| [~=2
[ [~
e~

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

DN
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE UFPE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO
DOUTORADO EM NUTRICAO
AREA DE CONCENTRACAO: BASES EXPERIMENTAIS DA
NUTRICAO

1

@

=
9

Wi

THAYS KALLYNE MARINHO DE SOUZA

INTERACAO NUTRICAO-AGENTES ANESTESICOS:
EFEITOS ELETROFISIOLOGICOS SOBRE A DEPRESSAO
ALASTRANTE CORTICAL EM RATOS ADULTOS

RECIFE-PE
2015



THAYS KALLYNE MARINHO DE SOUZA

INTERACAO NUTRICAO-AGENTES ANESTESICOS:
EFEITOS ELETROFISIOLOGICOS SOBRE A DEPRESSAO
ALASTRANTE CORTICAL EM RATOS ADULTOS

Tese apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Nutricdo do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Pernambuco, para obtencdo do titulo de
Doutor em Nutricéo.

Orientador: Dr. Rubem Carlos Araujo Guedes

Prof° Titular do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE)

RECIFE-PE
2015



Ficha catalogrifica elaborada pela
Biblictecaria: Ménica Uchda, CRB4-1010

37290

Souza, Thays Kallyne Marinho de.

Interacio nutricio-agentes anestésicos: efeitos  eletrofisioldgicos
sobre a depressdo alastrante cortical em ratos / Thays Kallyne Marinho
de Souza. — Recife: O autor, 2015.

a7 1-il; tab.; 30 cm.

Orientador; Rubem Carlos Aradjo Guedes.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pemambuco, CCS.
Programa de Pds-Graduacio em Mufricdo, 2015.

Inclui referéneias e anexos.

1. Anestésicos. 2. Depressdo alastrante cortical. 3. Hipoglicemia. 4.

Lactacdo. 5. Potenciacdo de longa duracdo. | Guedes, Rubem Carlos
Aradjo (Orentador). 1. Titulo.

6123  CDD(23ed) UFPE (CC52015-057)




THAYS KALLYNE MARINHO DE SOUZA

INTERACAO NUTRICAO-AGENTES ANESTESICOS:
EFEITOS ELETROFISIOLOGICOS SOBRE A DEPRESSAO
ALASTRANTE CORTICAL EM RATOS ADULTOS

Tese aprovada em: 24/02/15

Banca Examinadora;

Dra. Angela Amancio dos Santos / UFPE

Dra. Luciana Maria Silva de Seixas Maia/ UFPE

Dr. Marcelo Cairrdo Araldjo Rodrigues/ UFPE

Dra. Maria Elisa Calcagnotto/ UFRGS

Dr. Pedro Valadao Carelli/ UFPE

Recife

2015.



Ao0s meus
pais, Maria José e Miguel, & minha irm&, Tayana e ao
meu querido Janior. Vocés iluminaram o caminho da
minha vida e souberam entender minha auséncia e meus
momentos de ansiedade durante a realizagdo deste
trabalho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, Senhor da Vida, por me amparar nos momentos dificeis, me dar forca interior para
superar as dificuldades, mostrar os caminhos nas horas incertas e me suprir em todas as

necessidades;

A minha familia, razdo do meu viver, que sempre através do seu amor e confianca, contribui
para meu enriquecimento pessoal e profissional. Em especial, minha mae. Obrigada méae, por
tudo que vocé me deu e me ensinou. Obrigada pela sua generosidade e simplicidade. Pelo
amor incondicional, pelo carinho e afeto. Ndo encontro palavras que consigam te agradecer,
simplesmente fico completamente envolvida por um enorme sentimento: gratiddo. Muito

obrigada;

A lsrael da Silva Junior, pelo amor e cumplicidade. Obrigada pela compreensdo e por estar ao
meu lado, sempre incentivando, enfim, por acreditar em mim. Ter vocé ao meu lado, torna

essa vida mais prazerosa;

A pequena Sofia Maria que mesmo sem saber muitas vezes devolveu o0 sorriso ao meu rosto e

se tornou um dos maiores presentes concedidos por Deus;

As amigas de longa data Edynara, Elian e em especial Mariana por ter desenvolvido comigo

parte desse trabalho;

Agradeco a todos os professores que passaram por mim ao longo da minha vida e

contribuiram para o meu crescimento pessoal e profissional,

Minha gratiddo ao professor Rubem Guedes, meu orientador, porque a ele devo, ndo apenas
incontaveis indicacdes de preciosas leituras, mas, sobretudo, o fato de ter sempre sido um
incansavel e atencioso mestre. Como mestre, que entende do oficio de pesquisador, que tem
paixdo pelo conhecimento e que permanentemente acompanha os passos de seus aprendizes,
ele foi o grande incentivador de minha vontade de pesquisar e de aprender. Agradeco por sua
disponibilidade irrestrita e por ter acompanhando boa parte das minhas conquistas

profissionais;

A querida psicologa Flavia, pela profundidade do seu trabalho que me proporcionou um
significativo crescimento humanistico, por sua presenca marcante na busca do

autoconhecimento. Receba meu respeito e admiracao;



Agquelas pessoas que simplesmente aparecem em nossa vida e nos marcam para sempre.
Obrigada por fazerem parte da minha historia: Adriana Negromonte, Jenyffer Medeiros,
Marilia Ferreira Frazdo, Luciana Maria Silva de Seixas Maia, Carla Mirella, Zaiin Marques,

Rodrigo (Kiko), D. Ver6nica, Messias Junior, Luciano e Wilson Silva;

As minhas amigas: Danielle, Daniela, Heloisa, Claudete, Rebecca, Leila, Isis e Celina. Cada
uma delas que nos momentos de duvidas, angustias e dificuldades, tiveram sempre uma

palavra de incentivo, agradeco eternamente;

Ao professor Marcelo pela colaboracdo no desenvolvimento do algoritmo para analise dos

dados;

A professora Luciana Maia e ao Departamento de Histologia e Embriologia pela colaboragéo

na analise histololdgica;

A todos os estagiarios do LAFINNT, em especial Alice, Ana Jéssica e Marcela pela ajuda em

Varios momentos;

Aos amigos do LAFINNT, em especial Cassia Borges, pelas boas conversas e trocas de
experiéncias e Andrea Lopes, pela sua disponibilidade em ajudar com alguns procedimentos

técnicos;
Ao veterinario Edeones Franca, pelo fornecimento dos animais;
Aos funcionarios do Departamento de Nutri¢&o;

A todas as pessoas que ndo foram citadas, mas que com seu apoio e estimulo tornaram

possivel a realizagdo deste trabalho.



“Ensinar ndo ¢ transferir conhecimento, mas criar as possibilidades para a sua propria
producao ou a sua construg¢ao”.

Paulo Freire



RESUMO

A depressao alastrante cortical (DAC) caracteriza-se pela reducdo reversivel da atividade
elétrica no cortex cerebral, em consequéncia de um estimulo elétrico, mecéanico ou quimico de
um ponto do tecido cerebral. Evidéncias experimentais sugerem que a DAC pode modular a
excitabilidade neural e atividade sindptica, com possiveis implica¢cbes para potenciacdo de
longa duracdo. Fatores sisttmicos como agentes anestésicos e hipoglicemia podem influenciar
na propagacdo da DAC, bem como as condicOes de lactacdo dos animais. NOs investigamos a
influéncia de dois tipos de agentes anestésicos (mistura de uretana+alfa-cloralose ou
tribromoethanol) sobre os possiveis efeitos da DAC em aumentar a atividade
eletrocorticografica (ECoG), em ratos Wistar, machos e adultos que foram previamente
submetidos a condicdes favoraveis e desfavoraveis de lactagdo. Adicionalmente, observamos
se este efeito de potenciacdo pode ser modulado pela hipoglicemia induzida pela insulina. Os
ratos foram previamente amamentados em ninhadas formadas por 6 e 12 filhotes (grupos L6 e
L12, respectivamente, condi¢des consideradas como favoraveis e desfavoraveis de lactacao).
Na vida adulta, nés avaliamos, em dois pontos corticais, 0 aumento na amplitude do
eletrocorticograma apdés o tecido cortical ter sido exposto a DAC. Essa analise foi feita com o
auxilio de um algoritmo implementado no software Matlab ™, Nossos dados indicam que 0s
agentes anestésicos e as condi¢des de lactacdo modulam a potenciagdo induzida pela DAC
sobre a amplitude do ECoG e que a hipoglicemia induzida pela aplicacdo de insulina nédo
modifica este efeito dos agentes anestésicos. Investigacdes futuras sdo necessarias para
aprofundar a relevancia desses achados na fisiopatologia de certas doencas neuroldgicas
relacionadas com a excitabilidade cerebral, como as epilepsias.

Palavras chave: Anestésicos. Depressdo alastrante cortical. Hipoglicemia. Lactagao.
Potenciacdo de longa duracéo.



ABSTRACT

Cortical spreading depression (CSD) is characterized by reversible reduction of the evoked
and spontaneous electrical activity in the cerebral cortex subsequent to electrical, mechanical
or chemical stimulation of one point of the cerebral tissue. Experimental evidence has
suggested that CSD can modulate neural excitability and synaptic activity, with possible
implications for the long-term potentiation. Systemic factors like anesthetic agents and
hypoglycemia may influence CSD propagation, as well as the lactation conditions of the
animal. We investigated the influence of two types of anesthetic agents (urethane + alpha-
chloralose or tribromoethanol) on the possible effects of CSD in enhancing the
electrocorticographic activity (ECoG) in adult male Wistar rats that were previously suckled
in favorable and unfavorable conditions of lactation. Additionally, we observed whether this
potentiation effect may be modulated by insulin-induced hypoglycemia. The rats were
previously suckled in litters formed by 6 or 12 pups (termed L6 and L12 groups; considered
respectively as favorable and unfavorable lactation condition). In adulthood, we evaluate the
increase in amplitude of electrocorticogram after the cortical tissue had been exposed to CSD
in two cortical points with the support of an algorithm implemented in Matlab ™ software. In
the L12 condition, the rats presented significantly lower body- and brain weights than L6
control rats. Our data suggest that anesthetic agents and lactation condition modulate the
potentiation induced by CSD on the amplitude of the ECoG and that insulin-induced
hypoglycemia does not modify the anesthetic agents’ effect. We also confirmed the regional
cortical difference in potentiation of ECoG in anesthetized animals. Further studies shall
deeply investigate the relevance of these findings for certain neurological diseases related to

brain excitability, such as epilepsy.

Keywords: Anesthetics. Cortical spreading depression. Hypoglycemia. Lactation. Long-term
potentiation,



LISTA DE ILUSTRACOES

Fig. 1 — Comparacao, no rato e no homem, dos periodos de desenvolvimento neural 18
Fig.2 — Ciclo de eventos durante a Depressdo cortical alastrante 21
Tabela 1 — Descri¢do dos grupos estudados 30

Figuras do artigo 1

Fig.1 — Registros eletrofisiologicos e amplitudes do ECoG

Fig.2 — Registros eletrofisiolégicos e amplitudes do ECoG do grupo hipoglicemia

Figuras do artigo 2

Fig.1 — Pesos corporais

Fig.2 — Registros eletrofisiologicos e amplitudes do ECoG



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCS - Centro de Ciéncias da Saude

DAC - Depresséo Alastrante Cortical

ECoG - Eletrocorticograma

EEG - Eletroencefalograma

KCI - Cloreto de Potassio

LAFINNT - Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddsio
LTP - Potenciagdo de Longa Duragéo (do inglés “long term potentiation™)
NMDA - N-metil-D-aspartato

QI — Quociente de inteligéncia

SNC - Sistema Nervoso Central

UFPE — Universidade Federal de Pernambuco

VLV - Variagdo Lenta de Voltagem

5 HT - 5- hidroxitriptamina



SUMARIO

1 APRESENTACAO

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alteracdes Nutricionais e Fungdes Cerebrais
2.2 Nutricdo e Depressao Alastrante Cortical

2.3 Potenciacdo de longa duracdo (LTP), depressdo alastrante, agentes
anestésicos e hipoglicemia

3JUSTIFICATIVA

4 PERGUNTA CONDUTORA
5HIPOTESES

6 OBJETIVOS

6.1Geral

6.2Especificos

7 METODOLOGIA

7.1 Animais

7.2 Determinac6es ponderais

7.3 Procedimento cirdrgico e registro eletrofisioldgico
7.4 Analise Estatistica

7.5 Eutanasia

8 RESULTADOS — Artigos originais
9 CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

ANEXOS

14

17
21
24

28
28
29

29
29

30
32
32
34
34
35
75
76
85



14

1 - APRESENTACAO

A deficiéncia de um ou mais nutrientes na dieta pode perturbar a organizagdo
bioquimica e morfolégica do cérebro de mamiferos, e isto é geralmente acompanhado de
repercussdes na sua funcdo (GUEDES, 2011). Sob essas condic¢des, distirbios funcionais
podem ser investigados por meio da atividade eletrofisiologica, que também pode ser bastante
afetada em animais, tanto no sistema nervoso periférico (SILVA et al., 1987) como no central
(MORGANE et al., 1978, 1993).

Em varias partes do mundo, a desnutricdo continua sendo um dos fatores etioldgicos
mais comuns de morbimortalidade na populacdo infantil. Estima-se que cerca de 9% das
criangas com menos de 5 anos de idade estdo em risco de morte ou de grave
comprometimento do seu crescimento e desenvolvimento fisiolégico e psicoldgico. Este
problema de salde publica é mais observado nos paises em desenvolvimento, onde héa
populacdes em situacdo de vulnerabilidade. Apesar do Brasil ter experimentado nos altimos
anos o processo de transigdo nutricional, caracterizado pelo declinio acentuado nas taxas de
desnutricdo infantil e aumento do excesso de peso, a superagdo definitiva do flagelo da
desnutricdo ainda ndo aconteceu (BATISTA-FILHO e RISSIN, 2003; FORRESTER et al.,
2012; NICHOLS, 2012). Isso tem motivado o Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide
Teod6sio (LAFINNT), do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude
CCS/UFPE, onde este trabalho cientifico foi desenvolvido, a estudar o tema (GUEDES,
2011). Este laboratério tem investigado, em modelos animais, os efeitos de varidveis
nutricionais e ndo-nutricionais precoce sobre o sistema nervoso central adulto, bem como as
suas repercusses na atividade elétrica cerebral, utizando para isto o fendmeno conhecido

como depresséo alastrante cortical (DAC).

A DAC é um fenémeno neural que esté relacionado com a excitabilidade do cérebro; foi
experimentalmente descrito pelo neurocientista brasileiro Aristides Azevedo Pacheco Ledo.
Em seu estudo inicial, Ledo (1944) ja tinha observado a existéncia de ondas “anormais” no
registro eletroencefalografico, apds a evocacdo da DAC. Por sua semelhanca com as ondas
registradas em pacientes epiléticos, foram denominadas de ondas “epileptiformes”, que
mostram um aumento da excitabilidade neural e da atividade sinaptica, evidenciadas pelo
aumento da amplitude do eletrocorticograma (ECoG). Isto poderia sugerir uma relagdo entre a

DAC e a potenciacgdo de longa duragéo (LTP).
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A LTP (do inglés “long term potentiation”) ¢ outro fendmeno neural que foi observado
inicialmente no hipocampo, no qual uma breve estimulacdo sinaptica de alta frequéncia
resulta em um aumento duradouro na eficacia sinaptica (plasticidade neuronal), associado
com aprendizagem e memdria. Para uma revisao recente, sugere-se consultar Nicoll e Roche
(2013).

Sabe-se que a restricdo dietética acarreta efeitos profundos sobre a funcéo cerebral e a
vulnerabilidade a doencas. Ghadiri et al (2009) demonstraram, em ratos in vitro, que a
excitabilidade neuronal pode ser alterada frente a um periodo de jejum. Esses autores
relataram que a LTP foi significantemente maior no tecido cortical, mas foi inibida no tecido
hipocampal; o limiar para deflagracdo da DAC foi também alterado.

Investigagbes sobre a DAC, in vivo, ttm sido limitadas pela necessidade em se
anestesiar os animais. Agentes anestésicos tém profundos efeitos sobre os sistemas de
neurotransmissores e também tem sido mostrado que alguns anestésicos inibem a DAC
(KITAHARA, 2001; SAITO et al., 1995; GORELOVA et al., 1987).

Alguns trabalhos demonstraram que o fendmeno da DAC pode induzir um efeito
semelhante & LTP in vitro (BERGER et al., 2008; FOOTITT e NEWBERRY, 1998), estudos
in vivo sobre esse tema, ainda sdo raros. Especificamente, recentes estudos mostraram a
ocorréncia de uma potenciacao sinaptica in vivo (FARAGUNA et al., 2010; SOUZA et al.,
2011). No entanto, esses autores ndo avaliaram se 0 uso de agentes anestésicos poderia ter
influenciado tais resultados. Soma-se a isto o fato de que ndo ha qualquer informacéo
disponivel na literatura acerca de efeitos dos agentes anestésicos sobre a potenciacao
associada a DAC. Por essas razdes, torna-se importante a presente investigacao, para tentar
determinar se esse efeito observado em mamiferos in vivo apés a DAC é modulado por
diferentes estados de vigilia (comparando-se animais acordados - sem o efeito de anestesia e
animais anestesiados). Neste caso, tal efeito pode ser influenciado também pelo estado
nutricional do organismo, uma vez que é sabido que a desnutricdo no inicio da vida pode
reduzir o nimero de células do cérebro e suas conexdes, tanto em animais de laboratorio
como em humanos (MORGANE et al., 1978).

Além disso, nos ultimos anos muitos avancos foram realizados nos estudos sobre a
DAC, porém seus mecanismos finais ainda permanecem por serem desvendados. Postula-se
uma conexao entre a DAC e doencas neuroldgicas de importancia clinica, como a epilepsia, a

enxagueca com aura, a isquemia e o traumatismo cerebral. Compreender seus mecanismos
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significa também conhecer como elas podem se desenvolver, e consequentemente como

melhor trata-las, o que justifica, mais uma vez, a relevancia deste estudo.

Os resultados da presente investigacdo estdo contidos em dois artigos originais, o
primeiro foi submetido a revista “Neuroscience Letters”, intitulado de “Anesthetic agents
modulate ECoG potentiation after spreading depression, and insulin-induced hypoglycemia
does not modify this effect”. O segundo foi submetido a revista “Life Sciences” com o titulo
de “Interaction between unfavorable lactation and anesthetic agents on the

electrocorticogram potentiation after spreading depression in adult rats”.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 AlteragOes Nutricionais e Fungdes Neurais

A alimentacdo e a nutricdo adequadas sdo fatores que possibilitam a afirmacao plena
do potencial de crescimento e desenvolvimento humano (PNAM, 2003). A disponibilidade e a
utilizacdo de nutrientes pelo organismo, associado ao aproveitamento energético celular
determinam o estado nutricional do individuo. Assim, podemos considerar como estado
nutricional normal quando a alimentacdo supre 0s nutrientes necessarios ao metabolismo;
caso contrario, surgem condi¢cdes para o0 aparecimento de doencas carenciais ou a instalacéo
dos excessos, quando h& respectivamente deficiéncia ou excesso na disponibilidade de energia
e nutrientes (BATISTA FILHO, 2003).

Nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, tem-se observado mudancas
nos padrdes de distribuicdo dos problemas alimentares, originando a chamada transicéo
nutricional, caracterizada pela substituicdo de um problema alimentar — a desnutricdo — por
outro de natureza oposta — a obesidade (BATISTA FILHO e RISSIN, 2003). Apesar disso, a
desnutricdo ainda se constitui em um problema social grave. Estima-se que aproximadamente
55% das mortes infantis nos paises em desenvolvimento ainda estdo ligadas a desnutricao
(PNAN, 2003). O mapa da fome da FAO (2014) relata que 13,5% da populacdo dos paises em

desenvolvimento, isto é, uma em cada oito pessoas estdo subnutridas (FAO, 2014).

Os riscos nutricionais, de diferentes categorias e magnitudes, permeiam todo o ciclo da
vida humana, desde a concepcéo até a senescéncia. Quando incide em criancas, torna-se um
problema de salde publica, seja isolada ou associada a outros fatores que aumentam a

morbimortalidade e frequentemente afetam a funcéo cerebral ( WARTELOW, 1997).

A desnutricdo ou, mais corretamente, as deficiéncias nutricionais — porque sdo varias
as modalidades de desnutricdo — sdo condi¢fes que decorrem do aporte alimentar insuficiente
em energia e nutrientes ou, ainda, com alguma frequéncia, do inadequado aproveitamento
biolégico dos alimentos ingeridos. Geralmente, esse aproveitamento inadequado é motivado

pela presenca de outras doencas, em particular doencas infecciosas (MONTEIRO, 2003).
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Cada sistema que integra o0 organismo necessita de tipos diferentes de nutrientes, com
funcBes especificas, sendo necessaria uma dieta variada, equilibrada e harmonica para que o
organismo obtenha um bom funcionamento. Isto ndo é diferente para o sistema nervoso. A
comunicagdo neuronal, através da sintese de neurotransmissores, requer elementos
provenientes dos alimentos (MAIA e SANTQOS, 2006).

Segundo Morgane, Mokler e Galler (2002), a deficiéncia nutricional corresponde a um
dos principais fatores ndo geneticos que afetam o desenvolvimento cerebral. Este agravo
nutricional é mais nocivo no inicio da vida, principalmente em relacdo ao sistema nervoso.
Isto porque € neste periodo que os 6rgdos desse sistema estdo crescendo e se desenvolvendo
por meio dos processos de hiperplasia, hipertrofia e mielinizagdo. Além disso, nessa fase os
requerimentos nutricionais para sintese dos componentes celulares sdo maiores. A esse
periodo de desenvolvimento e crescimento rapidos do sistema nervoso denomina-se periodo
critico ou de maior vulnerabilidade a varios tipos de agressbes, como a desnutricdo
(DOBBING e SMART, 1974). Nessa fase ocorre também um aumento rapido do peso
cerebral em decorréncia do auge da neurogénese, gliogénese e migracdo neuronal. Conforme
a espécie de mamifero, o periodo critico ocorre em épocas distintas. Assim, nos seres
humanos inicia-se no periodo pré-natal (Gltimo trimestre de gestacdo) e vai até os primeiros
anos de vida p6s-natal (2-4 anos); ja no rato coincide com o periodo de aleitamento, isto €, as
trés primeiras semanas de vida pés-natal (SCRIMSHAW e GORDON, 1968). Os principais
determinantes das consequéncias da caréncia nutricional sobre o sistema nervoso sdo: a
duracdo e a intensidade da deficiéncia nutricional, bem como o estagio de desenvolvimento
do 6rgdo, na época em que ocorre a desnutricdo (MORGANE et al., 1978; RANADE et al.,
2008) (Figura 1).

No cérebro, a desnutricdo durante o periodo de desenvolvimento pode acarretar certas
mudancas como: alteracdo de atividades enzimaticas, maior densidade de empacotamento
celular, diminuicdo do numero de células e de lipidios, com prejuizo a mielinizacdo
(MORGANE et al., 1978).

Zhang et al (2013) tem mostrado que a deficiéncia nutricional prejudica as espinhas
dendriticas nos neurdnios corticais. Os autores sugerem que a desnutricdo pode prejudicar a
habilidade neuronal para formar conexfes e sustentar as informacgfes adquiridas nos
dendritos. Assim, disturbios na plasticidade sindptica podem alterar o processamento

sinaptico com modificagdes na atividade sinéptica excitatoria.
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Figura 1 — Esquema comparando os periodos de desenvolvimento neural de humanos e de ratos. Figura
modificada do artigo de MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002.

Estudos indicam que a maioria das alteracdes no crescimento de varias estruturas
cerebrais eventualmente se recupera (até certo ponto), embora ocorram alteracGes
permanentes no hipocampo e cerebelo (STRUPP e LEVITSKY, 1995).

Segundo Morgane et al (1993), as estruturas mais prejudicadas pela desnutricdo durante
0 periodo de desenvolvimento cerebral sdo o bulbo olfatério, o hipocampo e o cerebelo. Essas
areas terminam sua formacao logo ap6s 0 nascimento, e estariam mais susceptiveis aos danos
provocados pelos agravos nutricionais durante este periodo. O hipocampo corresponde a uma
area do encéfalo que € especialmente importante na evocacdo e/ou formagdo de algumas
formas de memoria, sendo esta regido a area onde a Potenciacdo de Longa Duracdo, objeto de

interesse para 0 nosso estudo, € mais documentada (NICOLL e ROCHE, 2013).

Os processos de aprendizagem e memdria sdo dependentes de numerosas interacdes de
neurotransmissores que derivam de sistemas bioguimicos e metabdlicos em varias partes do
cérebro  (MORGANE et al.,, 1993). Mudangas neuroanatdmicas, neuroquimicas e
comportamentais podem ser provocadas por alteragcdes nutricionais, acabando por repercutir
na capacidade cognitiva, de memoria e motivacdo do individuo (HACK et al., 1991;
PICANCO-DINIZ, et al., 1998; RANADE et al., 2008; STRUPP e LEVITSKY, 1995).
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Durante o periodo de desenvolvimento cerebral sdo formadas conexfes sinépticas
especificas, resultando em um circuito neuronal bastante organizado, do qual dependem
fatores epigenéticos, ambientais e sensoriais (FRIAS et al., 2010). Assim, uma nutrico
adequada, sobretudo no inicio da vida, é de suma importancia para o desenvolvimento do
sistema nervoso (GUEDES, 2011). Mesmo altera¢gdes, em um Unico constituinte da dieta,
como o caso de um aminoacido especifico, a L-arginina, podem afetar o funcionamento do
sistema nervoso central (FRAZAO et al., 2008; MAIA et al., 2006). Ha relatos na literatura de
que as deficiéncias de outros nutrientes, como os acidos graxos essenciais (dmega 3) e o iodo
também acarretam prejuizos no desenvolvimento cerebral (BORBA et al., 2010, HETZEL,
1999; MIYAZAMA et al., 2010).

Vérios modelos experimentais podem ser utilizados para se provocar a desnutricdo. No
presente trabalho, foi utilizada a técnica de manipulacdo do tamanho das ninhadas, a qual vem
se mostrando bastante eficaz. Rocha-de-Melo et al (2006) relatam que esta técnica induz a
desnutricdo pelo aumento do nimero de filhotes que serdo amamentados por uma Gnica mée.
Morgane et al (1978) afirmam que neste caso a qualidade do leite é mantida, havendo prejuizo

na quantidade ofertada a cada filhote, acarretando a deficiéncia nutricional.

Dentre as diferentes abordagens que podem ser utilizadas para a compreenséo de como
as alteracdes nutricionais podem prejudicar a funcionalidade do sistema nervoso, temos o
estudo da atividade elétrica cerebral. Esta pode ser avaliada através da analise do
eletroencefalograma (EEG), este, tanto em animais de laboratério como em humanos
saudaveis, possui um padrdo continuo com geracdo de potenciais elétricos com certas
amplitudes e frequéncias (GUEDES, 2005). Em ratos desnutridos, a frequéncia das ondas do
EEG se mostrou alterada (CINTRA et al., 2002; FRIAS et al., 2010; MORGANE et al.,
1978). Okumura et al (2010) demonstraram, em criancas desnutridas que apresentaram baixo
peso no inicio da vida pos-natal, que o padrdo de maturacdo do EEG, o quociente de
inteligéncia (QI) e a circunferéncia da cabeca sdo inferiores aos de criangas nutridas. Isto
sugere que a deficiéncia nutricional precoce estaria causalmente relacionada com as alteracdes
do desenvolvimento neural, nessas criancas. Grieve et al (2008) afirmam que o padrdo do
EEG difere, de maneira regional, entre criangas nascidas a termo e com baixo peso. Esses
autores sugerem que quando o cérebro em desenvolvimento sofre algum prejuizo, este ocorre
de forma especifica, alterando a estrutura e funcao cerebrais. Além disso, criancas com baixo

peso ao nascer podem apresentar anormalidades motoras, cognitivas, comportamentais e
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emocionais. Soubasi et al (2009) sugerem que, em criangas prematuras, a idade gestacional é

um fator condicionante para a maturacdo do EEG e desenvolvimento neural.

Diante das evidéncias acima documentadas, fica claro que as deficiéncias nutricionais
afetam os aspectos neuroanatdmicos, bioquimicos e eletrofisioldgicos do cérebro. O registro
eletrofisiologico do fenbmeno conhecido como depressdo alastrante da atividade elétrica
cerebral (DAC) permite analisar a influéncia da manipulacdo nutricional sobre o

funcionamento do sistema nervoso, a luz das evidéncias apresentadas a seguir.

2.2 Nutrigéo e Depresséo Alastrante Cortical

O fendmeno conhecido como “depressdo alastrante cortical”, ou abreviadamente DAC,
foi descrito pela primeira vez por Ledo (1944), quando realizava estudos sobre a epilepsia
experimental, na superficie do cortex cerebral de coelhos anestesiados. Ledo observou que
estimulos elétricos, quimicos ou mecanicos em um ponto do tecido cortical provocam uma
resposta caracterizada por uma depressdo acentuada da atividade elétrica espontanea e
evocada do ponto cortical estimulado. Esta depressdo durava alguns minutos e se propagava
de forma concéntrica por todo o cortex, com uma velocidade de 2 a 5 mm/min. A medida que
a DAC se propaga para regides cada vez mais afastadas, a atividade elétrica do ponto
inicialmente estimulado comeca a se recuperar, também de forma concéntrica. Ao final de

cerca de cinco a dez minutos todo o tecido cortical se recupera (GUEDES, 2011).

Na regido cortical invadida pela DAC observa-se o surgimento de uma variacdo lenta
de voltagem (VLV): enquanto o ECoG diminui sua amplitude, o cortex torna-se mais
negativo em relacdo a um ponto de voltagem fixa. Essa variagcdo negativa, cuja amplitude
situa-se entre -5 e -20 mV, é em geral seguida, e ocasionalmente precedida, de uma fase
positiva de menor amplitude (LEAO, 1947; 1961) (Figura 2).
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Figura 2-Ciclo de eventos reversiveis que ocorrem durante a depressao alastrante cortical (DAC). Sequéncia de
passos (A-F) que ilustram o “ciclo de depressdo alastrante cortical” no cortex cerebral do rato. Em A, um ponto
do tecido cortical € estimulado (X) e um episddio de DAC é deflagrado. O circulo branco marcado em B mostra
a area inicialmente deprimida, com consequente propagacéo, de forma concéntrica para outras areas do cortex
(pontos C e D). O circulo em preto mostrado em E indica a &rea inicialmente recuperada ap6s a DAC. A
recuperacdo € gradativa e também ocorre de forma concéntrica e se estende para areas remotas (passo F) e
finalmente o tecido cortical retorna & condicdo inicial pré-DAC, como em A. A &rea quadriculada representa a
refratariedade cortical a uma nova estimulacéo ap6s a DAC, e antes da total recuperacdo. Ao centro, é mostrado
o eletrocorticograma (ECoG) com a variagdo lenta de potencial (VLV) da DAC. Nota-se, no eletrocorticograma,
a reducdo da amplitude das ondas eletrogréficas, no momento em que ocorre a VLV (B, C e D), caracteristica da
DAC. A depressdio do ECoG se recupera totalmente ap6s cerca de 3-5 minutos Os pontos temporais
correspondentes as condicdes dos passos A-F, sdo marcados no ECoG com as respectivas letras (Adaptado de
GUEDES, 2011).

Quanto a sua ocorréncia, a DAC tem sido demonstrada ndo sé em cértex cerebral de
aves, répteis e anfibios, como também no cérebro de mamiferos, incluindo o homem. O
fendmeno ja foi evidenciado em vaérias estruturas do Sistema Nervoso Central (SNC) como
nacleo caudado, tubérculo quadrigémio, bulbo olfatério, cértex cerebelar, teto dptico e
medula espinhal (BERGER et al., 2008; FIFKOVA et al., 1961; GORJI e SPERCKMANN,
2004; GUEDES et al., 2005; LEAO e MARTINS FERREIRA, 1958, 1961; STREIT,
FERREIRA-FILHO e MARTINS-FERREIRA, 1995).
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A criacéo de situacOes experimentais que possam vencer ou reforcar a oposic¢ao natural
do tecido a DAC pode oferecer dados de muita valia para a compreensdo deste insolito
fendmeno, cuja importancia clinica reside no fato do mesmo estar relacionado a algumas
doencas neurolégicas humanas, como injdria cerebral, enxaqueca e isquemia cerebral
(DREIER et al., 2011; SOMJEN et al., 1992; TORRENTE et al., 2014). Isto é verdadeiro,
inclusive, no que se refere ao aumento, p6s-DAC, da atividade elétrica do tecido neural,
semelhante a potenciacdo de longa duracdo. O LAFINNT tem demonstrado que algumas
condicBes de interesse clinico podem aumentar a susceptibilidade cortical a DAC,
aumentando a sua velocidade de propagacdo. Dentre essas condigdes, tém-se a desnutrigéo
(ROCHA-DE-MELO e GUEDES, 1997), a hipoglicemia (COSTA-CRUZ e GUEDES, 2001),
0 consumo de etanol (GUEDES e FRADE, 1993) o hipertiroidismo (SANTOS, 2000), bem
como a deaferentagio sensorial (TENORIO et al., 2009), o tratamento com &cido doses
elevadas de ascorbico (MENDES-DA-SILVA et al., 2014; MONTE-GUEDES et al., 2011),
com L-arginina (MAIA et al., 2009), com L-glutamina (LIMA et al., 2009), com dipirona
(AMARAL et al., 2009), com Glutamato monossédico (LIMA, et al, 2013), com drogas que
diminuem a atividade serotoninérgica (AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2013) e com
tratamentos que facilitam a passagem do ion Calcio através da membrana neuronal
(TORRENTE, et al., 2014).

Por outro lado, ha outras situacdes em que a velocidade de propagacdo do fenémeno
torna-se menor, como é o caso do envelhecimento (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012;
GUEDES et al., 1996), da hiperglicemia (COSTA-CRUZ et al., 2006), da facilitacdo da
atividade serotoninérgica (AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006; GUEDES et al., 2002), do
uso de anestésicos (GUEDES e BARRETO, 1992), do exercicio fisico (MONTEIRO et al.,
2011; LIMA et al., 2014) e da a¢&o dos hormonios ovarianos (ACCIOLY et al., 2012).

Em seu estudo inicial, Ledo (1944) demonstrou o surgimento de uma atividade elétrica
cortical epileptiforme associada a DAC, sugerindo um aumento da excitabilidade neural e da
atividade sinaptica evidenciadas pelo aumento da amplitude do ECoG (LEAO, 1944). Isto
poderia sugerir uma relacdo entre a DAC e a LTP, como relatado a seguir.
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2.3 Potenciacdo de longa duracdo (LTP), depressdo alastrante, agentes anestésicos e

hipoglicemia

Mudangas na eficécia das conexdes sinapticas, referentes a um mecanismo relacionado
aos processos de aprendizagem e memoria, foram propostos por Cajal no inicio do século
passado e formulado em um modelo sinaptico por Hebb em 1949. Para uma revisdo, sugere-se
YANG e CALAKOS (2013) e NICOLL e ROCHE (2013). Assim, a LTP foi observada
inicialmente no hipocampo e continua a ser estudada mais facilmente nessa regido do cérebro
que esta envolvida com os processos referidos anteriormente (NICOLL e ROCHE, 2013,
YANG e CALAKOS, 2013). Este fendmeno corresponde a um aumento persistente na
intensidade sinaptica (plasticidade neuronal), apds uma breve estimulacdo elétrica de alta
frequéncia (NICOLL e ROCHE, 2013).

A LTP no hipocampo tem sido reconhecida como um modelo muito utilizado em
estudos de plasticidade sinéptica no cérebro de mamiferos, plasticidade esta que é considerada
uma propriedade fundamental no sistema nervoso. Apesar dos progressos realizados, para
elucidar seus mecanismos de inducdo e expressdo, os fatores responsaveis pelo aumento
prolongado da efic&cia sindptica no cérebro ainda permanecem por serem desvendados
(ANWYL, 2009). Johnstone e Raymond (2011) sugeriram que a LTP ocorre nas diferentes
regides do hipocampo de forma distinta, em funcdo de diferentes mecanismos de inducdo e

expressao, apoiando a existéncia de multiplos tipos de LTP.

Diferentes moduladores agem sobre diferentes cascatas de sinalizacdo celular e podem
influenciar a magnitude final, bem como a duracdo da LTP. O fator neurotréfico derivado do
cérebro (“Brain derived neurotrophic factor” - BDNF), a adenosina e o 6xido nitrico sdo
alguns dos moduladores que podem influenciar este fenémeno neural. A LTP sé ocorre em
condi¢cdes normais quando as sinapses ativadas por estimulacdo aferente provocam uma
despolarizacéo suficiente para induzir um desbloqueio nos receptores glutamatérgicos do tipo
N-metil D-Aspartato (NMDA) (LYNCH et al., 2007).

O realce da eficacia sinaptica observado no fendmeno da LTP é classicamente induzido
por uma breve estimulagéo elétrica de alta frequéncia in vivo e in vitro, mas pode ser tambeém
induzida por uma breve exposi¢cdo ao KCI — o que também pode desencadear a DAC

(GUEDES et al., 2005). Além do hipocampo, este fendmeno pode ser também observado em
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outras regides como no neocortex. Footitt e Newberry (1998) demonstraram in vitro (fatia de
neocortex de rato) que a DAC induz uma potenciacdo da atividade evocada eletricamente,
com caracteristicas semelhantes a LTP. Guedes et al (2005) demonstraram a ocorréncia deste
fendmeno in vivo no teto dptico de vertebrado ndo-mamifero (rd). Faraguna et al (2010)

também demonstraram um aumento na eficacia sinaptica in vivo disparada pela DAC.

Em estudo anterior (SOUZA et al., 2011) demonstramos, em ratos anestesiados, que a
DAC induz um efeito semelhante a LTP, in vivo, a julgar pelos aumentos das amplitudes dos
registros eletrocorticograficos. Nos trés grupos nutricionais analisados, nutrido, desnutrido
durante o periodo de aleitamento e na idade adulta, houve um aumento de cerca de 22%, 23%
e 13%, respectivamente, na amplitude do ECoG em relacdo aos valores pré DAC. Esses
percentuais de aumento mostram-se proximos ao encontrados por Guedes et al (2005). No
entanto esse fendmeno de potenciacao associada a DAC nao tem sido investigado na auséncia

de anestesia.

O uso de agentes anestésicos € essencial na prevencdo e alivio da dor associada a
procedimentos cirdrgicos, deprimindo de forma continua o sistema nervoso central (SNC) e
alterando o padrdo eletroencefalografico. Sendo assim, os anestésicos ndo s6 desempenham
um papel importante na geracdo dos resultados de investigacbes cientificas como também
podem influenciar a interpretacdo dos dados da pesquisa, introduzindo mais uma variavel ao
estudo das funges cerebrais. A selecdo adequada dos anestésicos exige ndo s6 conhecimento
sobre 0s mesmos, como também sobre as diferentes vias de administracdo e mecanismos de
acao (REID et al., 1999; SAITO et al., 1995). Segundo Maheras e Gow (2013) os anestésicos

mais utilizados em roedores sdo 0s barbitdricos, coquetéis esteroides e agentes dissociativos.

Evidéncias experimentais demonstram que alguns anestésicos aumentam a inibicdo
sinaptica mediada pelo GABA e deprimem a transmisséo excitatoria mediada pelo glutamato.
O aumento da inibicdo ocorre pelo prolongamento das correntes pds-sinapticas. Em contraste,
a depressdo da transmissdo sinaptica excitatoria pode resultar da diminuicdo na liberacdo de
neurotransmissores (KENDIG et al., 1991; MAC DONALD e OLSEN, 1994; MCIVER et al.,
1991; PEROUANSK et al., 1995; TANELIAN et al., 1993; ZIMMERMAN et al., 1994).

Varios anestésicos sdo aplicados nas pesquisas neurofisioldgicas, dentre eles temos a
uretana, a alfa-cloralose e o tribromoetanol (CHOUDHURI et al., 2002; DEVONSHIRE et
al., 2010; KUDO et al., 2008; MAIA et al., 2009; MUHAMMAD et al., 2008). Apesar dos

mecanismos de acdo da uretana serem poucos conhecidos, Hara e Harris (2002) sugerem que
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este anestésico pode modular a atividade em varios receptores, agindo, ao contrario de outros
agentes anestésicos, sobre ambos 0s sistemas excitatorios e inibitérios. Assim, a suposicao de
que as respostas produzidas por manipulacGes farmacoldgicas e fisiolégicas em animais
anestesiados com uretana sdo as mesmas daquelas produzidas em animais ndo anestesiados
pode ndo ser vélida, uma vez que a uretana pode alterar significantemente varios sistemas de
neurotransmissores no SNC (HARA E HARRIS, 2002). Segundo Tian et al (2012) a uretana
ndo interage substancialmente com os receptores pos sinapticos de glutamato, mas os efeitos
ocorrem na supressao da transmissao sinéptica sobre estes neurdnios, ao reduzir a liberagéo de
glutamato nos sitios pré sinaptico e alterar a funcdo das correntes de potassio. Juntos, esses
dados sugerem que a concentracdo de uretana necessdria ao ato cirurgico induz uma
significativa supressao na atividade excitatoria dos neurbnios e esta supressado esta relacionada
com a liberacéo de neurotransmissores excitatorios e correntes de potassio.

A alfa-cloralose € um agente hipnético que apresenta como metabdlitos ativos o
tricloroetanol e o hidrato de cloral e também pode aumentar a atividade do receptor
Gabaérgico (GARRET e GAN, 1998; KUDO et al., 2008).

O tribromoetanol é considerado uma droga segura amplamente usada em
procedimentos cirdrgicos com animais, sobretudo roedores; induz uma inconsciéncia e
supressdo de reflexos rapidamente, uma vez que seu inicio de acdo, bem como o periodo de
recuperacdo sdo bem rapidos, permitindo uma anestesia por um periodo mais curto e também
é usado no registro da DAC (CHOUDHURI et al., 2002; REID et al., 1999; MAHERAS e
GOW, 2013). Este anestésico parece induzir um aumento dos efeitos inibitérios da 5-
hidroxitriptamina (5-HT) (BRADLEY e DRAY, 1973), e também pode reduzir as respostas
auditivas em camundongos (MAHERAS e GROW, 2013).

No LAFINNT a mistura de uretana+alfa-cloralose ¢ muito usada para o estudo da
DAC, porque produz um nivel estvel de anestesia por vérias horas, ideal para experimentos
agudos. Além disso, ao contrario de outros agentes anestésicos como a ketamina
(GORELOVA et al., 1987), e halotano, isoflurano e sevoflurano (KITAHARA et al., 2001) e
como o éter, (VAN HARREVELD e STAMM, 1953), que foi utilizado no século passado
como agente anestésico, a mistura de uretana+alfa-cloralose ndo bloqueia a propagacédo desse
fendmeno (KAZERANI e FURMAN, 2006; GUEDES e BARRETO, 1992). Investigacdes
sobre a DAC, in vivo, tém sido limitadas pela necessidade em se anestesiar os animais. Os
agentes anestésicos podem alterar os sistemas de neurotransmissores €, além disso, ha relatos
da inibicdo da DAC por anestésicos volateis (KITAHARA, 2001; SAITO et al., 1995).

Guedes e Barreto (1992) demonstraram, in vivo, que 0 uso da mistura de uretana+alfa-
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cloralose, influencia a DAC, diminuindo a sua velocidade de propagagdo, em comparagédo
com o animal acordado. Outros autores também demonstraram que 0s anestésicos modulam a
DAC (KUDO et al., 2008; SAITO et al., 2005). Engstrom et al (1990) demonstraram que 0
limiar para o disparo da potenciacdo de longa duracdo pode ser alterado quando 0s animais
sdo anestesiados pela uretana. Dringenberg et al (1996) relatam que este anestésico tem
profundo efeito anti-serotoninérgico, bloqueando receptores especificos.

Além dos anestésicos, outros fatores como a hipoglicemia induzida pela aplicacdo de
insulina podem influenciar no fendbmeno da DAC (COSTA-CRUZ e GUEDES, 2001;
HOFFMANN et al., 2013; XIMENES-DA-SILVA e GUEDES, 1991). Durante a DAC ha um
aumento na utilizacdo de glicose no tecido cerebral, ocasionando uma rapida e consideravel
reducdo nos niveis de glicose tecidual (SHINOHARA et al., 1979). Além disso, Sadgrove et
al., 2007 mostraram que baixos niveis de glicose podem prejudicar a inducdo e a manutencéao
da LTP em fatias hipocampais.

A descoberta de receptores de insulina no cérebro (HAVRANKOVA et al., 1978) foi
acompanhada também do aumento do interesse em investigar o possivel envolvimento da
insulina em certos processos neurais de importancia para os humanos como a plasticidade
sinaptica (VAN DER HEIDE et al., 2006). Adicionalmente, uma relacdo causal entre a agcdo
deficiente da insulina sobre o cérebro e disturbios neurolégicos importantes, como aqueles
envolvidos com a cognicdo, aprendizagem e memoria e a doenca de Alzheimer tem sido
reportados (DINELEY et al., 2014).

Portanto, parece clara a necessidade de se investigar se os efeitos da DAC sobre a
potenciacdo do ECoG também sofrem influéncia de agentes anestésicos, e se esse efeito seria
modulado pelo estado nutricional e pela hipoglicemia induzida pela insulina.

Sabe-se que a DAC é gerada por uma despolarizagdo simultanea de vérias células e que
a comunicagéo intracelular tem um importante papel neste fendmeno, que pode ser afetado
por agentes anestésicos (SAITO et al.,, 1995). Assim, pretendeu-se estudar 0s possiveis
efeitos, de potenciacdo da amplitude do eletrocorticograma, produzidos pela DAC, em ratos
nutridos e desnutridos, sob a acdo de diferentes anestésicos, comparando-0s a animais em

vigilia, com os objetivos enunciados abaixo (item 6).
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3-JUSTIFICATIVA

Embora alguns trabalhos tenham demonstrado que o fendmeno da DAC pode induzir
um efeito semelhante de potenciacao eletrofisioldgica in vitro, ainda séo raros os estudos in
vivo sobre esse tema. Além disso, nenhuma informacéo esta disponivel na literatura acerca de
efeitos dos agentes anestésicos sobre a potenciacao que ocorre apos a DAC. Por essas razoes,
torna-se importante a presente investigagéo, para tentar determinar se esse efeito observado
em mamiferos in vivo é modulado por diferentes estados de vigilia (comparando-se animais
acordados - sem o efeito de anestesia e animais anestesiados). Neste caso, tal efeito poderia
ser influenciado também pelo estado nutricional do organismo, uma vez que é sabido que a
desnutricdo no inicio da vida pode reduzir o nimero de células do cérebro e suas conexdes,

tanto em animais de laboratério como em humanos (MORGANE et al., 1978).

Além disso, nos ultimos anos muitos avancos foram realizados nos estudos sobre a
DAC, porém seus mecanismos finais ainda permanecem por serem desvendados. Postula-se
uma conexdo entre a DAC e doengas neuroldgicas de importancia clinica, como a injaria
cerebral, a epilepsia, a enxaqueca com aura e a isquemia cerebral. Compreender seus
mecanismos significa também conhecer como elas podem se desenvolver, o que justifica,

mais uma vez, a relevancia deste estudo.

4 — PERGUNTA CONDUTORA

Como se daria a interacdo entre agentes anestésicos e alteracdes nutricionais na

modulacdo da eficacia sinaptica cortical deflagrada pela DAC?
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5 -HIPOTESES

= A relagdo entre DAC e a potenciacdo da atividade elétrica varia conforme o nivel de
consciéncia dos animais (anestesiado ou acordado).

= O estado nutricional do animal no inicio da vida (aleitamento) modula posteriormente
(vida adulta) essa potenciacéo na amplitude do ECoG causada pela DAC.

= O efeito de potenciacdo da atividade elétrica associado a DAC é modulado pela

hipoglicemia induzida pela administragéo de insulina.

6 — OBJETIVOS
6.1 Geral

Investigar a influéncia de dois agentes anestésicos (mistura de uretana+alfa-cloralose
ou tribromoetanol) sobre os possiveis efeitos da DAC em potenciar a atividade
eletrocorticogréafica, em ratos adultos machos previamente submetidos a condi¢6es favoraveis

(ninhadas com 6 filhotes) e desfavoraveis de lactacdo (ninhadas com 12 filhotes).

6.2 Especificos

= Acompanhar a evolu¢do ponderal dos animais estudados, como indicador do estado

nutricional;

= Avaliar o peso cerebral, na vida adulta, como indicador dos efeitos da restri¢do

nutricional sobre o seu desenvolvimento;

= Caracterizar o impacto dos dois agentes anestésicos estudados sobre a potenciacdo da

atividade elétrica cortical induzida pela DAC;

= Verificar se a hipoglicemia induzida pela aplicacdo de insulina pode modular o efeito

de potenciacdo apds a DAC;

= Verificar se os efeitos eletrofisioldgicos dos agentes anestésicos e dos estados

nutricionais apresentam interacao.
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7 - METODOS

7.1 Animais

Foram estudados ratos machos, da linhagem Wistar (n=86), provenientes da colonia do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais
foram mantidos durante todo o experimento em caixas de polipropileno, em sala com
temperatura ambiente de 22+1°C, com ciclo claro escuro de 12h (inicio da fase clara as
6:00h).

As normas recomendadas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals (Bethesda, USA) para 0 manejo e cuidados dos animais de laboratério
foram seguidas. Os procedimentos experimentais a seguir descritos foram realizados no
LAFINNT e foram aprovados pelo comité de ética para a pesquisa animal (protocolo n°
23076.021545/2011-32 — ANEXO 1). Os animais constituiram 10 grupos experimentais, dos
quais seis grupos foram resultantes da combinagado de trés condigdes do fator “anestesia” ([1]
mistura de 1g/kg de uretana+ 40 mg/kg de alfa-cloralose i.p. (grupo U+C) ; [2]
tribromoetanol a 1,25%; 2 ml/100g i.p., correspondendo a dose de 250mg/kg (grupo TBE);
[3] sem anestesia (grupo Acordado) — animais acordados) com duas condi¢des nutricionais
durante o aleitamento ([1] L6: amamentado em ninhadas de 6 filhotes - condicéo favoravel de
aleitamento; [2] L12: amamentado em ninhadas de 12 filhotes - condicdo desfavoravel de
aleitamento, como descrito anteriormente (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012; ROCHA
DE MELO et al., 2006). (tabela 1).

Trés grupos adicionais de animais L6, (um anestesiado com U+C, outro, com TBE e
outro acordado) constituiram controles que foram registrados sem que se deflagrasse a DAC.
Finalmente, um grupo (L6, U+C) foi submetido a hipoglicemia pela injecdo de insulina
durante o registro eletrofisioldgico (grupo Hipoglicemia). Estes animais tiveram sua glicemia
avaliada no inicio do registro (glicemia basal) e ap6s a DAC, através de glicosimetro da
marca G-TECH®; para isso, uma gota de sangue da cauda foi aplicada sobre uma fita
reagente que, inserida no glicosimetro, fornecia a leitura da glicemia. Nestes animais, a
primeira hora do registro ocorreu sem a aplicagdo do KCI (registro basal); na segunda hora o
KCI foi aplicado, conforme descrito posteriormente, e a glicemia foi aferida; na terceira hora

0s animais receberam uma dose de insulina Lispro, Humalog® 3,0-4,0 U/kg (correspondendo
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a 105 - 140 pg/kg) em 0,2-0,4ml solucdo de Ringer e novamente tiveram sua glicemia

avaliada. A analise da glicemia final foi realizada durante a quarta hora de registro.

Todos os animais, apos o periodo de desmame, receberam a dieta de manutencéo do
biotério (“Presence ratos e camundongos” — composic¢do especificada no rétulo do produto),
com 23% de proteina em quantidades suficientes para garantir o consumo ad libitum até a
realizacdo dos registros eletrofisiologicos. Estes ocorreram, em todos os grupos, entre 90-120

dias.

Tabela 1. Descricdo dos dez grupos experimentais de acordo com as condicBes de
anestesia e lactacdo, bem como da presenca ou auséncia da depressdo alastrante. O

namero de ratos por grupo esta indicado nos parénteses.

Grupos Condigdes de anestesia ~ Condigbes  Deflagracéo
de lactagdo da DAC

1. U+C (n=13) Uretana + alfa-cloralose L6 Sim

2. U+C (n=11) Uretana + alfa-cloralose L12 Sim

3. TBE (n=7) Tribromoetanol L6 Sim

4. TBE (n=13) Tribromoetanol L12 Sim

5. Acordado (n=10) Sem anesthesia L6 Sim

6. Acordado (n=10) Sem anesthesia L12 Sim

7. Hipoglicemia Uretana + alfa-cloralose L6 Sim
(n=5)

8. U+C/sem DAC Uretana + alfa-cloralose L6 N&o
(n=6)

9. TBE/sem DAC Tribromoetanol L6 N&o
(n=6)

10. Acordado/sem Sem anesthesia L6 Né&o
DAC (n=5)

DAC = depressdo alastrante cortical; U+C = uretanatalfa-cloralose; TBE = tribromoetanol; L6= condi¢do
favoravel de aleitamento; L12= condic¢do desfavoravel de aleitamento.
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7.2 DeterminacOes ponderais

Os pesos corporais foram aferidos com auxilio de balanca eletrénica da marca Filizola
(capacidade de 3,0 Kg e escala em divisdo de 0,5g), aos 30, 60 e 90 dias de vida. O peso do
encéfalo de alguns animais foi obtido ao término do registro eletrofisioldgico, imediatamente
apos a eutanasia, sendo 0 mesmo removido mediante 2 incisdes: uma anterior, no limite entre
os hemisférios cerebrais e o bulbo olfatdrio, excluindo-o; a outra incisdo foi realizada
posteriormente, tangenciando a borda inferior do cerebelo, incluindo-o. Os encéfalos foram
pesados em balanga analitica (“Bosh S-2000”, com sensibilidade at¢ 0,1 mg), obtendo-Se 0
chamado peso do encéfalo tmido. Em seguida foi colocado em uma estufa (marca Fanem) a
100°C e pesados a cada 1 ou 2 dias na mesma balanca acima citada, até atingirem peso

constante, considerado o peso do encéfalo seco.

7.3 Procedimento cirurgico e registro eletrofisioldgico

Para realizagdo dos registros eletrofisiologicos da DAC na condi¢@o “sob anestesia”, 03
animais do grupo U+C e TBE foram anestesiados com 0s respectivos anestésicos. Para o
registro na condicdo acordado, os eletrodos foram implantados, 24 a 48hs antes, sob anestesia
com TBE. Neste caso, 0s animais tiveram seus cranios expostos através de uma incisdo
mediana no couro cabeludo. Um retdngulo do osso parietal direito (4X2 mm) foi removido
com o auxilio de uma broca Beltec — LB 100, e substituido por retdngulo de placa acrilica
transparente, com dois orificios nos quais foram fixados os eletrodos de registro. Essa placa
transparente permitiu o posicionamento dos eletrodos, sob visualizacédo direta, de modo que o
contato entre a ponta do eletrodo e a superficie cortical foi otimizado. A dura mater foi
mantida intacta. Um parafuso de aco inoxidavel (1 mm didmetro) foi preso ao cranio do
animal para permitir uma melhor fixacdo do cimento acrilico dental, utilizado para fixar a
placa com os eletrodos na posicdo de registro (ver pardgrafo seguinte). Os animais
permaneceram por aproximadamente 30 minutos no aparelho estereotdxico para a
estabilizacdo da preparacdo. Em seguida foram mantidos individualmente em caixas de

polipropileno, onde se recuperaram da cirurgia de implantacdo dos eletrodos.

Durante todo o registro o animal anestesiado foi mantido sobre um aquecedor elétrico de

temperatura regulavel a fim de que a temperatura retal se mantivesse estavel. Em dois pontos



33

da superficie do cortex parietal, foi registrada a atividade elétrica cortical espontanea (ECoG),
por um periodo continuo de quatro horas e trinta minutos. Foram utilizados trés eletrodos,
sendo um de referéncia comum, colocado no hemisfério cerebral contralateral ao hemisfério
de implantacdo dos eletrodos, e os outros dois de registro, alinhados no sentido antero-
posterior. Todos os eletrodos foram do tipo “prata-cloreto de prata”, obtidos por eletrolise.
Apdbs serem cloretados, os fios de prata (20 mm de comprimento e 0,8 mm de didmetro)
foram imersos em pipetas de polietileno (com pontas de 0,5 mm de didmetro interno),
preenchidas com solucdo de Agar Ringer a 0,5%. Um par dessas pipetas foi colocado em
contato com a superficie cortical do hemisfério cerebral direito, para o registro do ECoG. O
orificio de estimulacdo foi circundado por um anel plastico (5 mm de altura e 4 mm de
didametro) e todo o conjunto (anel e eletrodo) foi fixado ao cranio com cimento acrilico
(Simplex). Ao término do procedimento, o orificio de estimulacdo foi preenchido com 6leo
mineral e vedado com cera de 0sso ou algoddo. Além disso, ap6s o procedimento de
implantacdo dos eletrodos, os animais do grupo acordado receberam uma dose de antibidtico
(benzetacil 30 Ul, i.m.) e 5 ml de solucdo salina contendo 0,25 g de glicose (1ml para cada
100g de peso corporal). Os registros eletrofisioldgicos do grupo acordado foram realizados
entre 24-48h ap0ls este procedimento cirurgico, quando o animal ja estava recuperado da

anestesia inicial necessaria a implantacdo dos eletrodos.

Para o registro, os eletrodos foram conectados a um sistema digital de registro (Biopac
MP100, USA), que digitaliza e armazena os registros em computador, para posterior analise.
Foram registrados o eletrocorticograma (ECoG) e a variacdo lenta de potencial DC (esta
ultima caracteristica da DAC). Amostras de aproximadamente 10 minutos de registro foram
analisadas, off-line, com auxilio de um algoritmo implementado no software MATLAB™

versdo R2011B. Esse algoritmo calcula a amplitude média das ondas do ECoG.

As duas primeiras horas do registro transcorreram sem a deflagracdo da DAC (ndo foi
realizada a estimulacdo com KCI). Na terceira hora do registro, a DAC passou a ser
provocada, no orificio de estimulacdo, pela aplicacdo de uma pelota de algoddo embebida em
KCI a 4% (aproximadamente 0,5M), que permaneceu em contato com a superficie cortical por
30 minutos. Durante esse periodo, episodios sucessivos de DAC foram deflagrados pelo KCI.
Apos esse periodo, a pelota de algoddo com o KCI foi removida, cessou a deflagracdo da
DAC e o registro prosseguiu por mais duas horas. Foram comparadas as amplitudes do ECoG
antes e apos a presenga da DAC, como base para analisar a ocorréncia da potenciagdo da

atividade elétrica espontanea e os efeitos dos agentes anestésicos.
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Apbs a realizacdo dos registros eletrofisiolégicos, alguns animais, tiveram seus
encéfalos removidos e conservados em alcool a 70%, para serem emblocados (cortes
longitudinais de 50um de espessura). O preparo das respectivas laminas para analise
histopatoldgica ocorreu sob coloracdo de Hematoxilina-Eosina, com o objetivo de verificar
possiveis danos corticais provocados pelo procedimento de implantacdo dos eletrodos.

7.4 Analise Estatistica

As diferencas entre 0s grupos L6 e L12, nos pesos corporais e encefalicos, foram
comparadas usando o Teste t ndo-pareado. Para cada animal, os valores das amplitudes do
ECoG antes e apds a DAC foram normalizados e expressos em unidades relativas. As
diferencas nessas amplitudes, antes e ap6s a DAC, foram analisadas utilizando o Teste t
pareado. Foram consideradas estatisticamente significantes as diferengas em que p<0,05.
ComparacGes intergrupos foram realizadas mediante ANOVA seguida do teste de Mann-

Whitney ou Dunn, quando indicado.

7.5 Eutanasia

Ao final da sessdo de registro, estando o animal ainda anestesiado (0s animais do grupo
A foram anestesiados apds o término da sessdo de registro), foi introduzido um estilete
metalico na regido bulbar, através da cisterna magna, provocando-se lesdo dos centros de
controle cardio-respiratdérios, com imediata parada da respiracdo, seguida por parada cardiaca
(BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012).
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ABSTRACT

Cortical spreading depression (CSD) is characterized by reversible reduction of spontaneous
and evoked electrical activity of the cerebral cortex. Experimental evidence suggests that CSD
may modulate neural excitability and synaptic activity, with possible implications for long-
term potentiation. Systemic factors like anesthetics and insulin-induced hypoglycemia can
influence CSD propagation. In this study, we examined whether the post-CSD ECoG
potentiation can be modulated by anesthetics and insulin-induced hypoglycemia. We found
that awake adult rats displayed increased ECoG potentiation after CSD, as compared with rats
under urethane+chloralose anesthesia or tribromoethanol anesthesia. In anesthetized rats,
insulin-induced hypoglycemia did not modulate ECoG potentiation. Comparison of two
cortical recording regions in awake rats revealed a similarly significant (p < 0.05) potentiation
effect in both regions, whereas in the anesthetized groups the potentiation was significant only
in the recording region nearer to the stimulating point. Our data suggest that
urethane+chloralose and tribromoethanol anesthesia modulate the post-CSD potentiation of
spontaneous electrical activity in the adult rat cortex, and insulin-induced hypoglycemia does
not modify this effect. Data may help to gain a better understanding of excitability-dependent

mechanisms underlying CSD-related neurological diseases.

Key words: Urethane; Chloralose; Tribromoethanol; LTP; Spreading depression;

Hypoglycemia
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1. Introduction

Cortical spreading depression (CSD) is a brain phenomenon characterized by marked
depression of spontaneous and evoked electrical activity of the cerebral cortex in response to
electrical, chemical, or mechanical stimulation of a point in the tissue [1]. Clinically, CSD is
related to important human neurological diseases, such as epilepsy, migraine, and cerebral

ischemia [2,3].

CSD has been studied mostly in anesthetized animal models. The use of anesthetics is
essential in the prevention and relief of pain associated with surgical procedures. However,
anesthetics continuously depress the central nervous system (CNS) and change the
electroencephalogram (EEG) pattern compared to the pattern in awake animals. Thus,
anesthetics not only play an important role in the generation of scientific data but also
influence the interpretation of such data, introducing an additional variable to the study of
brain function. Distinct anesthetics can differentially modulate CSD propagation and the
amplitude and duration of its DC-shift [4-6], as can factors like insulin-induced hypoglycemia
[7,8]. During CSD, glucose utilization increases in brain tissue, leading to a rapid and

substantial reduction in tissue glucose levels [9].

Although spontaneous cortical activity is depressed, abnormal epileptiform EEG waves
can appear during CSD [1], suggesting that CSD may modulate neural excitability and
synaptic activity. This may have implications for long-term potentiation (LTP), as evidenced

in rats in vitro [10] and in vivo [11], as well as in human brain tissue in vitro [12].

More recently, our group demonstrated in anesthetized rats the potentiation of evoked
and spontaneous electrical cortical activity (ECoG) after CSD [13]. The present study extends
our prior observations of ECoG potentiation effects that result from the CSD passing through

the cortex [13]. Specifically, we compare the ECoG features in awake rats and in rats
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subjected to two types of anesthetic agents: a mixture of urethane plus chloralose, and
tribromoethanol. In addition, since insulin-induced hypoglycemia during CSD recording can
influence CSD propagation [7,8], we analyzed post-CSD ECoG potentiation in anesthetized
rats after insulin-induced hypoglycemia. We hypothesized that first, the post-CSD ECoG
potentiation is reduced in rats under anesthesia as compared with awake animals, and second,

that this anesthetic effect could be modulated by insulin-induced hypoglycemia.

1. Methods

The 52 male Wistar rats used in this study (90-120 days old) were handled in
accordance with the norms of the institutional Ethics Committee for Animal Research at our
university (approval protocol number 23076.021545/2011-32). Rats were housed in a room
maintained at 22+1°C under a 12:12 h light:dark cycle (lights on at 7:00 a.m.). They had free

access to water and a commercial lab chow diet with 23% protein.

The electrocorticogram was recorded for at least 4 uninterrupted hours under anesthesia
with 1g/kg urethane plus 40 mg/kg alpha-chloralose (U+C groups) or 250 mg/kg
tribromoethanol (TBE groups), or in awake animals that had the recording electrodes
implanted 1-2 days before (awake groups). For the U+C, TBE and awake condition, we
compared one group that was subjected to CSD during the electrophysiological recording
session with a corresponding group in which ECoG was recorded without eliciting CSD (no-
CSD condition). A seventh group (in the U+C condition) was subjected to hypoglycemia in
the post-CSD period by intraperitoneally injecting insulin lispro (Humalog®; 3.0-4.0 U/kg in
0.2-0.4 ml Ringer’s solution). The insulin dose was chosen based on previous reports [8].
Insulin administration took place in the post-CSD period. The insulin group was compared

with the U+C group that was not injected with insulin. The eventual reduction of the
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anesthetic level was monitored frequently by changes in ECoG synchronization and by the
appearance of motor responses to moderate painful stimuli applied to one hind paw. When
necessary, additional anesthetic was injected (one-third or one-half of the initial dose for

urethane+chloralose and tribromoethanol, respectively).

The animals had their skulls exposed through a midline incision in the scalp. A
rectangle of the right parietal bone (4x2 mm) was removed with the aid of a drill and replaced
with a transparent acrylic rectangle with two holes where the Ag-AgCl agar-Ringer-type
recording electrodes were fixed. This transparent plate enabled the positioning of the
electrodes under direct visualization in order to optimize contact between the electrode tip and
the intact dura mater. A circular portion of the frontal cortex (2-3-mm diameter) was exposed
by drilling a hole on the frontal bone. Over the course of 30 min, this opening was used to
apply a cotton ball soaked with 4% KCI to elicit several episodes of CSD.

For the recordings in the awake condition, the surgical procedure described above was
performed, under tribromoethanol anesthesia, 24-48 h before the recording, and the
transparent plate was fixed onto the skull with the aid of dental acrylic. A stainless steel screw
(1 mm diameter) was fixed to the skull of the animal to allow better fixation of the plate with
the electrodes in the recording position. A plastic ring (5-mm height and 4-mm diameter) was
placed around the stimulation hole and fixed to the skull with dental acrylic. This plastic ring
was filled with mineral oil and sealed with bone wax or cotton. After the implantation
procedure, the animals received 5 ml of a physiological saline solution containing 0.25 g
glucose followed by an intramuscular injection of 30.000 U (0.2 ml) of benzatine benzyl-
penicillin. The rats were kept for an additional 30 minutes in the stereotactic apparatus for
stabilization of the electrode fixation. They were thereafter housed individually in

polypropylene cages to let them recover from surgery. Recovery took 1-2 days and was
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characterized by the animals return to normal behavior, including resuming a normal feeding

pattern.

During the recording period, rectal temperature was maintained at 37+1°C using a
heating pad. Both the spontaneous electrical cortical activity (detected by ECoG) and the DC
potential of the cortical surface were recorded at two points of the right parietal surface. A
common reference electrode was placed on the contralateral hemisphere. Recording
electrodes were aligned in the frontal-occipital direction and were parallel to the midline. The
two cortical points from which the electrical activity was recorded were 5 mm and 8 mm
posterior to the stimulating point, and were designated as the near (n) and remote (r)
recording points, respectively. The electrodes were connected to a digital recording system
(Biopac MP100, USA). Recordings were digitized and stored in a computer. For each
recording hour, representative samples of approximately 10 minutes of recording were
analyzed off-line with the support of an algorithm implemented in Matlab ™ software,

version R2011B. This algorithm calculates the average amplitude of the ECoG waves.

The first two hours of recording passed without cortical stimulation with KCl, i.e., no
CSD was elicited, and was termed the baseline period. At the beginning of the third recording
hour, KCI was applied to the frontal hole on the intact dura mater for 30 min. After this
period, the cotton ball soaked with 4% KCI was removed and the recording continued for
more two hours (termed the post-CSD period). ECoG amplitudes before and after CSD were
compared as the basis for assessing both the potentiation of spontaneous electrical activity and

the effects of the anesthetic agents on this potentiation.

At the end of the recording session, the still-anesthetized animals were subjected to
euthanasia [13]. The brains of some animals were preserved in 70% alcohol, embedded in

paraffin, and longitudinally sectioned (50-um thickness). The sections were stained with
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hematoxylin-eosin and analyzed to detect possible damage caused by the implanted epidural

electrodes.

The amplitude values of the 10-min digitized ECoG samples were averaged and
normalized relative to the lowest value, which was considered to be equal to 1 [13]. The
normalized values were reported as relative units. Data from the periods before and after CSD
from the same animal were compared using the Student's paired t-test. Intergroup differences
were compared using one-way analysis of variance (ANOVA on ranks) followed by a post-
hoc test as indicated. Differences were considered significant for p < 0.05. Data were

presented as mean+SEM (relative units).

2. Results

3.1 ECoG amplitude is potentiated after CSD

Application of KCI for 30 minutes at a single point in the frontal cortex elicited the
following average number of CSD episodes: 4.5+0.7 (range: 4-7) in the urethane+chloralose
group, 6.2+0.9 (range: 5-7) in the tribromoethanol group, 5.3+0.7 (range: 3-7) in the awake
group, and 7.8£1.6 (range: 4-9) in the insulin-induced hypoglycemia group. No intergroup

significant difference was observed.

Figure 1-Al shows representative ECoG recordings from the awake group, from the
tribromoethanol group, and from the urethane+chloralose group. Compared with the 2-hour
baseline period (left column), the ECoGs in the post-CSD period had higher amplitudes (final

2 hours of the recording; right column).
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Fig. 1-Al and B1- DC potential recordings (P) and electrocorticograms (E) on the right hemispheres of six 90—
120-day-old rats: three of them under CSD (CSD condition), and the other three were CSD-free (no-CSD
condition). The diagram of the skull shows the near (n) and remote (r) recording positions (in relation to the
stimulating point) from which the traces marked at the left with the same letters were obtained. The position of
the common reference electrode (R) on the left part of the skull and the KCI application point are also shown.
The time diagram indicates the baseline period (120 min), the CSD period (30 min; dotted square) and the post-
CSD period (120 min). In the no-CSD condition, the periods were termed initial and final periods. In the CSD
condition, there was an increase in the ECoG amplitude in the post-CSD period compared with the baseline
ECoG. In the no-CSD condition, no amplitude increase was observed. In the post-CSD period, the excerpted
traces were taken at 30-60 min after finishing KCI stimulation. A2- ECoG amplitudes of the awake (n=10),
tribromoethanol (TBE, n=7), and urethane plus chloralose (U+C, n=13) groups of rats in the CSD condition.
Data are presented as mean+SEM in relative units. The asterisk indicates an intragroup difference (baseline
period versus post-CSD period; p<0.05; paired t-test). The symbol # indicates an intergroup difference in
comparison with the awake group (p<0.05; ANOVA on ranks followed by a post-hoc Dunn’s test). B2- ECoG
amplitudes of the awake and anesthetized control animals in which CSD was not elicited (no-CSD condition;
awake, n=6; U+C, n=5; TBE, n=6). There were no statistically significant differences between the values of the
initial (dark bars)and final (white bars) periods in any of the groups.

The quantification of this post-CSD potentiation effect is shown in the panel A2 of

Figure 1. Intragroup comparison (baseline period versus post-CSD period) at the near
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recording point revealed a significant potentiation effect in all three groups. Specifically, there
were amplitude increases of 88%, 32%, and 32% in the awake, tribromoethanol, and
urethane+chloralose groups respectively (p<0.03; paired t-test). At the remote recording
point, there was significant potentiation only in the awake condition (amplitude increase of
71%). Intergroup comparison confirmed that the potentiation effect was greater in the awake

condition (p<0.02; Kruskal-Wallis one-way analysis of variance on ranks plus Dunn’s test).

In the two awake groups that received implanted epidural electrodes, macroscopic
examination of the cortical surface revealed that most animals showed some degree of
pressure on the dura mater at the sites where the electrode tips were placed, but there were no
signs of lesions. Histological examination of these regions indicated only punctiform
alteration in a few cases that was restricted to the upper cortical layers. This did not seem to
interfere with quantification of the ECoG potentiation effect since the recordings showed the
same technical quality as previous acute recordings that were performed with non-implanted
electrodes [13].

The experiments shown in panels B1 and B2 of Figure 1 indicate that the ECoG
activity is actually potentiated by CSD rather than being due to the duration of the ECoG

recording. Under the no-CSD condition, no amplitude difference in the ECoG was observed.

3.2 The effect of the anesthetic agents on ECoG potentiation is not modulated by

hypoglycemia

The effect of insulin-induced hypoglycemia on the ECoG potentiation was
investigated in 5 rats anesthetized with urethane+chloralose. Two hours after insulin injection,
blood glucose levels decreased from the basal value of 98.8+13.2 mg/dl to 56.8+5.4 mg/dl

(p<0.005; paired t-test). As seen in the ECoG traces in Figure 2, the post-CSD ECoG
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amplitude was higher than in the baseline period in these animals. Quantification of this effect
showed significant (44%) post-CSD ECoG potentiation at the near but not the remote
recording point. This was similar to the 32% potentiation observed in the control group in

which rats were not injected with insulin.
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Fig. 2. The upper panels show DC potential (P) and electrocorticogram (E) recordings on the right hemispheres
of one 90-120-day-old rat. No CSD was elicited in the baseline period (first hour of the recording; left column).
The post-CSD period (right column) began after KCl application for 30 min and was followed one hour later by
the i.p. injection of insulin (see the time diagram). The traces shown on the right were taken 148 min after
starting the KCI application. The description of the diagram of the skull is the same as in Figure 1. In this
condition there was an increase in the ECoG amplitude at the near recording area in the post-CSD period as
compared with the baseline ECoG for the same animal. The lower panels show the quantification of this effect.
The asterisks indicate significant (p<0.05; paired t-test) post-CSD increases in the amplitude of the cortical
spontaneous activity compared with the pre-CSD values.
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3. Discussion

Our data confirmed the potentiation of ECoG amplitudes after CSD. This phenomenon was
reported previously by our group [13] and is supported by in vitro and in vivo studies by
others [10,11]. There are two main findings from the present study: first, post-CSD ECoG
potentiation is modulated by anesthetic agents, and second this effect of the anesthetic agents
is not appreciably influenced by insulin-induced hypoglycemia. The data unequivocally
demonstrated significantly higher potentiation of the ECoG amplitude after CSD in awake
animals as compared with anesthetized animals. The two types of anesthetic agents that we
used are good representatives of long-acting and short acting anesthetics, respectively, that are
widely used in neurophysiological experiments, including in CSD studies [13-16]. Unlike
other anesthetics, such as ketamine [17], the combination of urethane+alpha-chloralose does
not block CSD [4]. Tribromoethanol is a short-lasting anesthetic that is very safe in rodents
and that is appropriate for experiments that require anesthesia for short periods [16]. In our 4-
hour recordings, we had to supplement the tribromoethanol group with additional
administration of anesthetic. Despite this supplementation, the ECoG potentiation in this
group did not differ from that in the urethane+chloralose group, suggesting that the
underlying mechanisms of this CSD-dependent potentiation effect are influenced by both
anesthetics in the same manner. Our data also demonstrate that the CSD-free group did not
show ECoG potentiation. Therefore, we conclude that this potentiation is a real synaptic

change induced by CSD, as suggested previously [13,18].

Although there are several physiological processes that could explain the potentiation
data, we think that two types of mechanisms deserve special attention, namely mechanisms
that involve the activation of glutamatergic synapses [5] and disinhibition mechanisms that
act on inhibitory synapses [19]. These mechanisms are not necessarily mutually exclusive;

rather, they could act independently, but this requires further investigation. Because CSD has
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been associated with increased brain excitability, it is important to emphasize that activation
of NMDA receptors might elicit CSD [20]. The action of anesthetic agents could reduce
neuronal activity and thus attenuate the post-CSD potentiation of ECoG as compared with
animals in the awake condition (Fig. 1). Because neuron-glia communication is involved in
CSD [20], and taking into account that this communication may be affected by anesthetics
[6], it is reasonable to speculate that CSD-dependent processes such as ECoG potentiation
might be reduced during anesthesia. In fact, distinct anesthetics can modulate CSD
propagation [4] as well as other CSD features such as the duration, amplitude, and the
frequency of evoked CSDs [6,15]. Interestingly, both alpha-chloralose [21] and urethane [22]
can enhance GABAA receptor activity. Tribromoethanol is reported to increase the inhibitory
effects of 5-HT [23] and can reduce auditory responses in mice [16]. Further investigation is
needed to clarify the relationship between CSD and LTP, as well as to understand how these

phenomena are affected by anesthetics.

The clinical relevance of post-CSD potentiation merits further discussion. First, CSD
occurs in all animal species tested so far, including humans [12]. Second, in vivo experiments
in mammals [13,18] have documented potentiation of the brain’s electrical activity after CSD.
In addition, in vitro observations confirm the existence of this potentiation in human brain
tissue [12]. It is tempting to postulate that post-CSD ECoG potentiation might be involved in
the physiopathological mechanisms underlying human neurologic disorders, such as ischemia,
migraine, and traumatic brain injury [20,24,25]. On the other hand, CSD preconditioning may
have a protective role in the brain [26]. However, currently we are unable to explain the

mechanisms underlying such involvement.

The discovery of insulin receptors in the brain [27] sparked an interest in investigating the
possible involvement of insulin in certain human neural processes. A causal relationship has

been reported between insufficient insulin action in the brain and important neurological
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disturbances, such as those involved in cognition, learning and memory, neuroinflammation,
and Alzheimer’s disease [28]. Our findings demonstrated that insulin-induced hypoglycemia
failed to modulate the effects of the anesthetic agents on the post-CSD ECoG potentiation.
Since insulin was injected intraperitoneally, it is difficult to discuss on a direct effect of
insulin on cerebral receptors [29]. Other experiments with injection of insulin in the cerebral
cortex or in the cerebral ventricle are necessary to confirm this hypothesis. The reduction we
observed in blood glucose levels after insulin injection confirmed the effectiveness of the
insulin in inducing hypoglycemia; in addition, it demonstrated that ECoG potentiation after
CSD has not been influenced by decreasing glucose availability. Interestingly, memory in

Alzheimer’s patients is reported to be enhanced by insulin but not by glucose [30].

In the awake groups, we observed ECoG potentiation at both the near and the remote
recording sites (located respectively at 5mm and 8mm posterior to the KCI application point),
whereas in the anesthetized rats we observed this phenomenon only at the recording point
near the stimulating region. This suggests a regional difference in the modulatory effect of the
anesthetic agents. Notably, distinct brain regions can react differently to pharmacological
challenges in terms of CSD [31], and regional differences in LTP in the visual cortex were

reported recently in urethane-anesthetized rats [32].

In conclusion, these in vivo data support the existence of ECoG potentiation in the adult
rat cortex after CSD and allow us to draw the following four conclusions. First, comparison of
anesthetized versus awake animals indicated that post-CSD potentiation was modulated by
the anesthetic agents. Second, the comparison between long-lasting and short-lasting
anesthetic agents indicated that both had similar modulating effect on potentiation. Third,
insulin-induced hypoglycemia failed to modulate the action of the anesthetic agents on the
ECoG potentiation, suggesting that this action does not depend on the effects of acute

lowering glucose levels on the brain. Fourth, comparison between two cortical recording sites
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suggested a regional difference in potentiation in anesthetized versus awake animals. Further
investigation is needed to determine how these findings can be exploited to gain a better

understanding of excitability-dependent neurological diseases.
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ABSTRACT

Aims: Cortical spreading depression (CSD) can be affected by unfavorable conditions of
lactation and by anesthetic agents. We have previously reported in anesthetized rats that after
CSD the electrocorticogram (ECoG) amplitude is increased (ECoG potentiation). Here, we
investigated this potentiation in adult rats previously suckled in different lactation conditions.
We compared awaked and anesthetized rats.

Main methods: Rats were suckled in litters with 12 pups (L12 condition), which is considered
unfavorable. At adulthood, in tribromoethanol- and urethane+chloralose-anesthetized, and
awake animals, we evaluated the increase in the ECoG amplitude after CSD at two cortical
points (one point near, and another remote to the CSD-eliciting site). The amplitude of the
ECoG waves was averaged with the support of an algorithm implemented in Matlab ™
software. We also measured the body and brain weights.

Key findings: L12 rats presented significantly lower body- and brain weights than control rats
(p<0.01). Compared with the baseline (before CSD) amplitude, in the near cortical recording
point we found a significant (p<0.01) ECoG potentiation after CSD (43%, 61% and 49% for
the awake, and tribromoethanol and urethane+chloralose anesthesia, respectively). For the
remote point, the percent increases were respectively 46%, 43% and 19%. No significant
difference was observed between awake and anesthetized animals.

Significance: The results suggest an interaction between unfavorable lactation condition and
anesthetic agents on the electrocorticogram potentiation after CSD in rats, with potential

implications for the human health that remain to be investigated.

Key words: Unfavorable lactation; Anesthetic agents; Spreading depression; ECoG

potentiation; Rats
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Introduction

Unfavorable lactation conditions can be created in the rat by increasing the number of
pups to be suckled by one dam (Morgane et al., 1978; Rocha-de-Melo et al., 2006). This
condition of increased demand for the dam's milk can lead to a moderate degree of
malnutrition, which at this early stage of mammal development has appreciable impact on the
brain electrical activity (Morgane et al., 1978). Our group has studied the relationship
between nutritional alterations and brain electrophysiological properties analyzing changes in
the phenomenon known as cortical spreading depression (CSD; see Guedes, 2011 for a
review).

CSD is a fully reversible phenomenon characterized by marked depression of
spontaneous and evoked electrical activity of the cerebral cortex in response to electrical,
chemical, or mechanical stimulation of a point in the tissue. From the stimulated point, CSD
spreads concentrically to remote cortical regions (Le&o., 1944, Gorji., 2001). Clinically, CSD
is related to important human neurological diseases, such as epilepsy, migraine, and cerebral
ischemia (Gorji., 2001; Lauritzen et al., 2011; Seghatoleslam et al., 2014). During CSD,
abnormal epileptiform EEG waves appear (Leé&o., 1944), showing that CSD may modulate
neural excitability mechanisms and synaptic activity. This suggests a relationship between
CSD and long-term potentiation (LTP) as previously demonstrated in animals and human
brain tissue (Footitt and Newberry, 1998; Gorji and Speckmann, 2004).

Most of the experimental studies on CSD are usually conducted in anesthetized animals.
Anesthetic agents are essential in the prevention of pain associated with surgical procedures
that are required for electrocorticogram (ECoG) recording. However, anesthetics can change
the ECoG pattern compared to the pattern in awake organisms. Thus, while anesthetics are

important in the generation of scientific data, they also influence the interpretation of such
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data. This represents an additional variable that has to be considered in the study of brain
function (Saito et al., 1995; Reid et al., 1999).

Our group previously demonstrated that the amplitude of the ECoG waves increased
after CSD had passed through the cerebral cortex of anesthetized rats, when compared with
the pre-CSD pattern in the same animal (Souza et al., 2011). The present study extends our
prior observations by analyzing specifically the CSD-related ECoG potentiation in awake and
anesthetized rats that had been suckled under unfavorable lactation conditions. Our hypothesis
is that unfavorable lactation condition (represented by suckling the pups in litters with 12

newborns) influences the potentiation effect associated with CSD.

Material and methods

Animals and nutritional condition

Newborn rats were suckled in litters formed by 12 pups (L12 condition). This number
of pups per litter has proven to be effective in triggering a moderate degree of malnutrition
during the lactation period, as indicated by reduction in body and brain weights (Rocha-de-
Melo et al., 2006; Souza et al., 2011). All dams had free access to water and a commercial lab

chow diet with 23% protein. The pups were weighed on postnatal days 30, 60 and 90.

Experiments were performed when the pups reached 90-120 days of life. We carried the
experiments in accordance with the norms of the institutional Ethics Committee for Animal
Research at our university. These norms comply with the “Principles of Laboratory Animal
Care” (National Institutes of Health, Bethesda, USA). The 34 male Wistar rats used in this
study were housed in polypropylene cages (51 cmx35.5 cmx18.5 cm) in a room maintained at
22+1°C under a 12:12 h light:dark cycle (lights on at 7:00 a.m.). The animals were distributed

into three groups according to the anesthesia conditions: one group (n=11 rats) was recorded
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under intraperitoneal anesthesia with 1g/kg urethane plus 40 mg/kg alpha-chloralose (U+C
groups); a second group (n=13 rats) was recorded under anesthesia with 250 mg/kg
tribromoethanol (TBE group); the third group (n=10 rats) had the recording electrodes
implanted first, and were recorded at least after 1-2 days of recovery in the awake state. The

anesthetics were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).

Electrophysiological recordings

The recordings of the cortical electrical activity were performed for at least 4
uninterrupted hours. In the two anesthetized groups, the recordings were conducted under the
action of the respective anesthetic agents (urethane+chloralose or tribromoethanol). In the
third group, recordings were performed with the animals in the awake state 24-48 h after the

implantation of the recording electrodes, as described below.

The eventual reduction of the anesthetic level was monitored frequently by changes in
ECoG synchronization and by the appearance of motor responses to moderate painful stimuli
applied to one hind paw. When necessary, additional anesthetic was injected (one-third or
one-half of the initial dose for urethane+chloralose and tribromoethanol, respectively).
Anesthetic supplementation was required more frequently in the tribromoethanol group than
in the urethane+chloralose animals. The anesthetized rats had their heads secured by a
stereotaxic frame, and had their skulls exposed through a midline incision in the scalp.
Pressure points in the head received a gel containing 2% xylocaine. A rectangle of the right
parietal bone (4x2 mm) was removed with the aid of a drill and replaced with a transparent
acrylic rectangle, in which we drilled two holes where two Ag-AgCl agar-Ringer-type
recording electrodes were fixed. The electrodes consisted of 2-cm plastic pipettes with a 0.5-

mm internal diameter at the tip and 2-mm inner diameter at the superior opening. The
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electrodes were filled with Ringer’s solution solidified with the addition of 1% agar. The
transparent plate enabled the positioning of the electrodes under direct visualization in order
to optimize contact between the electrode tip and the intact dura mater. A circular portion of
the frontal cortex (2—-3-mm diameter) was exposed by drilling a hole on the frontal bone. Over
the course of 30 min, this opening enabled the application of a cotton ball soaked with 4%

KCI (approximately 540 mM) to elicit several episodes of CSD.

In the group in which the recordings were performed without anesthesia, the surgical
procedure described above was performed, under tribromoethanol anesthesia, 24-48 h before
the recording, and the acrylic plate was fixed onto the skull with the aid of dental acrylic. A
stainless steel screw (1 mm diameter) was fixed to the skull of the animal to allow better
fixation of the plate with the electrodes in the recording position. A plastic ring (5-mm height
and 4-mm diameter) was placed around the stimulation hole and fixed to the skull with dental
acrylic. At the end of the surgical procedure, we filled the plastic ring attached to the frontal
hole with mineral oil, and sealed it with bone wax or cotton. After the implantation procedure,
the animals received 5 ml of a physiological saline solution containing 0.25 g glucose
followed by an intramuscular injection of 30.000 U (0.2 ml) of benzatine benzyl-penicillin
(Benzetacil®, Eurofarma Labs). The rats were kept for an additional 30 minutes in the
stereotactic apparatus for stabilization of the electrode fixation. They were thereafter housed
individually in polypropylene cages to let them recover from surgery. Recovery took at least
1-2 days and was characterized by the animals return to normal behavior, including resuming

a normal feeding pattern.

During the recording period, rectal temperature was maintained at 37+1°C using a
heating pad. Both the spontaneous electrical cortical activity (detected by ECoG) and the DC
potential of the cortical surface were recorded at two points of the right parietal surface using

two Ag-AgCl agar-Ringer type electrodes as previously reported (Souza et al., 2011).
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Recordings were performed using a common reference electrode of the same type placed on
the contralateral hemisphere. Recording electrodes were aligned in the frontal-occipital
direction and were parallel to the midline. The two cortical points from which the electrical
activity was recorded were designated as the near (n) and remote (r) recording points,

respectively.

On the day of the electrophysiological recording, the electrodes were connected to a
digital recording system (Biopac MP100, USA). The ECoG and the DC potential of the cortex
were recorded continuously for at least 4 h. Recordings were digitized and stored in a
computer. For each recording hour, representative samples of approximately 10 minutes of
recording had the average amplitude of the ECoG waves calculated with the support of an
algorithm implemented in Matlab ™ software, version R2011B. The averaged amplitudes of
the ECoG were normalized relative to the lowest value, which was considered to be equal to

1. The normalized values were reported as relative units.

The first two hours of recording passed without cortical stimulation with KCl, i.e., no
CSD was elicited; this initial 2-h recording was termed the baseline period. At the beginning
of the third recording hour, KCI was applied to the frontal hole for 30 min. After this period,
the KCI was removed and the recording continued for more two hours (termed the post- CSD
period). ECoG amplitudes before and after CSD were compared as the basis for assessing
both the potentiation of spontaneous electrical activity and the effects of the anesthetic agents

on this potentiation.

The brains of some animals were preserved in 70% alcohol, embedded in paraffin, and
longitudinally sectioned (50-pm thickness). The sections were stained with hematoxylin-eosin
and analyzed to detect possible damage caused by the implanted epidural electrodes. Other

animals had their brains removed and weighed (wet-brain weight), and thereafter kept in a
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stove at 100°C and weighed each other day, until it reached a constant weight (dry-brain

weight).

Statistical analysis

Data from the periods before and after CSD in the same animal were compared using
the Student's paired t-test. Differences in the body and brain weight were compared by
unpaired t-test. Amplitude increases in the spontaneous cortical activity were compared using
one-way analysis of variance (ANOVA on ranks) followed by a post-hoc test (Mann-
Whitney) as indicated. Differences were considered significant for p < 0.05. Data were

presented as mean+S.E.M. (relative units).

Results

Body and brain weight

As illustrated in Fig.1 the L12 groups presented body and brain weights significantly
lower (p<0.01) than those of age-matched control rats from our previous studies that were
suckled in litters with six pups (Souza et al., 2011; Rocha-de-Melo et al., 2006),
indicating that the L12 condition was effective in inducing some degree of early
malnutrition. In the L6 condition, the body weight (meanzstandard deviation in g) at
postnatal day 30, 60 and 90 were respectively 94.9+10.3, 285.8+25.6, and 363.1+31.2. In
the L12 condition, the corresponding values were 80.7+12.3, 212.4+22.8, and
273.1£29.3. The wet and dry brain weights were respectively, 1.91+0.07 and 0.54+0.02

for the L6 condition, and 1.79+0.08, 0.50+0.03 for the L12 condition.
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Fig. 1. Body weight of rats at 30- 60- and 90 days of age (upper panel), and brain weights at 90-120 days (lower
panels). Rats were previously suckled in litters formed by 6 and 12 pups (respectively L6 and L12 condition).
Data are expressed as mean+S.E.M. of 16 L6 rats and 25 L12 rats for body weight, and 15 L6 rats and 9 L12 rats
for brain weight. Asterisks indicate that L12 weights are significantly lower than the corresponding L6 values
(p<0.01; unpaired t tests).

CSD-related ECoG potentiation

Application of 4% KCI for 30 minutes at a single point in the frontal cortex elicited
multiple CSD episodes. The average number of CSD episodes observed in the three groups
were as follows: 9.7+6.4 (range: 4 to 17 CSD episodes) in the awake group, 6.5+2.9 (range: 2
to 11 CSD episodes) in the tribromoethanol group, and 7.22+1.30 (range: 6 to 10 CSD

episodes) in the urethane+chloralose group.
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For the same animal, the ECoG amplitude in the post-CSD period was significantly
(p<0.01) higher than in the baseline period (potentiation). Figure 2 shows ECoG recordings of
3 rats, representative from the awake, tribromoethanol and urethane+chloralose group.
Compared with the 2-hour baseline period (left column), the ECoGs in the post-CSD period
had higher amplitudes (final 2 hours of the recording; right column). The lower panel of
Figure 2 shows the quantification of this CSD-related potentiation effect. Intragroup
comparison (baseline period versus post-CSD period) at the near and remote recording points
revealed a significant potentiation effect in all groups. Specifically, at the near point, there
were amplitude increases of 43%, 61%, and 49% in the awake, tribromoethanol, and
urethane+chloralose groups respectively (p<0.001; paired t-test). In the remote point, the

increases in the ECoG amplitude were 46%, 43% and 19% (p<0.01; paired t-test).
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Fig. 2. The upper panels shows DC potential recordings (P) and electrocorticogram recordings (E) on

the right hemispheres of three 90-120-day-old adult rats that were previously suckled under unfavorable

lactation conditions (litters formed by 12 pups). The diagram of the skull shows the near (n) and remote

(r) recording positions from which the traces marked at the left with the same letters were obtained. The

position of the common reference electrode (R) on the left part of the skull and the application point of

the CSD-eliciting stimulus (KCI) are also shown. The time diagram of the recording session (above the

skull drawing) indicates the baseline period (120 min) the time of KCI application (30 min; doted

square) and the post-CSD period (120 min). In all three animals, there was an increase in the ECoG

amplitude in the post-CSD period compared with the baseline ECoG for the same animals. In the post-
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CSD period, the excerpted traces were taken at the following time points (t) after beginning CSD

elicitation: Awake, t=70 min; tribromoethanol (TBE) group, t=130 min, and, urethane plus chloralose

(U+C) group t=80 min. The lower panels show ECoG amplitudes of the awake (n=10), TBE (n=13),

and U+C (n=11) groups of rats. Data are presented as mean+S.E.M. in relative units (amplitude values

were normalized relative to the lowest value, which was considered equal to 1). The asterisk indicates

an intragroup difference (baseline period versus post-CSD period; p<0.01; paired t-test).

Lactation condition and ECoG potentiation after CSD

To test whether the unfavorable lactation condition influences the CSD-related

potentiation of the ECoG amplitude, we compared the present data on L12 rats with those of a

previous study of our group on L6 animals. Data are compared in Fig. 3. In the L12 condition,

both awake and anesthetized groups presented CSD-related ECoG potentiation at the two

cortical recording points (near and remote to the CSD elicitation site). In the L6 condition, the

potentiation occurred at the two cortical recording points only in the awake group, whereas

the two L6 anesthetized groups displayed potentiation only at the near recording point

(p<0.01; Mann-Whitney test).
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Fig 3. ECoG amplitudes of rats suckled in two distinct lactation conditions represented by litters with

12 and 6 pups (respectively L12 and L6 groups). L6 rats are from a previous study of our group, and are

used here for comparison with the L12 animals. The average ECoG amplitude was calculated with the
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support of an algorithm implemented in Matlab™., The amplitude values were normalized relative to the
lowest value, which was considered equal to 1. Data are presented as mean+S.E.M. The asterisk
indicates intragroup difference (baseline period versus post-CSD period in the same animal; p<0.01;
paired t-test). The symbol # indicates intergroup difference in comparison with the L6 condition
(p<0.01; Mann-Whitney test). This difference is observed at the remote, but not at the near recording

point, and only under the action of anesthetic agents.

In the animals of the awake group that received implanted epidural electrodes,
macroscopic examination of the cortical surface, immediately after the experiments, revealed
that most animals showed some degree of pressure on the dura mater at the sites where the
electrode tips were placed, but there were no signs of lesions. Histological examination of
these regions indicated only punctiform alteration in a few cases that was restricted to the
upper cortical layers. This did not seem to interfere with quantification of the ECoG
potentiation effect since the recordings showed the same technical quality as previous acute

recordings that were performed with non-implanted electrodes (Souza et al., 2011).
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Discussion

Our results demonstrate that increasing the number of pups to be suckled by one dam
(L12 condition) enhances the potentiation of electrocorticogram after spreading depression as
compared with pups suckled in smaller size litters (L6 condition). We demonstrated this effect
in rats anesthetized with two anesthetic types, but not in awake rats. The present data further
extend our previous findings on post-CSD potentiation of ECoG in rats subjected to different

nutritional conditions, and under urethane+chloralose anesthesia (Souza et al., 2011).

In this study, the L12 paradigm was effective in inducing nutritional deficiency as
evaluated by the significant reduction in body and brain weights, compared to the L6
condition. These data confirm other studies on malnutrition provoked by manipulation of the

litter size (Rocha-de- Melo et al., 2006; Amaral et al., 2009; Lima et al., 2009).

It is unlikely that the effect of potentiation of the ECoG activity is caused by the duration
of the recording (4 hours). We have previously recorded the ECoG in rats for 4 hours, without
application of KCI, and did not observe ECoG potentiation (Souza et al., 2011). Therefore, we
conclude that this potentiation is a real synaptic change induced by CSD, as suggested
previously (Faraguna et al., 2010; Souza et al., 2011). Furthermore, there is a similarity
between the present findings in vivo in the rat cortex and the previously reported in vitro
potentiation in the rat (Footitt and Newberry 1998; Gorji et al., 2004), and in vivo in the frog
visual system (Guedes et al., 2005). This allows us to suggest that the post-CSD potentiation
of the ECoG involves general properties of the nervous system of both non-mammals and

mammals, including the human species (Gorji and Speckmann 2004).

The effects of early nutritional deficiency on the developing brain depend on factors such
as the malnutrition timing, and the type and severity of the nutritional deprivation (Morgane

etal., 1978). In the rat, the lactation period (the first three weeks of postnatal life) corresponds
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to the most vulnerable period to many types of insults to the brain. This period of rapid
development and growth of the nervous system is called the “brain growth spurt” period.
During this early stage of life, the organs of this system are growing and developing through
the processes of hyperplasia, hypertrophy and myelination. Moreover, at that stage the
nutritional requirements for synthesis of cellular components are intense (Dobbing and Smart,
1974). Malnutrition occurring in this period probably results in decreased number and size of
cell elements, with deficiency in the processes of dendritic development, synapse formation
and myelination (Morgane et al., 2002; Pican¢o-Diniz et al., 1998). Interestingly, all these
processes influence CSD propagation (Rocha-de-Melo et al., 2006; Merkler et al., 2009). It is
important to add that malnourished rats present an increase in the brain levels of the enzyme
glutamic acid decarboxylase (Diaz-Cintra et al., 2007) and a reduction in the brain glutamate
uptake (Feoli et al., 2006), resulting in a state of increased extracellular glutamate. This could

contribute to explain the ECoG potentiation after CSD.

Among the physiological processes that could explain the post-CSD potentiation, as well
as its modulation by anesthetic agents, two types of mechanisms deserve special comments.
These mechanisms are represented by activation processes at excitatory synapses (Bancila et
al., 2010), and disinhibition processes at inhibitory synapses (Flores et al., 2014). Concerning
the relationship between CSD and excitatory processes, it is known that activation of NMDA
receptors elicits CSD (Somjen et al., 1992). Zhang et al. (2013) have shown that nutritional
deprivation affects dendritic spines in cortical neurons. These authors suggest that
undernutrition may impair the neuron’s ability to form stable connections and sustain
acquired information in the dendrites. Thus, disturbed synaptic plasticity can alter the
processing of synaptic connectivity with modification in the excitatory synaptic activity.
Regarding the action of disinhibition processes on CSD, compelling evidence demonstrates

that agonists (Amancio-dos-Santos et al., 2006) and antagonists (Amancio-dos-Santos et al.,
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2013) of the serotoninergic system can dichotomously modulate CSD in the rat cortex.
Furthermore, evidence is available indicating that neuronal activity regulates the dynamics
and function of inhibitory synapses (Flores et al., 2014). In this context, anesthetic agents
reduce neuronal activity (Bradley and Dray, 1973; Garret and Gan, 1998; Hara and Harris,
2002), and thus it could attenuate the post-CSD potentiation of ECoG as compared with
animals that were recorded in the awake condition (Fig. 3). By the same logic, excitatory
and/or inhibitory synaptic processes, which are altered by nutritional restriction (Zhang et al.,
2013), could also modulate the post-CSD potentiation. Further investigation shall confirm the
involvement of the two classes of mechanisms discussed above, determining whether these

mechanisms act independently and concomitantly, or rather, act on a mutual exclusive basis.

The post-CSD ECoG potentiation occurred at the cortical recording point remote from
the CSD elicitation site in the L12, but not in the L6 anesthetized (but not awake) condition,
suggesting a cortical regional difference in the modulatory effects of the anesthetic agents that
depends on the nutritional status. Notably, distinct brain regions react differently to
pharmacological challenges in terms of CSD (Bogdanov et al., 2011), and regional differences
in LTP in the visual cortex were reported in urethane-anesthetized rats (Kuo and Dringenberg,
2012). In addition, regional differences in brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels
and spine density in the rat brain were recently reported (Yang, et al., 2015). Therefore, it is
reasonable to postulate that there is an interaction between both factors (nutritional status

versus anesthetics agents) at the remote recording region.

The post-CSD potentiation of the electrocorticographic activity might have clinical
relevance. The appearance of CSD in the human brain has been related to human neurologic
disorders, such as brain ischemia, migraine, and traumatic brain injury (Somjen et al., 1992;
Dreier et al., 2011; Torrente et al., 2014). In vitro recordings have confirmed the occurrence

of post-CSD potentiation in human brain tissue (Gorji and Speckmann, 2004). Collectively,



69

these data prompt us to postulate the possible involvement of post-CSD potentiation in the
mechanisms of the above neurological disorders. The confirmation of such possibility waits

for further investigation.

In conclusion, we demonstrated in adult rats that the cortical electrical activity is
potentiated after CSD, and this effect is modulated by anesthetic agents and the lactation
condition. The comparison of rats suckled in small and larger litters (L6 versus L12 groups)
revealed that there is an interaction between lactation condition and the anesthetic state. We
suggest that this post-CSD potentiation reflects changes in the processes underlying the
balance between excitation and inhibition at cortical networks, probably involving neuron-glia
interaction. The searching for the molecular mechanisms underlying this potentiation effect,

as well as its importance for the human health shall be object of future investigation.
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9 - CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados dessa tese, pode-se concluir que:

e a diferenca dos efeitos nos dois pontos corticais em que se registrou o0 ECoG indica
diferengas regionais no cortex cerebral, quanto & potenciacdo associada a DAC em
animais anestesiados, sugerindo que o0s agentes anestésicos modulam o efeito de
potenciacdo do ECoG induzido pela DAC,;

e essa potenciacdo é influenciada também pelas condicdes de lactacdo do animal,

e nos grupos que ndo sofreram DAC, as amplitudes ndo aumentaram, indicando que a
potenciacdo do ECoG ndo depende da variavel tempo, mas sim da acdo da DAC no tecido
cortical;

e a reducdo do peso corporal e encefalico, no grupo L12, confirma que essa condicdo de
lactacdo foi efetiva em influenciar negativamente e de forma permanente o estado

nutricional.

Visando dar continuidade a este trabalho, sugerem-se como perspectivas:

e investigar os efeitos do envelhecimento sobre a potenciacdo associada a DAC,
comparando animais jovens e idosos;

e comparar se os efeitos dos anestésicos sobre a DAC pode diferir, estudando com detalhes
eventuais diferencas na frequéncia, na amplitude e na duracdo da DAC sob a acdo de
cada anestésico;

e caracterizar essa potenciacdo em animais sob efeito de outros anestésicos;

e aprofundar o estudo do efeito de potenciacdo apos a DAC em animais normoglicémicos,
hipoglicémicos e hiperglicémicos, e em distintas fases do desenvolvimento;

e Investigar possivel acdo direta da insulina na potenciagdo do ECoG, em experimentos

com aplicacéo cortical topica de insulina.
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