grupos ndo estimulados (“sham”). Esse efeito ndo foi observado no
hemisfério ipsilateral a EP, no qual as velocidades da DA foram comparaveis as dos
respectivos grupos “sham” (Figura 6).
Na condig¢éo de deficiéncia nutricional precoce (grupos D), as velocidades da
DA no grupo ndo estimulado (“sham”) foram maiores do que as do grupo N
correspondente, confirmando o efeito facilitador da desnutricdo sobre a DA, descrito
anteriormente (GUEDES, 1984; GUEDES et al., 1987b; ROCHA-DE-MELO &
GUEDES, 1997; SANTOS-MONTEIRO et al., 2000). Em comparagdo com o grupo
“sham”, a EP, tanto na freqiiéncia de 2 Hz, quanto na de 60 Hz, reduziu as velocidades
da DA no hemisfério contralateral dos ratos desnutridos, em ambas as idades testadas.
Nos desnutridos jovens, essa redug@o foi maior do que aquela encontrada nos animais
normonutridos, tornando assim as velocidades dos grupos D-2 e D-60 compardveis as
dos correspondentes grupos N (N-2 e N-60). Nos desnutridos adultos, esse efeito sé foi
observado para a freqiiéncia de 60 Hz. Nenhum desses efeitos foi observado no

hemisfério ipsilateral a EP (Tabela 5).

6.3 Analise comportamental

Nos animais normonutridos (Grupo N), as atividades exploratérias analisadas
pela distancia percorrida, freqiiéncia do comportamento de levantar-se (rearing) e pelo
numero de vezes que o animal deslocava-se atingindo o centro do campo foram mais

altas nos animais estimulados com freqii€ncia de 2Hz, em comparacdo aos ndo
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estimulados (‘“‘sham”). Nenhum desses efeitos foi observado no grupo 60Hz. O niimero

de bolos fecais ndo diferiu entre os grupos analisados.

Quando avaliados os grupos desnutridos, nenhuma alteracio, associada a EP,

foi encontrada nas atividades exploratérias (Figura 7).
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TABELA 3- Pesos corporais (g) de ratos normonutridos e desnutridos (Grupos N e D,
respectivamente), amamentados por maes que receberam, desde a gestacdo até o
desmame, a dieta de manutenc¢do do biotério (DMB), com 23% de proteina, ou a dieta
bésica regional -DBR, com 8% de proteina. Apds o desmame, todos receberam a DMB.
“Sham” - nado estimulado (controle); 60 e 2, grupos estimulados com freqiiéncia de
60Hz e 2Hz, respectivamente. Os valores representam a média + desvio padrdo, com o
nimero de animais indicado entre parénteses. As letras mindsculas indicam valores
significantemente diferentes (p<0,05), dos respectivos valores dos grupos marcados
com a mesma letra na coluna da esquerda. (ANOVA e teste de Tukey)

PESO CORPORAL (g)

Idade
Grupo 7° Dia 14° Dia 21°Dia 28° Dia 60° Dia 90° Dia

N-Sham (a) 174+ 4,1 32,7+ 5,6 47,6 £6,3 72,8 £9,7 211,3+47,5 250,4+53,9

(33) €1V (35) (30) an an

N-60 (b) 17,7+3,8 33,4+52 48,9 £5,43 73,7+£11,2  2144+£525 267,2+60,9

(37) (34) (35) (30) (13) (13)

N-2 (¢) 17,7+3,0 324+27 483+ 5,0 719+72 180,1 £38,5 232,5+49,5

(28) (24) (32) (32) (14) (14)

127170 152+15"  18,6+23" 36548 14892219 2086+492

D-Sham (d)
(29) (30) (28) (30) (10) (10)
b b b b b
11,614  149+15 172+ 190 347+46  153,8+268
D'60 (e) > 5 > > 5 > > B > > 215’8 + 2873
27 (29) 27) (29) (13) (13)
120+1,9°  150+1,8° 17,825  366+67° 123,0+ 39,8°
D'2 (f) W= 1, =1, 50 = & bJ = U, sV = s 199’1 + 42,0

(28) 27) (26) (23) (11) (10)
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TABELA 4- Pesos encefalicos médios (cerebelo, hemisfério direito e esquerdo) imidos
e secos de ratos jovens (35-45 dias de vida) e adultos (95-105 dias), normonutridos e
desnutridos (Grupos N e D, respectivamente), amamentados por mées que receberam,
desde a gestacdo até o desmame, a dieta de manutencdo do biotério [DMB], com 23%
de proteina, ou a dieta bdsica regional -DBR, com 8% de proteina. Apds o desmame,
todos receberam a DMB. ‘“Sham” - nfo estimulado (controle); 60 e 2, grupos
estimulados com freqiiéncia de 60Hz e 2Hz, respectivamente. Os valores representam a
média + desvio padrdo, com o nimero de animais indicado entre parénteses. As letras
mindsculas indicam valores significantemente diferentes (p<0,05), dos respectivos
valores dos grupos marcados com a mesma letra na coluna da esquerda. (ANOVA e

teste de Tukey)
PESO ENCEFALICO (g)
PESO UMIDO PESO SECO
H. Direito H. Esquerdo Cerebelo H. Direito H. Esquerdo  Cerebelo
GRUPOS JOVENS
0,555+0,038 0,553 +0,040 0,226+ 0,040 | 0,112 +0,009 0,112 0,010 0,049 + 0,010
N-Sham (a) (10) (10) (10) (10) (10) )
0,556 £ 0,040 0,554 +0,049 0,222 +0,038 | 0,111 0,008 0,110 +0,009 0,045 + 0,006
N-60 (b) (10) (10) (10) (10) (10) )
0,563 +0,033 0,548 £0,041 0,219+ 0,028 [ 0,112 0,008 0,109 + 0,008 0,045 + 0,007
N-2 (c) (10) (10) (10) (10) (10) 9)
0,469 + 0,025 0,477 +0,077% 0,173 0,019 %0,096 + 0,007 * 0,093 + 0,007% 0,037 + 0,007 *
D-Sham(d) (10) (10) (10) (10) (10) 9)
0,487 +0,031° 0,462 + 0,040 0,175 £ 0,041°(0,098 = 0,008 0,093 + 0,009° 0,034 + 0,008"
D-60 (e) (10) (10 (10 (10) (10) )
0,492 +0,043° 0,484 +0,036° 0,168 +0,016°(0,096 + 0,025 € 0,097 £ 0,010 0,031 % 0,004 €
D-2 (f) (12) (12) (12) (10) (10) )
GRUPOS ADULTOS
0,609 +0,053 0,633 +0,045 0,271 0,011 |0,128 £0,014 0,128 0,016 0,045 + 0,006
N-Sham (a) (11) an (10) ) ) 5)
0.645+0,044 0,634 +0,044 0,259 +0,067 | 0,141 £0,012 0,136 0,012 0,052 + 0,005
N-60 (b) @) @) ) 4) 4 )]
0,633 +£0,049 0,624 +0,044 0,287 + 0,043
N-2 (c) (10) (10) (6)
0,547 £0,030° 0,541 + 0,047 0,207 +0,022%/0,110 £ 0,008 0,103 + 0,002% 0,028 0,010
D-Sham (d) (12) (13) 11 ) %) 5)
0,554 + 0,039 0,558 +0,044° 0,200 +0,011°]0,109 + 0,003 0,110 + 0,006” 0,037 + 0,003"
D-60 (e) (10) (10) 4 @ @ 5
0,530 + 0,069 0,536 +0,062¢ 0,205 + 0,003/ 0,108 £ 0,008 0,114 + 0,008 0,036 + 0,006
D-2 (f) (6) (6) (6) (€)] (€)] 3




RATOS JOVENS (35-45 DIAS)

FIGURA 4- Registros da variacdo lenta de voltagem
(VLV) e da atividade elétrica espontanea (ECoG) no
cortex fronto-parietal do hemisfério contralateral a
EP de seis ratos jovens (35-45 dias de vida), sendo 3
normonutridos ¢ 3 desnutridos (Grupos N e D,
respectivamente), amamentados por mdes que
receberam, desde a gestacdo até o desmame, a dieta
de manutencdo do biotério [DMB], com 23% de
proteina, ou a dieta bésica regional -DBR, com 8%
de proteina. Ap6s o desmame, todos receberam a
DMB. Dos 7 aos 28 dias de vida, foram submetidos
a eletroestimulacdo periférica com freqiiéncias de
2Hz ou 60 Hz (N-2, N-60, D-2 e D-60
respectivamente). “Sham”, grupos ndo estimulados.
O desenho a direita mostra a posicdo dos eletrodos
registradores 1 e 2 e a posi¢do do eletrodo de
referéncia (R), sobre os ossos nasais. A DA foi
deflagrada aplicando-se KCl a 2% no orificio
parietal posterior, no tempo indicado pelas setas (1
minuto). A barra de calibracdo vertical indica 10mV
paraa VLV e ImV para ECoG.
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RATOS ADULTOS (95-105 DIAS)

D-Sham D-60Hz D-2Hz

ECoG |
»»J\ — g/ —
""‘J\/”"‘”“” I J] ‘l

T —

FIGURA 5- Registros da variacdo lenta de voltagem

(VLV) e da atividade elétrica espontanea (ECoG) no

cortex fronto-parietal do hemisfério contralateral a e ——— R
EP de seis ratos adultos (95-105 dias de vida), sendo

3 normonutridos e 3 desnutridos (Grupos N e D,
respectivamente), amamentados por maes que

—

receberam, desde a gestagdo até o desmame, a dieta ﬁ-- s ——
de manutencdo do biotério [DMB], com 23% de - --------- D { @

proteina, ou a dieta bésica regional -DBR, com 8%

de proteina. Apds o desmame, todos receberam a KCl KCl

DMB. Dos 7 aos 28 dias de vida, foram submetidos
a eletroestimulacdo periférica com freqiiéncias de
2Hz ou 60 Hz (N-2, N-60, D-2 e D-60
respectivamente). “Sham”, grupos ndo estimulados.
O desenho a direita mostra a posicao dos eletrodos
registradores 1 e 2 e a posi¢do do eletrodo de
referéncia (R), sobre os ossos nasais. A DA foi
deflagrada aplicando-se KCl a 2% no orificio
parietal posterior, no tempo indicado pelas setas (1
minuto). A barra de calibracdo vertical indica 10mV
paraa VLV e 1mV para ECoG
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FIGURA 6 A e B- Reducido das velocidades de propagacdo da depressao alastrante (%
do Grupo “sham”, ndo estimulado) em ratos jovens (35-45 dias de vida; Figura 6-A) e
adultos (95-105 dias; Figura 6-B), normonutridos e desnutridos (Grupos N e D,
respectivamente), amamentados por maes que receberam, desde a gestacdo até o
desmame, a dieta de manutengédo do biotério [DMB], com 23% de proteina, ou a dieta
basica regional -DBR, com 8% de proteina. Apds o desmame, todos receberam a DMB.
“sham” - ndo estimulado (controle); 60 e 2, grupos estimulados com freqii€ncia de
60Hz e 2Hz, respectivamente. O sinal # indica diferenca significante (p< 0,05), em
comparacdo com o grupo “sham” (ANOVA e Teste Tukey).
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DEFECAR

60 Hz Sham

B Normonutridos
@ Desnutridos

FIGURA 7- Respostas exploratorias,
analisadas através  do estudo
comportamental no teste do Campo
Aberto, em ratos adultos (85 - 95 dias)
normonutridos (alimentados com a dieta de
manutencdo do biotério, com 23% de
proteina desde a gestacdo) e desnutridos
(alimentados com a dieta bdsica regional
DBR, com 8% de proteina, da gestagdo

até o desmame - 21 dias). Sham- ndo
estimulado (controle); 60 e 2, grupos
estimulados com freqiiéncia de 60Hz e
2Hz, respectivamente. A - Distancia
percorrida; B - Freqiiéncia  do
comportamento de levantar-se (rearing );
C-0O nimero de vezes que o animal
deslocava-se atingindo o centro do campo;
D- O ntimero de bolos fecais. Os sinais # e
* indicam, respectivamente, diferencas
significativas (p< 0,05) ao grupo Sham e ao
grupo desnutrido correspondente ( Teste
"U"de Mann-Whitney).
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TABELA 5- Velocidades médias de propagacdo da depressdo alastrante em ratos
jovens (35-45 dias de vida) e adultos (95-105 dias), normonutridos e desnutridos
(Grupos N e D, respectivamente), amamentados por mées que receberam, desde a
gestacdo até o desmame, a dieta de manutencdo do biotério [DMB], com 23% de
proteina, ou a dieta bésica regional -DBR, com 8% de proteina. Apds o desmame, todos
receberam a DMB. “Sham” - ndo estimulado (controle); 60 e 2, grupos estimulados
com freqii€éncia de 60Hz e 2Hz, respectivamente. Os valores representam a média +
desvio padrio, com o nimero de animais indicado entre parénteses. As letras
mindsculas indicam valores significantemente diferentes (p<0,05), dos respectivos
valores dos grupos marcados com a mesma letra na coluna da esquerda (ANOVA e
teste de Tukey). O sinal # indica diferenca significativa (p<0,05) inter-hemisférica

(teste t pareado).

Velocidades da Depressao Alastrante (mm/min)

Hemisfério Ipsilateral

Hemisfério Contralateral

1° Hora 2° Hora 1° Hora 2° Hora
GRUPOS JOVENS
N-Sham (a)  3,73+0.25 3,67 +0,31 3,76 + 0,29 3,72 0,25
(20) (20) (20) (20)
N-60 (b) 3,78 0,25 3,79 + 0,29 3,76 + 0,40 3,68 + 0,45
1) (21) (21) (21)
N-2 (¢) 3,75+0,19 3,74 +0,17 3,30 + 0,39*# 3,18 + 0,37*>#
(20) (20) (20) (19)
D-Sham (d) 421 0,57 4,17 0,67 4,24 +0,58" 4,18 + 0,67
(16) (16) (16) (16)
D-60 (e) 423+0,54° 4224054 3,73 +0,50%* 3,69 +0,51%
(19) (19) (19) (19)
D-2 (f) 4,39 +0,49¢ 4,44 +0,54¢ 3,58 + 0,44%* 3,51 +0,35%
(18) (18) (18) (18)
GRUPOS ADULTOS
N-Sham (a) 3,00 £0,06 3,18 + 0,08 3,17 + 0,09 3,37 £0,07
(17) (17) (17) (17)
N-60 (b) 3,36 + 0,13 3,34 +0,12 3,37 +0,14 3,36 0,17
(16) (16) (16) (16)
N-2 (¢) 3,49+ 0,11 3,46 +0,11 3,17 +0,10™# 3,06 + 0,13*>#
(16) (16) (16) (15)
D-Sham (d) 415%0,15"  4,10%0,15 4,14 + 0,19 4,13 +0,20°
(13) (13) (13) (13)
D-60 (e) 4,09+025"  408+021" 3,54 +0,13% 3,48 +0,18%
(13) (13) (13) (13)
D-2 (f) 4,19+021°  4,13+0,29° 3,65 + 0,209 3,59 + 0,29%4#
(11) (11) (11) (11)
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7. DISCUSSAO

Os dados do presente trabalho demonstraram que a eletroestimulacio periférica
(EP) durante o desenvolvimento pode alterar permanentemente, ou ao menos de forma
duradoura, a susceptibilidade cortical ao fendmeno da depressdo alastrante (DA) bem
como a atividade exploratéria do animal na idade adulta. Além disso, verificou-se que
tais alteracOes parecem depender da freqiiéncia de EP utilizada e do estado nutricional
precoce do animal. Esses resultados serdo discutidos com base nos dados da literatura,
apresentando-se quando pertinente, os mecanismos possiveis para explicar os efeitos
observados.

A evolugdo ponderal dos diferentes grupos foi determinada, uma vez que, o peso
corporal é de facil obtengdo e é um bom indicador do estado nutricional global do
organismo. Nos grupos desnutridos, os pesos corporais apresentaram-se mais baixos do
que aqueles dos animais normonutridos, em todos as idades avaliadas. Assim, pode-se
concluir que a “dieta basica regional” (DBR), administrada as nutrizes durante o
aleitamento, foi eficaz em produzir desnutricao nos filhotes. Este impacto negativo da
DBR no inicio da vida, sobre o peso corporal, confirma resultados anteriores de
diversos autores (SILVA et al., 1987; GUEDES et al., 1987b; ANDRADE et al., 1990;
TEODOSIO et al., 1990; ROCHA-DE-MELO & GUEDES, 1997; SANTOS-
MONTEIRO et al., 2000; PONTES-PESSOA et al., 2000; GUEDES et al., 2002;
MENDONCA et al., 2004; AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006). E provavel que a
DBR administrada apenas no aleitamento,modifique a quantidade e a qualidade do leite
materno levando a deficiéncia nutricional nos filhotes lactentes. Isso ja foi demonstrado
em ratas cronicamente desnutridas pela DBR(WANDERLEY, 2003). A esse respeito, é

interessante mencionar que o leite de ratas lactantes, submetidas a modelos distintos de
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desnutri¢do, apresentou alteracdes nas concentragcdes de proteinas e lactose, bem como

diminui¢@o na quantidade produzida (RASMUSSEN, 1998).

Rocha-de-Melo e Guedes (1997) observaram que, aos 90 dias de idade, os
animais previamente desnutridos pela DBR permaneceram com seus pesos corporais
menores do que os controles, alimentados com 23% de proteina. Esses dados
contrastam com os do presente estudo, no qual se observou uma recuperacio do estado
nutricional, avaliado pelo peso corporal, nos animais desnutridos, aos 90 dias. Essa
divergéncia entre resultados pode ser devida a diferenca nas dietas controle,
empregadas na recuperacdo nutricional apds o desmame, “Anderson Clayton do
Brasil”, no estudo de Rocha-de-Melo e Guedes (1997), e “Purina do Brasil” utilizada na

presente pesquisa.

Do mesmo modo que Carughi et. al (1989), nenhuma influencia da estimulagdo
sensorial foi observada sobre o peso corporal no presente estudo. Com relacdo as
caracteristicas fisicas dos pelos e da pele (textura e coloracdo) nenhuma diferenca entre
os grupos estimulados (EP) e ndo-estimulados (“sham”) foi encontrada. Essa
observagdo contrasta com aquelas de Lima (1992) e de Santos-Monteiro (1995), que, ao
invés de EP, utilizaram estimulacdo multi-sensorial e encontraram uma melhora das
caracteristicas fisicas dos pelos e da pele, acima mencionadas. Portanto, pode-se sugerir
que a ativacdo de uma unica via (no presente trabalho, a via somestésica), no inicio da
vida, ndo influiria apreciavelmente no peso corporal, € nem no aspecto fisico do animal,
ao contrario da estimula¢do multi-sensorial acima referida.

No presente trabalho, as medidas do peso timido e seco do cerebelo e dos
hemisférios cerebrais direito (contralateral) e esquerdo (ipsilateral) foram analisadas,
uma vez que esse pardmetro, € de obtencdo relativamente fécil e pode ser usado como

um indicador de alteragdes estruturais do sistema nervoso. A avaliacdo ponderal do
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cerebelo pretendeu verificar se a EP influenciou o seu peso. Nenhuma diferenca foi
apresentada nos pesos (seco e umido) do hemisfério contralateral a EP ao serem
comparados aos do ipsilateral, bem como, ao hemisfério correspondente dos animais
“sham”. Este dado sugere que a EP com 2 e 60Hz aplicada durante o desenvolvimento
ndo interferiu nos pesos encefdlicos. Por outro lado, os dados do presente estudo
mostraram que nos animais desnutridos, o peso do cerebelo e dos hemisférios cerebrais
direito e esquerdo sdo menores quando comparados aos normonutridos, confirmando
dados anteriores (TEODOSIO et al., 1990; SANTOS-MONTEIRO et al., 2000).
Dependendo da intensidade, a desnutricdo no inicio da vida, pode reduzir o peso
encefdlico total. Essa redugdo resulta provavelmente do menor nimero e/ou menor
tamanho dos elementos celulares, bem como de alteragdes nos processos de maturacio
neuronal, levando a diminui¢do da arborizacdo dendritica, sindptica e da mielinizacdo
(MORGANE et al., 1993, PICANCO-DINIZ et al., 1998; ROCHA-DE-MELO et al.,

2004).

Com relacdo aos efeitos da EP sobre a DA, os presentes resultados indicaram
que a EP reduziu a susceptibilidade cortical a esse fendomeno (velocidades de
propagacdo mais baixas nos grupos EP do que nos grupos “sham”). Esses dados
confirmam os de Santos-Monteiro et al. (2000), em ratos submetidos a estimulagcdo
multi-sensorial. No entanto, em animais normonutridos, o efeito da EP parece depender
da freqiiéncia empregada, uma vez que apenas a EP de menor freqiiéncia (2Hz)
produziu redugdo significante na velocidade da DA. Assim, embora os dois paradigmas
aqui comparados (EP e estimulacdo multi-sensorial) tenham impactos diferentes sobre
o aspecto fisico dos animais (pele e pelos), exercem efeitos semelhantes sobre a

susceptibilidade cortical a DA.
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A estimulacdo elétrica repetitiva de vias neurais periféricas pode interferir no
funcionamento do SNC, mesmo em individuos adultos (KANEKO et al., 1994;
TOKIMURA et al., 2000, KAELIN-LANG et al., 2002). Apesar dos mecanismos
envolvidos nestes efeitos ainda ndo serem bem estabelecidos, algumas hipéteses tém
sido sugeridas. Uma possivel explicagdo é que a EP poderia gerar uma reorganizagao
de conexdes neuronais, originando mudangas em sua excitabilidade, o que se denomina
plasticidade cortical. O cerebelo e o cértex cerebral sdo conhecidos por desenvolver
facilmente plasticidade (YANG et al., 2005). Esta € definida com base em algumas
mudangas persistentes nas propriedades corticais, tais como alteracdes nas conexdes
intercelulares e na eficdcia sindptica (FRASER et al., 2002). Tem sido sugerido que os
efeitos dependentes da freqiiéncia da EP seriam baseados na mudanga desta eficicia
sindptica (FRASER et al., 2002; LO et al., 2005). Por exemplo, quando uma sinapse é
estimulada com alta freqii€ncia, observa-se geralmente um aumento subseqiiente de sua
eficicia de transmissdo, isto €, a célula pds-sindptica passa a responder de forma
aumentada a um estimulo pré-sindptico. Por outro lado, uma estimulacdo de baixa
freqii€ncia resulta geralmente na reducdo prolongada da transmissdo sindptica. Tais
efeitos, conhecidos respectivamente como potenciacido e depressdo de longo prazo,
resultariam em alteracdes na excitabilidade cortical (FRASER et al., 2002, MALENKA

& BEAR., 2004).

A plasticidade mencionada acima, induzida pela estimula¢do sensorial, seria
ativada ou inibida por mecanismos que envolvem neurotransmissores inibitérios e/ou
excitatérios. Com respeito aos neurotransmissores inibitérios, a modulacio da
excitabilidade da drea motora cortical, subseqiiente a um periodo de EP, seria, segundo
alguns autores, marcadamente influenciada por mecanismos GABAérgicos

(BUTEFISCH et al., 2000; KAELIN-LANG et al., 2002). Esses autores sugerem que a
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ativacdo neural de baixa freqiiéncia (1 ou 2 Hz) pode modular a fungéo cortical do
GABA, diminuindo sua inibi¢do. O GABA, principal neurotransmissor inibitério no
cérebro, ¢ ativamente envolvido em processos de organizacdo cortical cerebral
(ZHENG & KNUDSEN, 1999; FELDMAN, 2000). Ele participa de propriedades
plasticas dos neurdnios, em respostas a estimulos elétricos, nas dreas sensoriais e nao-
sensoriais corticais de animais (JONES, 1993). Os neur6nios e receptores
GABAérgicos parecem também participar na modulacio da propagacdo da DA. O uso
do seu agonista Diazepam facilitou essa propagacdo (GUEDES et al., 1992; GUEDES
& CAVALHEIRO, 1997), enquanto o uso de seu antagonista Picrotoxina (BURES et

al., 1975; GUEDES et al., 1992) e Bicuculina (GUEDES et al., 1992) a reduziu.

Além do possivel papel de neurotransmissores inibitérios, como analisado
acima, a participag¢@o de neurotransmissores excitatérios deve também ser considerada.
Essa proposicdo, aparentemente paradoxal, passa a fazer sentido,se for considerado que
os dois tipos de neurotransmissores atuam de forma interdependente, sobretudo em
modificagdes envolvendo plasticidade neural. Por exemplo, Biitefisch et al. (2000)
sugerem que a ativacdo de receptores NMDA € necessdria para a manifestacdo da
plasticidade cortical dependente do uso de uma via motora.Esses autores demonstraram
que o bloqueio de receptores do tipo NMDA pelo dextrometorphan reduziu essa
plasticidade, o que indicaria a participacdo do sistema de aminodcidos excitatérios na
plasticidade cortical. Por outro lado, também tem sido verificado que a ativacdo de
receptores do tipo NMDA reduz as velocidades de propagacdo da DA, podendo seus
agonistas deflagrar o fendmeno, se aplicados em grandes concentragdes (GUEDES et
al., 1988).Essas evidéncias sugerem uma possivel influéncia dos neurotransmissores
excitatérios nos efeitos da EP, aplicada no inicio da vida, sobre a susceptibilidade

cortical a DA.
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Pesquisas recentes sugerem que a ativacdo de vias sensoriais por meio da EP
resultaria em alteragdes na excitabilidade do cértex (RIDDING et al., 2000; KAELIN-
LANG et al., 2002; LO et al., 2005), provavelmente pelos mecanismos citados acima.
Mudangas duradouras da excitabilidade cortical parecem também estar causalmente
associadas a alteracdes na propagacdo da DA. H4 algumas evidéncias de que a sua
velocidade de propagagdo se correlacione com, ou represente um indice para a
excitabilidade cortical (LIEBETANZ et al., 2006). A propagacdo da DA ¢ afetada por
alteracdes ionicas (MARTINS-FERREIRA et al., 1974; GUEDES & DO CARMO,
1980) e de neurotransmissores que similarmente alteram a excitabilidade cortical
(RAMSON, 1974; OGATA, 1978; CALDECOTT-HAZARD et al., 1982;
BRAILOWSKY et al., 1988). A DA é também afetada por outras condi¢des, que sdo
associadas com uma alteracdo da excitabilidade cortical, como distirbios nos niveis de
glicose sanguinea (XIMENES-DA-SILVA & GUEDES, 1991; COSTA-CRUZ &
GUEDES, 2001; COSTA-CRUZ et al., 2006) e mudancas das concentragdes de
aminoacidos excitatorios (MARTINS-FERREIRA et al., 2000). No entanto, os
mecanismos que relacionam alteragdes na excitabilidade cortical com modifica¢Ges na
susceptibilidade 2 DA ainda ndo estio claros. E provdvel, portanto, que a EP de 2 Hz
tenha alterado a excitabilidade cortical, mediada por mecanismos dependentes da acdo
de neurotransmissores, similares aqueles vistos na depressdo- ou na potenciacdo de
longo prazo, e, como conseqiiéncia, tenha diminuido as velocidades da DA por razdes

ainda pouco conhecidas.

A EP de 2Hz, mas nao a de 60 Hz, reduziu a susceptibilidade cortical a DA, a
julgar pelas velocidades mais baixas quando comparadas as dos grupos sem EP. Esses
resultados parecem ser na mesma direcdo dos de Albensi et al. (2004), que utilizaram

estimulag@o elétrica cortical (EC) em ratos. Com baixa freqii€ncia (2Hz), esses autores
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observaram uma inibicdo gradual, mas duradoura da atividade epileptiforme, enquanto
a EC de alta freqiiéncia (100Hz) produziu um efeito inibitério imediato, no entanto néo
duradouro. Se os mecanismos de a¢do da EP forem os mesmos da EC, pode-se postular
que talvez a EP com 60 Hz aplicada no presente estudo tenha alterado temporariamente
a susceptibilidade cortical a DA, mas esse efeito ndo teria durado o suficiente para ser
registrado 7-17 dias (35-45 dias de idade) apds o fim da aplicacdo da EP (28° dia). Para
verificar esta hipdtese, seria necessdrio que os registros eletrofisiolégicos fossem

realizados durante ou imediatamente ap6s a EP,0 que podera ser realizado futuramente.

Outra possibilidade para explicar a auséncia de efeito da EP de 60Hz seria
baseada na regido do SNC afetada pela EP. Por exemplo, EP de 2Hz produz um
significante aumento na liberacdo de encefalina no cortex, enquanto 100Hz aumenta a
liberagdo de dinorfina na medula espinhal (HAN, 2003). Ou seja, com relacdo a
liberacdo de opidides, a EP de alta freqiiéncia produziu efeito fora do cértex. Com
respeito aos efeitos dependentes da freqiiéncia da EP, o presente estudo confirma
pesquisas que demonstraram que a EP, em freqiiéncias variando de 1 a 100 Hz, pode
induzir respostas neuronais especificas no SNC (FEI ez al., 1986; HAN e SUN, 1990;
HAN, 2003; YANG et al., 2005). Estas evidéncias sugerem a existéncia, no SNC, de
centros especificos para codificar informac¢Ges ambientais em fungdo de suas
freqii€ncias. Apesar dos esforgos sistemdticos para entender os mecanismos centrais de

codificagdo de freqiiéncias, estes ainda permanecem desconhecidos.

Conforme discutido acima, os efeitos inibitérios da EP de baixa freqiiéncia
(2Hz), sobre a DA, e a auséncia de altera¢des da EP de 60 Hz, sugerem a participagao
de diferentes mecanismos neurais. No entanto, investigacdes futuras sdo necessarias

para confirmar os mecanismos propostos.
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Em relacdo a deficiéncia nutricional, a DBR imposta aos animais no periodo
de aleitamento, produziu um efeito facilitador sobre a DA cortical, nas duas idades
avaliadas, a julgar pelas maiores velocidades de propaga¢@o nos grupos desnutridos na
condicdo “sham” (ndo estimulados) em comparacdo com o0s respectivos grupos
nutridos. Essa maior susceptibilidade & DA encontrada neste estudo confirma achados
anteriores (GUEDES, 1984; GUEDES e al., 1987b; ANDRADE et al., 1990;
XIMENES-DA-SILVA & GUEDES, 1991; GUEDES et al., 1996;ROCHA-DE-MELO
& GUEDES, 1997; SANTOS-MONTEIRO et al., 2000; AMANCIO-DOS-SANTOS et
al, 2006) e evidencia, mais uma vez, a grande sensibilidade do cértex a deficiéncia
nutricional, sobretudo no aleitamento. Este, como se sabe, constitui no rato o periodo
“critico” ou de maior vulnerabilidade do sistema nervoso a agressdes externas, como a

deficiéncia nutricional (DOBBING, 1968).

Virios mecanismos tém sido sugeridos para explicar o efeito da desnutri¢do
sobre a susceptibilidade do cortex ao fendmeno da DA. A mielinizagdo deficiente, a
maior densidade de “empacotamento” celular e alteracdes da propor¢do neurdnio/glia,
dos sistemas de neurotransmissores e do metabolismo energético provocados pela
desnutri¢do precoce, podem estar envolvidos nos efeitos observados sobre a DA. No
entanto, o presente estudo ndo visa discutir os mecanismos relacionados aos efeitos da
desnutri¢cdo sobre a DA, uma vez, que isto tem sido feito por inimeros estudos (DE

LUCA et al., 1977; GUEDES et al., 1987b; ROCHA-DE-MELO & GUEDES, 1997).

A inclusdo de grupos precocemente desnutridos na presente investigacdo foi
dirigida especialmente a avaliacdo do possivel impacto do estado nutricional sobre os
efeitos da EP na susceptibilidade cortical a DA. Portanto, os possiveis mecanismos
envolvidos nas alteracdes neurais, provocadas pelas EP associada a desnutricdo no

inicio da vida, que poderiam estar relacionadas ao fendmeno da DA, serdo discutidos,
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com base em evidéncias da literatura. Como mencionado anteriormente, no presente
estudo os efeitos da EP precoce, com 60 Hz, mas ndo com 2 Hz, foram modificados
pelo estado nutricional no inicio da vida. A EP com 60 Hz, que ndo havia tido efeito
sobre a DA no grupo normonutrido, reduziu significantemente a velocidade da DA no
grupo desnutrido, em ambas as faixas etdrias testadas (jovens e adultos). A interag¢do do
estado nutricional precoce com os efeitos da EP, sobre as velocidades da DA, ainda é
desconhecida, mas algumas hip6teses podem ser discutidas. Tem sido demonstrado que
os efeitos neurais da EP sdo geralmente dependentes da freqiiéncia utilizada, sugerindo,
assim, a existéncia de abordagens especificas para codificar as informacdes ambientais
de diferentes freqiiéncias (YANG et al., 2005). Por exemplo, os nucleos arqueado (no
hipotdlamo) e parabraquial (na regido pontina bulbar) tém sido apontados como tendo
um papel crucial na codificacdo dos efeitos de analgesia induzida pela EP de baixa e
alta freqii€ncia, respectivamente (WANG et al., 1990a,b; 1991). Se uma tal estratégia,
de codificacdo dependente da freqiiéncia, existir para os efeitos da EP sobre a DA,
entdo seria razodvel postular que a desnutricdo no inicio da vida pudesse modificar
essas propriedades de codificacdo neural, o que poderia ajudar a explicar os presentes

achados.

Um outro fator que pode ter contribuido para os efeitos da desnutri¢do sobre a
acdo da EP na DA, seria representado por modificacdes na atividade de sistemas de
neurotransmissores nos animais desnutridos. Como vimos, os efeitos da EP sobre a DA
podem também estar associados com neurotransmissores excitatorios (glutamatérgico
e colinérgico) ou inibindérios (GABAergico).Por exemplo, estudos demonstraram que as
atividades dos sistemas colinérgico e GABAérgico encontram-se diminuidas no cortex

em animais desnutridos (STERN et al., 1974; WIGGINS et al., 1984).
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Com relagdo aos efeitos comportamentais, tem sido mostrado em diferentes
testes que a exposi¢do a ativacdo multi-sensorial, por meio da estimulacdo ambiental,
aumenta o comportamento exploratério dos animais (RENNER & ROSENZWEIG,
1987; FERNANDEZ-TERUEL et al., 1991; ESCORIHUELA et al., 1994). O presente
trabalho confirma esses dados, a julgar pelo aumento no comportamento exploratdrio
dos animais adultos apdés a aplicacdio de EP no inicio da vida. Estes efeitos
comportamentais, assim como aqueles eletrofisiolégicos, parecem ser dependentes da

freqiiéncia de EP empregada e do estado nutricional precoce do animal.

Os mecanismos pelos quais a estimulacdo ambiental precoce pode produzir
mudangas comportamentais na idade adulta ainda ndo estdo claros. Como mencionado
previamente, a exposi¢do ao enriquecimento ambiental no periodo critico de
desenvolvimento leva a uma série de processos neuroquimicos que resultam em
plasticidade (ROSENZWEIG & BENNETT,1996; GSCHANES et al., 1997). Aumento
do crescimento cerebral, da densidade neuronal e dos contatos sinapticos, bem como do
tamanho dos nicleos neuronais e dos nimeros de ramificagdes dendriticas, tem sido
descrito ap6s estimulacdes multi-sensoriais no periodo pés-natal (DIAMOND, 1967;
GREENOUGH et al., 1990). Uma das conseqiiéncias da ativacio repetida de vias
sensoriais seria modificar a liberacio de neurotransmissores, com a resultante
modificac¢do da atividade neural correspondente, levando a mudangas pldsticas neurais.
Estas mudangas plésticas poderiam estar envolvidas também no aumento da atividade

exploratdria observados nos animais submetidos a EP no inicio da vida.

Tem sido sugerido o envolvimento de agonistas e antagonistas de opidides, nas
atividades exploratérias de animais. Sabe-se que agonistas de opidides facilitam,
enquanto antagonistas inibem, o comportamento exploratério (KATZ, 1979; KATZ &

GELBART, 1978). Tem sido proposto que EP talvez cause uma liberacio de opidides
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endogenos no SNC e que esta dependeria da freqiiéncia empregada (HAN & SUN,
1990; HAN, 2003; CHEN et al., 2005). Por exemplo, EP de 2Hz poderia estimular a
liberag@o de peptidios opidides endégenos como encefalinas e endorfinas (GUO et al.,
1996; HAN, 2003; Chen et al., 2005), em contraste com a EP de alta freqiiéncia

(100Hz) a qual ndo interfere nos niveis destes neuropeptidios (HAN, 2003).

Como mencionado em métodos, alteragdes da emocionalidade do animal podem
ser inferidas por mudangas na freqii€ncia de emissdo de bolos fecais durante a sessio de
observagdo comportamental. No presente estudo, nenhuma alteracdo foi observada no
nimero de bolos fecais eliminados pelos animais estimulados (Grupos 2 e 60) quando
comparados aos nao estimulados (Grupo “sham’). Esses dados contrastam com os de
outros estudos, que relatam uma diminui¢do na freqiiéncia de defecacdo em animais
previamente estimulados por vias sensoriais (ADER, 1959; LEVINE et al., 1967;
BODNOFF et al., 1987). As discrepancias entre os resultados desses autores e os do
presente trabalho podem ser devidas as diferentes caracteristicas dos procedimentos de
estimulagdo precoce utilizados nos estudos experimentais (por exemplo: tipo,

intensidade e duragdo da estimulag@o).

Com relacdo aos efeitos da desnutricdo precoce sobre a atividade exploratdria,
sabe-se que, no rato, os efeitos comportamentais da EP parecem depender do estado
nutricional no inicio da vida (LEVITSKY & BARNES, 1972). E bem estabelecido que
a desnutri¢io causa altera¢Oes nas atividades comportamentais, sendo as mais afetadas:
a atividade geral, as reacdes dos animais a estimulos aversivos, as atividades
dependentes da capacidade de aprendizado, bem como as atividades exploratérias
(FRANKOVA & BARNES, 1968; 1972; CASTELLANO & OLIVERIO, 1976;
TEODOSIO et al., 1979). No presente estudo, em contraste, nenhuma alteragdo na

atividade exploratéria foi observada nos animais desnutridos, quando comparados aos
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normonutridos. Sabe-se que fatores ambientais ndo nutricionais podem interagir com a
condi¢do nutricional do individuo e alterar as mudangas comportamentais causadas pela
desnutricio (ROCHA & MELLO, 1994). Portanto, é provavel que, para as diferencas
do comportamento exploratério, entre os estudos mencionados acima e o presente,
tenha contribuido a interacdo de fatores ambientais e nutricionais. Os fatores ambientais
do presente trabalho ndo incluem apenas a EP, mas também uma possivel exposi¢do
concomitante a outros estimulos ambientais (contato tactil, estimulos visuais e auditivo
durante as sessdes de EP no laboratério- ver métodos), em todos os grupos estudados,
inclusive os “sham”. Esta possibilidade é suportada por evidéncias da melhora de
parametros comportamentais, em criancas desnutridas precocemente, quando

submetidas a programas de estimulagdes psico-sensoriais, associadas a reabilitagdo

nutricional (GRANTHAM-MCGREGOR et al., 1991).

Os mecanismos pelos quais a desnutricdo e a estimulagdo ambiental precoce
podem interagir para produzir mudancas comportamentais na idade adulta ainda ndo
estdo totalmente esclarecidos. Em prévios estudos, Rocha e Mello (1994)
demonstraram que a desnutri¢do durante o aleitamento diminui os niveis basais de [3-
endorfina e inibe sua liberagdo numa situacdo nova, em ratos adultos nutricionalmente
reabilitados. Pode-se sugerir entdo que a desnutricio precoce altere a liberacdo de
peptidios opidides observados durante a estimulacio sensorial, inibindo seu efeito sobre
a atividade exploratdria do animal. Outro possivel mecanismo que explicaria a auséncia
de altera¢Ges comportamentais entre os animais desnutridos do presente trabalho, seria
a inibi¢do das alteracdes neurais (histomorfoldgicas e bioquimicas), provocadas pelas
estimulagdes sensoriais que podem estar relacionadas as atividades exploratérias dos

individuos.
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8. CONCLUSOES

Com base nos dados apresentados, pode-se concluir que:

® A eletroestimulagdo periférica (EP) com 2Hz, mas ndo a de 60Hz, aplicada por
3 semanas no inicio da vida, reduziu a susceptibilidade cortical a DA avaliada
logo ap6s o término da EP;

e Esse efeito da EP precoce, sobre a DA, pode ser considerado duradouro, uma
vez que permaneceu até a idade adulta (95-105 dias);

e A EP com 2Hz, mas nao a de 60Hz, durante o desenvolvimento, aumentou a
atividade exploratéria do animal, avaliada na idade adulta;

e A desnutricdo pela DBR durante o desenvolvimento além de reduzir os pesos
corporais até os 60 dias de idade, modificou os efeitos da EP com 60Hz,

tornando-os comparaveis aos da EP com 2Hz.
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9. PERSPECTIVAS

Atualmente, tem sido de grande interesse na clinica o tratamento de doencas
neurolégicas por meio de técnicas ndo invasivas, sem o uso de drogas ou
procedimentos cirdrgicos. A EP tem se mostrado uma técnica segura, pouco agressiva,
de baixo custo e de grande ajuda para o tratamento de alguns desses distirbios. O
presente estudo alerta para a possibilidade de alteracdes nos efeitos da EP quando

associada a desnutricio durante o desenvolvimento cerebral. Assim, algumas

perspectivas sdo sugeridas para complementacio dos dados apresentados:

Avaliar os efeitos imediatos da EP sobre a DA, no tecido cortical

(registrar a DA durante o periodo de EP, ou imediatamente pds);

e Avaliar a possibilidade de diferengas regionais corticais, no que se
refere aos efeitos da EP sobre a DA;

e Analisar, em animais jovens, o efeito da EP aplicada durante o
desenvolvimento sobre caracteristicas comportamentais;

e Caracterizar os efeitos de uma “curva freqiiéncia-resposta” de EP sobre
a propagacio da DA;

e Investigar os efeitos da EP utilizando farmacos, para testar a atividade
dos sistemas glutamatérgico, GABAergico e de opidides, com vistas a
verificar os mecanismos neuroquimicos associados.

e Estudar, nas condi¢cdes do presente trabalho, as possiveis alteragdes em

canais 10nicos das membranas neuronais.
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Abstract

Clinical applications of brain stimulation have been increasing during the last decade; however, the mechanisms of action remain
unknown. One proposed mechanism of action is that repetitive stimulation modulates cortical excitability. Herein, we explore the
guestion of whether repetitive electric stimulation increases cortical excitability as indexed by the cortical spreading depression.
Twenty-four Wistar rats were divided into three groups according to the treatment: sham, 1-Hz and 20-Hz stimulation. Stimulation
was applied to the left frontal cortex through a pair of epidurally implanted silver-wire electrodes. The cortical spreading depression-
features were analysed at three time points (one day before, one day after and 2 weeks after treatment) in both the stimulated and
unstimulated hemisphere. A 3 = 2 = 3 factorial anova with repeated measures showed significant differences in the main effect of
time (P < 0.0001), hemisphere (F = 0.0002) and stimulation group (P = 0.008). The interaction between time vs. hemisphere
w5, stimulation group was also significant (P < 0.0001). Posthoc analysis demanstrated that 1-Hz and 20-Hz repetitive electrical
stimulation significantly increased the velocity of cortical spreading depression in the stimulated hemisphere. Furthermore, 20-Hz
stimulation showed a greater effect on cortical spreading depression compared to 1-Hz stimulation. The results show that 1-Hz and
20-Hz repetitive electrical stimulation results in an increase in cortical spreading depression velocity that is associated with the
frequency and the hemisphere of stimulation. Furthermore, the effects are found to be long lasting. We believe that these findings
have strong relevance to support the clinical application of therapies involving electrical stimulation for diseases of reduced cortical

excitability.

Introduction

Various forms of brain stimulation appear to be effective in the
treatment of neurological and psychiatric disesses (George e al.,
2002; Benabid, 2003; Kennedy er al., 2003; Maertens de Noordhout,
2004). For instance, electroconvulsive therapy (ECT) has been used
for years in the treatment of depression and still seems to be the most
effective treatment of depression available (van der Wurff er al.
2003). Recently, new forms of brain stimulation, such as transcranial
magnetic stimulation (TMS) and transcranial stimulation with weak
direct current, have shown promise in the trestment of depression,
epilepsy, chronic pain, tinnitus, schizophrenia and stroke (Burt e af,
2002; Mitsche e al, 2003). Moreover, deep brain stimulation and
vagal nerve stimulation are potentially promising trestments for
Parkinson’s disease, dystonia, depression and epilepsy (George e al.,
2002; Benabid, 2003).

Although the clinical effects of brain stimulation have been
repeatedly demonstrated to be clinically effective, there is little
information about its mechmisms of action. One sugpested mechan-
ism is the modulation of excitability in the targeted brain region with
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resulting impact on connected brain areas along a specific neural
network (Pascual-Leone e all, 1998). However, supporting evidence
for this is largely indirect as the tools to study brain function non-
invasively in humans, such as functional magnetic resonance imaging
and electroencephalogram, lack causality and spatial resolution. The
study of the cortical spreading depression (CSD) phenomenon
provides a method to experimentally explore such notions directly.
In addition, CSD provides a reliable index of brain cortical
excitability.

CSD was first described by Leao in 1944 (Leao, 1944). It is
characterized by massive alterations in cerebrocortical ion homeostasis
in response to the stimulation of a point of the brain tissue. These
alterations result in a wave of neuronal depolarizetion that propagates,
in the cerebral cortex of all mammal species that have been previously
studied, at a rate of 2-5 mm/min across the cortical surface,
sccompanied by reversible electroencephalogram (EEG) suppression
and a negative deflection of the direct current potential (Guedes &
Cavalheiro, 1997). The study of CSD is important for several reasons.
Firstly, it appears to be related to disorders of altered brain excitability
such as migraine attack and epilepsy (Aurora er al., 199%). Secondly,
CSD has been extensively studied in several conditions of brain
function alteration, providing important information about brain
activity and, therefore being a useful index to study brain function



experimentally ((medes, 1984) However, given that cortical spmead
ing depression propagpies almg the oorbcal surface, @ prowvides
infommation only about the corical, but not subcortical, actraty.

We hypothestesd that repetitive cortical stmulation would aler
C5D propagatiom. We had two aims in this study: (1) fo mvestigate the
eftiects of diffesent frejuencies ol repetitive elecmial sammbtion
CED propagaton conpared fo sham stmulbton and (o) o evalute
whether the ellects of elecinal stmubbon on CED popagaton are
lemg-lastng.

Matanals and mathods
Animais

Twenty-fiur male adult Wistar rats (275 & 7 g, mean + 5E) wers nsed
in this expeniment. They wese housed mdivicually under comtralled
temperature amd on a2 1Z2-hhight : 12h dark oyde (hghts on at
000 h) with fres access to = chow pellets and tap vater. Testing
was camied out dwrmg the light oycle. All rats were cared for and nsed
in sttt acoondance do the PHE Guwde bhr the Care and Use of
Latomiory Ammals. Imporandy, all elfforis wers made fo mmimaise
the number of ammals used. All procedures were appraved by the
Institwtdmal Amimal Care and Use Committes of Federal University of
Pemamincn State, Bracl, whers the expermments were cammied aut.

Surgical procedurs

Rais wem anaesthetized with a mixtuz of wethane and chloalose
(1.0 g/kg phs 0.0 g'%g 1.p, respectively;, medhind of the mitial
dime as supplement, if necessary ) and placed in 2 stereatxic frame m
o flat-skull pasition. Urethane pls chlmalose were nsed as these drugs
do not block T30 propagaton (Guedes of af, 2002). Durmg surgery
and CSD remorching, body fempemiure wa com@muously mem tomed
with a recta] thermameter md was mamtined at 37-375 °C by using
o heating pad. A midlne inciion was made to expose the skull. Three
hales (3-4-mm dizmeter) were drilled an esach hemisphers with a 0.5

mm-diameter dentzl dnll (Fig 1) These holes were drilled very
carefully while abserving the tissue with an aperatng mionoscope 4o
avald camsmg muny o the dua They were aligned m the paneio

Irontal direction and pamllel o te mdhne. A bpalar sttmulatmg
electrode (a5 described helow) was implnted imo the kel frontl
corex and secured with demtal acrylic. Afler the electrode implant, a
haselme recomlmng sessiom ol OS50 was performed for £ he Adler that,
T hales were washed with salme and closed with vasehne gel, and

Fun 1. Schematic illusmsion showing e location of the taree boles imeach
Eemipiem for CSD reconding amd the looamom of e elacomion] stimuleing
electrode (left prefrontal cormex)
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the skim was flap-smured over the cranium; however, the tigs af the
electrode were expossd m order to comect the cables fom the
simuldar o the stmubimg electode. Topi antimotic was applied
over the simgical incision and mis were placed in a cage and al lowed %o
recover from swrgery and to fully awaken fir 24 h before the first
semsion of mpetitve elecmioal stmulaton (ES)

Eilpeinical stimuiation (E5)

A bipolbr stmulatn g electrode was made from Teflon-omated stinless
stee] wire {100-im dizmeter), and the exposed tips wens seqamaied by
05 mm This elecirode was mplnted epidurally mio left froml
corex (€2 mm mierior o bregma and 3540 mm lbteal to the
midlme)l We prebereed emduml stmubtion to decease the sk of
cortcal kesion dunng the sugkal procedune; this method has also been
ussd M human bran stmulaton (Brown e af, 2006). Electrical
stuimulation was deliversd by a electncal samulbtor (Inzight, Equipa
menins Clentifions, Ribeido Preto, Braml) and comssted of two
dalferent types of stmulagion: (1) contmuous samubton of 1 He for
Z0 mam (600 wA) wath 2 total af 1200 pulses and (1) 55 tams of
20 Hx presemted every 30 5 for 10 min with a total of 1200 pulses.
The mimals were awake for the electrical stmubtion as this
stmulaion was not pamiul

Corical spreading depression — basic mechanisms

Cortical spreacing depression (C50) 5 2 sell ropegatmg oot of
depolriation associated with a depression of neumm] actvity for a
couple af mimtes. OS50 can ooour spontaneonsly, = proposed m
migraine and epilepsy, or @n be mducad expermentally m ammals
To mduce CSD expermentelly, the grey matier, eg. oorlex, shoulkl
recelve & strong stimadus, which can be chemacal (K.CI) or mechanical
This simulus will genemte a massive depalartation that is mmedi

ately follmwed by a depression of newronal activity. In the rat costex,
this phemomenon spreads ouwt in all drectims at 2 wvelooty of
35 1 05 mm/man. Therefore, to ehort and scond this phenomenon,
three haoles nesded 1o be drilled o the skull of the animal - onz o
trigger and the other two fo reoord CED. In owr experiment, we nsed
K1 w0 trigger T80 as this substance & slfedive in camsmg 2 massive
depolrration. Reconding was made with two Ag-AgCl agar-Ringer
type clkctrodes. (51 has been shlied = wvo m severz]l anmmal
species md & vien in bram slices and m retinal preparions under
varions  experimental oomditions. The hypothess wnderlymg e
mecham=ms of CSD propagatom & that the spread of 5D promably
imvalves the mlease and diffusion ol the chemical mediaton, most
likely K and glitemate into the mierstital fluid. Thesfore levels of
excitatry meurotansmitters, such as ghtmats, can affect CS5D
imbaton and propegaion. Therefors TS50 can be an mdex of the
excitatory and mhifitory jom/newrotransmitiers balanos.

50 racording

CED mecuction was stafed alfer 30 mm ol haselme recorcing. The
phenmmenom was elidted a1 20 min intervalk by a 1.min application of
o coftem ball (1-2-mm diameter), smbed in 2% KOl salution, o the
pestenior hale drlled in the panetal regon. We mvestigated the C5D
propagaixm m the postenordronial direction rather than the opposite
directiom 2= this montge is 2 more elfectve methad of abiammg and
recardmg the CED popagation (Godukhin & Obsenovitch, 2001). The
twa ather hales (34 mm m diameter) an the paneto-Fomal regomn
served as recomlmg mites. The corical spontaneous electncal actwty
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Fron 2 Sckemnmic ilksmmsion showing fe lomtion of apidem] KCI applica-
mon (oo ipil Bode pand the lecason of Se teo elammdes (pasaal and foeml )
and e eazal ref oo corsianl spemading (OS50 raccading.

(electmomiicagram) and the slow potental changes accampamymg
R were com@muons by moonded for £ h (2 hoin eadh hemisphere) by
using two Ag-AgCl agar-Ringer elecimdes (one in each hale), aginst
a comman elerence dectrade of the ame type, plosd mn the nasal
fames (Fig. 2. The O30 velodty of propagation was calolated from
fthe tme requined for a O30 wave to pass the distanoe between the two
oartical dectodes. Velooily was expressed as millmetes per mamie
(immSmm). During the remnhng pemod, rectl temperature was
maintuined at 37-37.5 °C. Affler the final episade of CED, the by
hales were washed with saline solutom.

Exparimanial design

The rats were randomioed into three differant groups according o the
stimultiom parametess: sham, 1-He and 20-Hx repetitive electrical
stimulation. Inttizlly, hasshne CSD recordmg sessiom was pedinrmed
and stimubiting electrode was implnted. Six episodes of TSI were
mecarded and ther velocities of propagation were caloulated in each
hemisphers [l or stmaudated hemasphere (SH) and nght or mstm
ulated hemisphere (UH)]. Folkowmg the hseline meas mrement,
animak wes allowed o rest fir 24 h. ES was then applied acoord mg
to the lollbvwing pammeters: sham, 1 He ar 20 He (500 wA) We
decided to use S0 WA, beause ths peramester comesponded & an
average af’ 120% af the forepaw motor threshald. The animals were
stimulated two dmes per day (momuing and eveming) for 2 days, total
of fr sessions. Durmg the stimulagion, the anmak were awake and
ookl mawve fwely in the cage; however, they were placed m 2 small
cage M order o avaoid frisk movemens that coukd detach the
omnection cables from the simulator to the electodes (Fig 3}
Furthermare, the mvestigator abserved the ammalk during the whole
periad of stimulton. In the day folknving the st stmulaton, a
second recording session of T80 was performed. The ammals wers
retumed to ther cages and were mamivmed for 2 weeks without any
mierventom. Alter G period the st moonding sesskm ol CED
(followam moording ) wa made. Animals were killed by decapitation
{under anaesthesia) afier the last T80 reconding.

Statistical analysls

The mam omoome of tis study was the C5D velocity change mduoed
by repetive elecincal stmulbixm. Three laclon were analysed: the
gmap of stimulation (hee kvels — sham, 1 He and 20 He), time

80

Fiecrmicai
Samalmar

Fien 3. Schematc il hesrasion depicting the sating that wis wsed for elecerical
sl oo [Doemi g the stealation, te anea ks were meakee omd could move
feely o the age; bowever, they weare pliced = a sall cage w0 avosd beisic
movements far could detack e conmection (bl foom sElaor o ps of
el azenddes, black amow).

(hree levels — haseline, affer stimulation sessims, and fallow-up) and
the fram hemisphere fwo levels — stmulated and unstimulsed).
Analyses were performesd with SAS sotstical soltware (versiem B0,
Cary, Morth Caroline, USA) Comkdering that we measured the 5D
at three different tmepomis (haselme, immediately after, and 15 days
afler stmulaton) and on two hemispheres (stmulated and unstimu
lated hemispheres) in free differemt groups (sham, 1 Fe and 20 e
stimulatiom), we wied repeated menswures (om the faclor tme) aof
amalyits af varance (ANOVA) o test whether there was an overall
signilicant effect of 9me, group, hemisphers ar the imeraction between
these factors. When appropriste, posthoc comparisons were carmied out
wimng Fisher [ED comection for muliple comparsms. Statstcal
significance refers to a two-taillel Fvahie <005,

Rasults

There were no sigmiiant differences in the sdme chanaclerstios
(weight, age, basehne 5D velooity of propagaton ) of the ammalks in
the three groups of treatment. A three stimulation-group (sham v,
I-Hz stmubton ws. 20Hz stmulaton) =2 hemispheres (el
vi. right) < 3 tme (pre-stimulaton vs. mmedite paststmultem
s, 15 days poststimulsion) factarial ANova with repeated measunes
m time was perfirmed on CED velocity values. There were sigmificant
differences found dar the mam effect of tme ()= 754,
Frc 00001, hemisphere (F, ; = 508, 7 = 0002} and stmulatiom
group (Fy o= &7, F= 0L0ME)L The mieraction betwesn time v
hemisphere ws simulaton group was significant (Fjo, = 935,
Fo 00001

Sham simulation group

In areler o test whether our pmcsdurs was =msociated with changes in
the CED velooity, we studied a contral group that recsived the sames
miervention (mcludng elecirade implanation), but electic stmu b
tom was not apphed. W did not find any sigmfican change m the
CED propegation in this reatment group aver Sme. Repeated
measures ANOVA showed that thes was neither significant main
effect of tme on T30 propagaton i the left hemisphers (3H)
(Fays=23% F=0134) nor in the might hemiphers (LUH)
(Fopq= 19, F=0190) The mean rsults of CE0 velooity dor the
three tmepaint (aselne, mmeditely afler and 15 days afler ES)
omfirm  these  findmgs (3844 008, 390 £0.15 391 + 010,
mean + 80 in mm/mm for haselme, post-reatment and follow g,
respectvely) (Fig. 44}
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Fun 4. The effaces of ekl stmeloton of fe loft peefonl comex on dhe
AL wel ooty overzhe three e paoinss | bawe lime, e me by after st oakesion
and 3 weels afer smlmon) @ ofe ket Emoleed bemspier ) md nght
(sl d) bamisphere. (A} The effecs of dham ES Mo dat dem wem
2o sigeifioans effecs of stamn smeleion oo CS1 propagason ove the fras
time poimts. (B} The affects of 1 He 5. Mot tar e wos o significms
inTemse @ e CAD velodny afer | He simmleion & fe stoolaed
Eemiptem (et bemspheare) when comprring baselis and immediaely afe
stmrzlation and baselme and afer 2 wedo "Sussscally sigeficndy when
compamd = basalime. () The sffecs of 30 Hz ES. Moas tha boch
Eemiphems (sEmoaed and pestimoliod) bad o sigeificont Eoess B ode
CAD propagrion mmedirely afa md afir 2 wess of 20 He stmaleion,
Eowever, e effeds wem spficndy mom precsced B ofe smmclied
Eemiptam. Fady podest mpeesats mans veloo iy of OS50 2 SEM. *Saskscally

shgmificandy whan coopamd o basline

1-Hz stimulaton group

O resulis showed that there was an imorease in C5D popegatan
followmg  1-Hx stimulaton only in the stmulbied hembphere.
Repeated mesunes ANOVA showed that thess was a sigmificant madn
effect ol tme on CED wvelocity m the left hemisphere (3H)
(Fapq =194, F < 0000T1) but not m the might hemisphere (LH)
(Fag =21, F=016) Fosthor amlyss showed a significant
difference between basslne and poststmubton CED (F = 0L0D05)
and haseline and followeup CED (P < 00001 ), but not behyesn post
samulsion and foallowap CED (F = 0.15) for the kil hemisphers

81
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(S&H). These resulis suggest that the mitil effed on 50 was retined
after  weeks of elecinical stmuldion. The meen morease in 80
veloity afler 1-Hx somubstion was 198% 376 & 0415 450 2047,
A.75 & (L& mean & 81 in mmSmin for baselme, postdreatment and

Tollow-up, repectively) (Fig. £BL

Z0-Hz stimulaton group

Repeated mesiumes an0va showed that thess was a sigmficant mam
effect of time an T30 propegation in the lefl hemisphere (3H)
(Fy g =447, P 00001} and in the right hemisphers (LIH)
(Fy 4 =311, F < 0001 Paghor malysis showed 2 significan
dilference between bascline amd poststmulstion CED (P < 0001
hath hemspheres) and hesdme md follwap CED (P < 0001
hath hemipheres ), but not hetween post-stmulaton and & llow-up
CED (F=068 and F=007) fir lefi hemispherse and right
hemisphes, respectively, These resuls sugpest that (i) 20 Hx
electrical stmulgion cawsed a signilicant increass an CED weloaty
an both hemispheres (stimulated and wmamulbtal) amd (1) Ge
imgal eflect on CHED was stamed alfler 2 weeks ol eledncal
stimulgion. The mean morease in OS50 velocity afler 20 Hx
simulsion was higher m the stimubted hemisphere comparead o
the wmstimulated hemisphers: £7.4% vemus 13.8% af TR0 velocty,
respectively (Fig &)

Comparikmm acnss shidy groups revealed that 20-Fx eledinical
simulaion led to 2 sigmificandy greater morease m CED welocity
compared to the moreass caused by 1-Hz elecincal stmulation (£7.£%5
va. 198%, F= 002

Discussion

These results show that both 1-He and 20-He electnical stmulatiom
(EE) resubied im 2 sigmificant merease m the O30 vebooity in the
stimulded hemnphere Furthermore, 20-Hz oortical  stimulation
cansed an moease m the TS0 propagtion ako o the contmlateral,
unstimulsed hemisphere. The effect of electncal simulaton an CED
propagatim bsied for 2t least 2 weels. Imporantly, thess eflecs
canmat be atmbuied o the re-ES (haseline) induced CEL, 25 ammals
that underwent sham stmubtion did not show my change m the 50
propagatim betwesn the thres Sme pomnts.

{hr study showed that the repetitive EE enhanced C5D propags
tion. Various mechaniazms ookl explam these CED changes. Fepet
1ve 5 may have altemd bmam excitai bty as indexed by changes m
CED. CED does provide a measwre of corbcal excimbility For
example, G ARAsrgic inhibitors, such as ethanal, can camse a decease
n CED propagaton mie —atinbuted to the inhibiory effect ol ethanal
an bram Sssue (Sonn & Mayevsky, 2001 Therefors, the findings of
awr stucy show that ES might have moreased cortical excrtamlity.

More evidenoe fhat siremgthens the associzbim of C5D to bram
excilability mvalves the rebtionship between migrame and 5D
(Tepper o af, 2001 ). Four main arguments support Sos remark: () i
has been postuled et CED andeshies e pahophysiokbgy of
migraine awrz as bolh phenomenom have smmiler wwlooy of propa
gatiom acoorndng to neromagmg clmical and ammal stodies
(Spierings, 2003 Lauriten, 1987, Pamons, 2004); (i) magnetosn
cephalogmm and TME studies have shown that migraine i associated
with a imcrease in bram excigbility (Lang & al, 2004; Brghma
of al, 2002, indeed the migmme attack may mpresent a pmiective
mechami=m iriggered by bran cells to avoid imury doe to hyper
excitability of the bram; (i) migrame patiens ssem to respond o
antcmvakive medicatims showmg that this dissase s rdated fo an
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morease m fram exciimlity (Rogreski & Loscher, 2004); () some
af the migrane tnggers, such as stress and hypoglyosmia, are ako
asociated with an imrease m OED propageton (Coste-Crue &
Ciuedes, 2001 For the reasons exposed, we belisve thatan increass in
the CED propagatkm & associzted with an momase in brain
excitbility; therefime, we speculate that ES can camse an ncreass in
bain excihlity smalr o fhe inorease m bam ecoiambity that is
oimerved in migrame.

Anather possinle mechamsm o explam the elfecs of =petitve ES
on CAD would be an altemtion of the ghal gene expresaon. (Gl cells
are non-newronzl czlls that provide suppart and nuitnton fo cells al the
nervous system. Unlike neumns, gliz] celk do not have chemical
symapses, they, however, can promote the mferacton betwesn neurnms
anl appear to cmibute o synapte development. On ane haned, 1t has
been propesed that glis may actively mierfese with O, Labowits
(1992 suggestad thatthe most esenbal comtiuent ol CEDs 2 showly
popegating, regenerative event in the newoglia compartment. Indesd,
the dramatc CEDoreltal changes m the imk oncentrations m the
extra celhilar space supports this view (Lian & Strmger, 2004). (On
anather hand, past ressarch suggest ha elecincal stmulstion maght
miuce changes m the newrogha. In fad, # has been shown that
reactive changes in glia are related 1o the synaptic resrgantaation that
agours In resposse ko oorim pellems of neunomal actvity (Wilson
e al, 1990} As newmal activity can be changed by electrical
stimubtion, this can ulimately alier gha For imtmcs, #t has besn
demomtrated that the geme of the ghal fivnl lary acidio protem ((GFA P,
whige expreszion 5 a hallmark of glial hypestraphy (Lewis 2 af |
1988, Tetelall o @l 1985) and 15 associzted with an momase in
neuriranemites  levek, iz upregubtel afler comwakive electric
shock in anmals ($teward er al, 1991). However, m this case, 1 s
dilficult to dimemangle the sffect of electrical samulaton from the
elleds of soimres. Monsthelss, another fomm of bram stomau g,
tanscramial magmetic simubtion, can also  mcrease (GFAP gens
expression (Fupla & Steward 19970 In this study, authors ded mot
oimerve sepomes and this conclide that the moreass of GFAF gens
expression B associaded with electincal bram stmulsion.

{iiven that repetitive electnical stimultom can @use setumes, it 1s
omozivaile o speoubte that setoures might have been ane ol the
canrses dor the CS0 propagation increase. Howeves, two arguments go
agminst this associasion i this study. (i) There vwas no change m animal
behaviour dwrimg or shortly afler the stmubtim md (o) the
parameters that we ussd fir simulaton are mot =msocived with
seimre-mductan. Behaviowal responses to Ei-mduced setoures
mchide meozased ooomotion, cixling and comvulsions (begiming
with head, mme or two Frepaws cmtaction and progressmg o 2
genemaled iomo-dmic comvulsion) (Malamun-Palacios eral, 1999)
We dil not abserve any of these allerations dwrmg or shorlly aller
ES stmultion. The protecal 1o indues ssimme wses higher Fequency

and lomger fram duations compared o owr sdy, eg. Begquency af

S0 Her ws. 20 Ha (used moour study) and tzims of 30 5 vs. 2 5 (used an
o sudy) (Nalzmuo-Palacios ef al, 1999} Furthemmore, a long
mier-mierval fram, such as the me thatl was used in this stdy (28 5],
ako prevenis semres (Wasiemann, 1998 However, although this

appeans unhkely, due fo the evidencs shown abave, the oommence al’

seimmes could have inoreased mrical exciiambity and beem respon
zible fir the moremse m the CED propegason In fact, #t has besn
suggested that BOT might increase neunmal excitatility due to 2
suppression af GARA-egic inhimton (Chistyakov of al, 2005)
Ciiven that EE elfects on CED might be due to an morease m oartical
expimbility, it i impearint to discuss the mechanisnms wmderlying this
merease in the cotikal exciiambity. One posable explanation is that ES
omld have chmged synaptic siremgth. It has bheen shown that low
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frequency repetitive electrical stimulation can mducs ether 2 lomg
ferm potemfiaton (LTPF) or a2 deprssion (LT} of the synaptic
tranamission. For mstnos, low-frequency clectocal stmulaion (2 He)
¥ associted with m oimmediate depressiom and bie significant
potentaton of the sympic tranmmisdan (Hemy o al, 1999)
Furthermaeme, high frequency elecincal stimulton (250 He) ako
polentzies symapic fammsson mmmediaiely and altervand (Hery &
Ciancia, 2002). Chen eral (1996) reported similar results showing that
while ligh frequency samaubstion (100 ar 40 He) m mordcal byer IV
miduces LT, low frequemoy stimubton (1 He, 15 mmn) indoees LT
Alzo this respomse was rechicsd by DL-2-amino-5-pheos phomavaleric
ackl, mplymg that NemethylDaspartte (NMDA) recepiors ane
myvaheed in LTIV ITE maduction. However, this study only evalusted
the mnmedbiate effects, thus coukl mt detect 2 possinle LT 2t a later
time. Therefime an increass in e synaptc framsmission, or the LTP
mechanton, mducsd by B8 can explam an meorease m the 5ED
mropegaton. Furthemone, these studies showed that, afier ome week af’
stimuletion, symapie changes were stll ooccurmrmg. This weoukl explan
the kmg-lasting effects m owr study — thers was a persistence of TS0
merease throughout the fllowup peniod.

However, ES efleds on CS80 might ako be due o nonspecilic
ellects of ES, swh sz mewnendocrme, mebhalc or behavioural
changes. Several studies have shown that dectncal stmuletion af
prefionta] corlex % associated with neuroendoonne changes, such as,
an momase m chaleystolakmm release m the nuwcleus acumbens
sepdl lollowmg 25 He ES (Yoo e al, 1998 a decrease in dopamine
releass m mclews acoumhens after 10 He ES and an increass, affer
&0 He B (Jackson ef af, 2000 and an enhancement ol serotomn
level i, the hippoampus and amypdab after 25 He TME (Jucke]
e @l 1999 Furhemorne, fronte] BES can ako inducs behavioural
changes. Tavares £f af (2004) reporied that wmanaesthetized mimals
sutmnifiad f0 dectnical stmulagon presemt behaviowzl changes
characterized as mcresed bhomation and cage explnton (Tavares
el al, 2MEL However, amother study showed that belavioural
changes followmg fronkl ES in these mmals do not sdflect an
alerstion af the spatal leamung and shord or lomg-lerm memory.
Fmally, other monspecilic effects aller ES stmulstion, such as
cardiovacular, am paszible Tavares or al (2004) showed that EX af
the prefonial cmrexr cames stimulus imensity-mlated  depressor
respemsss in ansesthetaed rak and pressor responses in mmanzesthe
Haed mats. In additon, fus study reporied no signilicant heert rate
changes. Therefime, nonspecilic changes after prefronta] cortex
ekctnoz]l stmubtion is pessible and shoukl be comsidersd when
assessing the elfecs ol this study. Howeves, it & not clear how such
changes woukl imeders wath the phenomenm ol spraxdng depres
siam.

Chur findmgs show that the dlect of EE on CED propagation
depezels am the frequency of the stmulaton. We showed tha the
frequency of stmulaton was rebied fo the degres of mpact an CED
velaoity (e.g higher frequency resulied in faster 53D progegstiom)
and hihemspheric disruptiom {eg. higher {Tequency resulied in an
eflect om both hemaspheres). These indmgs am parbally m hne with
anather fom of bram stmulaton - repettive mmomial mgnetic
stmubton (fTME) The elect of fTME ako depemcks om the
frequency of stmulatiomn. However, in the ome of the TMS, the
direction al’ the modulation seems different, whereas high Bequency
(20 He) cawses an increase m bram excitahility, low frequency (1 He)
camses a decreme inbran excitahility (Gangtano afal, 2002; Romero
eral, 2002 Our findings, howeves, suggest that 1 Me and 20 1= ES
hehave in the same way, i2. increaging bhran excitability. The camse af
such disaepancy 15 unclear, but 1t can be speculaied that this may be
related 4o the different subiype of newrons that are simulated by sach

& N Fedamion of Boropmn Mewwar i e Socimien, Fampean Jowrnal of Nosrosclamee, 11, EXTE 1184



techmique (E5 and TME). Nonetheless, recently, Sidomer eral. (2004)
demmmsimted that preconditiomnng cortmspmal excimbility wath
tramsemnial direct curment stimulbatiom over the primary metor corlex
can medulate dhe dimecton of plastony mduced by sulsequent
admmstaton af 1 He rTHE in 2 way that 1 He rTME resulis in an
imerease of cortical excibbibty (Siefmer of af | 2008} Furthermere,
I -fequency prefrontal EE & associated with 2 LT phenamenan
after 1 week of stimulatiom (Hemmy ef al, 1999 Therefore, such
findimgs support that low frequency repetiive ES can also have
Tacilitatory effects.

An mpornt aspact of this study isthe longlastng dfect of ES m

CAD. The diects bsted at least 15 days and may have bsted mos if
anmals had been followed for longer tme. This long-bstmg diects of

repetitive ES may provide 2 biaologikal mechanism to explun long

lasting behaviowal and chmcal effects of rain somuldtion m magor
depression (Fregni er af |, 2004, Damaon er al, 2002) However, these
results ako make potential safety comcerms when applying bram
samulaion fo nomal subject md wamans furdher mvestgation. It s

imporknt fo node that our ammals recerved mulple sessiams of

stmulgion to the same hram region; the mpct of 2 smgle sessim &
unclear However, long-lasting ellect is oitical for the me of thi
method as a herpeutic tool. Therefire, his gives additiomal evidence
that framn stimulbtion might be 2 welul thempentio ool

Some lmaatons apply o the presemt study. As we did notexamme
the mam gssue hstolgially, it 5 possiole that harmbl efects may
have comabuted o ow resulis. The design of i study camot
exchide this potertial hias. Howeves, some evidences speak agamst
this effect. Fmst, several siudies m which anmalk recetved elecinical
samulaion in the grefrmizl mrlex, wsmg smilar, or even stonger
pamameters as i ow study, do not report histalogical lke=ion (Pema
el al | 1998 You eral, 1998, hnokel e af | 1999; Jacdkson efal 2001,
Tavaress of al, M) For example, n one af thess experments,

animals were stimmbted with 400 Hx for 40 mn using an imensity of

TOD A (30 tmes mor pukes than owr shdy; Yoo o af |, 19950
Heoond, studies that evalmited C5D propagation m ammals befiore and
after cortcal and suboortial lesions due to siroke showed no change,
or oven & decmase, m CED propegaon (Shimem o af, 2000 ; Back
ef al, 19948, However, we demomtaied that 5D pmopagaton
ineTeased after repetitive electical stmultim. Fmally, thes is a2 trend
af increase in the CED velocity between mmmedhately afler and follow

up evalustxm. Wowr protoca] had induced 2 corbical lesion, we woulkd
expect that the peak of eflects in the CED would ocow immedmiely
rather than fwo weeks afler stomultim. Indesd, 3 mcent repetitive
TME study showed that the modubiory elfeck in the comical

stimulgted area by this method contmoed after the cessatiom of

repetiive THMS (Koemselman e af |, 2004). Another mitatiom & that,
although the method of T s a good method o study bram fimdion,
this method proviles mimmaton only about the cortkal surlace as
CED sprads along dhe cotkal swriace. Therdore, the resulis have o
be miepreted m the comtext ol cortical brain alersions. Fmally,
although 1t 5 mnosivable that the dilfieznt effect observed between
the 1 Her and 20 He coukl be due to session duratiom (whereas 1 He
somulaion bsted 20 min, 20 He bsted 10 mm only), we bdieve that
thiz explamation & mnlikely as the mest mportant fotors for comical
madn bt induced by repetitive stmulation ssem ta be the frequency
and number of pulses (Maeda er al | 2000; Gangitno ef al, 2002
Giemshan &f af, 2003; Pememann &f al, 2004)

In summary, owr study showed that repetitive electrial stimulaton
can facilitate OS50 propagation and thess elfects are lomg bstng

These findmgs are inpartant to suppart the clmol applicatan of

themapies myvohing clecincal simulaion such as Tamsoreni] magnstc
somuldion, transcranil drect coment stimulation and  mvasive
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cortical samultim for diseases of mduosd cortical exciamlity, such
as siroke, Padkmson's dismse and maor depression.
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Abstract

Abnommal cortical excitability influences susceptibility to cortical spreading depression (CSD) in migraine. Because transcranial direct current
stimulation (tDCS) is capable of inducing lasting changes of cortical excitability, we imvestigated the after-=ffects of tDCS on the propagation
velocity of CSD in the mat. Twenty-five anesthetised rats received either anodal, cathodal or sham (DCS. The stimulation was apphed for 20 min
at a current strength of 200 pA after the recording of three baseline CSD measurements. Starting 5 min after tDXCS, a further three CSDs were
elicited and CSD velocity recorded at intervals of 20 min. tDCS and CSD recording was performed under anacsthesia with chloralose and urethane.
As compared to the baseline velocity of 3.14 mm/min, anodal tDCS induced a significant increase of propagation velocity during the first posi-
tDCS recording (349 mmdmin}. In contrast to anodal tDCS, neither cathodal tDCS nor sham tDCS, which consisted of an initial ramped DC
stimulation lasting cnly 20 s, showed a significant effect on C5D propagation velocity. As anodal DCS is known to induce a lasting increase of
cortical excitability in the clinical setting, our results support the notion that CSD propagation velocity reflects conical excitability. Since cortical
excitability and susceptibiliy to CSD is elevated in migraine patients. anodal tDCS — by increasing cortical excitability — might increase the

probability of migraine attack in theze patients, even beyaond the end of its application.

i 2005 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved.

Keywords: Transcranial direct current stimulation (tDCSy; Spreading depression; Meuroplasticity; Migrine; Brain stimulation; Cortical excitability

The ability of weak direct current stimulation to induce long-
lasting alterations of cortical excitability is already known from
early animal experiments [4.18]. Recently, the DC-induced
excitability changes have been successfully transferred to the
human motor cortex, with after-effects so far lasting more than
one hour [14-16]. Both the polarity-dependent induction of last-
ing excitability alterations as well as their stimulation duration-
and current strength-dependent prolongation in the human cor-
tex led to the reasonable assumption that this technigue could
evolve further into a promising therapeutic tool in various neu-
rological and psychiatric disorders associated with a hypo- or
hyperexcitable cortex, such as major depression, epilepsy or
migraine. Functionally. transcranial direct current stimulation
(tDMCS) is able to improve implicit motor learning [ 17] and visuo-

* Comesponding author. Tel.: +49 351 39 4650; fax: +49 351 39 81264,
E-mail address: dliebet@gwdg.de (D. Licbetanz).

0304-39400% — see front matter © 2005 Elsevier Ireland Lid. All rights reserved.
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mator coordination [2]. Clinically relevant studie s demonstrated
beneficial effects of cathodal tDCS in chronic stroke [9] and
depression [6].

CSD was first described by Lefio in the 1940s [11]. It is char-
acterized by massive alterations in cerebrocortical ion homeosta-
sis in response to the stimulation of a point in the brain tissue.
These alterations result in a wave of neuronal excitation that
propagate through the cortex at a rate of about 2-5 mm/min.
The neuronal excitation is followed by a transient inhibition,
which is reflected as EEG suppression and accompanied by a
negative deflection of the direct current potential [23].

MNeuroimaging findings indicate that cortical spreading
depression represents the underlying mechanism of migraine
anra [10]. The hypothesis that abnormal cortical activity leads
to a susceptibility to CSD in migraineurs is supported by TMS
studies revealing acortical hyperexcitability in migraine patients
[3]. Recemt evidence of this cavsal link derives from CSD
experiments, which demonstrated that a pathological cortical
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hyperexcitability in the knock-in mice of familiar hemiplegic
migraine leads to an increased susceptibility to CSD [25]. In
addition to the association to migraine aura, CSD has beenexten-
sively studied in several conditions of brain function alteration,
providing important information about brain activity, and has
evalved as a useful index of cortical excitability [7].

We hypothesized that the induction of lasting changes of cor-
tical excitability by tDCS would alter CSD propagation in a
polarity specific way. The aim of this study was to investigate
the effects of cathodal and anodal tDCS on CSD propagation
compared to sham stimulation.

All experiments were conducted in accordance to the PHS
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. All pro-
cedures were approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee of the Federal University of Pernambuco State,
Brazil, where the experiments were carried out. The experiments
were performed on 29 male Wistar rats (377 £45g). Animals
were housed under standard laboratory conditions, with food
and water ad libitum.

The animals were randomized into three different groups,
each of which received 20min of cathodal. anodal or sham
tDCS. Three episodes of CSD, with an interval of 20 min, were
recorded from two cortical points prior as well as after the tDCS.
The first post-tDCS CSD was elicited 5 min after the termination
of tDCS. To test for the focality of the tDCS effects, a control
experiment was performed on additional four animals, where
CSD was recorded at three cortical points (instead of two) and
tDCS treatment was applied, as it had turned out to be effective
in the previous experiment.

The animals were anaesthetised with a mixture of wre-
thane (I g/kg) and chloralose (0.04g/kg) and positioned in
a stereotaxic apparatus. Body temperature was maintained at
37-37.5°C. Two holes of 2mm in diameter were drilled over
the right hemisphere., one hole | mm posterior to the coro-
nal suture and the other | mm anterior to the lambdoid suture
{Fig. 1a). To record CSD), two Ag-AgCl-Agar-Ringer electrodes
{one in each hole) were gently placed onto the pia mater within
a defined distance of each other. A common reference elec-
rode of the same type was mounted on the nasal bone. For
the control experiment. a third electrode was placed in an addi-
tional hole, which was drilled 4 mm anterior to the frontal
electrode.

Cathodal and anodal tD(CS was applied at a current strength
of 200 pA by a constant current stimulator (model CX 6650,
Schneider Electronics, Gleichen, Germany). For the transcra-
nial stimulation a plastic jacket was positioned over the right
parietal corfex just between the two boreholes and fixed with
a coating of a glass ionomer cement (Ketac Cem, ESPE Den-
tal AG, Seefeld, Germany). The jacket was filled with saline
solution (0.9% NaCl) prior to the DC stinmalation to establish a
defined contact area (7 mmg) towards the skull. A larger-sized
conventional rubber plate electrode (10.5 cm?) that was placed
onto the ventral thorax served as counter electrode. To avoid
a stimulation break effect, the current intensity was ramped
for 10s instead of switching on and off abruptly. In the sham
condition the stimulation was ramped down again after 10s of
stimulation.

reference electrode
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Fig. L. (a) Graphical illustration of the positions of the epidural ecording elec-
tsdes and the epicranial tDCS electrode. (b) Examples of CSDs recorded from
a frontal (13 and from a caudal elecirode (2). CSD was elicited with 25 KCI
applied o the frontal corex at the time-point indicated by the armw. In the upper
double trace, CRDis recorded prior o the tDCS intervention. The lower double
trace illustrates the acceleration of CSD velocity 5 min after ancdal tDC5.

CSD was elicited by applying a cotton ball (1-2mm diam-
eter) soaked in a 2% KCI solution to the frontal borehole just
anterior to the recording electrodes for 1 min. CSD propagation
was investigated in the fronto-posterior direction. The sponta-
neous cortical electrical activity (electrocorticogram) and the
slow {DC) potential change accompanying C5D were recorded
using a conventional Grass polvgraph. The CSD propagation
velocity (expressed as mm/min) was calculated from the time
required for a CSD wave to pass the distance between two epi-
cortical recording electrodes with the tDCS electrode in betwesn
(Fig. 1b). After elicitation of an initial CSD for testing the setup
and the electrode contacts in each animal. we measured the



baseline CSD velocity, which was calculated as the mean of
three CSDs that were recorded with an interval of 20 min prior
to the tDCS. A further three CSDs were recorded after the tDCS.

In the control experiment, CSD velocity was also caleulated
for the passage over the cortex anterior to the tDCS electrode.
i.e. between the additional rostral electrode and electrode 1.

At the end of the experiment, the animals were perfusad
transcardially with 100 ml of saline followed by 500 ml fixative
containing 2% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB:
pH 7.4). A freezing microtome was used to collect serial coro-
nal 40-pm thick sections throughout the brains. Sections were
stained with cresyl violet and examined under a light microscope
toevaluate tDCS-related alterations of the cortex such as cedema
and necrosis or karyopyknosis, karyolysis and karyohexis at the
cellular level.

Repeated measures analysis of variance (ANOVA) were per-
formed with tDCS condition and time course as the independent
variables and CSD wvelocity (in mm/min) serving as dependent
variable to test whether there was an overall significant effect of
time and stimulation condition, or an interaction between these
factors. The values of the CSD velocity were normalised and
expressed as alterations of CSD velocity as compared to baseline
CSD welocity in mm/min. Baseline C5D velocity was calcu-
lated as the mean CSD velocity from the three pre-tDCS CSD
recordings. & similar ANOVA was performed for the control
experiment with recording site and time course as the indepen-
dent variables and CSD velocity serving as dependent variable.

Post hoc comparisons were carried out using Scheffé's cor-
rection for multiple comparisons to compare the CSD velocity
values of each tDCS condition with the respective baseline value
{paired-sample, two-tailed). When appropriate. further calcula-
tions were performed to compare the CSD velocity with the
corresponding time bin of the sham condition and of the tDCS
condition with the opposite polarity including non-standardised
baseline values. Similar post hoc tests were performed for the
control experiment to compare the tDCS effects at both record-
ing sites. Statistical significance refers to a p-value < 0.05.

The baseline characteristics (weight, age) of the animals were
not different in the three groups of treatment.
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ANOVA with repeated measures on time was performed on
C5D velocity values. There were significant differences for the
main effect of time (F=1699, df. =3, p<0.001), stimulation
condition (F=5.08. d.f. =2, p=0.008) and the interaction effect
between time and stimulation condition (F=11.48, d.f =6,
p<=0.001). Post hoc analysis showed no significant difference
between the baszline CSD velocities of the three animal groups.
In addition. there was no change of CSD velocity after sham
tDCS at any time point of the post-stimulation CSD recordings
when compared to the baseline CSD velocity. Post hoc analvsis
revealed a significant change of CSD propagation velocity dur-
ing the first post-anodal-tDCS CSD recording when compared to
baseline (p <0.0001), sham stimulation (p=0.0002) and catho-
dal tDCS (p < 0.0001). After 20 min of anodaltDCS, CSD veloc-
ity was increased in the first CSD recording by 0.35 mm/min as
compared to a baseline CSD velocity of 3.14 mmémin (Fig. 2a).
After this initial increase, CSD velocityreturned to baseline level
and then further decreased slightly beneath the baseline level. At

fime-course in min

Fig. 2. {a) Time course of the after-effects on the propagation veloc ity of CS5D
induced by 20min of tDCS ata current strength of 200004 . Data are mean devia-
tions from baseline CSD velozity expressed inmmfmind £5.EM.). Anodal DTS
(circles) produces a significant increase in CSD velocity, which is present during
the first poat-1DCS CSD recording. Incontrast, cathodal (squanes) of sham tDCS
(triangles)donot lead to asignificant alteration of TS0 velocity atamy time point.
Asterisks indicate significant deviations from pre-tDCS baseline CSD velocity.
Closad symbals indicate significant differences of ancdal tDCS as comparad o
the mspective lime bins of sham and cathodal DTS (Sche @ test, two-tailed,
p<0.05), Time point s immedi ately after the end of the tDCS. (b) In the control
experiment the effects of 20 minof anodal tDCS ame recorded between the tDCS
electrode (circles) as well as between the two frontal electrodes anterior o the
tDCS electrode (squanes). Data are mean deviations from baseline CSD veloc ity
expressed in mm'min (5 EM.). The anodal tDC8-induced increase of CSD
velocity iz only seen under the tIDCS electrode. Asterizks indicate significant
deviations from pre-tDCS baseline CSD velocity. Closed symbols indicate sig-
nificant elevation of the C5D velocity recorded between the tDCS electrode as
compared to the frontal CSD recording sites (Scheffd test, two-tailed. p<0.05).
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this last recording time-point, CSD velocity was not significantly
decreased when compared to baseline level (p=0.383T), sham
(p=10.6933) or cathodal stimulation (p=0.9854). As revealed
by post hoc testing. cathodal tDCS did not lead to a significant
alteration of CSD velocity at any time point in the post+tDCS
CSD recordings. when compared to baseline or to CSD velacity
after sham stimulation.

In the control experiment, where CSD was recorded over
two cortical areas (one under and the other anterior to the tDCS
electrode ) after anodal tDCS, CSD velocity is increased in the
first post anodaltDCS recording, but only under the tDCS elec-
trode (Fig. 2h). ANOVA revealed a main effect of time (F=4.1,
d.f. =3, p <0.043) but not for the recording site{ F=4.58, d.f. =3,
p=0.172). However, a significant interaction was calculated
between recording site and time (F=4.58, df.=3 p=0.033),
which indicates that the time-course of the C5D velocity is sig-
nificantly different at the two recording sites. This is confirmed
by the post hoc testing, which revealed a significantly elevated
CSD velocity onlyin the first post-tDCS CSD that was recorded
under the tDCS electrode (Fig. 2b).

Finally, histological examination of the cresyl violet prepara-
tions, showed no tDCS-induced histopathological alteration of
the cortex in any of the tDCS treated animals.

We present here the first in vivo approach determining the
after-effects of tDCS on the propagation velocity of CSD, a phe-
nomenon that is commonly associated with the pathophysiolog-
ical mechanism of migraine aura [20]. In addition to facilitating,
triggering and blocking CSD effects, which are effects known to
result during DC stimulation [8,19]. we report here onalterations
of CSD properties that are still presznt after the termination of
the DC stimulation.

The principle finding of the present study is that 20min
of anodal tDCS at a current strength of 200 LA is capable of
inducing a localized increase of CSD velocity in the rat cortex.
Interestingly, this acceleration is present about 5 min after the
termination of tDCS. In contrast to the after-effects of anodal
stimulation, cathodal tDCS of the same duration and intensity
did not produce a significant alteration of CSD propagation
velocity in our experiments.

Usunally DC stimulation is applied through intracortical or
epidural electrodes. To achieve conditions more similar to clin-
ical tDCS, we developed a method for transcranial stimulation
in the rat. This montage has the advantage that the place of stim-
ulation as well as the current density is well defined and does
not change during the experiment. However, unlike tDCS in the
clinical setting, where the DC stimulation is applied via two
hzad electrodes, in our animal model a conducting rubber plate
was fixed to the chest to serve as the second electrode. A mon-
tage with two epicranial electrodes would favour a bypassing
of the currents. Moreover, our mnipalar setting provides for a
perpendicular current flow to the cortex surface, so that thoss
neurons, which are oriented along this axis, are affected by the
DC stimulation [24]. Finally, the use of a unipolar epicranial
DC electrode allowed us to stimulate the cortex between the
two CSD recording sites without interfering with the recording
or induction of the CSD a few mm away from the stimulated
cortex. Indeed, our control experiment demonstrates that our

unipolar epicranial electrode assembly is suitable to stimulate
the cortex effectively between two CSD recording sites.

Early animal studies have shown that anodal DC stimulation
produces neuronal membrane depolarisation [18]. This depo-
larisation is associated with an increase in spontanaous spiking
frequency and is responsible for the effects during as well asafter
the stimulation [4]. We have previously shown in pharmacolog-
ical tDCS studies that a similar mechanism may apply for the
after-effects on cortical excitability by ancdal tDCS in humans:
polarity-driven membrane depolarisation would increase spon-
taneous spiking activity, which inturn would lead to an increased
pre-synaptic input and to a NMDA rece ptor-mediated upregula-
tion of synaptic strength [12]. Analogous to this condition, we
beligve that the anodal tDCS-induced after-ffect acceleration
of CSD velocity is caused by a tDCS-related neuronal mem-
brane depolarisation. which results in an increase of synaptic
strength that is associated with an increase in cortical excitabil-
ity. A similar, but more stable increase of CSD propagation
velocity was achieved by repeated epidural application of 20 Hz
electrical stimulation as reported recently [7]. It has been sug-
gested that these effects are based on a change of synaptic
strength that is achieved in this case by repeated cortical electri-
cal stimulation. A lasting change of cortical excitability seems
to represent a common basis of these stimulation-induced neu-
roplastic changes in CSD velocity.

There is some more evidence that CSD propagation velocity
correlates with or represents an index for cortical excitability.
Similar to cortical excitability, CSD propagation is affected by
changes in the level of ions and of neurotransmitters that con-
trol cortical excitability, like glutamate or GABA. Accordingly,
ethanol, a GABAergic inhibitor, has been shown to decrease
CSD propagation velocity [22]. CSD susceptibility and prop-
agation velocity are also affected in other conditions that are
associated with an alteration of cortical excitability, like distur-
bances in the blood glucose level [5], changes of ion concentra-
tion [8] or excitatory amino acids [13]. But most interestingly,
CSD propagation and susceptibility is increased in a mouse
madel of familiar hemiplegic migraine [25]. Again, this change
in CSD properties accompanies an increased cortical excitabil-
ity that also has been found in the occipital cortex of migraine
patients by assessing phosphene thresholds [3]. Interestingly,
tDCS is capable of inducing transient alterations in phosphene
thresholds. Anodal tDCS decreases phosphene thresholds while
cathodal tDCS results in the opposite effect [1]. It is exactly this
favourable effect of cathodal tDCS on the excitability of V1,
which leads to the reasonable assumption that cathodal tDCS
could be therapeutically effective in migraineurs. In healthy
subjects, cathodal tDCS induces a lasting decrease of corti-
cal excitability [14]. Applied to the primary wisual cortex in
migraineurs, repetitive cathodal tDCS could, analogous to pre-
liminary reports on patients suffering from major depression or
stroke [6,9], counteract the regional cortical hyperexcitability in
these patients lastingly and could thereby decrease the frequency
of their migraine attacks.

To exclude general brain activation by tDICS, e.g. by altering
the activity of modulatory brainstem nuclei, we added a third
CSD recording electrode in a control experiment with 4 animals
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and measured the CSD velocity at a region 4 mm distant from the
tDCS electrode, in addition to the measurements across the area
under the tDCS electrode. The results show that CSD velocity is
only altered under the tDCS electrode but not in the cortex area
rostral from the tDCS electrode demonstrating that the tDCS
effect is a localized one and is most likely of cortical origin.

The effect of anodal tDCS on the CSD velocity is present
at higher stimulation intensities as compared to the excitability
changes induced in human tDCS studies [15]. This may be due
to a disadvantageous position of the electrode, which is critical
for the induction of tDCS-induced neuroplasticity [16,24].

Incontrast toanodal tDCS, cathodal stimulation did not affect
C3D velocity in our rat model. The most likely explanation is
the use of anaesthetics in our experiments. While the polarity-
specific tDCS effects in the human cortex are obtained in awake
subjects, the epicortical recording of CSD requires the animals to
be under deep anaesthesia. The anaesthetics may interfere with
CSD properties. Especially, a decrease of cortical excitability
due to the anaesthetics would in all probability result in a bot-
tom effect, so that cathodal tDCS would not decelerate the CSD
propagation velocity any further than the anaesthetics.

Undesired histopathological alterations of stimulated brain
tissue are presently considered unlikely for several reasons. Cor-
tical and subcortical stroke lesions result in no increase, or even
a decrease in CSD propagation [21], while anodal tDCS in the
present study induces an increase of CSD velocity. In addition,
the latter effects are reversible, which again argues for functional
effects. In keeping with these points, we could rule out tDCS-
related histopathological alterations by histological evaluation
af all rat brains.

We demonstrate that tDCS interferes with the propagation
velocity of C5D in a focal and polarity-specific way that lasts
beyond the termination of tDMCS. Since an increased CSD veloc-
ity seems to reflect an elevated cortical excitability [7] and
correlates with a decreased threshold for CSDY induction [25],
anodal tDCS may, in addition to acceleration, facilitate the elici-
tation of CSD. Theoretically, anodal tDMCS may even elicita CSD
of a migraine attack under pathological conditions. Therefore.
anodal tDCS should be applied carefull y in humans. Special care
should be taken in migraine patients, particularly when com-
bining a preconditional anodal tDCS with rTMS or theta-burst
stimulation, which may easily provoke a migraine attack in these
patients.
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