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RESUMO

Dexametasona (Dex) é um horménio glicocorticoide sintético, empregado em recém-nascidos
prematuros com doenca pulmonar cronica. O tratamento com glicocorticoides pode produzir
efeitos eletrofisioldgicos adversos no sistema nervoso em desenvolvimento (LIN; HUANG;
HSU, 2006). Postula-se que tais efeitos estejam associados ao estresse oxidativo. Neste
trabalho foram avaliados, em ratos albinos ja desenvolvidos (60-70 dias de idade), os efeitos
do tratamento neonatal com Dex sobre o fenémeno eletrofisiolégico conhecido como
depressdo alastrante cortical (DAC). Adicionalmente, foi investigado se a administracdo das
vitaminas antioxidantes C e E sdo capazes de atenua-los. Ratos machos Wistar (n=47) foram
distribuidos em cinco grupos experimentais: [1] Ingénuo (Ing), sem tratamento; [2] Veiculo
(V); [3] Dexametasona (Dex); [4] Dexametasona com vitamina C e E (DexCE) e [5]
Vitaminas C e E (CE). A dexametasona (dissolvida em NaCl 0,9%) foi administrada nos trés
primeiros dias pés-natais (DPN), na dose de 0,5mg/Kg (DPN=1), 0,3mg/Kg (DPN=2) e
0,1mg/Kg (DPN=3). As vitaminas antioxidantes C (200 mg/kg/dia) e E (100 mg/kg/dia)
foram aplicadas diariamente em PND 1-6, dissolvidas respectivamente em salina e 6leo. Entre
60 e 70 dias de vida a DAC foi registrada no cortex parietal e sua velocidade de propagacao,
amplitude e duracdo da variacdo lenta de voltagem (VLV), e amplitude do eletrocorticograma
(ECoG) foram calculados. O grupo Dex apresentou maiores velocidades de propagacdo da
DAC (MédiastDP; 4,14 mm/min % 0,22; n = 10) em comparacao aos grupos controles (Ing:
3,52 mm/min £ 0,13; n=8; V: 3,57 mm/min % 0,18; n= 10; CE: 3,51 mm/min % 0,24; n=10).
Esse efeito foi antagonizado pela adi¢do das vitaminas C e E (grupo DexCE; velocidades da
DAC = 3,43 mm/min = 0,12; n = 9). Os valores de amplitude e duragdo da VLV foram
semelhantes entre os grupos. Em todos 0s grupos, apds a passagem da DAC pelo tecido
cortical, a amplitude do ECoG aumentou cerca de 50% comparado com a amplitude basal do
mesmo animal, mas sem diferencas entre 0s grupos. Logo, o efeito da Dex de acelerar a
propagacdo da DAC parece ser duradouro, visto que foi observado em um cérebro
desenvolvido. A associagdo com vitaminas C e E neutralizam o efeito da Dex sobre a DAC.
Entretanto, os tratamentos empregados ndo influenciaram a potenciagdo da atividade elétrica

cortical espontanea associada a DAC.

Palavras-chave: glicocorticoides; dexametasona; vitaminas antioxidantes; desenvolvimento

cerebral; depressdo alastrante.



ABSTRACT

Dexamethasone (Dex) is a synthetic glucocorticoid, which is applied to preterm
infants for treating chronic lung diseases. The glucocorticoid treatment may produce
adverse electrophysiologic effects in the developing brain. It is proposed that its
effects are associated to oxidative stress. Is this study it was evaluated, in developed
rats (60-70 days old), the effects of neonatal Dex treatment on the
electrophysiological phenomenon known as cortical spreading depression (CSD).
Additionally, it was investigated if the antioxidant vitamins C and E minimize these
effects. Wistar rats (n=47) were distributed in five groups: [1] no treatment (Naive);
[2] Vehicle (V); [3] Dexamethasone (Dex); [4] Dex with vitamins C and E and [5]
Vitamins C and E (CE). Dex (suluble in 0.9% NaCl) was administrated on the three
firsts postnatal days (PND) at 0.5mg/Kg (PND=1), 0.3mg/Kg (PND=2) e 0.1mg/Kg
(PND=3). Antioxidant vitamins C (200 mg/kg/dia) and E (100 mg/kg/dia) were
administered daily on PND1-6, soluble in 0.9% NaCl and olive oil, respectively. On
PND 60-70, CSD was recorded on parietal cortex and its velocity, slow potential
change (P) duration and amplitude and eletrocorticogram (ECoG) amplitude were
calculated. Dex showed higher CSD-velocities (mean valueszSD; 4.14 mm/min
+0.22; n = 10) than the control groups (Naive: 3.52 mm/min +0.13; n=8; V: 3.57
mm/min +£0.18; n= 10; CE: 3.51 mm/min +0.24; n=10). This effect was antagonized
by vitamins C and E (DexCE group; CSD velocity = 3.43 mm/min £0.12; n = 9). P
amplitude and duration were similar between the groups. In all groups, after the brain
cortex undergo CSD, the ECoG amplitude increased about 50% when compared to
the basal amplitude of the same animal. However, there were no treatment-related
differences. Therefore, Dex’s acceleration of the CSD propagation seems to be
permanent, as it was successfully observed in a fully developed brain. The
association of C and E vitamins counteracts this acceleration caused by the use of
Dex. However, the administered treatments did not interfere with the CSD-associated

spontaneous electric activity potentiation.

Keywords: glucocorticoids; dexamethasone; antioxidant vitamins; brain development;

spreading depression
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1. INTRODUCAO

Glicocorticoides sdo horménios liberados pelo cértex da glandula adrenal como
produto final do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA). Os glicocorticoides naturais
principais sdo o cortisol e a corticosterona para homem e rato, respectivamente. Entretanto,
existem também glicocorticoides sintéticos, dentre eles hidrocortisona, betametasona,

metilprednisolona e dexametasona.

A Dexametasona (Dex) € um horménio glicocorticoide sintético, muito usado no
tratamento de recém-nascidos prematuros com doenca pulmonar crénica (CHOI et al., 2004;
DOYLE; EHRENKRANZ; HALLIDAY, 2014a, 2014b). Entretanto, estudos clinicos
(HITZERT et al., 2014; SHINWELL et al., 2000; STARK et al., 2001) e experimentais
(BHATT et al., 2013; DUKSAL et al., 2009; ICHINOHASHI et al., 2013; MENSHANOV;
BANNOVA; DYGALDO, 2014; NEAL et al., 2003; SZE et al., 2013; ZULOAGA et al., 2011)
demonstram que glicocorticoides potentes como a Dex podem produzir efeitos adversos no

sistema nervoso em desenvolvimento.

A maioria dos artigos presentes na literatura cientifica demonstram os efeitos
cerebrais da Dex sobre parametros comportamentais, bioquimicos e morfolégicos. Alguns
outros estudos, entretanto, mostraram a existéncia de alteragdes eletrofisioldgicas em animais
previamente tratados com Dex, incluindo o aparecimento (DAVIDSON et al., 2011) ou
modulacédo da atividade epileptiforme (YILMAZ et al., 2014). As alteraces eletrofisioldgicas
também incluem a modulacdo de fendmenos dependentes de plasticidade sinaptica como a
potenciacdo de longo prazo (LTP) (KAMPHUIS et al., 2003; LIN; HUANG; HSU, 2006;

WANG; HUANG; HSU, 2010).

Postula-se que os efeitos neurais indesejaveis dos glicocorticoides, pelo menos em

parte, sejam devido ao estresse oxidativo induzido por esses horménios (CAMM et al., 2011,



COSTANTINI; MARASCO; M@LLER, 2011; MCINTOSH; HONG; SAPOLSKY, 1998;
MCINTOSH; SAPOLSKY, 1996). CAMM et al. (2011) constataram que o tratamento com
Dex aumentou o estresse oxidativo no cortex cerebral. Esses autores também observaram que
associacdo deste tratamento com as vitaminas antioxidantes C e E atenua tanto o estresse

oxidativo quanto a perda de neurénios induzida pela Dex.

A combinacdo de Dex com vitaminas antioxidantes no sistema nervoso central em
desenvolvimento pode ser estudada atraves de técnicas eletrofisioldgicas como o fenémeno da
depressdo alastrante cortical (DAC). A DAC é um modelo de estudo experimental
amplamente utilizado no estudo da excitabilidade neuronal (BATISTA-DE-OLIVEIRA,
2012b; LIMA, 2013), relacionado a plasticidade sindptica (SOUZA, 2011) e que vem sendo
utilizado para estudar estresse oxidativo (GUEDES; ABADIE-GUEDES; BEZERRA, 2012).
Esse fenbmeno consiste em uma variacdo negativa lenta de potencial elétrico, que se propaga
de forma concéntrica por todo o tecido neural, acompanhada de alteracdes neurovasculares. A
DAC é deflagrada em resposta a um estimulo de natureza inespecifica de um ponto do tecido
cortical, que se recupera na mesma sequéncia temporo-espacial apos 5 a 10 minutos (LEAO,

1944).

Ao longo dessa introducédo serdo abordados os seguintes assuntos: [1] a influéncia dos
glicocorticoides, com destaque para a Dex, sobre o sistema nervoso central; [2] como esses
horménios alteram o estado de oxido/reducéo; [3] o papel das vitaminas antioxidantes nos
mecanismos de estresse oxidativo; [4] a utilizagdo da DAC como modelo para avaliar
excitabilidade cortical e estresse oxidativo; e [5] como a Dex e as vitaminas antioxidantes C e

E se relacionam com a plasticidade sinaptica.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 GLICOCORTICOIDES E DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

Os glicocorticoides sdo horménios naturalmente liberados pelo cértex da adrenal.
Em resposta a um estimulo, a liberagdo de glicocorticoides aumenta como resposta da
atividade aumentada do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA). O cortisol e a
corticosterona sdo os principais glicocorticoides naturais, para 0 homem e para 0 rato,
respectivamente. Eles regulam diversas fungdes metabdlicas, imunoldgicas e homeostéticas.
Esses hormodnios exercem um papel fundamental no desenvolvimento do sistema nervoso
como mediadores da proliferacdo e diferenciacdo celular (KARST; DE KLOET; JOELS,
1999). Entretanto, em doses que ultrapassem as fisiol6gicas, a depender de idade e/ou género,

podem ter efeitos nocivos (ZULOAGA et al., 2011).

Esses hormdnios possuem acdo genémica ou rapida (ndo gendmica), através de
receptores nucleares e de membrana respectivamente. No sistema nervoso central existem
dois tipos de receptores que exercem influéncia no eixo HHA: 1) receptor para
glicocorticoides (GR) e 2) receptor para mineralocorticoides (MR) (DE KLOET; REUL,
1987; DE KLOET et al.,, 1998). Os glicocorticoides naturais (cortisol e corticosterona)
possuem maior afinidade com os MR (DE KLOET et al., 1998); por outro lado, alguns
sintéticos (Ex.: dexametasona) possuem maior afinidade com os GR. Diversas estruturas
cerebrais expressam esses receptores, principalmente em regides que fazem parte do sistema
limbico, sendo 0 hipocampo a estrutura cerebral com maior densidade destes (para reviséo;
MORA et al.,, 2012). Sabe-se que 0 estresse prolongado no inicio da vida, bem como

exposicdo a glicocorticoides exogenos durante o desenvolvimento podem produzir efeitos
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prejudiciais de longa duracao. Esses efeitos incluem inibicdo do crescimento somatico, atrofia
cerebral (DUKSAL, 2009) e desregulacdo endocrina (BURLET, 2005) com consequente
aumento de comportamentos relacionados com ansiedade (KAMPHUIS et al., 2004; LI et al.,
2013; NAGANO et al., 2012). O estresse ambiental no inicio da vida também influencia a
expressao e modulacédo epigenética do gene do GR especifico de neurdnio no prosencéfalo e

no hipocampo (BOSE et al., 2010; MCGOWAN et al., 2009; MEANEY et al., 1996, 2013).

Além dos glicocorticoides naturais supracitados (cortisol e corticosterona), existem
horménios glicocorticoides sintéticos como a dexametasona (Dex), metilprednisolona,
betametasona e hidrocortisona. Por sua alta afinidade com GR e sua grande poténcia anti-
inflamatdria, um dos glicocorticoides sintéticos mais estudados é a Dex. Outro fator que
estimula o estudo da Dex durante o desenvolvimento tem sido sua importancia clinica na
prevencdo e tratamento da doenca pulmonar cronica em recém-nascidos prematuros (CHOI et
al., 2004; DOYLE; EHRENKRANZ; HALLIDAY, 2014a, 2014b) que pode resultar em
efeitos indesejaveis no sistema nervoso em desenvolvimento (CHANG et al., 2013;
CLAESSENS et al., 2012b; DUKSAL et al., 2009; HUANG et al., 2007; KIM; KIM;

CHANG, 2013).

No estudo de STARK et al. (2001), criancas prematuras tratadas com Dex
apresentaram menor peso corporal e menor circunferéncia da cabeca, quando comparadas
com prematuros em condi¢cdes semelhantes, sem tratamento com Dex. Recentemente,
HITZERT et al. (2014) observaram alteracbes motoras, cognitivas e comportamentais em
criancas de idade escolar tratadas com Dex durante o periodo pos-natal. Esses achados
clinicos foram evidenciados também em estudos experimentais (FLAGEL et al. 2002; LI et

al., 2013; MENSHANOV et al., 2014; XU et al., 2012).

Um namero clinicamente relevante de modelos animais tem sido desenvolvido para

investigar os efeitos tardios do tratamento com Dex no sistema nervoso. Estima-se que, com
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relacdo a taxa de crescimento, o cérebro de um filhote de rato préximo ao nascimento é
comparavel com o de humanos prematuros nascidos entre a semana gestacional 26 e 32
(DOBBING; SANDS, 1979; WHITELAW,; THORESEN, 2000). Dadas essas correlacdes no
desenvolvimento, tem sido utilizado o tratamento por trés dias com doses gradativamente
decrescentes de Dex em filhotes de ratos neonatos do primeiro ao terceiro dia pds-natal
(PND1-3) para investigar os efeitos tardios do tratamento com Dex no desenvolvimento
cerebral (CAMM et al., 2011; CLAESSENS et al. 2012b; DUKSAL et al., 2009; HUANG et
al, 2006; KIM; KIM; CHANG, 2013). Utilizando-se de marcadores moleculares e
bioquimicos, DUKSAL et al. (2009) encontraram um maior indice apoptético no grupo
tratado com Dex nas sub-regides CA1 e CA3 do hipocampo em comparagdo ao grupo
controle. CLAESSENS et al. (2012b) observaram que filhotes de ratos tratados com esse
horménio sintético durante o periodo neonatal possuem menor nuimero de células que
expressam GFAP, um marcador astrocitario. De modo semelhante, no estudo de UNEMURA
et al. (2012), o tratamento com glicocorticoides in vitro por 72h reduziu a proliferagéo de
astrdcitos em cultura, bem como a expressdo do GR, enquanto que RU486, um antagonista do
GR, inibiu a reducdo tanto da proliferacdo astrocitaria como a expressdo do GR. Sabe-se
também que a Dex tem acdo sobre o processo de mielinizagdo. KIM; KIM; CHANG (2013)
observaram reducdo no conteddo de mielina cortical e alteragdo na morfologia de
oligodendraocitos de ratos tratados com Dex (0,5 mg/kg de peso corporal) nos trés primeiros
dias poés-natais. Todas essas evidéncias demonstram a grande variedade de alteracdes

estruturais e moleculares, no sistema nervoso, associadas a Dex.

Os glicocorticoides podem também agir sobre neurotransmissores cerebrais. Estudos
destacam o papel da Dex no sistema noradrenérgico (VAZQUEZ et al., 2012; ZHANG et al.,
2012). Contudo, mais investigaces sdo necessarias para elucidar esses efeitos, visto que 0s

dados, no sistema noradrenérgico, sdo contraditorios. Considerando o0 sistema
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serotoninérgico, foi demostrado que a intervencdo com fluoxetina reverte alteracGes
bioquimicas (reducdo do contetdo do RNA mensageiro para serotonina e da concentracéo
desse neurotransmissor) e comportamentais (reducdo na exploracdo em campo aberto e
aumento em respostas indicativas de ansiedade) de ratos expostos a Dex no periodo neonatal
(NAGANO, 2012). A acdo da Dex sobre concentracdo de serotonina cortical, bem como
sobre alteracfes na quantidade de receptor e no transportador para serotonina parece depender

do periodo em que ela € administrada (SLOTKIN et al., 2006).

Esse hormonio sintético também estd associado com neutrotransmissores
excitatorios, como indicado por KAMPHUIS et al. (2003) ao observar que a exposicdo a Dex
durante o desenvolvimento cerebral tem efeitos duradouros sobre a composicao e funcéo do
complexo receptor de NMDA. As implicacdes dos glicocorticoides sobre o sistema
glutamatérgico serdo mais bem discutidas mais adiante (ver 2.5 ACAO DA DEXAMETASONA
E DE VITAMINAS ANTIOXIDANTES SOBRE A PLASTICIDADE SINAPTICA E
EXCITABILIDADE DO CORTEX CEREBRAL). Entretanto, ¢ importante mencionar que
alteracfes no sistema glutamatérgico podem ser a origem de alguns dos efeitos negativos da
Dex através da excitotoxicidade. Além da desregulacdo no sistema de neurotransmissores
excitatdrios, também se tem especulado que grande parte dos efeitos adversos do tratamento
com glicocorticoides esteja associada ao estresse oxidativo o que sera discutido no topico

seguinte.

2.2 GLICOCORTICOIDES E ESTRESSE OXIDATIVO

Evidéncias sugerem que o tratamento com glicocorticoides aumenta a producéo de
especies reativas de oxigénio (EROs) em culturas de hipocampo e cortex cerebral

(MCINTOSH; SAPOLSKY, 1996) e que reduzem a atividade basal de enzimas antioxidantes
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cerebrais (MCINTOSH; HONG; SAPOLSKY, 1998). Um estudo de meta-analise
(COSTANTINI; MARASCO; M@LLER, 2011) mostrou que em vertebrados ha [1] um
aumento do estresse oxidativo proporcional a duracdo do tratamento com glicocorticoides; [2]
que tecidos diferentes apresentam distintos niveis de estresse oxidativo; e [3] que o tratamento
com glicocorticoides pode resultar em padrfes de estresse oxidativo dependentes da idade e

do sexo.

Foi previamente demonstrado que a exposicdo pré-natal a altos niveis de
glicocorticoides modificou permanentemente o fendtipo de células neurais de ratos e induziu
um aumento na susceptibilidade ao estresse oxidativo (AHLBOM et al., 2000; BOSE et al.,
2010; CANLON et al., 2003). SATO et al. (2010) sugeriram que as EROs induzidas por
elevados niveis séricos de corticosterona promovem lesdes celulares no hipocampo e induzem

neurodegeneracdo, o que resulta em deficiéncia cognitiva.

Os mecanismos pelos quais os glicocorticoides aumentam a producdo de EROS no
sistema nervoso central ainda ndo estdo claros; entretanto ha algumas suposicoes para explicar
esse aumento de maneira inespecifica. Dentre elas existe a possibilidade de que as EROs
sejam produzidas pela enzima mono-amino-oxidase do tipo A (MAO-A), cuja expressdo €
induzida por glicocorticoides (MANOLI et al., 2005). Adicionalmente, CARLO et al. (1996)
mostraram que a Dex aumentou as expressdes do mMRNA e da quantidade da MAO-B em
astrocitos de ratos. Essas alteracbes foram inibidas pelo inibidor dos receptores para
glicocorticoides RU486. O estudo de ARGUELLES et al. (2010) mostrou um aumento tanto
de MAO-A como de MAO-B em animais tratados com Dex, o que reforca a participacdo

dessas enzimas no estresse oxidativo induzido por glicocorticoides.

Por outro lado, outros autores sugerem que a mitocéndria € o principal alvo da Dex e
que, desta forma, os glicocorticoides poderiam aumentar a sensibilidade celular ao estresse

oxidativo (MUTSAERS; TOFIGHI, 2012). PANDYA et al. (2007) enfatizam que a exposi¢ao
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repetida a Dex pode significantemente influenciar o metabolismo energético oxidativo da

mitocondria cerebral em animais jovens ou adultos.

2.3 ACAO DAS VITAMINAS ANTIOXIDANTES C e E SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO

O termo estresse oxidativo implica em que as EROs excedam a capacidade das
células de um determinado 6érgdo em neutraliza-las ou capturé-las. Ou seja, para que o
estresse oxidativo ocorra deve haver [1] um aumento nos fatores oxidantes, [2] uma redugéo
dos mecanismos antioxidantes ou [3] ambos (aumento na oxidagéo e reducdo na capacidade

de neutralizagéo das EROs).

Considerando que o estresse ou a administracdo de glicocorticoides exdgenos no
inicio da vida aumentam o estresse oxidativo (CAMM et al.,, 2011; SEO et al., 2012;
SUWANJANG et al., 2013), estudos clinicos e pré-clinicos tém proposto a terapia
antioxidante como forma de minimizar o dano oxidativo oriundo de estresse perinatal (para
revisdo, consultar MILLER; WALLACE; WALKER, 2012). Estudos em roedores vém
demonstrando que as vitaminas C e E s&o capazes de minimizar efeitos adversos da Dex sobre
o0s sistemas cardiovascular (HERRERA et al., 2010; NIU et al., 2013) e nervoso (CAMM et

al., 2011).

As vitaminas antioxidantes C (&cido ascorbico) e E (tocoferol) sdo nutrientes
essenciais para 0 homem e sdo consideradas 0s antioxidantes mais importantes obtidos através
da dieta. Essas vitaminas diferem entre si quanto a solubilidade (vitamina C: hidrossoluvel;

vitamina E: lipossoluvel) e quanto a forma de atuacdo como antioxidante.

As acOes antioxidantes da vitamina E (tocoferois e tocotrienois) séo oriundas da sua

capacidade de se incorporar as membranas bioldgicas para estabiliza-las e protegé-las contra a
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peroxidacdo lipidica (KONTUSH; SCHEKATOLINA, 2004; PACKER; WEBER,;
RIMBACH, 2001). Por outro lado, as propriedades antioxidantes da vitamina C (&cido
ascorbico) surgem da sua atuacdo como doador de elétrons. Assim, a vitamina C previne que
outros agentes se tornem oxidados e consequentemente evita uma producdo exacerbada de
radicais livres (HARRISON; MAY, 2009). A vantagem de se administrar essas duas
vitaminas antioxidantes juntas vem do fato de que a vitamina C pode interagir com a vitamina
E ligada a membrana reduzindo o radical tocoferol de volta a sua forma molecular. Esse

processo permite que a vitamina E possa atuar novamente como antioxidante.

Entretanto, é necessario cuidado com a dose e com a duracdo do tratamento
antioxidante. A suplementacdo de vitaminas antioxidantes pode resultar tanto em efeitos
benéficos (DEVI;, MANJULA; SUBRAMANYAM, 2012; HERRERA; PINEDA;
ANTONIO, 2013; HFAIEDH; MURAT; ELFEKI, 2012) quanto deletérios (AYDOGAN et

al., 2008; CHIN; IMA-NIRWANA, 2014).

Os efeitos benéficos das vitaminas antioxidantes sdo 0s mais conhecidos e
contribuem para que 0s processos de desenvolvimento e envelhecimento ocorram de forma
fisiologica, podendo também prevenir doencas do sistema nervoso central (HARRISON;
MAY, 2009; KONTUSH; SCHEKATOLINA, 2004). Estudos demonstram que a
administracdo conjunta de vitaminas C e E parece evitar os danos oxidativos produzidos pelo
agrotoxico lindane ou por arsénico em ratos em desenvolvimento (HERRERA; PINEDA,;
ANTONIO, 2013, HFAIEDH; MURAT,; ELFEKI, 2012). De modo semelhante, essas
vitaminas sdo capazes de reverter o estresse oxidativo ocasionado pela exposicdo de ratos

idosos ao frio (DEVI; MANJULA; SUBRAMANYAM, 2012).

Também € conhecido o papel benéfico das vitaminas antioxidantes sobre o
comportamento de ansiedade; entretanto, 0 mecanismo dessa acéo ainda nédo foi elucidado. A

reducdo da ansiedade pelas vitaminas C e E pode ser devido a suas propriedades
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antioxidantes, a atenuacao da atividade do cortisol ou algum efeito ainda indeterminado em
neurotransmissores e em estruturas cerebrais relacionadas com a ansiedade (HUGHES;
LOWTHER; VAN NOBELEN, 2011; TERADA et al.,, 2011). Como essas vitaminas sdo
necessarias para o desenvolvimento cerebral e para o funcionamento neural normal, a
deficiéncia vitaminica também pode produzir alteracdes cerebrais. PIERCE et al. (2013), por
exemplo, encontraram um prejuizo no desempenho motor de camundongos privados de
vitaminas C e E. Adicionalmente, EL-BACHA; LIMA-FILHO; GUEDES (1998)
encontraram alteracGes eletrofisioldgicas de animais alimentados com uma dieta pobre nessas

vitaminas.

Também tem se estudado a coadministracdo de Dex e vitaminas C e E durante o
desenvolvimento (CAMM et al., 2011; HERRERA et al., 2010; NIU et al., 2013; WILLIAMS
et al., 2012). O estudo de CAMM et al. (2011) constatou que a vitaminas antioxidantes C e E
atenuam o estresse oxidativo e a perda de neurdnios induzidos no cortex pela Dex. Esse
mesmo trabalho sugere que uma terapia combinada de glicocorticoides com vitaminas
antioxidantes em neonatos prematuros pode ser mais segura para o desenvolvimento cerebral

do que o0 uso apenas de glicocorticoides.

Apesar de todos os efeitos benéficos das vitaminas, é necessario se ter cautela ao
considerar a terapia antioxidante em neonatos, visto que artigos recentes mostram que essas
vitaminas podem atuar como pro-oxidantes dependendo da dose, da duragdo do tratamento ou
da idade em que sdo administradas. A aplicacéo cronica de vitamina C, por exemplo, na dose
de 60 mg/Kg exerceu efeitos pré-oxidante no testiculo de ratos (AYDOGAN et al., 2008) e
acelerou propagacdo da DAC (MONTE-GUEDES, 2011). Com a vitamina E ndo é diferente:
a revisdo de CHIN; IMA-NIRWANA (2014) encontrou que o alfa-tocoferol pode exercer

efeitos benéficos, prejudiciais ou nulos sobre a formacéo de células dsseas.
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2.4 DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL COMO MODELO PARA AVALIAR
EXCITABILIDADE CORTICAL E ESTRESSE OXIDATIVO

Os efeitos da coadministracdo de Dex e vitaminas antioxidantes sobre o sistema
nervoso central podem ser estudados através de técnicas eletrofisiologicas, utilizando-se de
modelos experimentais como a depressdo alastrante cortical (DAC). A DAC foi
primeiramente descrita por LEAO (1944a) como uma onda de depressdo da atividade elétrica
cortical espontanea, que lentamente se alastra através da superficie do cortex cerebral. Esse
fendmeno é deflagrado em resposta a estimulacdo quimica, elétrica ou mecanica de um ponto
do tecido cortical. E importante ressaltar que, enquanto essa onda de depressdo se alastra
concentricamente do ponto estimulado em direcdo a regides mais remotas, a area inicialmente
deprimida comeca a se recuperar. A recuperacdo completa do tecido ocorre ap6s 5-10
minutos, deixando-o pronto para produzir uma nova DAC em resposta a um segundo
estimulo. Esse fenémeno &, portanto, completamente reversivel (FIGURA 1). Concomitante a
depressdo do eletrocorticograma, ocorre uma variacdo lenta de voltagem na superficie
cortical, tornando-se o ponto sob a acdo da DAC mais negativo do que na situacdo basal
(LEAO, 1947). Durante a DAC, tém sido descritas também alteracdes vasculares (LEAO,
1944b), e translocacdes de agua e ions (KRAIG; NICHOLSON, 1978; PHILLIPS;

NICHOLSON, 1979).
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FIGURA 1: Esquema do “ciclo da depressdo alastrante cortical” (a-f). No qual, “a” demonstra o
cortex normal, “b” o ponto de estimulagdo marcado com o X (a area branca representa onde esta
ocorrendo a depressdo da atividade elétrica cortical), “c” e “d” mostram a propagacdo do
fendmeno por todo coértex, “e” o inicio da recuperagdo do local de estimulo, e em “f” o cortex
esta quase inteiramente recuperado. (Adaptado de GUEDES, 2011). No centro do diagrama séo
apresentados: 1)o eletrocorticograma (ECoG; tragado superior), no qual estdo marcados, com
letras maitsculas, de “A” a “F”, os momentos representados nos desenhos do cortex, marcados
com as respectivas letras minusculas; 2) a variagdo lenta de voltagem (tracado inferior), que
ocorre no ponto cortical sob a DAC, simultaneamente & depressao do ECoG.

Ja foi demonstrado que diversos fatores sdo capazes de alterar a velocidade de
propagacdo da DAC, sejam eles hormonais, nutricionais, farmacoldgicos ou ambientais. A
TABELA 1 lista alguns fatores que dificultam a propagacdo da DAC. A TABELA 2 contém

alguns que aceleram esse fenémeno.



TABELA 1. Algumas condicdes que dificultam a propagacéo da DAC

Condicao experimental

Autor/Ano

Tratamento dietético com litio

Hiperglicemia

Anestésicos

Hipotireoidismo

Envelhecimento

Epilepsia cronica provocada pela

pilocarpina
Estimulagdo ambiental

Ativacdo do sistema

serotoninérgico

Estimulacdo elétrica cerebral

direta e trans-craniana

Condicoes favoraveis de

aleitamento
Dieta hiperlipidica

Tratamento com triptofano

(precursor da serotonina)

Deficiéncia, na dieta, de acidos

graxos essenciais

Abolicéo da funcdo ovariana

(castracgdo) no inicio da vida

Tratamento com o antagonista

opioide Naloxona

GUEDES et al., 1989

COSTA-CRUZ; AMANCIO-DOS-
SANTOS; GUEDES, 2006;
XIMENES-DA-SILVA; GUEDES,
1991

GUEDES; BARRETO, 1992

GUEDES; PEREIRA-DA-SILVA,
1993

GUEDES; AMORIM; TEODOSIO,
1996

COSTA-CRUZ; AMANCIO-DOS-
SANTOS; GUEDES, 2006;
GUEDES; CAVALHEIRO, 1997

SANTOS-MONTEIRO et al., 2000

GUEDES et al., 2002; AMANCIO-
DOS-SANTOS et al., 2006

FREGNI et al., 2005, 2007

ROCHA-DE-MELDO et al., 2006

PAIXAO et al., 2007

TRINDADE-FILHO et al, 2009

BORBA et al., 2010

ACCIOLY etal., 2012

GUEDES et al., 2013
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TABELA 2: Algumas condigdes que facilitam a propagacéo da DAC

Condicéo experimental

Autor/Ano

Reducéo do cloreto extracelular
Privacdo do sono paradoxal

Diazepam
Etanol

Deficiéncia nutricional pela DBR*
Hipertireoidismo

Hipoglicemia

Privacéo sensorial

Arginina durante o desenvolvimento
Hipertermia ambiental

Glutamina durante o desenvolvimento
Uso de dipirona no inicio da vida

Tratamento crénico com 60mg/kg de

ac. ascorbico

Tratamento com o antagonista

serotoninérgico tianeptina

Glutamato monossédico

GUEDES; DO CARMO, 1980
DE VASCONCELOS et al., 2004
GUEDES et al., 1992

ABADIE-GUEDES et al., 2008;
GUEDES; FRADE, 1993

ROCHA-DE-MELO; GUEDES, 1997
SANTOS, 2000

COSTA-CRUZ; GUEDES, 2001
TENORIO et al, 2009

MAIA et al., 2009
FARIAS-SANTOS et al., 2009

LIMA et al., 2009

AMARAL et al., 2009

MONTE-GUEDES et al., 2011

AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2013

LIMA etal., 2013, 2014

*Dieta Bésica Regional
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Esse fendbmeno tem sido associado a diversas doengas do sistema nervoso, como a

epilepsia (DREIER et 1., 2012), enxaqueca com aura (NOSEDA; BURSTEIN, 2013), trauma

encefélico (TORRENTE et al., 2014a) e doencas vasculares cerebrais (DREIER, 2011). A fim
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de destacar a influéncia da DAC sobre a excitabilidade cortical, aqui, serd dado énfase na sua

relacdo com a Epilepsia.

Muitas das caracteristicas desse fendmeno sdo similares a atividade observada
durante episodios de crise epiléptica (GORJI, 2001; SOMJEN, 2001). Foi demostrado que a
DAC aumenta a excitabilidade cerebral e facilita a sincronizacdo de descargas neuronais na
presenca de desinibicdo parcial desse tecido através da bicuculina, antagonista do Acido
Gama Amino-butirico (GABA) (EICKHOFF et al.,, 2014). Os potenciais de campo
epileptiformes também podem preceder a DAC em modelos in vitro de epilepsia, em fatias de
cérebros humanos e de roedores, induzida pela estimulacdo elétrica ou pela reducdo do
magnésio extracelular (MODY; LAMBERT; HEINEMANN, 1987; AVOLI et al., 1991;
GORIJI et al., 2001). Similarmente, potenciais ictais foram observados antes da DAC em
pacientes com lesdo cerebral aguda (FABRICIUS et al., 2008). Além disso, a DAC pode ser
deflagrada em uma area sensibilizada por uma Unica descarga de foco epilético
(KOROLEVA; BURES, 1983) e DACs repetitivas podem aumentar atividades epiléticas
(GORJI; SPECKMANN, 2004) provavelmente pela supressdo seletiva da funcéo

GABA¢érgica (KRUGER; LUHMANN; HEINEMANN, 1996).

A influéncia da DAC sobre a excitabilidade cortical também ja foi evidenciada em
estudos experimentais através de alteracbes em sistemas de neurotransmissores excitatorios
(MARRANNES et al., 1988) ou inibitérios (BURES; VON SCHWARZENFELD; BORZEK,
1975; GUEDES; CAVALHEIRO, 1997). Efeito semelhante pode também ser obtido por meio
de alteracOes induzidas por outros tratamentos que sabidamente modificam a excitabilidade
cortical, tais como estimulagdo transcraniana (FREGNI et al., 2005, 2007) e periférica
(MONTE-SILVA et al., 2007). Outro fator importante € a capacidade que a DAC tem de
induzir potenciacdo da atividade elétrica cerebral semelhante a potenciacdo de longo prazo

(LTP). A LTP consiste em um aumento da forca de transmissdo sindptica de maneira
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duradoura e é um dos mecanismos basais da plasticidade sinaptica. Este assunto sera mais
bem discutido no topico seguinte (ver 2.5 ACAO DA DEXAMETASONA E DE VITAMINAS
ANTIOXIDANTES SOBRE A PLASTICIDADE SINAPTICA E EXCITABILIDADE DO

CORTEX CEREBRAL).

Apesar de a DAC ser mais utilizada para avaliar alteracbes na excitabilidade do
tecido neural, varios trabalhos tém associado esse fenémeno com processos envolvendo
oxidacdo e/ou fatores antioxidantes no cérebro (GUEDES; ABADIE-GUEDES; BEZERRA,
2012). De modo geral, fatores que aumentam o0 estresse oxidativo também aceleram a
propagacdo da DAC. Em contrapartida, fatores antioxidantes reduzem a velocidade de

propagacdo da DAC (ABADIE-GUEDES et al., 2008).

Sabe-se que a deficiéncia dietética das vitaminas C e E facilita a propagacdo da DAC
(EL-BACHA; LIMA-FILHO; GUEDES, 1998). Da mesma forma, a administracdo cronica de
alcool etilico, que aumenta a quantidade de EROs, acelera a DAC. Esse efeito foi revertido
pelo tratamento com o antioxidante astaxantina. (ABADIE-GUEDES; GUEDES; BEZERRA,
2008). Em outro estudo, a aplicacdo crbnica de vitamina C em uma dose considerada proé-
oxidante (AYDOGAN et al., 2008) foi associada a facilitagio da DAC no cortex cerebral de
ratos recém-desmamados (MONTE-GUEDES et al., 2011). O melhor entendimento do papel
das vitaminas antioxidantes sobre a DAC pode nos fornecer informacGes importantes sobre
seus mecanismos basais no cérebro, os quais ainda ndo sdo claros. O estudo do efeito da
administracdo de Dex associada a vitaminas antioxidantes sobre a DAC se enquadra nessa

nova tendéncia de estudos.

Além disso, a investigagdo da agdo hormonal sobre a DAC faz parte de uma linha de
pesquisa do Laboratdrio de Fisiologia da Nutricdo Naide Teodosio (LAFINNT/ UFPE). Ja
foram estudados os efeitos dos hormonios tireoidianos (GUEDES, PEREIRA-DA-SILVA,

1993), da insulina (COSTA-CRUZ; GUEDES, 2001), bem como a influéncia da ovariectomia
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sobre as caracteristicas da DAC (ACCIOLY et al., 2012). Atualmente estdo em andamento,
neste mesmo laboratorio, pesquisas que tem como objetivo verificar a acdo da suplementacéo
de hormonios gonadais femininos (estrégeno e progesterona) e masculino (testosterona) sobre

este mesmo fendmeno.

2.5 ACAO DA DEXAMETASONA E DE VITAMINAS ANTIOXIDANTES SOBRE A
PLASTICIDADE SINAPTICA E EXCITABILIDADE DO CORTEX CEREBRAL

Evidéncias in vitro (FOOTITT; NEWBERRY, 1998; GORIJI et al., 2004) e in vivo
(SOUZA et al.,, 2011; Guedes et al., 2005) indicam que a atividade elétrica cerebral é
potencializada ap6s a DAC. Essa potenciacdo da atividade elétrica cortical in vivo, associada a
DAC, pode ser modulada de acordo com o estado nutricional do animal durante o periodo

neonatal (SOUZA et al., 2011).

Tem sido estudada a influéncia da Dex sobre a funcdo sindptica através da técnica
eletrofisiol6gica da LTP. Foi observado que a administracdo de Dex no periodo neonatal em
ratos dificulta a LTP induzida pela estimulacéo tetanica em fatias de hipocampo (HUANG et
al., 2007; WANG; HUANG; HSU, 2010). Inibidores de receptor para glicocorticoides (GR),
mas ndo de receptores para mineralocorticoides (MR), bloqueiam os efeitos da Dex sobre a
plasticidade sinaptica. Ou seja, a acdo da Dex sobre a plasticidade sinaptica parece ser via
GR. Condicdes favoraveis de lactacdo (amamentacdo em ninhadas de tamanho pequeno —
com apenas 3 filhotes) parecem minimizar os efeitos da Dex sobre a LTP (WANG; HUANG,;
HSU, 2010). Outro fator que também parece reduzir tais efeitos € o manuseio (handling) dos

filhotes tratados com Dex (CLAESSENS et al., 2012a).
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Assim como a administracdo neonatal de Dex, as vitaminas antioxidantes também
podem interferir na LTP, porém com efeitos opostos. Enquanto que a Dex no inicio da vida
inibe a LTP, a vitamina E a facilita (XIE; SASTRY, 1993). Adicionalmente, em ratos que
receberam dieta deficiente em vitamina E houve dificuldade em produzir LTP (XIE;
SASTRY, 1995), o que demonstra um efeito dicotdbmico. Também ja foi demonstrado que o
alfa tocoferol atenua tanto a deficiéncia em produzir LTP em ratos idosos, como 0 estresse
oxidativo induzido pela idade (MURRAY; LYNCH, 1998). Quanto a vitamina C, ndo foram

encontrados na literatura efeitos relacionados a plasticidade sinaptica.

A LTP é um fendmeno relacionado a excitabilidade neuronal. Neste sentido, é
importante destacar a importancia dos neurotransmissores para essa excitabilidade. O
glutamato, por exemplo, é um neurotransmissor excitatorio que compartilha um
relacionamento intimo com os glicocorticoides: [1] glicocorticoides podem aumentar a
vulnerabilidade de células hipocampais para ativacdo de receptor para glutamato (GIuR)
(ARMANINI et al., 1990); [2] ativacdo de GR leva a regulagdo para cima da expressao de um
tipo de GIuR, o NMDAR ionotrépico, fortemente associado a neurotoxicidade (WEILAND;
ORCHINIK; TANAPAT, 1997); [3] niveis elevados de glicocorticoides tém sido associados
com um aumento na transmissdo glutamatérgica (MOGHADDAM et al., 1994) e [4] o
glutamato pode aumentar a ativacdo de GR (GURSOY; CARDOUNEL; KALIMI, 2001).
Além disso, LU et al. (2003) mostraram que 0os GIuR mediam os efeitos neurotoxicos dos
glicocorticoides nas células do hipocampo. Diante do exposto acima, é razoavel supor que 0s

glicocorticoides poderiam modular a excitabilidade neuronal através da via glutamatérgica.

Ainda, os hormonios esteroides desempenham um papel chave no controle
neuroendocrino da excitabilidade cortical e susceptibilidade a convulsGes (para revisao,
consultar REDDY, 2013). O tratamento pré-natal com Dex foi relacionado ao surgimento de

ondas epileptiformes, cuja aparéncia, duracdo e evolugdo esteriotipica se assemelham as
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encontradas em crises epilépticas em filhotes de ovelhas, nascidos prematuramente
(DAVIDSON et al., 2011). Por outro lado, Dex pode efetivamente diminuir a atividade

epileptiforme induzida por pilocarpina em ratos adultos (Yilmaz et al., 2014).

A partir da presente fundamentacdo tedrica, este trabalho teve o0s objetivos

enumerados a seguir.
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3. HIPOTESE

O tratamento neonatal com dexametasona (Dex) altera parametros associados a
depressdo alastrante cortical (DAC). A associacdo deste tratamento com vitaminas

antioxidante C e E minimizam ou revertem as alteracdes induzidas pela dexametasona.

4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar em ratos albinos desenvolvidos (60-70 dias de idade) os efeitos do
tratamento precoce (1-6 dias de idade) com dexametasona (Dex), combinada a
administracdo das vitaminas antioxidantes C e E, sobre a depressédo alastrante

cortical (DAC).

4.2. Especificos

Acompanhar a evolugdo do peso corporal durante o periodo de

experimentacao, como indicador do desenvolvimento corporal;

e Investigar se a administracdo de Dex no periodo neonatal altera parametros

eletrofisiologicos cerebrais avaliados por meio da DAC;

e Averiguar se os efeitos produzidos pela administracdo de Dex podem ser
revertidos ou minimizados em consequéncia da associacdo com a

administracdo das vitaminas antioxidantes C e E;

¢ Nas condicdes de tratamento com Dex e/ou vitaminas C e E, acima descritas,
avaliar como se comporta a potenciacdo do eletrocorticograma associada a

DAC, em comparagdo com a potenciacdo que ocorre em condi¢cdes controle.
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Abstract

The use of dexamethasone (Dex) to treat preterm infants suffering from chronic lung
disease may produce adverse effects in the developing brain. Here, we evaluated the effects
of neonatal Dex on the propagation of cortical spreading depression (CSD), and tested the
action of the vitamins C and E against the Dex effect. Five groups of Wistar rats received
respectively [1] no treatment (Naive); [2] Vehicle (V); [3] tapering doses of Dex (Dex; 0.5
mg/kg, 0.3 mg/kg and 0.1 mg/kg) on PND1-3; [4] Dex plus 200 mg/kg vitamin C and
100mg/kg vitamin E (DexCE); [5] only vitamins C and E (CE). Vehicles and vitamins were
administered on PND1-6. CSD was recorded when the pups became developed (PND 60-70).
The Dex-treated group presented with higher CSD-velocities (mean values+SD, in mnvimin:
4.14+0.22; n=10) compared with the control groups (Naive: 3.52+0.13; n=8; V: 3.57+0.18;
n=10; CE: 3.51+0.24; n=10; p<0.05). This effect was antagonized by the vitamins C and E
(DexCE group; CSD velocity: 3.43+0.12; n=9). No intergroup difference was observed
concerning P amplitude and duration. In all groups, after the cortex underwent CSD, the
ECoG amplitude increased about 50% compared with the baseline amplitude for the same
animal (CSD-induced ECoG potentiation), but no intergroup difference was found. Data
suggest that coadministration of antioxidant vitamins with Dex may be a helpful therapeutic

strategy to reduce brain adverse effects of dexamethasone.

Keywords: dexamethasone; antioxidant vitamins; brain development; spreading depression;

glucocorticoids; epilepsy.
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1. Introduction

Dexamethasone is a synthetic glucocorticoid hormone that is largely applied to
preterm infants for preventing or treating chronic lung diseases (Choi et al., 2004; Doyle et
al., 2014a, 2014b). However, neonatal treatment with glucocorticoids can produce unwanted
side effects in the developing nervous system of children (Hitzert et al., 2014; Shinwell et al.,
2000; Stark et al., 2001). Evidence from laboratory animals also indicates such adverse
effects (Bhatt et al., 2013; Duksal et al., 2009; Ichinohashi et al., 2013; Kim et al., 2013;
Menshanov et al., 2014; Neal et al., 2003; Sze et al., 2013; Zuloaga et al., 2011). These
reports address the brain effects of dexamethasone on behavioral, biochemical and
morphological parameters. Some other studies, however, demonstrate the existence of
electrophysiological changes in animals previously treated with dexamethasone, including the
appearance (Davidson et al., 2011) or modulation of epileptiform activity (Yilmaz et al.,
2014). The electrophysiological alterations also include modulation of synaptic plasticity-
dependent phenomena, such as long-term potentiation (LTP) (Kamphuis et al., 2003; Lin et
al., 2006; Wang et al., 2010). In this scenario, the experimental investigation based on
electrophysiological phenomena related to epilepsy and LTP is highly desirable. This is the
case of the phenomenon known as cortical spreading depression (CSD) that has been largely
used by our group (Batista-de-Oliveira et al., 2012a; Torrente et al., 2014b; see Guedes, 2011

for a review), as well as by others (Footitt and Newberry, 1998; Dreier, 2011).

The CSD has been experimentally described as a reversible and propagated wave of
reduction of the spontaneous electrical activity of the cerebral cortex (Le&o, 1944). This
phenomenon occurs in response to electrical, chemical or mechanical stimulation applied on
one point of the cortical surface. Simultaneously with the depression of the brain activity, a
slow direct current (DC) potential change of the tissue has been described (Ledo, 1947). CSD

has been widely used to evaluate brain processes dependent upon neural excitability (Batista-
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de-Oliveira et al., 2012b; Guedes et al, 2005; Lima et al., 2013), and a causal association
between CSD and a LTP-like potentiation of spontaneous and evoked cortical electrical
activity has been previously demonstrated both in vitro (Footitt and Newberry, 1998) and in

vivo (Faraguna et al., 2010; Guedes et al., 2005; Souza et al., 2011).

Dexamethasone increases the presence of reactive oxygen species (ROS) in cultured
hippocampus and cerebral cortex (Mclntosh and Sapolsky, 1996), and reduces the basal
activity of brain antioxidant enzymes (Mcintosh et al., 1998). Considering the hypothesis that
most of the adverse effects of dexamethasone are due to oxidative stress, studies have
employed the antioxidant vitamins C and E to counteract the adverse effects of this synthetic
hormone (Camm et al., 2011; Herrera et al., 2010; Niu et al., 2013; Williams et al., 2012). For
instance, these vitamins are able to minimize neuronal loss, as well as oxidative stress in the
brain produced by the dexamethasone treatment (Camm et al., 2011). However, concerning
the analysis of dexamethasone-induced electrophysiological alterations, no information is
currently available about the effects of the combination of dexamethasone with antioxidant
vitamins on the brain electrical activity. In this context, it is interesting mentioning that the
use of CSD has been also employed for studying the actions of antioxidants on the brain

(Abadie-Guedes et al., 2008; Guedes et al., 2012; Monte-Guedes et al., 2011).

The current in vivo study evaluated, in the albino rat, the long lasting effects of
neonatal dexamethasone, combined or not with the administration of antioxidant vitamins C
and E, on changes in CSD features and LTP-like electrocorticogram (ECoG)-potentiation

associated to CSD.
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2. RESULTS
2.1. Body weight

There was no difference in the body weight between the five experimental groups on
PND (Postnatal day) 1 and PND2. From PND3 to PND6 the Dex and DexCE groups (rats
previously treated i.p. with dexamethasone and dexamethasone plus vitamins C and E,
respectively) showed lower body weight than the Naive (without treatment), V (injected with
vehicles solutions) and CE (treated with the antioxidant vitamins C and E) groups. However,

no weight difference was observed when the pups reached PNDG60 (Table 1).

Table 1: Body weights in the five experimental group of rats, injected (i.p.) with
dexamethasone (Dex group), or antioxidant vitamins (CE group), or both treatment (DexCE
group). Two additional control groups were injected only with the vehicles in which these
drugs were dissolved (V group) or received no treatment (Naive group).

Body weight (g)
PND1 PND2 PND3 PND4 PND5 PND6 PND60
6.70 7.69 9.17 1094 1270 1494 255.00

Naive
+082 +070 +090 +£1.38 +1.87 +1.13 +22.69
6.91 7.85 9.50 11.20 12.50 14.28 240.30
V
+089 +082 +094 +£132 +165 +1,73 +30.20
6.80 6.89 7.10 8.10 8.90 10.25 246.94
Dex
+054 +049 +£0.70* +£0.84* +1.24* +160* +12.05
6.95 7.20 7.80 9.20 10.35 11.75 244.44
DexCE
+0.76 079 +£1.06* +1.16* +1.13* +1.06* 2496
6.90 8.00 9.20 11.00 12.35 1405 251.21
CE

+094 +104 +123 +130 +£183 +185 =+16.77

PND: postnatal day

Data are reported as meantS.D.; * significantly different from the Naive, V and CE
groups in the same age (P < 0.05; one way ANOVA plus Holm-Sidak test).
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2.2. CSD parameters

The 1-min application of a cotton ball (1-2 mm diameter) soaked with 2% KClI
(approximately 270 mM) to a point of the occipital cortical surface was very effective in
eliciting a single CSD episode that was propagated and sequentially recorded at two points on

the parietal cortex. This is illustrated in the recordings shown in Figure 1.

Vehicle Naive

Figure 1: Electrocorticogram (ECoG) and slow potential change (P) recordings during CSD in
five rats representative of the experimental groups: Naive, Vehicle, Dexamethasone (Dex),
Dexamethasone plus vitamins C and E (DexCE) and only vitamins C and E (CE). The
horizontal bars, which correspond to 1 min, show the time of KCI application to elicit CSD at
one occipital cortical point in the right hemisphere. CSD propagation in the occipital-to-frontal
direction was monitored for 4h at the 2 recording points in the parietal region of the same
hemisphere. The right-bottom skull diagram shows the recording positions 1 and 2 and the
position of the reference electrode (R), on the nasal bones, as well as the place of KCI
stimulus. The vertical calibration bars indicate 5 mV for the P recordings and 500 pV for the
ECoG recordings (negative upwards).



Measurements of the amplitude and duration of the CSD negative potential change

revealed no intergroup difference, with the mean amplitudes ranging from 7.50£1.45 mV to
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8.22+2.24 mV, and the mean durations ranging from 72.18+3.98 s to 75.14+6.77 s (Table 2).

Dex group showed higher CSD propagation velocity (4.14 mm/min £ 0.22; n = 10)
than the three control groups (Naive: 3.52 mm/min + 0.13; n=8; V: 3.57 mm/min £ 0.18; n=
10; CE: 3.51+0.24 mm/min; n=10) (p<0.05). The treatment with Dex plus vitamins C and E

(group DexCE) resulted in CSD velocity (3.43 mm/min + 0.12; n = 9) comparable to the

controls. Figure 2 illustrates these findings.

Table 2: Amplitude and duration of the slow potential change (P) during the CSD in
young adults rats (PND 60-70) distributed in five experimental groups according to the
previous (PND 1-6) hormonal and antioxidant treatments: 1) Naive Control; 2) Vehicle
Control (V); 3) dexamethasone (Dex); 4) dexamethasone with vitamins C and E
(DexCE) and 5) control with vitamins C and E (CE). Data are presented as mean +
SEM of 9 CSD episodes elicited at 30-min intervals by 1-min 2% KCI application
during the 4-h recording period. There was no difference between the experimental
groups (one way ANOVA).

CSD features

P amplitude P duration

(mV) (s)
Naive 7.50+1,45 74.80 = 8.56
V 8.22+2.24 72.18 + 3.98
Dex 7.75+2.80 75.14 £6.77
DexCE 7.84 £2.24 74.67 £ 7.65
CE 7.78 £2.36 73.09 + 6.33
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Figure. 2: Propagation velocities of CSD in 60- to 70-day-old rats that received
previously no treatment (naive group, n = 8), vehicle (V, n = 10), dexamethasone (Dex,
n= 10), dexamethasone with vitamins C and E (DexCE, n = 9) or only vitamins C and E
(CE, n = 10). Data are presented as mean + SEM of 9 CSD episodes elicited during the 4-
h recording period, at 30-min intervals, by 1-min application of a cotton ball (1-2 mm
diameter) soaked in 2% KCI. *P < 0.05 compared to the other groups (ANOVA plus
Holm-Sidak test).

2.3. ECoG potentiation associated to CSD

In all groups, the amplitudes of the digitalized ECoG (one 10-min sample from each
hour) in the baseline period were compared with those of the samples from the CSD period.
The ECoG amplitude became higher in the CSD period compared with the baseline period, as
can be observed in Figure 3. The quantification of the ECoG amplitudes revealed a CSD-
related increase of about 50-60% (p<0.05; paired t-test). Data are presented in Table 3.
Although the Dex group presented with a nonsignificant trend to display less amplitude

increases, no intergroup difference was observed (Table 3).



Table 3: Increase of the ECoG amplitude after CSD in developed rats (PND 60-70).
ECoG was recorded for 2 baseline hours (before CSD started being regularly elicited)
followed by 4 h in which CSD was elicited at 30 min intervals. In each recording hour
one 10-min recording sample was analyzed with an algorithm implemented in
MATLAB™, Data (mean + SD) are presented as relative units (values of the normalized
amplitudes in relation to the lowest value, which was considered equal to 1). Compared
with the baseline period, the amplitudes after CSD were significantly higher (P < 0.05;
paired t tests) in all groups, as indicated by the asterisks. There was no difference
between the experimental groups (one way ANOVA).

EcoG amplitude (Relative units)

Before CSD After CSD

Naive 1.05+0.03 1.71 +0.20*
\Y 1.06 +£0.04 1.72 + 0.33*
Dex 1.06 + 0.05 1.50 + 0.23*
DexCE 1.05+0.03 1.68 £0.37*

CE 1.04 £0.02 1.70 + 0.42*
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Figure 3: Examples of recordings of spontaneous cortical activity (Electrocorticogram
[E] and DC potential recordings [P]) on the right hemisphere of five animals
representative of the five groups of this study, showing the potentiation of the
electrocorticographic activity after CSD. Vehicle, naive, Dex, CE and DexCE refers to
rats treated respectively with the vehicle used to dilute dexamethasone and vitamin C
(saline solution), and vitamin E (olive oil), no treatment, treated with dexamethasone,
treated with vitamins C and E, and treated with dexamethasone plus vitamins C and E.
For each animal, comparison between the baseline recordings (left traces) and the post-
CSD recordings (right traces, taken after a series of 7 episodes of cortical spreading
depression [CSD]) revealed the potentiation of the ECoG amplitude. The horizontal bars
in P1-traces indicate the period (1 min) in which stimulation with 2% KCI was applied to
the occipital region of the same hemisphere to elicit CSD, which was recorded at two
parietal points 1 and 2 (see skull diagram in Figure 1). Vertical bars correspond to -5 mV
in P and -0.5 mV in E (negative upwards). The bottom-right time diagram of the
recording session indicates the time-points (rectangles formed by interrupted lines) from
which the baseline and post-CSD recording samples were taken (respectively left and
right rectangles). The beginning of the record, as well as the first and the last (9") CSD
episode are indicated in the diagram by the vertical solid lines.

52



53

3. DICUSSION

In this study we demonstrated, for the first time, that the treatment early in life (on
the postnatal days 1 to 6) with the glucocorticoid dexamethasone clearly accelerates CSD
propagation, and the coadministration of antioxidant vitamins with Dex counteracted that
effect. As the CSD acceleration was measured when the animals were quite developed (60-70
days of life), we suggest that the Dex action on CSD propagation is permanent, or at least
long-lasting, as suggested for other brain effects of Dex (Ichinohashi et al., 2013; Li et al.,
2013; Vazquez et al., 2012). The mammalian brain development largely occurs early in life,
during the perinatal period. In the rat, the lactation period is very sensitive to adverse
environmental and nutritional conditions (Morgane et al., 1978; Smart and Dobbing, 1971). It
has been demonstrated that Dex exposure early in life can change the brain morphology and
function in rodents, producing long-term effects (Ichinohashi et al., 2013; Li et al., 2014;

Vazquez et al., 2012).

Clinical and experimental studies show that early-life DEX exposure exerts a lasting
adverse effect on somatic growth (Flagel et al., 2002; Shrivastava et al., 2000). In line with
those results, our DEX-treated rats weighted significantly less than those of the control
groups. This adverse effect may be causally linked, at least in part, to inadequate nutritional
intake during the postnatal period, or to the rise in tissue catabolism, or protein breakdown
after Dex treatment (Leitch et al., 1999; Neal et al., 2004). We consider interesting to mention
that in the rat, Dex exposure during the late gestational period enhances the serum levels of
the anorexic factor leptin, and lowers the hypothalamic mRNA levels of the orexigenic factor
NPY in the progeny (lwasa et al., 2014). Wang and colleagues (Wang et al, 2010) did not find
any difference in the maternal care between Dex and vehicle-treated rats; these authors,
therefore, argue that the somatic growth deficits observed in DEX-treated rat pups could

hardly be explained by differences in the maternal care, as compared with control pups. This
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view is also supported by the present data.

CSD has been implicated in important neurological human disorders, such as
epilepsy, migraine and traumatic brain injury (Dreier et al., 2012; Noseda and Burstein, 2013;
Torrente et al., 2014a). Abnormal EEG activity, including seizures, is commonly seen in the
preterm newborn within 48 h of premature birth, and is associated with adverse outcome
(Hellstrom-Westas and Rosén, 2005; Logitharajah et al., 2009; Shah et al., 2012). In adult
rats, Dex can modulate the status epilepticus resulting in better or worse outcome depending
upon the experimental paradigm (Al-Shorbagy et al., 2012; Duffy et al., 2014; Yilmaz et al.,
2014). However, this issue had not been addressed yet in developing rats. Thus, it is critical to
understand whether and how common clinical interventions such as neonatal glucocorticoid
therapy affect brain electrical activity as the brain develops. Several studies have suggested
alternative therapeutic approaches aiming to minimize the adverse brain effects of
dexamethasone treatment early in life. These include handling (Claessens et al., 2012b),
pharmacological manipulation of the serotoninergic system (Nagano et al., 2012), use of
statins (Tijsseling et al., 2013) and favorable lactation conditions (Wang et al., 2010). In this
context, antioxidant vitamins have been successful employed to attenuate Dex-related
physiological disturbances in the cardiovascular system (Herrera et al., 2010; Niu et al.,
2013), as well as in the nervous system (Camm et al., 2011). The present data represent an
experimental contribution to that, mainly considering that the antioxidant vitamins C and E

reversed the CSD Dex effects.

Our findings using CSD can be explained by different mechanisms. We suggest that
the following four factors are most likely involved, and deserve comment: oxidative stress,
glutamatergic system, glial activity and myelin content. The most plausible hypothesis
involves oxidative stress because evidence suggests that glucocorticoid treatment increases

the production of reactive oxygen species (ROS) in cultured hippocampus and cerebral cortex
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(Mclntosh and Sapolsky, 1996) and decreases the activity of cerebral antioxidant enzymes
(Mclntosh et al., 1998). Pandya et al. (2007) emphasize that repeated exposure to Dex can
significantly influence the oxidative energy metabolism of brain mitochondria in young
growing animals as well as in adults. Camm et al. (2011) showed that neonatal Dex treatment
increases oxidative stress indexes in the cerebral cortex, and the coadministration of Dex and
antioxidant vitamins C and E minimize it, in addition to reducing the loss of neuronal mass
induced by Dex treatment. Several reports have related CSD with oxidation processes and/or
antioxidants factors in the brain (Guedes et al., 2012) and it has been observed that oxidative
stress increases CSD propagation velocity, while antioxidants decrease the velocity (Abadie-

Guedes et al., 2008), which is in accordance with our results.

The glutamatergic system has an important role in brain development, functioning
and plasticity of the central nervous system (McDonald and Johnston, 1990). Recently, it was
reported that neonatal Dex exposure produces behavioral abnormalities in juvenile and adult
mice by altering glutamatergic neurotransmission via the NMDA receptor, and NMDA
receptor antagonist is able to counteract these Dex -induced abnormalities in later life (Li et
al., 2014). Therefore, we also consider reasonable to postulate that Dex-induced disturbances
in glutamatergic neurotransmission may result in CSD effects. Interestingly, endogenous
release of excitatory amino acids and their action on the NMDA receptor play an important
role in the initiation, propagation and duration of CSD (Marranes et al., 1988; Zhou et al.,
2013). Our group has previously demonstrated a long-lasting facilitation of CSD in rats
treated early-in-life with monosodium glutamate (Lima et al., 2013). Thus, it is tempting to
suggest that Dex treatment at early developmental stages may hyperactivate NMDA receptors

contributing to the here reported CSD acceleration.

Considering that CSD propagation depends largely on the finely balanced

electrochemical equilibrium of the neuron—glial interactions, as well as the extracellular
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milieu (Martins-Ferreira et al., 2000), changes in the number and activity of glial cells could
be related with the increased CSD propagation velocity in the present Dex group. Claessens et
al. (2012a) reported that neonatal Dex treatment causes a significant reduction in the astrocyte
number and density in the hippocampus and corpus callosum. Unemura et al. (2012) also
observed in in vitro and in vivo conditions that the astrocyte number decreases after applying
glucocorticoids, and they suggest that this decrease occurs by reducing glucocorticoid

receptor expression.

The propagation velocity of CSD inversely correlates with cortical myelin content in
rodents: toxic and autoimmune-induced cortical demyelination accelerate CSD, while
genetically engineered hypermyelination (neuregulin-1 type | transgenic mice) decelerates
CSD (Merkler et al., 2009). Therefore, it is reasonable to associate the higher CSD
propagation velocity in the Dex-treated group with reduction of the cortical myelin content.

In line with this association, Kim et al. (2013) observed a decrease in the myelin content and
changes on the oligodendrocyte morphology after administering 0.5 mg/kg/d Dex on the three
first post natal days. Hypomyelination was not observed, however, when a lower dose of Dex
was used (Camm et al., 2011). Further studies are necessary to clarify the real role of each of

these hypotheses.

Notably, changes in brain excitability also influence CSD propagation, lending
support to the idea that CSD is a useful index of brain excitability (Souza et al., 2011).
Because CSD is an excitability-related brain phenomenon, we evaluated the LTP-like ECoG-
potentiation produced in the cortical tissue by the CSD propagation (Footitt and Newberry,
1998; Souza et al., 2011). Potentiation significantly occurred in all groups, and no intergroup
difference was observed, although the Dex group presented with a nonsignificant trend to
display less ECoG-potentiation. Interestingly, in vitro studies have provided evidence that

Dex treatment early-in-life impairs the LTP in hippocampus, as well as memory processes
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(Kamphuis et al., 2003; Lin et al., 2006; Wang et al., 2010).

In conclusion, the present in vivo study in young rats describes novel and enduring
electrophysiological CSD effects that are attributed to the previous treatment with Dex and/or
the antioxidant vitamins C and E. The results allow us to draw two conclusions. First, Dex
treatment increases CSD propagation velocity in a long-lasting manner. Second, this effect is
abolished by the concomitant treatment with the antioxidant vitamins C and E. We suggest
that Dex therapy in premature organisms may benefit from the coadministration of
antioxidant vitamins, concerning the brain adverse effects of glucocorticoids, although the
appropriate extrapolation from the rat brain to the human brain still requires further

investigation.

4. Experimental Procedure

4.1. Animals

Forty-seven Wistar male newborn rats from litters with 8 - 9 pups were used in this
study. The animals were handled in accordance with the standards of the Ethics Committee
for Animal Research of our university, which comply with the “Principles of Laboratory

Animal Care” (NIH; Bethesda, USA).

Shortly after birth (PND=0), the pups were assigned to five experimental groups
according to the hormonal and antioxidant treatments: 1) Naive Control (N; without any
treatment); 2) Vehicle Control (V; injected only with the vehicle solutions); 3)
dexamethasone (Dex); 4) dexamethasone with vitamins C and E (DexCE) and 5) control with
vitamins C and E (CE). During the treatment period (PND 1 to 6), each rat received two
intraperitoneal injections daily (10 pL.g-1 for each) due to the different solubilities of

dexamethasone (Dexamethasone-21-phosphate, disodium salt) and vitamin C [L-ascorbic
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acid] (both dissolved in 0.9% NaCl) and vitamin E [(+)-a-tocopherol] (dissolved in olive oil).
The three drugs were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Dexamethasone was
administered on the three first postnatal days in tapering doses: 0.5 mg/kg (PND=1), 0.3
mg/kg (PND=2) and 0.1 mg/Kg (PND=3). The antioxidant vitamins C (200 mg/kg/day) and E
(100 mg/kg/day) were applied daily from the first to the sixth day of life at fixed doses, as
previously described (Herrera et al., 2010; Camm et al., 2011; Williams et al., 2012; Niu et
al., 2013).The vitamin solutions were prepared daily, shortly before the injections. Table 4

presents the experimental groups of this study.

After weaning (PND 21), the pups were housed in polypropylene cages (51.0 cm x
35.5 cm x 18.5 cm; 3-4 rats per cage) with free access to water and commercial standard diet
(PRESENCE, Purina, Brazil). The animals’ room was under a 12h/12h light/dark cycle (lights
on at 6:00 a.m.), and room temperature at 23 + 1 ° C. Body weight was recorded daily during

the hormonal and antioxidant treatment (PND 1-6) and on the PND 60.
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Table 4: Description of the treatments (intraperitoneal injections) given to the five
experimental groups from postnatal day (PND) 1 to 6. Animals received no injections (group
naive), or the vehicles (group V; saline in the first injection and olive oil in the second
injection), or dexamethasone in the first injection plus vehicle in the second injection (group
Dex), or Dex+Vitamin C (first injection) plus Vitamin E (second injection), or just the vitamins
C and E (in the first and second injections, respectively). Dexamethasone was administered
from PND 1 to 3. From PND 4 to 6, dexamethasone was discontinued.

i.p. injections

(PND1-PND3) (PND4-PND6)

1%injection 2" injection  1%injection 2" injection

Naive - - - -
V 0.9% NaCl olive oil 0.9% NaCl olive oil
Dex Dex olive oil 0.9% NacCl olive ail

DexCE Dex + vitamin C Vitamin E Vitamin C Vitamin E

CE Vitamin C Vitamin E Vitamin C Vitamin E

4.2. CSD recording

When the pups reached 60-70 days of age, they were anesthetized i.p. with a mixture
of 1000 mg/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose, and three trephine holes were drilled on
the right side of the skull. These holes were aligned in the frontal-occipital direction and
paralleled to the midline. The recording session lasted 6 h; in the initial 2 h (baseline period),
no CSD was elicited; in the last 4 h (CSD period), CSD was elicited at 30-min intervals by
application of a cotton ball (1-2 mm diameter) soaked with 2% KCI solution (approximately

270 mM) placed for 1-min at the posterior hole drilled on the occipital region. The two other
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holes on the parietal region served as recording sites. The DC slow potential change typical of
CSD, and the ECoG (band pass filters: 1-35 Hz) were simultaneously recorded using two Ag—
AgCl Agar-Ringer electrodes (one in each hole on the parietal region) against a common
reference electrode of the same type placed on the nasal bones. The spontaneous cortical
electrical activity was amplified and digitalized with a MP100 or MP150 system (BIOPAC
Systems, Inc, USA), and stored in an IBM-compatible computer for further analysis. The
amplitude and duration of the typical CSD negative DC potential change, as well as the CSD
propagation velocity, were calculated. In each recording hour, one 10-min recording sample
of the digitalized ECoG was selected and the average ECoG amplitude was calculated with an
algorithm implemented in MATLAB™ (The MathWorks, Inc.). For each animal, ECoG
amplitude data are presented as relative units (values of the normalized amplitudes in relation

to the lowest sample value, which was considered equal to 1).

During all the recording period, rectal temperature was maintained at 37+1°C by
means of a heating blanket and the electrodes positions, as well as the gains of the amplifiers,

remained unchanged.

4.3. Statistical analysis

For intergroup comparisons (body weight, amplitude, duration, velocity and ECoG
potentiation) data were analyzed by one-way ANOVA followed by Holm-Sidak test. For
intragroup comparisons of the ECoG analysis (baseline versus CSD period) the paired t test

was used. Differences were considered significant when P < 0.05.
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7. CONCLUSOES

Os resultados dessa dissertacdo de mestrado permitem-nos chegar a quatro

conclus6es principais:

O tratamento neonatal com Dex acelera a propagacédo da DAC.

Esse efeito parece ser permanente, ou pelo menos duradouro, uma vez que foi

observado no cérebro ja desenvolvido.

A associagdo com vitaminas antioxidantes C e E abolem a agé&o da Dex sobre

a DAC.

Os tratamentos empregados ndo influenciaram significativamente a

potenciacdo da atividade elétrica cortical espontanea associada a DAC.

Considerando os efeitos cerebrais adversos dos glicocorticoides no inicio da vida, é
sugerido entdo que a terapia com Dex em organismos prematuros pode se beneficiar da
coadministracdo de vitaminas antioxidantes. Entretanto, a extrapolacdo apropriada do cérebro

do rato para o humano ainda requer futura investigagao.
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8. PERSPECTIVAS PARA FUTURAS PESQUISAS

e Avaliar os correlatos celulares dos presentes tratamentos, por meio de técnicas
imuno-histoquimicas para marcacdo especifica de astrécitos, microglia e

padrdes de mielinizacao.

e Investigar se o efeito da Dex sobre a DAC é dependente da idade dos animais e

da dose administrada.

e Analisar se a via de administracdo da Dex exerce influéncia sobre seus efeitos

na DAC, estudando animais submetidos a aplicacao topica.

e Comparar a acdo de diferentes glicocorticoides sintéticos sobre parametros

associados a DAC.
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