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Optogenética e estimulacio optica neural: estado atual e perspectivas
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Resumo Ao longo dos tltimos 50 anos, o uso da luz, em especial o laser, vem promovendo grandes avangos em diversas
areas da ciéncia e da tecnologia. Na tltima década o uso de estimulos Opticos no campo da biomédica tem
despertado grande interesse no meio académico e na industria. Dois ramos que se destacam pelo seu crescimento
sdo: a estimulag@o Optica direta e a optogenética. A primeira utiliza diferentes parametros da luz para adequar
o efeito desejado na interagdo com o tecido bioldgico. A segunda faz uso de engenharia genética para tornar
os tecidos bioldgicos sensiveis a luz. A estimulagdo neural por infravermelho (estimulag@o optica direta) ndo
necessita de contato direto com o tecido e apresenta maior seletividade especial se comparada a estimulacao
elétrica, mas tem a capacidade restrita de ativar (despolarizar) os neurdnios. A optogenética, entretanto, pode
ser utilizada para manipular o tecido neural tornando-o sensivel a luz; sendo, entdo, possivel despolarizar
ou hiperpolarizar os neurdnios codificados, assim como monitorar as ativagdes por meio de codificacdo de
proteinas fluorescentes sensiveis a tensao elétrica. Tanto a técnica de estimulagdo Optica por infravermelho ou
a técnica de optogenética, vém sendo aplicadas apenas a modelos animais. Os resultados mostram, entretanto,
que ha grande viabilidade de aplicagdo da estimulagdo optica em seres humanos. Futuramente, tais técnicas
poderdo substituir o atual padrao ouro para a ativagdo neural, a estimulagdo elétrica, em aplicagdes envolvendo
doencas neurologicas especificas.
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Optogenetics and neural optical stimulation: current state and perspectives

Abstract  Within the last 50 years the light and specially the laser has fomented great advances in several areas of science
and technology. During the past decade the use of optical stimuli in the biomedical research field have been of
great interest for both academy and industry. Two research branches that can be highlighted due to its growth
are: direct optical stimulation and optogenetic. The first one uses different parameters of light to optimize the
desired effect on the tissue interaction. The other branch works with genetic engineering technics to make
cells sensitive to light. The neural stimulation by infrared (direct optical stimulation) does not require direct
contact with the tissue and has higher spatial selectivity when compared to electrical stimulation, but it has
restricted ability to activate (depolarize) neurons. The optogenetic, however, can be used to manipulate the
neural tissue depolarizing or hyperpolarizing encoded neurons, as well as monitor activations by encoding
Sfluorescent proteins sensitive to voltage. The stimulation by infrared optical or optogenetic, has been applied
only to animal models although there is a great possibility for human applications. In the future, it may even
replace existing techniques such as electrical brain stimulation to treat specific neurological diseases.
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Extended Abstract

Introduction

During the past decade the use of optical stimuli in the biomedical
research field have grown substantially, due to advantages such
as accuracy, noninvasiveness and lower prices. Two research
branches that can be highlighted in this area are: direct neuron
optical stimulation and optogenetic.

Materials and Methods

The search was conducted on the basis Wiley Online Library,
ScienceDirect, SciELO, Biomed Central, Google Scholar, IEEE
Xplore, IOP and books. The preferred language selected was
English with the keywords: optogenetic, optical stimulation,
infrared neural stimulation and photoreceptors. We performed
the search for papers from 1979 to 2011. We discarded the papers
that were not in accordance with the scope of this paper. After
performing the search in the databases were read the abstracts
and eliminated duplication, were extracted information about
the following topics: optogenetics and optical stimulation of
neural tissue.

Results

Four books and fifty one articles have heen used in this paper,
collected from various search bases (Table 1) and over the
years of 1979 to 2011 (Table 2).

Discussion

Neural optical stimulation uses different parameters of the light
to optimize the desired effect on the tissue interaction, in this
case, the production of action potential in neurons. Usually,
the wavelength used in such applications is into the infrared
spectra, greater than 770 nm (Cayce et al., 2010a; Duke et al.,
2009; Harris et al., 2009; Izzo et al., 2006a, 2006b; Izzo et al.,
2007; Wells et al., 2007b; Wininger et al., 2009). In neural
optical stimulation (NOS) the light beam is applied directly
over the neuron membrane, triggering the action potential.
The possibility of controlling the action potential generation
in a certain amount of neurons extends this application to the
use in special prosthesis such as cochlear implants (Izzo et al.,
2006a; Richter et al., 2008), visual implants (Kim et al., 2004),
vestibular implants (Harris et al., 2009) and deep brain
stimulation implants (Cayce et al., 2010b).

As in the electrical stimulation, in NOS, the higher the frequency,
the lower the intensity of the light needed to depolarise neuronal
cells (Cayce et al., 2010b). Wells et al. (2007b) studied the
application of NOS using YAG laser (Y AL,O,,) in periferical
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nerves assuring the results by histological tests. According to
their results, the maximum pulse frequency of the YAG laser,
for safe stimulation, is limited to 5 Hz. Under this limit no
tissue injury were detected. Another advantage of NOS is the
selectivity of stimulation. This property allows to stimulate
one specific nerve without interfering with adjacent nerves,
that cannot be guaranteed by the usual electrical stimulation.
This is important for applications such as visual implants, as
those proposed by Kim et al. (2004) or the hearing implants
proposed by Richter et al. (2008).

In optogenetics, on the other hand, the neurons are genetic
engineered to make them sensitive to certain wavelengths (Liu
and Tonegawa, 2010; Zhang et al., 2010). This is possible
through the use of rhodopsins, the same proteins present in the
photoreceptor cells of the retina. They can be extracted from
microalgae or eubacterias and inserted in a virus, which in
turn, modify the cells DNA. Some functions are then modified
making neurons whether sensitive to light (. = 960 ~ 470 nm)
(Andrasfalvy et al., 2010, Carter et al., 2010; Goold and Nicoll,
2010; Gunaydin et al., 2010; Kravitz et al., 2010) or with the
hability to emit light (\=360 nm) (Kétter et al., 2005).

The term optogenetic was first used by Deisseroth et al.
(2006) in order to explain the use of light sensitive codificated
proteins to monitor and control specific activities of neuronal
circuits. The photoreceptors of rhodopsin were first isolated
by Moglich and Moffat from the marine organism flagellate
algae. Opsin genes can be inserted into neural tissue by
viral vectors (Zhang et al., 2010). Those genes modify ionic
(potassium and sodium) channels turning them light sensitive,
that means, the potential of the cell membrane changes when
it is exposed to light. Moreover, recently literature has come
up with new possibilities, as researches Mutoh et al. (2010)
developed animal models with biosensors using voltage sensitive
Sfluorescent proteins (VSFP) extracted from marine animals like
Ciona Intestinalis and Aequorea Victoria. These proteins can
modify a neuron in such way that, as a synapse is generated, a
light stimulus is also produced by the cell. Combining the light
sensitive ionic channel and the VSFP in neuronal cells makes
possible to produce a fully light controlled neuronal circuit.

Conclusions

Although optical stimulation by infra-red and optogenetics are
relatively new fields of research, it has already been observed
a wide expansion of researches applied, mostly, to animal
models. However, the results presented in the work related to
these themes show a broad perspective for human application,
and may even come to replace the so-called ground truth
methods (electrical stimulation) and propel new researches
in the activation of neural circuits.
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Introducao

A utilizagdo de tecnologia Optica ¢ muito
ampla e bem difundida na atualidade. O laser, por
exemplo, causa diferentes alteracdes fotoquimicas,
fototérmicas e fotomecanicas (Wells et al., 2007a)
em tecidos biologicos conforme a variagdo de suas
caracteristicas (intensidade, tempo de aplicagao,
comprimento de onda). Ao longo dos anos, o laser
popularizou-se tendo hoje inimeras aplicagdes
médicas e cirirgicas em oftalmologia, odontologia,
ginecologia, urologia, neurocirurgia, angioplastia e
cardiologia, dermatologia, ortopedia, gastroenterologia,
otorrinolaringologia e pneumologia (Niemz, 2004);
além do uso em fisioterapia, como o laser HeNe
(630 nm) na dermatologia (Ling e Wu, 2005), do laser
GaAs (904 nm) na ortopedia (Naeser et al., 2002) e
o laser AlGalnP (685 nm) em pontos de acupuntura
(Valchinov e Pallikarakis, 2005).

Pesquisas recentes mostram duas novas aplicagdes
de interag@o entre luz e tecidos bioldgicos, mais
especificamente tecido neuronal. A primeira
¢ a estimulacdo optica, na qual um feixe de luz,
geralmente na faixa do infravermelho (comprimento
de onda > 770 nm) (Cayce et al., 2010a; Duke ef al.,
2009; Harris et al., 2009; Izzo et al., 2006a, 2006b;
1zzo et al., 2007; Wells et al., 2007b; Wininger et al.,
2009) ¢ aplicado diretamente ao neurdnio deflagrando,
assim, um potencial de a¢do (PA). O uso de
estimulagao dptica estende-se a fabricagdo de proteses
especiais como implante coclear (Izzo et al., 2006a;
Richter et al., 2008), visual (Kim et al., 2004),
vestibular (Harris et al., 2009), e estimulagdo encefélica
profunda (Cayce et al., 2010b).

Outra técnica para promover a interagao entre
neuronios e luz ¢ a optogenética, que esta embasada
na introdu¢do de um virus no tecido nervoso
com o DNA modificado (Liu e Tonegawa, 2010;
Zhang et al., 2010). O virus contém rodopsinas,
proteinas presentes em fotorreceptores da retina
que podem também ser extraidas de microalgas e
eubactérias. Com essas proteinas, ¢ possivel manipular
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fungdes de células como os neurdnios (Hegemann
e Moglich, 2010), tornando-os sensiveis a luz
para uma faixa compreendida entre 470 a 960 nm
(Andrasfalvy et al., 2010; Carter et al., 2010; Goold e
Nicoll, 2010; Gunaydin et al., 2010; Kravitz et al., 2010)
ou fazendo com que emitam luz em um comprimento
de onda (A) igual a 360 nm (Kotter et al., 2005).

Materiais e Métodos

A busca de informagdes foi realizada nas bases
Wiley Online Library, ScienceDirect, Scielo, Biomed
Central, Google Scholar, IEEE Xplorer, IOP ¢ livros.
O idioma de preferéncia selecionado foi o inglés com
as palavras-chave: optogenetic, optical stimulation,
infrared neural stimulation e photoreceptors. Seguindo
o método retrospectivo, efetuou-se a procura de
trabalhos com uma janela de tempo de 1979 a 2011.
Foram descartados os trabalhos que nio estavam de
acordo com o escopo do artigo. Apds a realizagao da
busca nas bases de dados, foram lidos os abstracts e
eliminadas as duplicagdes. Dos trabalhos selecionados,
foram extraidas informacdes a respeito dos seguintes
topicos: optogenética e estimulagdo optica neural.

Resultados

Todos os trabalhos selecionados versavam sobre:
optogenética, estimulacdo neural 6ptica e assuntos afins,
como fotoreceptor, potencial de a¢do, neuroanatomia,
dentre outros. A Tabela 1 mostra os trabalhos utilizados
e suas respectivas bases de pesquisa. A Tabela 2 mostra
os artigos e livros divididos por ano.

Discussao

Optogenética

O termo optogenética (do inglés optogenetic)
foi cunhado por Deisseroth et al. (2006) para se
referir as proteinas codificadas que respondem a luz
para monitorar e controlar a atividade especifica de

Tabela 1. Quantidades de artigos e livros avaliados e as bases de pesquisa utilizadas.
Table 1. Amount of articles and books used and the research data bases.

Base de pesquisa Optogenética Estimulacio éptica Assuntos afins
Google académico 18 11 9
Biomed Central 1
ScienceDirect 6 2
Wiley Online Library 1 1
10P 1
IEEE Xplorer 1 5
SciELO

Livro
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Tabela 2. Namero de artigos e livros utilizados entre os anos de
1979 a2011.
Table 2. Amount of papers and books used in the period of 1979 to 2011.

Ano Optogenética ESt:,:;;gcao As:;::zos
1979 1
1993 1
1996 1
2002 2
2004 2

2005 4 2
2006 1 2 1
2007 5 2
2008 1 1
2009 1 3

2010 21 3 1
2011 5 1

circuitos neurais. Os fotorreceptores, amplamente
utilizados na optogenética e também presentes na
retina, s3o receptores neurais especiais que respondem
a absorc¢do de luz com uma mudanga na atividade
bioldgica como o potencial da membrana do neurdnio
(Moglich e Moffat, 2010). Esses fotorreceptores
sdo formados por rodopsinas, proteinas contendo
sempre dois terminais polares, basicamente um
grupamento amina (NH,) € outro carboxila (COOH)
(Hegemann e Moglich, 2010). Quando fotons incidem
nos fotorreceptores localizados na retina, reagdes
bioquimicas alteram o potencial elétrico da membrana
celular. O bastonete, quando incidido por um foton,
transforma o /7-cis retinal (proveniente da rodopsina)
(Kraft et al., 1993) em all-trans retinal, com uma
reacdo em cascata proporcionada pela proteina G
(guanosina trifosfato) (Hubbell e Bownds, 1979) no
meio intracelular. Assim, ocorre a inibigdo dos canais
de cations da membrana, gerando hiperpolarizagao
devido a diminui¢do da condutancia dos ions de Na*
e Ca™ (Baylor, 1996).

Os fotorreceptores de canais de rodopsina foram
isolados primeiramente do organismo marinho flagellate
algae (Moglich e Moffat, 2010). Genes de opsina
podem ser introduzidos no tecido neural utilizando-se
vetores virais (Zhang et al., 2010), os quais tornam
canais de cations, sodio e potassio (Mutoh et al., 2010),
de neurdnios sensiveis a luz podendo responder com
alteracdo no potencial da membrana quando incididos
por luz (Mutoh et al., 2010). A modifica¢do génica
(Liu e Tonegawa, 2010) ¢ realizada pela enzima
Cre-recombinase (Gradinaru et al., 2010), sendo
a despolarizagdo da membrana celular decorrente
da codificagdo dos genes microbianos de opsina
(Hegemann e Moglich, 2010). A Figura 1 mostra os
microorganismos utilizados para codificar os canais
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i6nicos que respondem ao estimulo luminoso. O
canal idnico codificado channelrhodopsin-2 (ChR2),
como mostra a Figura 2, provém do microorganismo
Chlamydomonas Reinhardtii. O channelrhodopsin-1
(VChR1) (Hegemann e Mdglich, 2010) provém da
Volvox Carteri e o canal halorhodopsin (NpHR)
(Gradinaru et al., 2010) da estrutura microbiana
Natronomonas Pharaonis.

Os canais codificados ChR2 e o canal
VChRI1 respondem ao estimulo luminoso, como
mostra a Figura 3, com a abertura dos canais
de cations da membrana despolarizando-a
(Hegemann e Moglich, 2010). O canal NpHR
ativa a entrada de anions na membrana gerando
4 hiperpolarizacdo do meio intra celular
(Gradinaru et al., 2010). O ChR2 tem sua ativagéo
maximizada pela luz azul cujo comprimento de
onda (A) é 470 nm (Zhang et al., 2010) ¢ o canal
VChRI1 pela luz amarela (A proximo de 590 nm)
(Mancuso et al., 2011). As faixas de comprimento de
onda que respondem aos canais i6nicos codificados
(Zhang et al., 2010) ChR2, VchR1 e NpHR séo
mostrados na Figura 4.

Andrasfalvy et al. (2010) identificaram os
parametros Otimos para a excitagdo focal de ChR2 a dois
fotons. Desses parametros, destacam-se 0 comprimento
de onda para uma faixa de 800 nm <A <960 nm, para
uma poténcia (P) compreendida entre 0 <P < 400 mW.
O pico de absorgdo para apenas dois fotons foi
encontrado para A igual a 880 nm. Em relagdo a
poténcia, foi verificada uma relag@o nao linear com
o tempo de despolarizacdo da célula, apresentando
acima de 300 mW pouca variagdo (< 2 ms) com o
aumento de poténcia. Aumentando a duragao do pulso
sobre neuronios inibitorios (canais NpHR), ndo ha
um valor diferenciado do potencial de membrana
hiperpolarizada (Andrasfalvy et al., 2010), pois a célula
obedece a lei do efeito tudo ou nada (Bean, 2007).

Os canais de fons ChR2 tem uma constante
de desativagao de ~12 ms, e os canais de VChR1
tem uma constante de desativagdo de ~120 ms
(Zhang et al., 2010). Receptores conseguem
transmutar sinais de flashes luminosos na faixa
de milissegundos (~12 ms a ~120 ms), para uma
frequéncia de ativagdo (Fatv) compreendida entre
30 e 50 Hz (Zhang et al., 2010). Algumas células
com canais ChR2 podem apresentar certas anomalias
na resposta a luz como a nao produgao de potenciais
evocados a frequéncias de estimulo acima de 40 Hz,
além de apresentarem a frequéncias mais baixas
uma espicula extra para cada pulso individual
(Gunaydin et al., 2010). Entretanto, novos receptores
vém sendo desenvolvidos e aperfeigoados para a
optogenética (Liu e Tonegawa, 2010). Gunaydin et al.
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Natronomonas
pharaonis

Figura 1. Imagem microscopica dos microorganismos utilizados para produzir canais idnicos codificados pela optogenética para responder

a luz [adaptado de Zhang et al. (2010)].

Figure 1. Microscopic image of the microorganisms used to produce ion channels encoded by optogenetics to respond to light [adapted

from Zhang et al. (2010)].

Cl128

T127

E123

D253

Figura 2. Modelo da estrutura do canal de rodopsina 2 (ChR2)
[adaptado de Gunaydin et al. (2010)].

Figure 2. Model of the channelrhodopsin-2 structure (ChR2) [adapted
from Gunaydin et al. (2010)].

(2010) codificaram o gene de opsina ChETA para
trabalhar com frequéncias que atinjam até 200 Hz,
faixa de trabalho cinco vezes maior que os canais
ChR2.

A optogenética pode ser utilizada na manipulacdo
de mensageiros intracelulares secundarios como a
adenosina monofosfato ciclico (cCAMP) e da Guanosina
monofosfato ciclico (¢cGMP) (Ryu et al., 2010).
Teh et al. (2010) desenvolveram o fotossensibilizador
KillerRed que, exposta a luz branca ou a verde, estimula
fortemente a interacdo bioquimica do oxigénio. Em
baixos niveis, a ativagdo do oxigénio pode promover
a mitose, mas em altos niveis provoca apoptose
(morte celular). A utilizag@o do KillerRed estende-se a

simulagdo de patologias cardiacas, com a perspectiva
de aplicacdo em tecido neoplasico (canceroso).

A optogenética ¢ viavel ainda para a estimulacao
da plasticidade neural, que envolve os sistemas de
aprendizado e memoria nas regides cornos de Amon
(CA) 1 e 3 do hipocampo (Gradinaru et al., 2010),
com enorme viabilidade para futuras aplicagdes
médicas (Fiala ez al., 2010). A aplicabilidade da
optogenética pode se estender a monitorizagdo da
atividade celular (movimentagdo de Ca'*) dos astrocitos
(Figueiredo et al., 2011), que sao células do tecido
conjuntivo (neuroglias) do sistema nervoso central
e periférico (Haines, 2008; Machado, 2006). Como
ilustrado na Figura 5, a optogenética ativa/inibe o
neurdnio com os canais codificados e consequentemente
despolariza ou hiperpolariza os neurdnios com os quais
faz conexdo, como se o neurdnio fosse ativado/inibido
fisiologicamente (Palmer, 2010).

Desenvolvimentos recentes na optogenética
estdo abrindo novas possibilidades para o campo da
neurociéncia (Fiala et al., 2010; Zhang et al., 2010).
Pesquisadores como Mutoh et al. (2010) vem
trabalhando no ultimo decénio em cultura celular
e em modelos animais com biosensores por meio
de modifica¢do génica em proteinas fluorescentes
sensiveis a tensdo elétrica (do inglés voltage sensitive

Sfluorescent proteins (VSFPs)). Quando o neurdnio

modificado gera uma sinapse, 0 mesmo responde com
um estimulo luminoso. Para a Producdo das VSFPs,
sdo utilizadas modificagdes das proteinas de animais
marinhos como a ascidia (Ciona intestinalis) ¢ da
agua-viva (dequorea Victoria) (Mutoh et al., 2010).
As VSFPs tendem a ser monocromaticas como mostra
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a Figura 6, respondendo a um comprimento de onda
de luz especifico entre o vermelho e o azul.

Pode-se codificar neurdnios com a ChR2
(que responde com a despolarizagdo) e/ou com a
NpHR (que responde com a hiperpolarizagdo) e
codificar neurdnios adjacentes com VSFPs, assim,
um estimulo pos sinaptico pode ser expresso por
um sinal luminoso (Mancuso et al., 2010) como
mostra a Figura 7. Lee et al. (2010) aplicaram laser
azul (comprimento de onda igual a 473 nm) a 20 Hz
(durag@o do pulso 15 ms) no talamo motor, onde
foi evidenciada a ativagao do cortex motor de ratos
adultos, tendo sido o virus implantado no cortex motor.
Esses resultados mostram que utilizando as técnicas
da optogenética ¢ possivel alterar as codificacdes
das vias neurais, viabilizando a identificag@o de vias
encefalicas.

Meio extra celular

Meio intra celular

Na’, Ca*

Figura 3. Canais de cations codificados que respondem a fotons com
a entrada de ions no meio intracelular e despolarizagdo da membrana
[adaptado de Fiala et al. (2010)].

Figure 3. Encoded cation channels responsive to photons by the
entering of ions into the intracellular medium and membrane
depolarization [adapted from Fiala et al. (2010)].

ChR2 VChR1 NpHR
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Figura 4. Comprimentos de onda que respondem aos canais i6nicos
codificados [adaptado de Zhang ef al. (2010)].

Figure 4. Wavelengths that respond to the coded ion channels
[adapted from Zhang et al. (2010)].
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A técnica de ressonancia magnética funcional
BOLD (Blood oxygenation level dependent, dependente
do nivel de oxigénio no sangue) avalia a atividade
neural (Lee et al., 2010). Mesmo sendo aplicada
em modelo animal, a ressonincia magnética com
BOLD, em conjunto com a técnica de optogenética,
mostra-se futuramente possivel para determinacao de
mapas neurais em humanos (Palmer, 2010). As vias
talamo-corticais e corti¢o-talamicas sdo entrelagadas,
o que torna dificil o estudo das suas conexdes. A
optogenética aplicada a essas vias viabiliza seu estudo
isolado (Cruikshank et al., 2010).

Kravitz et al. (2010) estudaram estimulagdes
direta e indireta das células espinhosas médias dos
ganglios basais (estriato) de ratos com Parkinson e
com alteracdo transgénica dos receptores de dopamina
D1 e D2. Realizaram a expressdo viral de ChR2 nos
receptores e utilizaram um laser com comprimento
de onda de 473 nm ¢ 1 mW de poténcia. Durante a

——~

—~
~ 7

\_ X
Figura 5. Estimulagdo optica de células codificadas do talamo de ratos
com resposta do cortex motor primario [adaptado de Palmer (2010)].

Figure 5. Optical Stimulation of cells encoded in the thalamus of rats
with the primary motor cortex response [adapted from Palmer (2010)].

Figura 6. Neur6nios piramidais de rato com modificagdo genética
para responder a uma sinapse com a cor amarela [adaptado de
Mutoh et al. (2010)].

Figure 6. Pyramidal neurons of rats with genetic modification to
respond to a synapse with the yellow [adapted from Mutoh et al. (2010)].
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Figura 7. Neur6nios codificados com optogenética e proteinas
fluorescentes sensiveis a tensao elétrica [adaptado de Mancuso ef al.
(2011)].

Figure 7. Neurons encoded by optogenetics and voltage-sensitive
Sfluorescent proteins [Adapted from Mancuso et al. (2011)].

estimulacao optica, os receptores de dopamina tipo D1
sofreram aumento da frequéncia de despolarizacao,
de 0,03 para 1,16 Hz. Ja os receptores D2 sofreram
incremento na frequéncia, de 0,06 para 0,76 Hz. Os
resultados mostraram que a excitagdo bilateral das
vias indiretas das células espinhosas médias gera
bradicinesia e paralisacdo. Do contrario, a estimulagao
em vias diretas da célula espinhosa média, reduz a
paralisacdo e aumenta a locomocgao.

A ativagao das vias dopaminérgicas D1 e D2 que
formam projegdes presentes no nucleo accumbens
(localizado no lobo frontal), centro de recompensa
durante o uso de cocaina, ainda sao superficialmente
conhecidos. Lobo et al. (2010) avaliaram o efeito a
estimulag@o Optica e optogenética com codificagdo dos
receptores dopaminérgicos D1 e D2 sobre a auséncia do
TrkB (receptor do brain-derived neurotrophic factor).
Utilizou-se um feixe de luz azul (A igual a 473 nm)
com frequéncias de 1, 1,4 e 10 Hz e pulsos com
duracdo de 200 ms e 1 s. Os resultados mostraram
que a ativagdo do receptor D2 suprimiu o sistema
de recompensa da cocaina e efeitos contrarios foram
encontrados com a ativacao do receptor D1.

Arrenberg et al. (2010) testaram a viabilidade
de um marca-passo cardiaco por meio de controle
optogenético. Realizaram alteracdo génica de NpHR
¢ ChR2 em células do miocardio de peixes zebras. Os
pesquisadores conseguiram simular: (1) taquicardia,
(2) bradicardia, (3) bloqueio atrioventricular e parada
cardiaca, tornando promissora a futura aplicacdo de
optogenética em marca-passo cardiaco.
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O locus coeruleos é uma estrutura noradrenérgica
localizada no tronco cerebral com fun¢ao de coordenar
os estados de vigilia e alerta (Saper et al., 2005).
Carter et al. (2010) avaliaram, por meio de
optogenética, a resposta do locus coeruleos de ratos
ao estimulo 6ptico. Os neuronios do locus coeruleos
foram modificados com o (I) ChR2 (excitatdrio) que
responde a cor azul, e (IT) NpHR, que ¢ uma bomba
de cloreto (inibitdrio), sensivel a cor amarela. Foram
utilizados dois lasers para o experimento: um (I) laser
de cor azul (comprimento de onda igual a 473 nm)
com 20 mW poténcia, com fungdo estimulatoria e um
(I1) 1aser de cor amarela (593 nm) com efeito inibitdrio
(hiperpolarizagdo dos neurdnios). Foram utilizadas
as técnicas de medicdo de eletroencefalografia
(EEG) e eletromiografia (EMG) da musculatura do
pescoco. A fotoinibicao do locus coeruleos causa a
reducdo da duracdo de vigilia. A fotoestimulagao do
locus coeruleos causa mudanga do estado de sono para
vigilia, imediatamente apds a estimula¢do no periodo
de sono nao REM, e alguns segundos apos o inicio da
estimulacdo no estagio de sono REM. Os resultados
mostraram que com 1 h de aplicagdo continua, o
laser azul (estimulatorio) aumentava-se a durag@o
do periodo de vigilia. Entretanto, frequéncias acima
de 5 Hz causaram estado de paralisacdo temporaria
do movimento, assemelhando-se a cataplexia,
registrado pela EMG, que cessava apenas 15-20 s
apos a interrupgao do estimulo (Carter et al., 2010).

O deslocamento do globo ocular com o objetivo
de redirecionar a fixacao visual de um objeto qualquer
¢ denominado de sacada (Costa, 2007). Por meio da
optogenética, Schoonheim et al. (2010) conseguiram
localizar o centro neural do movimento de sacada
no tronco cerebral de larvas de peixe zebra (Danio
Rerio). Recentemente, Leifer ez al. (2011) estudaram
o circuito motor e mecano-sensorial de vermes
(Caenorhabditis elegans) também com técnicas
da optogenética. Foram utilizados os canais ChR2
(estimulatorio) e NpHR (inibitorio) com comprimentos
de onda (A) de 473 nm (azul) e 532 nm (amarelo),
respectivamente. Goold e Nicoll (2010), aplicaram
optogenética a cultura de neuronios piramidais de ratos
envolvidos na formagdo da memoria da area CA1 do
hipocampo. Os canais codificados foram os receptores
do neurotransmissor glutamato AMPA ¢ NMDA.
Foi utilizado diodo operando com um comprimento
de onda igual a 470 nm e uma poténcia de 195 mW,
aplicada em uma area de 1.963 mm?, onde o estudo
mostrou a viabilidade do uso em neurdnios piramidais.

Paralikar et al. (2010) desenvolveram um prototipo
de estimulador dptico para optogenética implantavel,
com configuragdes ajustaveis no comprimento de onda
em 473 nm e 535 nm, ativador do ChR2 e inibidor do
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NpHR, respectivamente. A densidade de poténcia de
saida pode ser regulada em até 5,3 mW/cm?, para cada
um dos dois canais independentemente. A frequéncia
pode ser ajustada entre 0,153 e 200 Hz, e a duragao
do pulso ajustada de 100 ps a periodos acima de
10 ms. Im et al. (2011) projetaram e desenvolveram
uma sonda neural com aplicagdo em optogenética
como mostra a Figura 8. Possibilitando estimulagao
com luz azul e amarela, com poténcia de saida de
até 50 LW, intensidade suficiente para despolarizar/
inibir regides neurais codificadas com optogenética.

Iwai et al. (2011) desenvolveram um dispositivo
de baixo custo, pequeno, acionado por LED para
estimulagao optica dos neuronios corticais de ratos e
proporciona movimentagao livre por ser controlado com
tecnologia sem fio. O dispositivo ¢ facilmente montado
sobre a cabega de um rato com um bloco de polimero
e opera com uma tensdo de 5 V - 6 V. Zhang et al.
(2009), como mostra a Figura 9, desenvolveram uma
matriz de cem elementos, onde um era a sonda Optica
¢ os outros eletrodos de medigao eletrofisiologica,
com a capacidade de aplicar a estimulagao Optica
e gravar os sinais neurais sem gerar interferéncia
no sinal captado, o que ocorre quando o estimulo
utilizado ¢ elétrico.

Estimulacdo optica neural

A utilizagao de laser na faixa do infravermelho de
baixa intensidade (Wells ef al., 2005) sobre o tecido
neural com o objetivo de deflagrar potenciais de agao
denomina-se estimulagao neural por infravermelho, do
inglés infrared neural stimulation (Cayce et al., 2010b).
Ao contrario da estimulagdo elétrica funcional, a
estimulacdo neural por infravermelho ndo necessita
do contato direto de eletrodos com o tecido e é
muito seletiva a feixes nervosos dentro do nervo
(Duke et al., 2009; 1zzo et al., 2006b).

O estimulador neural por infravermelho comercial
com aplicagdes ndo humanas Capella (modelo R 1850),
da marca Aculight®, como mostra a Figura 10, apresenta
uma profundidade de aplicagdo de 300 a 600 wm,
necessitando que sua sonda esteja muito proxima
ou adjacente ao tecido nervoso (Aculight, 2010). A
estimulagdo oOptica aplicada a 300 um do modiolo
(estrutura dssea da coclea) reduz em aproximadamente
68% a amplitude dos potenciais de agdo compostos do
nervo auditivo comparado quando ele esta totalmente
em contato (Izzo et al., 2006b). Em ratos com o
nervo ciatico exposto, a estimulagdo ¢ realizada a
aproximadamente 700 um da superficie do nervo
(Duke et al., 2009). A Tabela 3 mostra os parametros
utilizados nesse tipo de aplica¢ao entre os anos de
2006 a 2010.

Optogenética e estimulacdo ptica neural

Figura 8. Sonda neural com aplicagdo em optogenética [adaptado
de Im et al. (2011)].
Figure 8. Neural probe for applications in optogenetics [adapted

from Im et al. (2011)].

Figura 9. Matriz de cem elementos para estimulagdo optica e aquisi¢ao
de sinal eletrofisioldgico encefalico [adaptado de Zhang et al. (2009)].
Figure 9. Matrix of one hundred optical stimulation elements
and electrophysiological brain signal acquisition [adapted from
Zhang et al. (2009)].

Da mesma forma que na estimulagdo elétrica,
na EO, quanto maior a frequéncia, menor a
amplitude necessaria para despolarizar um neurénio
(Cayce et al., 2010b). Wells et al. (2007b) estudaram
a aplicagdo de EO com laser de YAG (Y,ALO,,)
em nervos periféricos com testes histologicos para
avaliarem as alteracoes ocorridas. Segundo Wells et al.
(2007b), a frequéncia de pulsos desse laser para
estimulagdo segura esta limitada em aproximadamente
5 Hz. Nessa faixa ndo foram observadas lesdes
tissulares em nervos periféricos (nervos femorais,
fibulares e tibiais de ratos) como flictenas (bolhas)
e edema. Além disso, radiagdes de EO entre
0,66 — 0,70 J/cm? apresentam probabilidade menor
que 1% de ocasionarem danos térmicos (Wells ez al.,
2007b) ja em intensidades acima de 50 J/cm?
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causam desidratagdo do tecido nervoso (Wells et al.,
2007a). Ainda conforme Wells et al. (2007a), para
comprimentos de onda (A) entre 2,1 a 1,87 um
(infra-vermelho), o limiar de despolarizacdo da
célula nervosa (0,3 — 0,4 J/cm?) ¢ aproximadamente

Fasciculo nervoso
do quadriceps

Fibra optica
3 4

do pé

Ramo do nervo  Fasciculo nervoso
ciatico derato  dos isquiotibiais

: Fascicd -0.1 — T T T T T 1T
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2,5 vezes menor que a intensidade lesiva ao tecido
(0,8 — 1,0 J/cm?).

Uma das vantagens da EO ¢ a garantia de
seletividade das estruturas estimuladas, como
quando aplicada sobre o nervo auditivo em
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Figura 10. Estimulador neural por infravermelho comercial Capella (modelo R 1850), da marca Aculight®, e sua aplicagdo seletiva sobre

feixes nervosos [adaptado de Aculight (2010)].

Figure 10. Neural stimulator for commercial infrared Capella (model R 1850), Aculight® brand, and its selective application on nerve

bundles [adapted from Aculight (2010)].

Tabela 3. Parametros utilizados para estimulagdo optica por infra-vermelho entre os anos de 2006 a 2010.
Table 3. Stimulation parameters used for optical infra-red between the years 2006 to 2010.

Diametro da

Autor (,u;;n ) (/:S ) Fre;[:lz-)ncza ﬁbr;l optica R:;Z‘;fgo Aplicado em
um)
1zzo0 et al. (2006b) 2,12 250 2 100 0,01-0,1 Nervo auditivo de rato
1zz0 et al. (2006a) 2,12 250 2 100 0,01-0,06 Implante coclear de rato
Wells et al. (2007b) 2,12 350 2-8 600 0,2-1,5 Nervo ciatico de rato
1220 et al. (2007) 1,84-1,88  35-1000 1-13 200 00010,1  Estimulagdo dosistema
auditivo de rato

Teudt et al. (2007) 2,12 250 2 600 0,71-2,2 Nervo facial de rato
Fried et al. (2007) 1,87 2500 10 300 1 Nervo cavernoso de rato

2,12 350
Wells et al. (2007a) 2-10 3 2-10 600 0,3-51,7 Nervo ciatico de rato

0,75 350

1,87 103-10*

30; 60; 100;
Richter et al. (2008) 1,84-1,87 200; 400; 800 13 200 0,003-0,9 Nervo auditivo de rato
e 1600
. , Implante vestibular em

Harris et al. (2009)§ 1,82-1,84  10-continuo * 300 * sufno
Wininger et al. (2009) 1,85 200-2000 PU 600 0,1-1 Nervo da pata de lagosta
Duke et al. (2009) 1,87 * 2 400 1,69 £ 0,30 Nervo ciatico de rato
Cayceeral. (2010a)  1,87-1,94 250 10-200 400 0,01-0,5 g:ﬁ’; somatossensorial

A: comprimento de onda; T: duragdo do pulso; PU: pulso unico; §: estimulador 6ptico por comprimentos de onda que respondem aos canais
iénicos codificados por infravermelho comercial Capella R-1850 (Aculight®).
A: wavelength, T: pulse duration; PU: single pulse; §: stimulator optical infra-red commercial Capella R-1850 (Aculight®).
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implantes cocleares (Izzo et al., 2006b), além do
uso para futuros implantes visuais (Kim et al., 2004).
Richter et al. (2008) aplicaram EO sobre feixes do
nervo auditivo em surdez aguda e cronica de ratos
Gerbil (Meriones unguiculatus). Os resultados foram
positivos em ambos os estagios de surdez; entretanto,
o limiar de despolarizagao foi maior na surdez cronica,
necessitando de uma intensidade maior para gerar um
potencial evocado. 1zzo et al. (2006b) mostraram que
a EO pode ativar o nervo auditivo de ratos adultos
com respostas em 20 a 40 dB sem ocasionar dano
tecidual ao nervo auditivo.

1zzo et al. (2007) utilizaram laser de diodo
sobre o sistema auditivo (central) de ratos Gerbil
(Meriones unguiculatus) para avaliar os potenciais
de acdo evocados pela EO. O laser foi fixado a
aproximadamente 0,5 mm das células do ganglio
espiral. Os resultados mostraram que os parametros de
duragdo de pulso de 35 us a uma frequéncia de 13 Hz
mantinham a despolarizacdo das células constante e
estavel. Esses resultados indicam que um laser pulsado
com uma frequéncia acima de 10 Hz ¢ favoravel para
a EQ, diferenciando-se dos resultados de Wells ef al.
(2007b), que afirmam que uma frequéncia segura seria
aproximadamente 5 Hz. [zzo et al. (2007) estudaram
também a relagéo entre o comprimento de onda (A) e
a penetracdo Optica mantendo os demais parametros
fixos. Os resultados demonstraram que a penetragao
oOptica partiu de 308 wm para um (A) de 1,88, para
1.129 pm para um () de 1,84, evidenciando que quanto
menor o comprimento de onda, maior a penetracao
do laser no tecido.

A estimulag@o elétrica ¢ considerada como padrao
ouro para ativagdo artificial do sistema nervoso
central (Azoulay-Zyss et al., 2011) e periférico
(Yu e Chang, 2010), mas pode estimular estruturas
adjacentes resultando em artefatos indesejados. A
estimulagdo neural por infravermelho pode ser aplicada
ao sistema nervoso central sem gerar artefatos por ser
pontual (Cayce et al., 2010b). Além disso, podemos
citar o uso de tecnologia Optica para aquisi¢do de
imagem (como Yanai et al. (2005), que desenvolveram
uma tomografia 6ptica com diodos laser de emissao
para A iguais a 780 nm e 830 nm) e recepgdo, para
medir a variagdo de oxigénio na regido cerebral.

Dentre as aplicagdes viaveis para a EO
encontra-se a estimulagdo encefalica profunda
(Cayce et al., 2010b). Cayce et al. (2010a) aplicaram
no cortex somatossensorial (regido do lobo parietal)
de ratos, trens de pulsos durante 500 ms com um
tempo inativo de 15 a 30 s. Comparou-se o estimulo
optico aplicado ao cortex com o estimulo mecanico
(piezoelétrico) a 8 Hz aplicado a pata do animal com
registro eletrofisiologico. Uma coleta de imagem por

Optogenética e estimulacdo ptica neural

microscopia cirirgica do cortex cerebral mostrou que a
EO néo gerou dano ao tecido encefélico. Os resultados
mostraram que a estimulagdo neural por infravermelho
no cortex somotassensorial causou um efeito inibitorio,
levando-os a concluir que implantes neurais por meio
de estimula¢@o neural por infravermelho podem ser
viaveis para a concepcao de proteses neurais para
controle em malha fechada.

Wininger et al. (2009) estudaram em nervos
ex vivo de patas de lagosta (Homarus americanus)
a EO e elétrica, com registro elétrico e optico.
Utilizaram estimulacgdo elétrica pulsada com
duragdo de 0,2 ms em intervalos de 1-2 s, corrente
de 10 pA a 2 mA e tensdo de 3 V a 30 V. A EO
(sonda) ficou posicionada a aproximadamente
0,75 mm da inerva¢do. Um LED com emissdo em
665 nm irradiava os feixes nervosos, enquanto um
fotodiodo e polarizadores cruzados posicionados
adjacentes ao tecido captavam a variagao de
birrefringéncia do LED durante a estimulacao
nervosa. Os resultados mostraram que foi possivel
reconhecer o potencial de acdo por meio da
birrefringéncia, mas que a resposta teve um atraso
maior que do sinal eletrofisioldgico. O sinal 6ptico
mostrou menor interferéncia que o elétrico no sinal
eletrofisiologico. Para Wininger et al. (2009), a
combinacdo de EO com a gravag@o Optica vem a ser
uma promissora ferramenta na engenharia neural,
tornando futuramente desnecessario o uso de fios
hoje utilizados durante gravagdes eletrofisiologicas.

A aplicagdo de EO amplia-se da utilizagao para
implante coclear (Izzo et al., 2006a) para o uso no
sistema vestibular responsavel pelo equilibrio e fun¢des
proprioceptivas (Bear et al., 2002). Como nas pesquisas
de Harris et al. (2009), que ativaram o ramo vestibular
do oitavo par craniano por meio de estimulacdo neural
por infra-vermelho e compararam com a ativa¢ao por
estimulag@o elétrica. O posicionamento dos eletrodos
e do laser de diodo foi na regido da ampola dos canais
do labirinto. A estimulagao elétrica foi bifasica com
um conversor tensdo-corrente entre 160 - 710 pLA, para
uma frequéncia de 100 Hz. A EO teve sua calibragio
com um pico de poténcia que fornecia até 1,26 W. As
ativagdes Opticas e elétricas deveriam proporcionar
movimentos oculares com registros. Os resultados foram
negativos para a EO, na qual ndo se obteve os mesmos
efeitos fisiologicos (movimentos oculares evocados)
que com estimulag@o elétrica.

Alternativamente a aplicagdo de EO por
infra-vermelho no tecido neural, Kétter et al. (2005)
utilizaram EO na faixa de ultra-violeta nos neurénios
piramidais da V camada do cértex de ratos para
liberacao do neurotransmissor glutamato enjaulado.
A experiéncia consistia em aplicar luz de xenon sobre
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uma estrutura quimica com o acido L-glutamico e
v-[a-carboxi-2-nitrobenzil]-ester que apds a aplicagao
optica, liberava um grupo carboxi-nitrobenzil e o
neurotransmissor glutamato. A ativagdo do flash de
xenon pode influenciar na liberagao de glutamato em
até 200 um do ponto de ativagao, tornando o uso de
ultra-violeta uma perspectiva para outros farmacos
no tecido encefalico.

Teudt et al. (2007) utilizaram a estimulagdo
por infra-vermelho no nervo facial de ratos Gerbil
(Meriones unguiculatus). Foi medida a ativagdo dos
musculos faciais: orbicular do olho, levantador do labio
superior e da asa do nariz e o musculo orbicular da boca
e analisado o nivel de lesdo tissular causada pelo laser
sobre o nervo facial e seus ramos. Histologicamente,
comprovou-se danos aos feixes nervosos com uma
radia¢do de 2,2 J/cm?, mas ndo ficou comprovada
lesao aparente em uma intensidade de 2,0 J/cm?. Esses
resultados viabilizam a EO para ativar seletivamente
ramos do nervo facil, principalmente em processo
cirargico com o objetivo de poupar estruturas sadias
da extirpag¢@o. Com o mesmo escopo de utilizar a
estimulagdo neural por infravermelho para poupar
estruturas sadias, Fried et al. (2007) fizeram uso da
EO do nervo cavernoso durante cirurgia de cancer
de prostata para preservar a condi¢ao sexual apos a
cirurgia.

Conclusao

A aplicacdo de estimulos Opticos no campo
da biomedicina vem crescendo gradativamente. A
estimulagao neural Optica e a optogenética despontam
positivamente, tanto como ferramenta de pesquisa
como em aplicagdes clinicas.

A estimulagdo neural por infravermelho nao
necessita contato direto com o tecido, o que lhe confere
uma grande vantagem em relagdo a estimulacao elétrica,
mas tem efetividade restrita ao evocar resposta nos
neurdnios (ativagao-despolarizagdo). Por outro lado, a
seletividade do estimulo optico € superior ao estimulo
elétrico, tornando o estimulo optico mais indicado para
implantes do sistema nervoso (coclear, vestibular).

A optogenética pode ser utilizada para manipular
o tecido neural despolarizando ou hiperpolarizando
os neurdnios codificados, além de monitorar as
ativacdes por meio de codificagdo de proteinas
fluorescentes sensiveis a tensdo elétrica. Isso permite
rastrear estimulos viabilizando a identificagdo de
circuitos intra-cerebrais de um modo ndo invasivo.
Além disso, € possivel mapear os circuitos alterados,
sendo de grande valia em avaliagdes e aplicagdes
neuro-psicoléogicas.
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A estimulagdo optica por infravermelho ¢ a
optogenética sdo dois campos de pesquisa novos,
mas em expansao, cujas pesquisas vem sendo
aplicadas apenas a modelos animais. Entretanto, os
resultados apresentados nos trabalhos relacionados
a tais temas mostram um horizonte promissor de
aplicacdes em seres humanos, podendo até mesmo
vir a substituir métodos considerados padrao ouro
(estimulacdo elétrica) na ativagdo e pesquisa de
circuitos neurais.
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