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RESUMO

A Estimulacdo Transcraniana por Corrente Continua (ETCC) tem mostrado resultados
promissores no tratamento de diferentes situacGes patologicas, sendo uma alternativa nédo
farmacoldgica para o tratamento de quadros dolorosos. Entretanto, os protocolos de pesquisa
em animais apresentam limitaches metodoldgicas, vieses como estresse, invasividade ou
estimulacdo ndo focal que prejudicam a interpretacdo dos resultados das pesquisas. Dessa
forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um novo equipamento de ETCC em
ratos, com area de aplicagdo menor, menos manipulacdo do animal e com intensidade de
corrente adequada. Foram utilizadas 10 cadaveres para treinamento da equipe e realizacdo de
testes com a técnica de fixacdo tradicional (polimetilmetacrilato) e a maleavel (resina Coe-Soft
Gc America). Também foram utilizados 18 ratos Wistar machos, 55 e 65 dias de vida (> 250
g), para o teste com o novo equipamento de ETCC desenvolvido pelo setor de Bioengenharia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), usando diferentes intensidades de corrente
(0,5, 0,4 e 0,35 mA) por 20 minutos. A técnica escolhida para a fixacdo da base foi a técnica
maleavel. O material que formava o capacete se manteve em posicao pelo periodo necessario,
além de ser mais biocompativel, provavelmente mais confortadvel e menos invasivo (néo
necessita da fixacdo de parafusos), atendendo melhor aos principios de translacionalidade e
bem-estar animal. O novo equipamento de ETCC desenvolvido pelo Setor de Bioengenharia
para 0 projeto € uma adaptacdo ao utilizado atualmente no HCPA em projetos com roedores.
Neste novo modelo, ocorre a diminuicdo do tamanho do eletrodo de estimulacao que é acoplado
a base plastica no momento da aplicacdo e posteriormente removido, e a possibilidade de
movimentacdo do animal durante a sessdo (diminuindo o estresse). A bateria foi colocada
externamente a caixa transparente, o que eliminou a necessidade de uso de colete. O eletrodo
de referéncia foi mantido em posicdo no torso do animal (favorecendo a aplica¢do de apenas
um tipo de corrente) por uma faixa e ndo impediu a movimentacao do animal. Apds a remocao
da base ao final do tratamento foram observadas macroscopicamente queimaduras na pele de
alguns ratos onde correntes de maiores intensidades foram aplicadas. Assim, a corrente mais
adequada ser utilizada é a de 0,35 mA, pois ndo produziu queimadura clinicamente
identificavel. O correto funcionamento do equipamento mostrou sua viabilidade. A corrente
passou normalmente, o0 aparato manteve-se em posi¢do e 0s animais puderam se movimentar.
A seguranca foi demonstrada pela condi¢cdo normal da pele apos tratamento com a ETCC de
0,35 mA. Os resultados em relagdo ao efeito analgésico do tratamento com ETCC serdo

mensurados durante o experimento principal. Conclui-se que sera possivel iniciar o estudo dos



efeitos analgésicos de diferentes intensidades (0,35 mA, 0,175 mA e 0,08 mA) de corrente de
ETCC (curva dose-efeito), utilizando o novo estimulador, com seguranga e confiabilidade. O
emprego do novo dispositivo permitira resultados mais translacionais e com menos vieses como

a reducao do estresse e a garantia de manutencao do bem-estar animal.

Palavras-chave: Estimulagdo Transcraniana por Corrente Continua; animais de laboratorio;

tecnologia biomédica.



ABSTRACT
Transcranial Direct Current Stimulation (tDCS) has shown promising results in the treatment
of different pathological situations, being a non-pharmacological alternative for the treatment
of painful conditions. However, research protocols in animals have methodological limitations,
biases such as stress, invasiveness or non-focal stimulation that impair the interpretation of
research results. Thus, the present work aimed to develop a new tDCS equipment in rats, with
a smaller application area, less animal handling and with adequate current intensity. Ten
cadavers were used to train the team and perform tests with the traditional fixation technique
(polymethylmethacrylate) and the malleable one (Coe-Soft Gc America resin). Eighteen male
Wistar rats, 55 and 65 days old (> 250 g), were also used for testing with the new tDCS
equipment developed by the Bioengineering sector of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), using different current intensities (0.5, 0.4 and 0.35 mA) for 20 minutes. The
technique chosen for fixing the base was the malleable technique. The material that formed the
helmet remained in position for the necessary period, in addition to being more biocompatible,
probably more comfortable and less invasive (does not require the fixation of screws), better
meeting the principles of translationality and animal welfare. The new tDCS equipment
developed by the Bioengineering Sector for the project is an adaptation to the one currently
used at HCPA in projects with rodents. In this new model, there is a reduction in the size of the
stimulation electrode, which is attached to the plastic base at the time of application and later
removed, and the possibility of moving the animal during the session (reducing stress). The
battery was placed outside the transparent case, which eliminated the need to wear a vest. The
reference electrode was kept in position on the animal's torso (favoring the application of only
one type of current) by a strap and did not impede the animal's movement. After removal of the
base at the end of the treatment, skin burns were macroscopically observed in some rats where
currents of greater intensity were applied. Thus, the most suitable current to be used is 0.35 mA,
as it did not produce a clinically identifiable burn. The correct functioning of the equipment
showed its viability. The current passed normally, the apparatus remained in position and the
animals were able to move. Safety was demonstrated by normal skin condition after treatment
with the 0.35 mA tDCS. The results regarding the analgesic effect of the tDCS treatment will
be measured during the main experiment. It is concluded that it will be possible to start the
study of the analgesic effects of different intensities (0,35 mA, 0,175 mA and 0,08 mA) of tDCS
current (dose-effect curve), using the new stimulator, safely and reliably. The use of the new
device will allow more translational results and with less bias, such as reducing stress and

ensuring the maintenance of animal welfare.



Keywords: Transcranial Direct Current Stimulation, Animal Experimentation, Biomedical

Technology.
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1 INTRODUCAO

A aplicacdo de técnicas elétricas para modular a cogni¢do humana e tratar doencas iniciou
a partir das descobertas dos fendmenos elétricos por Galvani e Aldini (1792) e Alexandre Volta
(1800). Ao longo das décadas as técnicas de estimulacdo elétrica foram tornando-se cada vez
mais sofisticadas e tecnoldgicas, com a criacdo de correntes especificas para modular a
excitabilidade de regibes cerebrais. Recentemente a Estimulacdo Transcraniana por Corrente
Continua (ETCC) ressurgiu como ferramenta promissora com efeitos benéficos em diferentes
cenarios e condi¢des de salde (GEBODH et al., 2019).

A ETCC é uma técnica de neuromodulacdo do sistema nervoso central, ndo invasiva,
indolor e bem tolerada pelos pacientes (STAGG; NITSCHE, 2011b). E considerada uma
modalidade terapéutica econémica e de facil aplicacdo (ZAGHI; HEINE; FREGNI, 2009).
Embora exista uma grande variabilidade de protocolos de aplicagdo, em geral, os estudos
sugerem que a ETCC pode ser uma opcao terapéutica para o tratamento de vérias doengas como
epilepsia (FREGNI et al., 2006a), acidente vascular cerebral (ORRU et al., 2020), e condigdes
psiquiatricas como a depressdo (BOGGIO et al., 2008). Estudos em animais também mostram
que a ETCC pode ter indicacdo para dores de origem inflamatéria (LASTE et al., 2012) e
neuropética (CIOATO et al., 2016). Outro ponto positivo desta técnica € a sua combinagdo com
a farmacoterapia, melhorando os resultados do tratamento e evitando 0 uso exagerado de
medicamentos (BRUNONI; VALIM; FREGNI, 2011).

O protocolo mais usado para o tratamento de condi¢des dolorosas é a aplicacdo da ETCC
no couro cabeludo sobre a regido do cértex motor priméario (M1), area cortical que possui
conexBes com regides responsaveis pelo processamento nociceptivo (FREGNI et al., 2006b;
FENTON et al., 2009). A aplicacdo de ETCC necessita a presenca de dois eletrodos, um de
estimulacdo e outro de referéncia. A estimulacdo anodal despolariza a membrana e aumenta a
excitabilidade do neurénio, enquanto a catodal hiperpolariza e induz a reducdo da excitagdo, ou
a inibicdo neuronal (NITSCHE; PAULUS, 2000). Deste modo, € possivel alcancar diferentes
efeitos de acordo intensidade, polaridade e tempo da corrente utilizada (STAGG; NITSCHE,
2011Db). Alguns estudos em animais usam intensidades de corrente de 0,5 mA por 20 minutos,
através de eletrodos de eletrocardiograma humano colocado sobre a pele do crénio do rato
(SPEZIA ADACHI et al., 2012). J4 em humanos, € aplicada uma corrente direta constante de
intensidade entre 0,5 a 2 mA por 10 a 20 minutos.

As evidéncias mostram que os efeitos da ETCC podem observados em alguns minutos apds

a aplicacdo e, também, por semanas quando é utilizada mais de uma sessdo de tratamento
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(LASTE et al., 2012; CIOATO et al., 2016), com efeitos antinociceptivos de curto e longa
duracdo (LASTE et al., 2012). Apesar do crescente interesse e seu uso em ensaios clinicos, 0s
mecanismos de acdo da ETCC ndo foram completamente elucidados e precisam ser
profundamente investigados (FRITSCH et al., 2010). Devido as limitacdes dos estudos em
humanos, os testes pré-clinicos em animais sdo essenciais para a melhor compreensdo dos
mecanismos, explorar os efeitos e limites de segurancas dessa terapia.

Entretanto, os modelos usados em animais apresentam limitacdes metodologicas, com
técnicas que podem prejudicar a interpretacdo dos resultados da pesquisa. Uma revisdo
sistematica mostrou que grande parte dos estudos sdo heterogéneos e nédo translacionais, as
montagens da ETCC em animais sdo diferentes dos modelos humanos (BRUNONI; FREGNI;
PAGANO, 2011). Quanto a aplicacdo da ETCC, esta é considerada uma modalidade de
estimulacdo ndo invasiva para humanos, contudo durante as pesquisas com roedores, para a
aplicacdo da estimulacgdo, o pesquisador precisa restringir os movimentos do rato, para manter
0 aparato da ETCC estavel na cabeca do animal, no entanto, essa imobilizacdo é um agente
estressante (SPEZIA ADACHI et al., 2012). Esse tipo de imobilizacdo lembra ao usado em
pesquisas que estudam o estresse, por assemelhar-se a modelos ja estabelecidos de estresse por
imobilizacdo. Além desse modelo, outras pesquisas realizam a cirurgia epicraniana, fazendo a
implantacdo do eletrodo no cranio do rato, tornando a terapia invasiva (LIEBETANZ et al.,
2006b). Contudo, essa técnica pode gerar um estado de inflamacdo local, ndo sendo
recomendada para o estudo da dor.

Um ponto que difere entre modelos animais versus humanos é a intensidade de corrente e a
area do eletrodo. Embora a ETCC ndo use intensidades de correntes altas, esta pode ser superior
nos animais. Em geral, os estudos em humanos usam correntes de até 1 mA, com eletrodos de
35 cm? (NITSCHE; PAULUS, 2000). Ja nos animais a corrente varia entre 0,1 mA a 1 mA em
eletrodos de 3,5 mm2 (LIEBETANZ et al., 2009). Quanto a isso, dependendo da intensidade
de corrente aplicada, pode ocorrer lesdes cutaneas e queimaduras na interface eletrodo-pele
quando usada de forma inapropriada (FRANK et al., 2010). Logo, € necessario ajustar a
intensidade da corrente elétrica, o que pode demandar ajustes no tempo de aplicacdo. Desse
modo, a seguranca da técnica deve ser acompanhada da eficacia do estudo.

Além da corrente utilizada, o tamanho do eletrodo também é um ponto importante a ser
estudado, tanto para a seguranca da técnica quanto para se chegar ao efeito desejado. Alguns
estudos usam eletrodos de eletrocardiograma humano colocado na pele do rato (SPEZIA
ADACHI et al., 2012). Contudo, o tamanho do eletrodo pode ser desproporcional as estruturas

anatdmicas dos pequenos animais, sendo que a colocagéo desses eletrodos na regido cortical
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alvo pode causar uma estimulacdo cortical generalizada, alterando a sensibilidade nociceptiva
(GAMARO et al., 1998).

Tendo em vista que tais modelos causam vieses metodoldgicos, podendo prejudicar a
interpretacdo e inferéncia dos dados, torna-se claro a necessidade de desenvolvimento de novos
equipamentos e protocolos de estimulagdo. Considerando o importante papel terapéutico da
ETCC ja descrito na literatura, € essencial a existéncia de estudos com modelos que empreguem
técnicas seguras e mais apropriadas para o uso nos animais. Sendo assim, visando o refinamento
da técnica de aplicacdo de ETCC em roedores na pesquisa, de acordo com o principio dos 3Rs
(replacement, reduction and refinement), o presente estudo tem como objetivo o
desenvolvimento de um novo equipamento para aplicacdo de ETCC em ratos, com area de
aplicacdo menor (mais focal), menos invasiva, minima manipulacdo do animal e com
intensidade de corrente adequada para o tratamento de dor neuropatica em ratos. O novo
equipamento de ETCC desenvolvido sera capaz de gerar efeitos analgésicos, sendo mais
confortavel para o experimento animal gerando menos estresse e com o proposito de tornar 0s

resultados mais translacionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo tem como objetivo desenvolver e avaliar a seguran¢a de um novo
equipamento de aplicagdo de ETCC que apresente vantagens quando comparados aos
equipamentos atuais (menos manipulacdo do animal, menos invasiva, mais focal nas areas

corticais de interesse e intensidade de corrente segura).

2.2 Objetivos especificos
a. Desenvolver um equipamento menor, transcutaneo e que possibilite a
movimentacdo do animal,
b. Determinar a melhor técnica de ancoragem da ETCC, sendo menos invasiva e
mais confortavel ao animal;

Avaliar a fixacdo da técnica de colagem;

o o

Aplicar corrente elétrica focalmente sobre o cértex motor primario (M1);

@

Avaliar a permanéncia do equipamento na regido de interesse;

=h

Avaliar a preservagdo da integridade epitelial dos tecidos sob o eletrodo de
estimulacao;

g. Determinar a intensidade de corrente mais segura.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este € um estudo piloto do projeto de pesquisa principal nimero 18-0555 da UFRGS,
aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) em abril de 2019. Os
procedimentos propostos por esse projeto obedecem aos Principios Internacionais Orientadores
para a Pesquisa Envolvendo Animais (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals: 8th
Edition Published 2011). Bem como, foi seguida a Lei 11794/08 de Procedimentos para 0 Uso
Cientifico de Animais (Lei AROUCA). Além disso, todos os procedimentos foram realizados
de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins
Cientificos e Didaticos (Resolu¢do Normativa N. 30, 2016) e o procedimento de eutanasia dos
animais seguiu as Diretrizes da Préatica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), (Resolugdo Normativa N° 37, 2018).

3.1 Animais

Foram utilizados 10 cadaveres e 18 ratos Wistar machos com idade entre 55 e 65 dias
de vida (> 250 g) (tabela 1) provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL) do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da UFRGS
(ICBS). Os animais foram alojados na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) em caixas-moradia (2 a 4 animais por caixa),
confeccionadas em polipropileno, medindo 49x34x17,8cm, com assoalho recoberto de
serragem, ciclo claro-escuro de 12 horas, em temperatura ambiente (22°C + 2°C), umidade 40
—60% e livre acesso a agua e racdo Nuvilab (Quimtia, Parana/Brasil). As caixas contaram com
enriquecimento ambiental (rolos de papel, semente de girassol, estopa, palitos de madeira)
adotados pela UEA conforme orientacdo Técnica n° 12 do CONCEA. Inicialmente, apés a
chegada dos animais, eles foram mantidos por 14 dias em quarentena. Foram realizados todos
0s procedimentos necessarios para minimizar dor e desconforto.

Tabela 1 — Numero de animais utilizados em determinada etapa do projeto piloto.

Projeto Piloto Cadaveres Ratos vivos
Etapa 1 0 0

Etapa 2 10

Etapa 3 18
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3.2 Local de pesquisa

Este projeto foi desenvolvido no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), na unidade de Experimentacdo Animal (UEA) e Servico de

Pesquisa e Desenvolvimento em Engenharia Biomédica do HCPA.

3.3 Delineamento experimental

O experimento piloto foi dividido em 3 etapas: A etapa 1 consistiu na revisdo da
literatura, planejamento e desenvolvimento do equipamento da ETCC; A etapa 2 consistiu na
organizacao, treinamento da equipe em cirurgia estereotaxica e com técnica de fixacéo na pele
do animal (10 cadaveres); Ja a etapa 3, com 18 animais, compreendeu na instalacdo do
equipamento de ETCC, teste com o material de fixacdo maleavel avaliando a sua efetividade,
avaliacdo da seguranca do equipamento em relacdo a queimadura na pele em diferentes
intensidades de corrente (0,5 mA, 0,4 mA e 0,35 mA) e submissdo dos ratos a uma sessao diéria
de ETCC por 20 minutos, durante 8 dias, com a intensidade de corrente mais adequada (figura
1).

Figura 1 - Desenho experimental da etapa 3 (n=18 animais). Dia 0: Cirurgia esteriotaxica para
colagem da base do equipamento da ETCC e aplicacdo do material de fixacdo maleavel. Dia
15: Inicio tratamento de aplicacdo da ETCC por 8 dias. Dia 22: Ultimo dia de tratamento e

eutanasia.

Dia 0 Dia 15 ao dia 22 Dia 22
Cirurgia Aplicacdo de Eutandsia

estereotdxica ETCC
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3.4 Etapal

A concepcao do novo equipamento compreendeu, inicialmente, no estudo da literatura
vigente para a definicdo do design do estimulador, considerando o tamanho e sua posicéo de
aplicacdo, sendo 0 novo prototipo do eletrodo de estimulagdo inspirado em modelo ja existente
(LIEBETANZ et al., 2006b). Por meio de reuniées com o setor de Engenharia Biomédica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), chefiado pelo Engenheiro Dr. Paulo Sanche,

foi criado o0 novo equipamento de aplicacdo da ETCC.

3.4.1 Equipamento da ETCC

O protétipo do equipamento ETCC consistiu em um pino metalico (aco inox 316L) com
ponta ativa de 1,5 mm, rosqueado (macho) a uma base de material plastico com rosca (fémea)
produzido em uma impressora 3D, que foi pré-fixada a pele do animal. A superficie de contato
tem as seguintes dimensdes: didmetro de 2,1mm e area de contato de 3,5mm?. O espago entre
0 pino e a pele é para ser preenchido com gel condutor antes de cada sesséo de tratamento para
garantir a condutividade. O eletrodo de principal (anodal) foi conectado a base pléastica colada
na cabega do animal, e ligado a uma bateria. J& o eletrodo catodal consistiu em um eletrodo de
eletrocardiograma, posicionado ventralmente no torso do animal e a cada sessao fixada com
fita adesiva. A corrente elétrica partiu de uma bateria posicionada fora da caixa dos animais,
com os eletrodos esticados. Ao ligar, a tensdo da bateria € mostrada e, se estiver abaixo do nivel
minimo necessario para correta estimulagdo, o LED vermelho é acionado de forma intermitente,
alertando o operador. Se o nivel de carga da bateria estiver adequado, o LED azul é ligado. O
equipamento de ETCC desenvolvido possui dimensdes externas de 35x16x16 mm e peso total,
incluindo a bateria, de apenas 14,5g (figura 2). O consumo de corrente de 1,5 mA, durante a
aplicacdo do estimulo, permitiu uma autonomia de aproximadamente 75 sessbes de ETCC. A
intensidade de estimulo elétrico da bateria foi pré-programada por software e pode ser ajustada

ao longo das atividades.
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Figura 2 — Eletrodo de estimulagdo focal. A) Estimulador focal e base plastica. B) Eletrodo e

base rosqueados. C) Bateria.

Fonte: Produzido pelo setor de Engenharia Biomédica do HCPA.

3.5 Etapa?2

Na etapa 2 foi realizado o treinamento em cirurgia estereotaxica, o que favoreceu a
familiarizacdo da equipe no posicionamento do animal, e no uso de instrumentos cirdrgicos.
Além disso, foi praticado o teste com o material para fixacdo do equipamento de ETCC (n=10
cadaveres). Nessa fase foi testado o equipamento de ETCC desenvolvido, incluindo a sua
condutancia e a comparacao das técnicas de colagem da base plastica na pele do animal, fixacédo
tradicional e fixacdo maleavel.

Nessa etapa foi praticado a técnica tradicional com a colocacao do parafuso. A fixacao
tradicional, utiliza resina acrilica odontoldgica de polimetilmetacrilato (PPMA) sobre a pele e
2 parafusos monocorticais, fixados na calota craniana sem perfurar a cortical interna do cranio.
A resina acrilica é colocada externamente a base de encaixe do eletrodo (base plastica onde o
eletrodo anodal é rosqueado).

O segundo método de fixacao do aparato constitui em uma técnica inovadora, idealizada
pelos pesquisadores, denominada de técnica de fixacdo maleavel, que visa tornar-se uma
alternativa ao uso de parafusos para fixacdo do estimulador da ETCC. O material empregado
nesta técnica é o reembasador resiliente (Coe-Soft GC America) de uso odontoldgico. Esse
material é utilizado para o condicionamento dos tecidos bucais apos procedimentos cirargicos
e para auxiliar na adaptacdo dos pacientes usuérios de proteses totais (RODRIGUES;
SHENOY; SHETTY, 2013). O reembasador deve ser aplicado sobre a pele/pelo do animal, em
contato com o perimetro externo da base plastica, deixando o orificio interno livre para a

passagem da corrente pela pele.
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3.5.1 Ancoragem da base plastica no aparelho estereotaxico

A base pléstica faz parte do equipamento de ETCC, e para a ancoragem essa base na

regido de interesse € necessario a producao de um capacete com material de fixacéo. Para isso,

o animal foi colocado no aparelho estereotaxico. No aparelho esteriotaxico foi realizado a

cirurgia de estereotaxia, para localizar a regido do cdrtex motor primario M1 e ancorar a base

plastica sobre a regido de interesse (figura 3).

O material de fixacdo foi aplicado sobre a pele e somente ao redor da base plastica,

deixando o orificio central livre e com a pele exposta para passagem da corrente elétrica.

Os passos operatorios de cirurgia estereotaxica seguiram a sequéncia a baixo:

a)
b)
c)
d)

e)
f)
9)

Anestesia.

Tricotomia

Posicionamento do rato no estereotéxico.

Incisdo semilunar para visualizac¢do do ponto bregma e regido M1 (lado direito),
passando a direita da linha média.

Descolamento do escalpo e visualizagdo do ponto bregma.

Ajustes do estereotaxico para M1 em relacdo a este ponto.

Marcacdo do ponto correspondente a0 M1 do lado esquerdo com caneta
permanente.

Fechamento e sutura da incisao.

Posicionamento da base plastica sobre o0 M1 (lado esquerdo) (figura 4).
Aplicacdo do material ao redor da base formando um capacete.

Figura 3 — Aparelho Estereotaxico.
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Figura 4 — Aplicagdo de material maleavel ao redor da base pléastica.

3.6 Etapa3

Apds assegurar o correto funcionamento do aparato de ETCC e a escolha da técnica de
fixacdo do estimulador, iniciou-se a etapa 3 (n=18 animais). Nessa fase foi avaliado a seguranca
do equipamento em relacdo a queimadura na pele em diferentes intensidades de corrente (0,5
mA, 0,4 mA e 0,35 mA), com a inspec¢éo visual da existéncia de queimaduras na pele do rato.
Se fosse observado queimaduras na pele, as sessdes seriam interrompidas e a dose de corrente
menor seria administrada. Foi avaliado também a técnica que fixa a base plastica do
equipamento de ETCC na pele do animal, se esta se manteve estavel durante todo o tratamento.

Por ser um projeto de carater experimental, muitas questdes poderiam surgir, sendo
necessario a identificacdo e correcdo de possiveis dificuldades técnicas ao longo do estudo. Ao
final dos testes com as intensidades e também apds o tratamento descrito na sessdo 5.6.1, 0s

animais (n=18 ratos) foram eutanasiados por overdose anestésica de isoflurano 5%.

3.6.1 Aplicacdo de ETCC

ApOs assegurar a corrente mais adequada, os novos roedores passaram pelos
procedimentos estereotaxicos e colagem da base plastica na pele do animal com a técnica de
fixacdo maleavel. O animais foram expostos a 8 sessdes por 20 minutos, durante 8 dias
consecutivos, de ETCC anodal, sempre no mesmo horario (08:00 as 12:00). No inicio da sesséo,
foi colocada uma pequena porcéo de gel condutor no interior da base plastica (rosqueavel) e
fixado o eletrodo ativo (anodal) a base. O eletrodo de referéncia (catodal) foi posicionado
ventralmente no torso do animal a cada sessao fixada com fita adesiva. A corrente elétrica partiu
de uma bateria posicionada fora da caixa transparente, o que ndo limitou os movimentos e

locomocdo do rato. Os animais permaneceram em suas caixas durante as sessoes (figura 5).
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Para a realizacdo do tratamento, os ratos foram adaptados ao uso do dispositivo nos 7 dias
prévios ao inicio do tratamento, porém com a bateria desligada, pelo mesmo tempo e condi¢oes

do tratamento visando minimizar o estresse e efeito da novidade do aparato.

Figura 5 —Tratamento com novo aparato de ETCC
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4 RESULTADOS
Este projeto resultou no desenvolvimento e padronizacdo de aplicagdo do novo
equipamento de ETCC. O presente projeto ainda esta em execucdo e neste capitulo busca-se

apresentar os resultados parciais obtidos a partir do estudo piloto.

4.1 Equipamento de ETCC

Foi desenvolvido um novo design do equipamento de ETCC juntamente com o Setor de
Bioengenharia do HCPA, que consistiu em uma adaptacdo e aperfeicoamento ao utilizado
atualmente no HCPA em projetos com roedores. A diferenca principal é a diminuicdo do
tamanho do eletrodo de estimulacdo, que € um pino metalico acoplado a base plastica no
momento da aplicacdo da estimulacdo e posteriormente removido (figura 6). Esse eletrodo
possui uma area de contato de 3,5 mmz2, enquanto o usado nas pesquisas no HCPA possui uma
area de contato de 150 mm?, de 11 mm de didmetro. Essa nova aplicacdo de ETCC permitiu
que a estimulacdo fosse mais focal na area de interesse, cortex motor primario (M1). Além
disso, a nova montagem possibilita a movimentacdo do animal durante a sessdo de tratamento,

ja que a imobilizacdo ndo é necesséria para o tratamento com ETCC.

Figura 6 — Novo equipamento de estimulacdo (capacete ancorando a base pléstica e o eletrodo

metalico).

Para deixar a movimentacdo do animal dentro da caixa transparente, a bateria foi
colocada externamente, sobre a grade, com o fio esticado e preso a um elastico (figura 7). Isto
eliminou a necessidade de uso do colete de contensdo no animal. O eletrodo de referéncia foi

mantido em posicao por uma faixa e ndo impediu a movimentac&o.
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Figura 7 — Bateria da ETCC colocada externamente.

Em relagéo a estimulagdo do equipamento, este funcionou de forma correta e constante.
O Led azul da bateria permaneceu aceso durante todo o tratamento, mostrando que a passagem

da corrente elétrica pelos eletrodos, durante os 20 minutos, fluiu de forma correta (figura 8)

Figura 8 — Bateria do equipamento de ETCC.
'

6.1.2 Técnica de colagem da base do equipamento de ETCC

Foram realizados testes de comparacdo das duas técnicas de colagem, a técnica
convencional e a maleavel. Sendo a técnica maleavel escolhida por ter atingido os objetivos do
estudo.

Na técnica convencional, que se usa resina acrilica de uso odontoldgico fixada no cranio
com 2 parafusos, foram encontradas dificuldades na sua execucdo: a) invasividade - o0s
parafusos foram fixados no 0sso da calota craniana de forma invasiva; b) a espessura do 0sso
no local é pequena, cerca de 1,1mm, o que dificulta a instalagdo de parafuso monocortical e
diminui a estabilidade para a ancoragem adequada sem transfixa-lo. Durantes os testes, ocorreu
diversas vezes perfuracdo da cortical interna da calota craniana, provocando o contato do
parafuso com o conteudo intracraniano, trazendo o risco de contaminacdo e vazamento do
liquido cefalorraquidiano, o que seria danoso ao animal e um viés para o estudo. A pequena

espessura do 0sso ndo permitiu o atarraxamento adequado, mantendo o parafuso instavel,
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perdendo-se a vantagem da ancoragem. Além disto, o tempo de colocagdo do parafuso e
producdo do capacete com a resina acrilica foi maior do que a técnica alternativa (maleével)
aumentando o periodo de anestesia dos animais, 0 que aumenta o risco de Obito trans-cirdrgico.
Devido as limitacdes encontradas, essa técnica foi descartada desde o inicio dos testes com as
10 carcacas e 0 experimento seguiu com 0s testes da técnica maleavel.

A técnica maledvel foi a escolhida para a realizacdo dos testes de tratamento visto que
permite ancorar o equipamento de ETCC de forma transcutanea. Esta técnica possibilita que o
eletrodo de estimulacdo fique sobre a pele do animal, ndo necessitando implantar o eletrodo
sobre 0 0sso do cranio do rato. Em comparagdo com a técnica tradicional, ndo houve a
perfuracdo do cranio, realizada apenas a colagem do capacete maledvel na pele do animal e
ancorando a base plastica da ETCC na pele sobre a area de interesse.

Contudo, nos ultimos dias de tratamento com a ETCC, foi observado descolamento das
bordas do material que passaram a ficar elevadas/soltas. Isso se deu devido ao crescimento do
pelo do animal abaixo do equipamento. Desta forma, alguns ratos conseguiram interpor a unha
na fenda criada e removeram parcial ou totalmente o material de ancoragem (figura 9). Com
isso, para manter o equipamento estavel e garantir a sua permanéncia até a finalizacdo do
tratamento de aplicagdo de ETCC por 8 dias, foram realizados pontos de sutura nas bordas do
capacete (figura 10). No local das suturas ndo foi observado inflamac&o clinicamente detectavel
e 0 comportamento dos animais ndo denotou desconforto/irritacdo. A instalagcdo de pontos de
sutura manteve a vedacdo do perimetro do capacete e garantiu sua fixacao.

Durante a etapa 3 foi avaliado a efetividade e a viabilidade da fixacdo do capacete com
a técnica maleavel. Além de ser empregado um material mais biocompativel, confortavel e
menos invasivo (ndo necessita de parafusos), o capacete de fixacdo se manteve em posicéo e
estavel por todo o tempo de tratamento. Portanto, essa técnica se mostrou efetiva e atendeu

melhor aos principios de translacionalidade e bem-estar animais.

Figura 9 — Rato usando capacete de material maleével.
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Figura 10 — Rato usando capacete com pontos de ancoragem.

4.2 Intensidade de corrente

Para avaliar a seguranca do equipamento em relacdo a queimadura, foram testados
diferentes intensidades de corrente na etapa 3. Inicialmente, foi aplicado a corrente de 0,5 mA
por 20 minutos em 1 rato, no entanto, ap6s a remocdo do equipamento, foi observado
macroscopicamente queimaduras intensas na pele do rato. Para dar sequéncia aos testes e chegar
a uma corrente segura, foi aplicado no préximo rato (n=1) a corrente de 0,4 mA, ainda assim,
foi observado queimaduras leves na pele do animal (figura 11). A corrente mais baixa utilizada
foi ade 0,35 mA, por 20 minutos e, felizmente, essa ndo causou queimaduras na pele do animal
(n=1) ap6s a remocao do equipamento (figura 12). Dessa forma, nos ratos seguintes (n=15) foi
aplicado a corrente de 0,35 mA, durante o tratamento por 8 dias consecutivos. Sendo assim, a
seguranga do equipamento foi constatado pela condigdo normal da pele apds tratamento de
ETCC com a corrente de 0,35 mA.

Figura 11 — Queimaduras da pele dos animais com intensidades de correntes altas. a) 0,5 mA.
b) 0,4 mA.




Figura 12 - Pele integra no animal com a intensidade de 0,35 mA.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos permitiram determinar a funcionalidade e a viabilidade do novo
equipamento de ETCC, bem como a sua seguranca, que foi demostrada com o uso da
intensidade de 0,35 mA. Além disso, os resultados possibilitaram a decisdo do uso da técnica
maleédvel, com reembasador resiliente (Coe-Soft GC America), empregando pontos de sutura
nas margens do capacete, como a mais apropriada para ancorar o equipamento de ETCC na
cabeca do rato.

Em relacdo ao equipamento de ETCC, uma diferenca metodologica importante dos
estudos é o tamanho do aparato de estimulacdo. Para superar essa limitacdo, foi desenvolvido
um equipamento menor com o intuito de tornar a estimulagéo elétrica focal e confortavel ao
animal. O eletrodo de estimulacdo, feito de pino metélico com ponta rosquedvel a uma base
plastica, foi desenvolvido para ser pré-fixado a pele do rato, diferente de outros estudos que
usam eletrodos epicranianos (STAGG; NITSCHE, 2011a; LIU et al., 2019). Esse eletrodo é
acoplado a base plastica no momento da aplicacdo e posteriormente removido. Ja o eletrodo de
referéncia consistiu em um eletrodo de eletrocardiograma posicionado ventralmente
(DHAMNE et al., 2015) e mantido em posigéo por uma faixa que ndo impediu a movimentagéo
do animal.

A estimulacdo elétrica pode ser aplicada por diferentes montagens (BRUNONI;
FREGNI; PAGANO, 2011). Quando o eletrodo principal ndo é fixado diretamente no cranio
do animal (LIEBETANZ, et al., 2009), este pode ser aplicado na pele na forma de um eletrodo
de disco de eletroencefalografia (DHAMNE et al., 2015) ou eletrocardiograma (LASTE et al.,
2012). No entanto, o equipamento pode ser consideravelmente maior que o cérebro dos
pequenos animais, tendo baixa focalizacdo na area de interesse (LIU et al., 2019). Além de que
a forma e o tamanho dos eletrodos podem alterar a distribuicdo da corrente fornecida
(SATURNINO; ANTUNES; THIELSCHER, 2015). Essa limitacdo pode ser contornada por
eletrodos menores, colocados de forma mais precisa na regido de interesse (WOODS et al.,
2015).

Essa nova configuracdo de aplicacdo da estimulacdo elétrica possibilitou que a bateria,
conectada aos eletrodos por um cabo de alimentacéo, ficasse externamente a caixa do animal.
Diferente de outros estudos, os animais ficaram livres dentro de suas caixas, ndo sendo
necessario a contencao e restricdo de seus movimentos (DHAMNE et al., 2015; LASTE et al.,
2012). Além disso, sabe-se que a contengdo € um agente estressor (SPEZIA ADACHI et al.,
2012) e que induz alteracdes na resposta nociceptiva (TORRES et al., 2001), podendo levar a
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alteracbes nos resultados comportamentais e bioquimicos que ndo sejam necessariamente
provenientes do tratamento.

Atualmente, ndo existe um sistema de fixacdo ideal para ancorar o eletrodo de ETCC na
cabeca do animal (PAULUS; PRIORI, 2019) . Grande parte dos estudos com ratos aplicam uma
montagem com a remocdo da camada mais externa da calota craniana, fixando o eletrodo
diretamente no cranio (LIEBETANZ et al., 2006a). Sendo assim, a técnica maledvel com
reembasador resiliente pode ser uma estratégia mais adequada para ancorar o eletrodo alvo de
estimulacdo da ETCC na pele do animal.

Para fixar o eletrodo estimulacdo na cabeca do animal, alguns estudos usam a técnica
com resina acrilica autopolimerizavel (WU et al., 2017), contudo, esse material apresenta
algumas desvantagens. Entre as desvantagens, entdo a baixa resisténcia a flexdo (FONSECA et
al., 2015), o que torna a fixacdo mais rigida, a reacdo exotérmica (SCHIAVETTI et al., 2009),
que pode causar desconforto ao animal, e alergia a0 monémero (MINAMOTO, 2014), podendo
causar dermatite na pele do animal. Sendo assim, essas caracteristicas negativas limitam o uso
dessa técnica nos modelos animais.

Como resultado inovador deste projeto, a nova forma de fixar do eletrodo de ETCC com
reembasador maledvel foi escolhida pois usa um material mais biocompativel e de menor
toxicidade. E um material mais apropriado para usar em testes em animais, pois tem baixa
reacdo exotérmica quando em contato aos tecidos comparado a resina acrilica de uso
convencional (ATAY et al., 2012). Outro fator que influenciou na escolha desse material sdo
suas propriedades elasticas (HASHEM, 2015), adaptando-se a movimentacao da pele do rato e
dificultando a sua remocéo, garantindo o conforto do animal.

Além disso, a técnica maleavel é mais benéfica para os roedores, pois segue uma
montagem transcutanea, nao necessitando da implantacéo do eletrodo de ETCC na cabeca do
animal. Diferente de modelos epicranianos, que usam a técnica tradicional com resina acrilica
e necessitam de acesso cirtrgico para implantam parafusos diretamente no cranio e, assim,
possibilitar a ancoragem do eletrodo de estimulacdo (FENG et al., 2020). Dessa forma, a
técnica maledvel é menos invasiva, em comparacdo aos modelos convencionais, pois dispensa
0 uso de parafusos e segue uma montagem transcutanea.

Como o tamanho do eletrodo influencia na densidade da corrente aplicada
(JABERZADEH et al., 2019), e no estudo houve a diminuigéo da area de contato do eletrodo,
gue consequentemente aumenta a densidade de correte, foram testados diferentes intensidades
de corrente, 0,5 mA, 0,4 mA e 0,35 mA. Essas correntes sao consideradas seguras e estando

dentro da faixa de seguranca de outros estudos (JACKSON et al., 2016). Apesar disso, as
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densidades de 0,5 mA e 0,4 mA causaram queimaduras na pele dos ratos submetidos a essas
correntes. Embora esse efeito adverso ndo seja observado em outras pesquisas, isso pode se dar
visto que a maioria dos estudos implantam os eletrodos diretamente no cranio (BRUNONI;
FREGNI; PAGANO, 2011). A vista disso, 0 equipamento se mostrou efetivo na condutancia e
seguranca na corrente de 0,35 mA, sendo esta a corrente escolhida para ser a corrente mais alta
a ser aplicada durante o estudo.
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6 CONCLUSAO

A ETCC é uma terapia promissora para diferentes condicdes clinicas, contudo, seu
mecanismo de acdo ainda ndo foi totalmente elucidado. Logo, pesquisas experimentais em
animais podem ajudar a esclarecer melhor estes mecanismos. No entanto, os estudos em
animais apresentam limitacbes metodoldgicas e sdo poucos translacionais. Nesse sentido, esse
estudo se mostrou mais vantajoso quando comparado aos equipamentos atuais.

O novo design do equipamento de ETCC desenvolvido segue uma aplicagdo mais
préxima ao utilizado em humanos e mais adequada para 0 uso em pequenos animais. O aparato
proporciona maior conforto ao animal, devido a auséncia de imobilizag¢do durante o tratamento
e ndo o submete a cirurgia para inserir o eletrodo no cranio do animal. O estudo desenvolveu
uma técnica inovadora de fixacdo do equipamento, o eletrodo de estimulacdo € ancorado na
cabeca do animal por um capacete de reembasador resiliente. Essa nova técnica de fixagdo se
mostrou efetiva e manteve o equipamento de ETCC na regido de interesse durante todo o
tratamento. O eletrodo do novo equipamento de ETCC ficou menor, comparando-se a de outros
estudo. Para avaliar a seguranca do mesmo, foi analisado a preservacao da pele do animal com
diferentes intensidade. Assim, 0 novo equipamento se mostrou correto e seguro na intensidade
de 0,35 mA.

Dessa forma, essa nova metodologia de aplicacdo da ETCC se mostrou segura e viavel,
seguindo os principios de bem estar animal. Sendo um protocolo promissor para os estudos dos
mecanismos de acdo da ETCC em animais. Por ser tratar de um estudo piloto, os resultados em
relacdo ao efeito analgésico do tratamento com ETCC serdo mensurados futuramente, podendo
ser realizados modificacdes na forma de aplicacéo desse novo equipamento. Como exemplo, a
técnica de fixacdo maleavel com sutura sera realizado caso haja necessidade, para garantir a
retencdo do capacete durante todo o tratamento da ETCC. Para garantir a seguranca do novo
equipamento com uma corrente de estimulagdo adequada, foi necessario usar uma corrente de
baixa intensidade, assim, pode ser necessario a alteracdo do tempo de aplicacdo da ETCC para
que se consiga alcancar efeitos analgésicos.

A nova abordagem de aplicagdo de ETCC produzido por este estudo pode ser util para
identificar de forma mais detalhada os efeitos da estimulacdo elétrica, resultando em uma
abordagem mais translacional para a pesquisa experimental com animais. Nessa perspectiva, 0s
primeiros passos ja foram dados, todavia, deverdo ser realizados mais estudos de analise e

consolidacao dessa nova técnica de ETCC em ratos.
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7 RECONHECIMENTOS

O projeto foi apoiado pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), vinculado ao Grupo de Pesquisa e P0s-Graduacdo da
UFRGS. Os animais utilizados foram fornecidos sem custo financeiro pelo CREAL por haver
pesquisadores do projeto vinculados ao Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da
UFRGS e da unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do HCPA
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