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RESUMO

A vitamina Bs compreende sete compostos: piridoxal, piridoxina, piridoxamina, as
suas respectivas formas fosforiladas, e o0 acido piridéxico. O termo piridoxina (PN) foi
proposto para nomear as formas naturais desse composto. A forma metabolicamente
ativa é o piridoxal fosfato (PLP), que participa em mais de 100 reagdes enzimaticas,
incluindo o metabolismo dos carboidratos, lipideos e na sintese, catabolismo, e
interconversdao de aminodacidos. A vitamina Bs tem um papel fundamental no
desenvolvimento do sistema nervoso humano, especialmente no metabolismo de
neurotransmissores. Neste estudo, investigamos, em ratos, os efeitos da
suplementagao com piridoxina, administrada por via orogastrica (gavagem), sobre
comportamentos sugestivos de ansiedade, bem como a atividade eletrofisiolégica
cerebral. Ratos Wistar receberam, do dia pés-natal (P) 7 ao P27, cloridrato de
piridoxina (1, 5 e 10 mg/kg/dia). Em P60-70, os animais foram submetidos ao teste
no labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliagao de comportamentos sugestivos de
ansiedade. Em P71-80, sob anestesia, registramos o fendmeno eletrofisiolégico
designado como depressdo alastrante cortical (DAC). Em comparagdo com os
grupos controle (velocidades: 3,38 + 0,11 mm/min; amplitude: 6,8 + 1,7 mV; duragéo:
65,4 + 7,3 s), o tratamento com piridoxina nas doses de 5 e 10 mg/kg/dia esteve
associado a um aumento significante da velocidade (3,91 + 0,12 e 4,82 + 0,24
mm/min, respectivamente) e amplitude da DAC (9.6 £+ 24 e 99 = 24 mV,
respectivamente), bem como a uma redugao da duragao (65,7 +6se 51,164 s;p
< 0,05), de maneira dose-dependente, e a uma tendéncia ndo-significante de mais
comportamento de ansiedade, em comparagao com os controles naive (ingénuo;
sem qualquer tratamento) e os tratados com salina. Nossos dados demonstram um
efeito facilitador da suplementagcdo com PN, no periodo critico de desenvolvimento,
sobre a propagacao da DAC. Esse efeito € duradouro e dose-dependente, e seus
mecanismos deverdo ser futuramente investigados. Esses resultados permitem
antever avancos na compreensdao dos mecanismos pelos quais a PN influencia o
desenvolvimento e funcionamento do cérebro de mamiferos, com vista a aplicacéo

dos resultados no cérebro humano.

Palavras-chave: Depressao cortical alastrante. Piridoxina. Suplementos nutricionais.

Comportamento animal. Crescimento e desenvolvimento.



ABSTRACT

Vitamin Bes comprises seven compounds: pyridoxal, pyridoxine, pyridoxamine, its
respectives phosphorylated forms and pyridoxic acid. The term pyridoxine (PN) has
been proposed to name the natural forms of this compound. The metabolically active
form is pyridoxal phosphate (PLP) that participate in more than 100 enzymatic
reactions, including carbohydrate and lipid metabolism, and in the synthesis,
catabolism, and interconversion of amino acids. Vitamin Bs plays a key role in the
development of the human nervous system, especially in the metabolism of
neurotransmitters. In this study, we investigated the effects of orogastric (gavage)
supplementation with pyridoxine in rats on anxiety-like behavior and brain electrical
activity. Wistar rats received pyridoxine hydrochloride (1, 5 and 10 mg/kg/day) from
postnatal day (P) 7 to P27. On P60-70, the animals were subjected to the test in the
elevated plus maze to evaluate anxiety-like behavior. On P71-80, under anesthesia,
we recorded the phenomenon known as cortical spreading depression (CSD).
Compared with saline-treated controls (CSD velocity, 3.38 + 0.11 mm/min; CSD
amplitude, 6.8 + 1.7 mV, and CSD duration 65.4 + 7.3 s), pyridoxine treatment with 5
mg/kg/day and 10 mg/kg/day was associated to a significant increase in CSD
propagation velocity (respectively 3.91 + 0.12 and 4.82 + 0.24 mm/min) and
amplitude (9.6 £ 2.4 and 9.9 + 2.4 mV), as well as a reduction in CSD duration (55.7
6 sand 51.1 £ 6.4 s; p < 0,05 and a non-significant trend to increased anxiety-like
behavior,. This effect was long-lasting and dose-dependent. Our data demonstrate a
dose-dependent, facilitating and long-lasting effect of pyridoxine on CSD propagation
in the rat brain, when the animals were supplemented at the critical period of
development. Data allow foresee advances in the understanding of the mechanisms
by which pyridoxine influences the development and functioning of the mammalian

brain, aiming the application of the outcoming knowledge on the human brain.

Keywords: Cortical spreading depression. Pyridoxine. Dietary supplements. Animal

behavior. Growth and development.
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1 INTRODUGAO

A vitamina Bs compreende uma familia de moléculas hidrossoluveis com
sete compostos: piridoxal (PL), piridoxina (PN), piridoxamina (PM), suas formas
5fosforiladas (PLP, PNP e PMP) e o acido piridéxico (BOWLING, 2011;
EGGERSDORFER et al.,, 2012). Esses compostos agem como coenzimas em
processos do metabolismo de aminoacidos (transaminagdo, descarboxilacdo e
desaminagao), sintese de nucleotideos, metabolismo de neurotransmissores,
sintese de heme, gliconeogénese e glicogendlise, fungdo imune e fatores de
transcricao (KRAEMER et al., 2012; WHITTAKER, 2016).

Figura 1 - Estruturas quimicas da vitamina Bes

Ho]:g',oa"tpn HoIfj,’ CH,0PO,H,

HC H,C” N
Piridoxina (PN) Piridoxina 5’-fosfato(PNP)
HO °©
HO. H,OH mﬁ,cn,opo,n,
H,C H,G” N
Piridoxal (PL) Piridoxal 5’-fosfato(PLP)

H,
HO H'mh,oa HOfo‘OH:OPOsW

H,C H.C” "N
Piridoxamina (PM) Piridoxamina 5’-fosfato(PMP)

OOH
HO:@,CH‘DH
H,C

Acido piridoxico (PA)

Fonte: Adaptado de Harper, MURRAY et al. (2009).

A piridoxal-5’-fosfato (PLP) é a forma ativa mais comum no metabolismo
humano e esta, em sua maior parte, presente no musculo ligada a enzima glicogénio
fosforilase. Alimentos de origem animal, como carne bovina, porco, frango e peixe,

sdo excelentes fontes de piridoxal e piridoxamina. Por outro lado, a piridoxina é
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amplamente distribuida nas plantas. A ingestdo de alimentos proteicos constitui a
principal fonte dietética desse composto, pois apresenta uma relagao positiva com a
quantidade de vitamina Be necessaria para as reagdes enzimaticas do organismo
(HANSEN et al., 1996; BOWLING, 2011; ERDMAN Jr et al., 2012).

A PLP desempenha um importante papel no cérebro, onde sua
necessidade € cerca de 100 vezes maior do que nos Orgaos periféricos,
particularmente no periodo de desenvolvimento, quando a sintese de varios
neurotransmissores € dependente da PLP (CLAYTON, 2006; YARLAGADDA e
CLAYTON, 2007). Participa da conversédo de dopa em dopamina e também da
conversao do neurotransmissor excitatério glutamato no neurotransmissor inibitério
acido gama-amino butirico (GABA,; sigla da expressao inglesa gamma-amino butyric
acid). Participa ainda da sintese de epinefrina, norepinefrina, serotonina, serina e
histamina (BOWLING, 2011). As enzimas dependentes de PLP exercem um papel
importante na sintese de compostos neuroprotetores, como o acido quinurénico, um
intermediario do metabolismo do triptofano com acdo antiexcitotoxica e
anticonvulsiva (HAN et al., 2008).

A relagdo entre os niveis de vitamina Bs e o desenvolvimento
comportamental € percebida pelo efeito significativo desse composto sobre os
sistemas GABAérgicos e serotoninérgicos, que podem atuar no controle da
ansiedade e da depressao (DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2014). De
acordo com Kennedy (2016), deficiéncias suaves de vitamina Bs podem afetar a
sintese desses neurotransmissores, que resulta em regulagdo “para baixo” (down-
regulation) na sintese do GABA e da serotonina, com consequente inibicdo da
atividade neural pelo GABA e comportamento, fungdo cardiovascular e sono
desordenados. A caréncia da vitamina Bs também esta envolvida em alteragdes
comportamentais, como irritabilidade e uma maior sensibilidade a ruidos, percebidas
em criangcas que foram alimentadas com uma féormula deficiente da vitamina no
primeiro ano de vida, além de convulsdes duradouras (NELSON, 1956).

Devido o seu papel-chave na ontogénese normal e desenvolvimento do
sistema nervoso central (SNC), baixas concentragbes de PLP no plasma podem
estar relacionadas com déficit de cognicao (DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI,
2015). Diferentemente, em estudo com animais que receberam doses elevadas
(400mg/kg/dia) de PN foram percebidos sinais comportamentais de incomodo,
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denotados por expressiva vocalizagdo, agressividade contra outro rato da mesma
gaiola e comportamento de instabilidade postural, este ultimo aumentado no
decorrer do tratamento (PERRY et al., 2004). Os niveis mais elevados da vitamina
Be sao descritos como benéficos, e a sua suplementacdo além de preservar e
melhorar a estrutura cerebral e cognigdo pode auxiliar a fluéncia verbal em idosos
com deméncia (JANNUSCH et al., 2017). A administracdo de multivitaminico
(incluindo vitaminas do complexo B) e a suplementacdo podem gerar beneficios na
inteligéncia nédo verbal e em outras medidas comportamentais (KENNEDY, 2016).
Em individuos que apresentam deficiéncia de varios micronutrientes, a
suplementacdo com apenas um unico micronutriente pode ndo afetar o
desenvolvimento cognitivo e motor, mas quando realizada com multiplos
micronutrientes pode ter melhores resultados (PRADO e DEWEY, 2014). A PN é
mais termorresistente que as outras formas naturais da vitamina Bs (ROSENBERG,
2012). Por essa razao, é a forma sintética da vitamina mais utilizada na fortificacao
de alimentos, suplementos dietéticos e no tratamento de transtornos convulsivos em
criancas (ERDMAN Jr et al., 2012; ROSENBERG, 2012). Sua ingestao excessiva foi
capaz de produzir evidentes déficits comportamentais, eletrofisiolégicos e
anatdémicos, sem morbidades sistémicas explicitas (PERRY et al., 2004). Embora os
estudos sobre o papel da vitamina Bs no desenvolvimento humano nao sejam claros,
alguns experimentos com erros inatos (deficiéncia de PNPO, hipofosfatasia,
deficiéncia da proteina intracelular de ligacdo a PLP (PLPBP), deficiéncia de
ALDH7A1 e hiperprolinaemia tipo Il) que afetam seus vitAmeros mostram o papel
fundamental desse composto no metabolismo de neurotransmissores, e por
consequéncia sobre a formacao cerebral (BOWLING, 2011; WILSON et al., 2019).

As intensas modificacbes que ocorrem durante o crescimento e
desenvolvimento infantil também se apresentam no cérebro, nas fases pré e pos-
natal, provenientes de diversos fatores (genéticos, nutricionais ou ambientais)
(SHEPHERD, 2002). O periodo critico de desenvolvimento do SNC tem inicio, no
homem, a partir do terceiro trimestre de gestagdo e segue até os primeiros dois a
quatro anos de idade. No rato esse periodo compreende o periodo intra-uterino (a
partir do 10° dia de gestagdo) até a terceira semana de vida pds-natal, que
corresponde a fase do aleitamento (MORGANE et al., 2002; ALMEIDA et al., 2016).

Nessa fase os processos de neurogénese, gliogénese, sinaptogénese,
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mielinizagdo, entre outros, ocorrem em elevada velocidade e podem sofrer
alteracdes de diversos fatores exdgenos. Algumas dessas influéncias no
desenvolvimento do SNC podem ser estudadas através do fendmeno
eletrofisiolégico da depressao alastrante cortical (DAC). Varios estudos tém avaliado
os efeitos de variaveis nutricionais (LIMA et al., 2013; MENDES-DA-SILVA et al.,
2014; MEDEIROS, 2016), hormonais (ACCIOLY et al., 2012; LOPES-DE-MORAIS et
al., 2014; ACCIOLY e GUEDES, 2017), ambientais (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al.,
2012; SILVA-GONDIM et al., 2017) e farmacoldgicas (GUEDES et al., 2017) sobre
esse fenbmeno relacionado a excitabilidade do cérebro. Doengas neurologicas
humanas, como por exemplo epilepsias, enxaqueca com aura e isquemia cerebral
tém sido alvo de estudos que utilizam a DAC para melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos (GUEDES e CAVALHEIRO, 1997; GORJI, 2001; NYE e
THADANI, 2015). Tendo em vista as diversas ag¢des biolégicas da vitamina Be sobre
o desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso, o presente estudo em ratos
utilizara o labirinto em cruz elevado (LCE) como modelo para avaliagdo de
comportamento de ansiedade, e a DAC como modelo eletrofisioldgico, para analise
dos efeitos da suplementacao com piridoxina durante o periodo de desenvolvimento

cerebral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1PIRIDOXINA

A vitamina Bs foi isolada na sua forma cristalina pura pela primeira vez por
Samuel Lepkovsky, em 1938, apdés quatro anos do reconhecimento desse
componente do complexo B. O termo piridoxina foi proposto para nomear as formas
naturais desse composto: o piridoxal (PL), a piridoxamina (PM) e a forma fosforilada
de PL, o piridoxal 5'- fosfato (GYORGY, 1956; ROSENBERG, 2012).

A PLP participa como coenzima em quase todos os aspectos da fungao
metabodlica e da homeostase celular de forma direta ou indireta em mais de 100
reacbes (RODWELL et al., 2016). Atua nos processos de interconversdo dos
aminoacidos, como a homocisteina, através de reagdes nos ciclos do folato e
metionina gerando grupos metilo (como S -adenosilmetionina), e na sintese de
cisteina (ERDMAN Jr et al., 2012; DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2015).

A absorgao intestinal da vitamina Be, a partir de fontes alimentares, ocorre
por difusdo passiva e insaturavel nas formas desfosforiladas (PN, PL e PM),
principalmente no jejuno. Além disso, as bactérias da flora intestinal podem produzi-
la por meio de hidrolise mediada por fosfatases (HAMM et al., 1979; GHAVANINI e
KIMPINSKI, 2014). Segundo Said et al. (2008), a vitamina Bs sintetizada pela
microflora no célon humano e também de ratos pode ser absorvida como fonte
exdgena secundaria.

Embora alguns tecidos possam realizar a fosforilagdo da PL, PM e PN, é no
figado onde ha maior atividade de conversdo das varias espécies da vitamina Be
para a forma fosforilada por acdo da enzima piridoxal quinase. O fosfato de
piridoxina (PNP) e o fosfato de piridoxamina (PMP) sdo convertidos em fosfato de
piridoxal (PLP) pela acdo da enzima piridoxamina 5- fosfato oxidase (PNPO)
(Figura 2), e transportados para 6rgaos e tecidos através do plasma, ligados a
albumina (RODWELL et al., 2016; WHITTAKER, 2016). De acordo com Mills et al.
(2005), a PLP consegue atravessar a barreira hematoencefalica e a enzima PNPO,

também presente no cérebro, parece similar a que se encontra em outros 6rgaos,
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como o figado e outras células ndo neurais.

A biodisponibilidade de vitaminas e minerais inclui varios processos ainda
nao elucidados completamente devido as diferentes estruturas quimicas,
mecanismos  fisiolégicos e interagdes com  agentes  antivitaminicos
(SCHIEFERDECKER et al.,, 2015). Em uma dieta variada a biodisponibilidade da
vitamina Bes fica em torno de 75%, entretanto uma ingestdo inadequada ou
deficiéncias nutricionais podem causar interferéncias na quantidade de Bs disponivel
para os processos metabdlicos (BOWLING, 2011). Grande parte esta ligada as
proteinas ou glicosilada, isso também reduz sua biodisponibilidade em alguns
alimentos. Entre os alimentos com maiores concentragbes de vitamina Bes
encontram-se as carnes, produtos de graos integrais, vegetais e nozes (MAHAN e
ESCOTT-STUMP, 2012).

Figura 2 - Metabolismo da vitamina Be

Metabolismo

Vitamina B6
Vegetais Carnes
Piridoxina Piridoxal Piridoxamina
QUINASE QUINASE ﬂ QUINASE
PNPO PNPO
Piridoxina-P Piridoxal-P <—= Piridoxamina-P
lFOSFATASES ASSOCIADAS
A MEMBRANA

Piridoxal Fosfato
Intracelular

Fonte: Adaptada de GUERRIERO et al. (2017).

O requerimento dietético da vitamina Be € proporcional a ingestao de fontes

proteicas e compreende de 1,1 a 2,0 mg/dia para um ser humano adulto normal
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(OTTEN et al., 2006; RODWELL et al., 2016). As necessidades aumentam em torno

de 0,6 mg/dia durante a gestagédo e lactagcéo (Tabela 1). O principal critério usado

para estimar os requerimentos de vitamina Bs € o0 nivel plasmatico do piridoxal 5’

fosfato com valores maiores que 20 nmol/L (OTTEN et al., 2006).

Tabela 1 — Ingestao dietética de referéncia para vitamina Bs

DRI valores (mg/dia)

EAR? RDA?2 AR UL Critérios para determinar as
necessidades de B6
Homem Mulher Homem  Mulher
Grupo
Faixa etaria
0Oab . .
0.1 ND* Quantidade no leite humano
meses
7al2 Média aproximada de
0.3 ND . )
meses criancas mais novas e adultos
1-3 anos 0.4 0.4 0.5 0.5 30
4-8 anos 0.5 0.5 0.6 0.6 40 Avaliagio com base nos
9-13anos 0.8 0.8 1.0 1.0 60 niveis de adultos
14-18 anos 1.1 1.0 1.3 1.2 80
19-30 anos 1.1 1.1 1.3 1.3 100
31-50anos 1.1 11 13 13 100 Nivel de piridoxal 5’-fosfato no
51-70 anos 1.4 1.3 1.7 15 100 plasma
>70 anos 14 1.3 1.7 1.5 100
Gestacéo
< 18 anos 1.6 1.9 80 Nivel de piridoxal 5’-fosfato no
19-50 anos 1.6 1.9 100 plasma
Lactagcao
<18 anos L7 2.0 80 Quantidade de vitamina B6
19-50 anos 1.7 2.0 100 secretada no leite

DRI (Dietary reference intakes): Ingestéo Dietética de Referéncia

1EAR (Estimated Average Requirement). Necessidade Média Estimada

2RDA (Recommended Dietary Allowance): Ingestéo Dietética Recomendada

3Al (Adequate Intake): Ingestdo Adequada

‘UL (Tolerable Upper Intake Level): Limite Superior Toleravel de Ingestio

*ND: Nao determinado.

Fonte: Adaptada de OTTEN (2006), traduzida por GONDIM-SILVA(2019).

Apesar

de

raros,

em casos de deficiéncia da vitamina Be

0os

neurotransmissores: dopamina, serotonina (5-hidroxitriptamina), glicina, d-serina,

glutamato, y-aminobutirato e histamina podem ser afetados e provocar varias

desordens neurolégicas e ndo neuroldgicas. Os sintomas dessa deficiéncia incluem
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dermatite seborreica, anemia microcitica, convulsdes, e alteragdes comportamentais
incluindo depressao e confusdo mental (DI SALVO et al., 2011; ALBERSEN et al.,
2014).

A ingestdo de PN na forma de suplemento dietético, em doses de até 2 g/dia,
foi descrita por Dalton e Dalton (1987). Segundo esses autores, bem como Di Salvo
et al. (2011), a ingestdo excessiva seria o fator desencadeante da sindrome
neurotdxica em humanos que apresentaram sinais de parestesia, fraqueza muscular
e dorméncias nas extremidades. Ja Berger et al. (1992) observaram casos de
neuropatia sensorial quando suplementaram a PN em quantidades maiores que 500
mg/dia. Como forma de evitar intoxicagdes, o Institute of Medicine/US (1998) definiu
a ingestao maxima da vitamina Bs em 100 mg/dia para adultos. A exemplo temos as
férmulas dos suplementos multivitaminicos de uso comum na populagdo, que
fornecem doses seguras em torno de 2 mg/dia (ERDMAN Jr et al.,, 2012). No
entanto, quando ha ingestédo elevada, o corpo age de forma combinada pela agéo de
fosfatases e oxidases minimizando agdes danosas, tais como neuropatias (ERDMAN
Jretal, 2012).

O papel da vitamina Bs no desenvolvimento cerebral de humanos ainda nao
esta bem definido. Isso refor¢ca a necessidade de mais pesquisas dada a importancia
desse nutriente em disturbios do SNC relacionados as fungbes da PLP, que afetam o
desenvolvimento neurolégico e o metabolismo neurotransmissor (hipofosfatasia,
disturbios da formacédo de PLP, deficiéncia de antiquitina, malformag¢des no
desenvolvimento viscerocranial) com consequéncias diretas na saude humana
(CLAYTON, 2006; BOWLING, 2011).

2.2PIRIDOXINA E SISTEMA NERVOSO

No sistema nervoso, a piridoxina desempenha um importante papel na
sintese de varias moléculas dependentes de PLP tais como a dopamina,
norepinefrina, serotonina, acido gama-aminobutirico, taurina, esfingolipidios e
poliaminas (DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2015). A atividade da piridoxal
fosfoquinase (enzima responsavel pela fosforilagdo do piridoxal) sobre o tecido

nervoso € reconhecida; a mesma pode ser inibida, in vitro, por estimulantes do
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sistema nervoso central (hidrazida e analogos) (MCCORMICK e SNELL, 1961).

A PN ¢é indispensavel para o bom funcionamento cerebral auxiliando,
inclusive, na protecdo contra os efeitos da excitotoxicidade. Através de sua
conversao, a PLP parece reduzir o glutamato intracelular, elevar os niveis do GABA,
a atividade de proto-oncogenes e glutamato descarboxilases (GAD)
(BUYUKOKUROGLU et al., 2007; DAKSHINAMURT! e DAKSHINAMURTI, 2015).
Algumas evidéncias bioquimicas apontam que o transporte da vitamina Bs do
sangue até o cérebro guarda uma relacdo direta da piridoxal com o fluido
cerebrospinal e plasma, e podem ser associadas ao transporte via barreira
hematoencefalica ou plexo coroide, porém ainda ndo esta totalmente elucidado
(SPECTOR e JOHANSON, 2007; ALBERSEN et al., 2014).

Estudos iniciais (HUNT et al., 1954; NELSON, 1956) mostraram a associagao
entre a vitamina Bes € sua funcdo na producdo de neurotransmissores. Hunt e
colaboradores (1954) notaram seus efeitos neuroprotetores apds utilizarem a PN
como forma de tratamento para casos de encefalopatia epiléptica em bebés e na
infancia. De modo semelhante, lactentes alimentados com uma férmula deficiente de
PN apresentavam quadros de convulsdes que cessavam quando essa substancia
era administrada (NELSON, 1956). No outro sentido, segundo Bilodeau (1965),
convulsdes induzidas tanto por estimulagdo elétrica quanto pelo uso do
pentilenotetrazol sdo capazes de reduzir a quantidade de PLP no cérebro de ratos.
Depois em pesquisa realizada por Paulose et al., (1988), com animais submetidos a
dietas deficientes em vitamina Bes, demonstrou-se a redugdo dos niveis de
neurotransmissores e quando os animais eram tratados com uma dose unica de PN

(10 mg/kg de peso corporal), os niveis retornavam ao normal.

Em seguida, foram descobertos varios erros inatos do metabolismo
(convulsdo dependente de piridoxina, condigbes responsivas a piridoxina e
responsiva ao piridoxal-fosfato) relacionados com o metabolismo da vitamina Bs e
seu papel no sistema nervoso (DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2014).
Conforme Sreekumaran et al. (2003), a administragdo cronica de PN (8mg/kg de
massa corporal por 30 dias), apds tratamento com aluminio, reverteu os efeitos
nocivos sobre a conectividade dendritica no hipocampo do rato. A administracéo de

PN em esquilos (350 mg/kg durante 30 a 60 dias), promoveu um aumento na
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diferenciacao neuroblastica no giro denteado e também induziu a formagao de novos

neurdnios maduros na regiao CA+1 do hipocampo (YOO et al., 2012).

E importante destacar o estudo da PN como uma opcdo terapéutica para
lesbes cerebrais que causem hipoxia-isquémica (BOWLING, 2011). No tratamento
realizado por Kuypers e Hoane (2010), a PN mostrou-se eficaz em ratos quando
administrada em 30 minutos e 24 horas, ap6s os animais sofrerem uma lesdo de
impacto cortical unilateral do cértex sensorio-motor, estimulando a recuperagao com
efeito dose-dependente (600 ou 300 mg/kg intraperitoneal), que refor¢ca sua
capacidade neuroprotetiva. Segundo Dakshinamurti e Dakshinamurti (2015),
condigbes de isquemia cerebral induzida por diversos meios foram atenuadas com
administracao da PLP isolada ou combinada com um agente trombolitico, ativador
do plasminogénio tecidual (TPA), e o efeito neuroprotetor permanecia por até 6

horas apds a lesao.

A piridoxina é um nutriente essencial, entretanto em doses elevadas torna-se
neurotdoxica como qualquer outro composto, e quando associada a restricao
alimentar provoca aumento da neurotoxicidade (KULKANTRAKORN, 2014). Com
relagdo a avaliagdo da toxicidade e da neurotoxicidade da piridoxina, Perry et al.
(2004) reportam estudos experimentais anteriores com roedores submetidos a
aplicacdes intraperitoneais de PN em regimes de diferentes dosagens (curto
prazo/dose elevada 1.200 mg/kg/dia, médio prazo/dose intermediaria 600 mg/kg/dia
e longo prazo/dose baixa 100-300 mg/kg/dia). Em todos, a neurotoxicidade da PN foi
identificada por lesbes no sistema nervoso periférico em nivel primario (ganglios da
raiz dorsal e trigeminal) e degeneracdo dos axbnios das células prejudicadas,

posteriormente.

Os mecanismos da neurotoxicidade causada por grandes doses de PN ainda
ndo estdo definidos, embora algumas teorias existam (molécula de piridoxina
inalterada, os vitdmeros ou a coenzima ativa, intermediarios no processo de
conversao para coenzima, ou algum derivado ndo conhecido) (KULKANTRAKORN,
2014). Apdés administrar por sete dias consecutivos, em ratos (machos e fémeas),
até 200 mg/kg/dia de dicloridrato de piridoxamina por infusao intravenosa, Sullivan Jr
et al. (2017) verificaram que n&o ha relacdo entre os achados macro ou

microscopicos no sistema nervoso (cérebro, medula espinhal, raizes do nervo
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espinhal/ganglios e nervos periféricos) e nos orgaos estudados (figado, rins,
coragao, bago, pancreas e timo) com o tratamento aplicado. Estudos nessa area sao
importantes tendo em vista a pratica terapéutica de uso de altas doses de PN de
forma continua (KULKANTRAKORN, 2014; SULLIVAN Jr et al., 2017).

A vitamina Bs é fundamental para a producédo de serotonina, pois atua como
cofator enzimatico para reagdo de conversdo do triptofano em serotonina.
Quantidades diminuidas de vitamina Bs desaceleram essa reagdo (ADAMS, 2015). A
serotonina é a substancia precursora imediata da melatonina, o horménio indutor do
sono, produzido pela glandula pineal, que regula os ritmos circadianos dos ciclos
sono-vigilia (KENNEDY, 2016). Em estudo com ratos adultos Sprague-Dawley
alimentados com uma dieta deficiente de PN por 8 semanas, nao houve modificacdo
do ritmo circadiano da serotonina, mas suas quantidades foram reduzidas
significativamente no tronco cerebral dos animais com deficiéncia desse nutriente
(VISWANATHAN et al., 1990).

Mudancas de comportamentos (humor, saciedade, libido) sdo consequéncias
diretas de alteragdes nesses ritmos circadianos (SHABBIR et al., 2013). Segundo
Parletta et al. (2013), os estudos confirmam que a uma nutricdo adequada é
fundamental para o desenvolvimento cerebral bem como a suplementacao
nutricional pode auxiliar na melhoria da funcdo cognitiva e da saude mental, com
beneficios para a neurogénese e plasticidade cerebral. De acordo com Adams
(2015), estudos com doses elevadas de vitamina Bes associadas a magnésio tém
demostrado melhorias comportamentais de adultos e criangcas autistas em

comparagao a tratamentos placebos.

A quantidade de vitamina Bs presente no organismo é essencial para o
equilibrio entre os estados de excitacdo e inibicdo neuronal. Na fase critica de
desenvolvimento do sistema nervoso central, em ratos, a deficiéncia de vitamina Bs
provocou efeitos significativos sobre diferentes variaveis eletrofisiolégicas
(DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2014). Portanto, é de extrema importancia
o desenvolvimento de pesquisas sobre as consequéncias da suplementagao desse
nutriente durante o periodo critico de desenvolvimento, seja através de variaveis
comportamentais ou eletrofisioldgicas, com o intuito de prevenir possiveis danos ao

desenvolvimento cerebral e cognitivo também em humanos.
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2.3DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

A Depressao Alastrante Cortical (DAC) € um fendmeno com caracteristicas
eletrofisiolégicas bem definidas e que foi inicialmente descrita pelo pesquisador
brasileiro Aristides Ledo em 1944. Ele observou que estimulos elétricos, quimicos ou
mecanicos locais (aplicados em um ponto da superficie cortical) sdo capazes de
provocar uma resposta caracterizada por intensa redugdo (depressdo) da sua
atividade elétrica espontanea, que se propaga em todas as diregbes a partir desse
ponto (LEAO, 1944).

Durante o fenbmeno ocorre uma rapida despolarizagdo neuronal com um
elevado influxo de agua e ions Na*, Cl" e Ca'", e efluxo de K*, diminuigcdo da
resisténcia da membrana, aumento do volume celular e diminuicdo do espaco
extracelular (GORJI, 2001; NYE e THADANI, 2015). Outras alteracbes também
podem ser desencadeadas, como dilatagdo dos vasos sanguineos da pia-mater
(LEAO, 1944), mudancas nas concentragdes de alguns aminoacidos como

glutamato e taurina no meio extracelular (SCHELLER et al., 2000).

A reducdo da atividade elétrica cerebral, tanto a espontdnea como a
provocada, € seguida pelo surgimento de uma “variagao lenta de voltagem” (VLV) na
regido do cérebro invadida pelo fendmeno (LEAO, 1947), que se propaga de forma
concéntrica, a partir do ponto inicialmente estimulado, e atinge regides cada vez
mais afastadas (Figura 3). A medida que o fendmeno se propaga pelo cértex, o
ponto de origem da atividade elétrica deprimida comega a se recuperar e em torno

de 5 a 10 minutos o tecido recupera-se por completo (LEAO, 1944).

A sensibilidade do tecido nervoso a DAC pode ser avaliada pela velocidade
de propagacao do fendmeno ao longo do tecido cortical. Em varias espécies animais
(compreendendo, peixes, batraquios, aves e mamiferos, inclusive no homem) a DAC
ja foi identificada (LAURITZEN e STRONG, 2017). Nos vertebrados ja estudados, a
velocidade de propagacao da DAC é consideravelmente mais baixa (da ordem de 2
a 5 mm/min) quando comparada a velocidade do potencial de agado neuronal, da
ordem de metros por segundo (GUEDES, 2005).
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De acordo com Guedes (2011), os aspectos-chave que representam o
fendmeno da DAC podem ser descritos como: (1) € um fenébmeno cooperativo, pois
necessita de uma populagdo minima de corpos celulares para ser gerado; (2)
necessita de algum tipo — qualquer tipo - de variagado de energia (estimulo) para ser
deflagrado; (3) é completamente reversivel; (4) propaga-se uniformemente de uma
area sensorial para uma motora e vice-versa; (5) manifesta-se em todas as espécies
de vertebrados até hoje estudadas, desde peixes até o homem; (6) de propagagao
lenta em um tecido no qual o potencial de agao se alastra rapidamente; (7) propaga-
se mais facilmente em cérebros lisencéfalos do que em girencéfalos; e (8) ndo se
sabe se € um fenbmeno essencialmente fisiologico ou se também pode ser
patologico, visto que algumas evidéncias sugerem que doengas neurologicas tém

em comum alguns mecanismos subjacentes a DAC.

Figura 3 - Esquema de eventos da DAC

Fonte: Adaptado de GUEDES (2011). Esquema da sequéncia temporal ciclica de DAC. Em “A”, um
coértex normal e nele o ponto estimulado (x), iniciando a DAC. Na sequéncia, indicada pelas setas, “B”
a “D”, a propagacédo concéntrica do fenbmeno da DAC estd ilustrada. As areas em branco
representam porcdes do tecido cortical invadidas pelo fendbmeno em tempos sucessivos. As areas
quadriculadas, “C” a “F” indicam regides que ja sofreram a DAC e agora estéo se recuperando (areas
refratarias a uma nova estimulagdo). De “B” a “F”, observa-se que propagacao (area branca) e
recuperacao (area escura) dao-se de forma concéntrica, sendo o ponto inicialmente estimulado o
primeiro a se recuperar totalmente. Finalmente, todo o tecido se mostra completamente recuperado,
retornando a condicao inicial (A). No centro da figura, um par de tragados de registro demonstrando o
eletrocorticograma (ECoG,; tragcado superior) e a variacdo lenta de voltagem (VLV; tracado inferior), a
qual sempre aparece durante a DAC, no momento em que o ECoG diminui sua amplitude. As letras
“A” a “F” no ECoG correspondem a sequéncia das etapas representadas nos desenhos externos.
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Evidéncias clinicas e experimentais demonstram a relagdo do fenbmeno com
diversas doengas neuroldgicas. Entre elas estdo a enxaqueca (VIGGIANO et al.,
2016, ILJAZI et al., 2018), os traumatismos cranianos (TORRENTE et al., 2014), a
isquemia cerebral (ANDALUZ et al., 2011), a epilepsia (GUEDES et al., 2009), e a
esclerose multipla (PUSIC et al., 2015). A descoberta da DAC também possibilitou
uma melhor compreensao da lesdo secundaria apos insultos neuronais diversos,
consequéncia direta por exemplo de uma lesao cerebral traumatica, uma vez que
esse fendbmeno permite a investigagcao de forma monitorada e interventiva (KRAMER
et al., 2016).

O fenbmeno da DAC tem sido estudado pelo Laboratério de Fisiologia da
Nutricdo Naide Teoddsio (LAFINNT), como modelo experimental para avaliar o bom
funcionamento do tecido neural em condigbes que influenciam a suscetibilidade
cortical dificultando ou facilitando a propagagdo do fenébmeno. Nas tabelas 2 e 3
estdo descritas algumas das condicdes, disponiveis na literatura, envolvidas na
alteracao da susceptibilidade cortical a DAC, as quais facilitam ou dificultam a sua
propagacao. Frente ao exposto, o presente trabalho se propbs a estudar os efeitos
da administracdo de piridoxina, em ratos, sobre respostas comportamentais

sugestivas de ansiedade e sobre a DAC e suas caracteristicas eletrofisioldgicas.

Tabela 2 — Condic¢des que facilitam a propagacéo da DAC

Condicédo experimental

Autor/Ano

Reducéo do cloreto extracelular

Diazepam

Deficiéncia nutricional pela DBR-Dieta Basica Regional
Hipoglicemia

Privacé@o do sono paradoxal

Condicdo desfavoravel de lactagdo

Etanol (crénico)

Arginina durante o desenvolvimento

Hipertermia ambiental

Uso de dipirona no inicio da vida

*Trat. crénico com &cido ascérbico (60 ou 120 mg/kg/d)
Trat. com o antagonista serotoninérgico Tianeptina
Trat. sistémico com glutamato monossédico

Trat. com o hormdnio corticoide dexametasona

Trat. neonatal L- glutamina

Trat. com ac. sidlico e oligossacarideos do leite caprino.
Trat. com horménios ovarianos

Trat. sistémico e tdpico com cafeina

Trat. com lectina da Canavalia ensiformis + ac.ascorbico

GUEDES e DO CARMO, 1980
GUEDES e BARRETO, 1992
ROCHA-DE-MELO e GUEDES,1997
COSTA-CRUZ e GUEDES, 2001
VASCONCELOS et al., 2004
ROCHA-DE-MELO et al., 2006
ABADIE-GUEDES et al., 2008

MAIA et al., 2009

FARIAS-SANTOS et al., 2009
AMARAL et al., 2009
MENDES-DA-SILVA et al., 2014
AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2013
LIMA et al., 2013
LOPES-DE-MORAIS et al., 2014

DE LIMA et al., 2016

MEDEIROS et al., 2016

ACCIOLY e GUEDES, 2017
CHAGAS et al., 2018

CAVALCANTI et al., 2018
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Tabela 3 — Condi¢des que dificultam a propagacdo da DAC

Condicdo experimental

Autor/Ano

Tratamento dietético com litio
Hiperglicemia

Anestésicos

Hipotireoidismo

Envelhecimento

Epilepsia crénica provocada pela pilocarpina
Estimulacdo ambiental

Ativacdo do sistema serotoninérgico

Condiges favoraveis de aleitamento

Pilocarpina (doses subconvulsivantes)

Trat. de ratos adultos com triptofano

Deficiéncia, na dieta, de acidos graxos essenciais
Abolicdo da funcdo ovariana (castra¢gédo) pés-natal
Dieta hiperlipidica

Trat. com o0 antagonista de opioides Naloxona
Trat. cronico com 30mg/kg/d de acido ascorbico
Trat. crénico com lectina da Canavalia ensiformis
Trat. nenonatal com taurina e alanina

Trat. tépico com glutamato monossaédico

GUEDES et al., 1989
XIMENES-DA-SILVA e GUEDES, 1991;
COSTA-CRUZ et al., 2006

GUEDES E BARRETO, 1992
GUEDES e PEREIRA-DA-SILVA, 1993
GUEDES et al., 1996

COSTA-CRUZ et al., 2006
SANTOS-MONTEIRO et al., 2000
AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006
ROCHA-DE-MELO et al., 2006
GUEDES e VASCONCELOQS, 2008
TRINDADE-FILHO et al., 2009
BORBA et al., 2010

ACCIOLY et al., 2012

GERMANO et al., 2013

GUEDES et al., 2013
MENDES-DA-SILVA et al., 2014
SOARES et al., 2014

FRANCISCO e GUEDES, 2015
VITOR-DE-LIMA et al., 2017

*Trat. = tratamento
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3 HIPOTESE

O tratamento crénico com piridoxina durante o periodo critico de
desenvolvimento do SNC causa alteracdbes na propagacdo da DAC e no

comportamento animal, ambos de maneira dose-dependentes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos eletrofisioldgicos e comportamentais da administracédo oral
de diferentes doses de piridoxina durante periodo critico de desenvolvimento
cerebral, em ratos albinos, utilizando o modelo da depressao alastrante cortical e o

teste do labirinto em cruz elevado.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar a evolugdo ponderal dos animais, como indicador dos efeitos do
tratamento com piridoxina sobre o desenvolvimento corporal,

¢ |dentificar alteragdes decorrentes do tratamento crénico com diferentes doses
de piridoxina nos parametros comportamentais (respostas sugestivas de
ansiedade) e eletrofisiolégicos (velocidade de propagagdo, amplitude e
duragéo da DAC);

e Avaliar a relagdo dose-efeito, nos tratamentos empregados, com relagdo aos

parametros estudados.
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5 METODOS

5.1 ANIMAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram executados no Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo
Naide Teodosio (LAFINNT). Os animais utilizados provieram do Biotério do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Durante a lactacdo, a mée e os filhotes (machos e fémeas; numero de filhotes
machos por ninhada entre 5 e 7) foram mantidos nas condi¢gdes padréo do biotério:
temperatura de 23°C £ 1°C; ciclo artificial claro-escuro a cada 12 horas (fase clara
iniciando-se as 6:00 horas), com livre acesso a agua e comida (ragao comercial
PRESENCE-Purina do Brasil Ltda; com 23% de proteina). As condi¢gdes descritas
acima permaneceram até o final do experimento. Os procedimentos experimentais
foram submetidos & avaliacdo e aprovacdo da Comissdo de Etica em Pesquisa com
Animais, do CB/UFPE (Processo n° 23076.044817/2017-68 — ANEXO A). O
tratamento foi realizado apenas nos filhotes machos entre o sétimo e o vigésimo-
sétimo (P7-P27) dia de vida pds-natal, diariamente, com solugdo salina (grupo
veiculo) ou cloridrato de piridoxina (®Sigma-Aldrich 298%) em trés diferentes doses
(1, 5 e 10mg/kg/dia) pela técnica de gavagem. Os filhotes constituiram cinco grupos

experimentais:

(1) Grupo Naive (sem tratamento) n= 10;

(2) Grupo Veiculo (solugéo salina) n= 11;

(3) Grupo PN1- Piridoxina de 1mg/kg n= 11;
(4) Grupo PN5- Piridoxina de 5mg/kg n= 11;
(5) Grupo PN10- Piridoxina de 10mg/kg n= 11.

A gavagem consiste na administragdo da substancia diretamente no
estbmago através de uma sonda orogastrica. As dosagens foram estimadas com
base nos valores da DRI para vitamina Bs (Tabela 1), e segundo estudos em ratos,
que utilizaram suplementagcdo com PN em doses similares as do presente trabalho
(NWEZE et al., 2012; KOBAYASHI et al., 2015). A PN foi preparada diariamente,

com base no peso diario dos animais e dissolvida em solugao salina a 0,9%, em
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seguida foi administrada em volumes de 0,5ml na primeira semana e 1ml na
segunda e terceira semanas de vida. O desmame ocorreu aos 21 dias de vida. Os
pesos corporais foram aferidos com auxilio de uma balanga eletronica (®Filizola -
capacidade de 3,0 kg e escala em divisdo de 0,5 g). Os animais tiveram os pesos
registrados diariamente durante o periodo de tratamento e no P34, P48 e P62.
Quando atingiram a idade entre P60 e P70 dias todos os grupos passaram pela
avaliagdo comportamental e, posteriormente, foi realizado o registro da DAC (P71-

P80), como ilustrado abaixo na Figura 4.

Figura 4 - Diagrama temporal dos procedimentos experimentais

Idade pés-natal em dias

60-70 71-80
Tratamento Teste Registro
comP noLCE daDAC

5.2 ANALISE COMPORTAMENTAL: LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O labirinto em cruz elevado é um teste comportamental utilizado para avaliar
comportamentos sugestivos de ansiedade. Quando os animais atingiram 60-70 dias
de vida foram colocados em um aparato elevado (65 cm acima do chdo) em forma
de cruz com dois bragos abertos (sem protecao lateral) e dois bragos fechados (com
protecao lateral), como mostra a Figura 5. Cada brago do labirinto mede 49 cm de
comprimento x 10 cm de largura.

Apods aclimatagdo com a sala de experimentos (minimo de 30 min), o animal
foi posicionado no quadrado central do labirinto (10 cm x 10 cm) com a cabecga
voltada para um brago aberto. O procedimento foi realizado sempre entre as 8:00 h e
10:00 h. Cada rato explorou livremente o aparato por 5 minutos. Apds cada teste, os
bracos e a plataforma central eram limpos com uma solugdo de etanol 70%

(dissolvido em agua destilada).
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Figura 5 - Labirinto em Cruz Elevado

| \
Fonte: Autor (GONDIM-SILVA, 2019)

A esquerda, uma vista de cima, mostrando os 4 bracos, perpendiculares dois a dois. A direita, em
maior ampliagcdo, vé-se um rato saindo de um braco fechado e olhando em diregdo a um braco aberto
do LCE.

Uma camera de video instalada no teto da sala de testes registrou a
atividade comportamental dos animais. Os videos armazenados foram analisados
posteriormente pelo programa ANY-MAZE® (versdo 4.99m). Os seguintes
parametros foram avaliados como indicadores comportamentais: numero de bolos
fecais expelidos, frequéncia de entradas e tempo gasto nos bragos abertos,
distancia total percorrida e tempo total de imobilidade.

5.3 REGISTRO DA DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

O registro da DAC ocorreu quando os animais atingiram a idade de 71 a 80
dias. No dia do registro, os animais foram anestesiados, intraperitonealmente, com
uma solugédo de 1g/kg de Uretana adicionada de 40mg/kg de Cloralose na dose de
10ml/kg de peso corporal. O animal foi colocado em decubito ventral sobre um
aquecedor elétrico regulavel para monitoramento da temperatura retal que foi
mantida em 37+1°C durante o registro. A cabec¢a do animal foi fixada a um aparelho
estereotaxico (David Kopf, USA); em seguida foi aberta a pele da cabega ao nivel da
linha média e foi exposta a calota craniana, seguindo-se a trepanacgado de trés
orificios na porgéo direita do cranio. Os orificios foram alinhados na diregao antero-

posterior, paralelos a linha média do cranio e tinham um didmetro de 2 a 4 mm. O
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primeiro orificio, situado no osso frontal, foi utilizado para estimulagéo e deflagragéo
da DAC que, ao se propagar, era registrada por eletrodos colocados nos outros dois
orificios, localizados no osso parietal. A duracdo média do registro foi de 4 horas, em
cada animal. A deflagragdo da DAC ocorreu a cada 20 minutos por meio da
aplicagcédo no orificio frontal, por 1 minuto, de uma pelota de algodao (1-2 mm de
didametro) embebida em KCl a 2% (aproximadamente 270 mMol/L).

A DAC foi registrada em dois pontos da superficie cortical parietal, através de
eletrodos impolarizaveis do tipo “Ag-AgCl”. Os eletrodos, de registro da DAC e de
referéncia comum localizado no osso nasal, estavam conectados a um sistema
digital (EMG system, Sao Paulo, Brasil) que possibilita a visualizagado do registro da
variacao lenta de voltagem (VLV) e permite o acompanhamento do fendmeno em um
monitor, € 0 armazenamento dos dados no computador. Os eletrodos consistem de
pipetas de plastico em forma de cone (5 cm de comprimento, 5 mm de didmetro na
abertura superior e 0,5 mm de didmetro interno na ponta) preenchidas com solugao
de Ringer solidificada com adi¢cao de agar a 0,5%. As pipetas sao fixadas entre si e
com distancia ja conhecida entre as suas pontas (variando entre 4 e 6 mm).

A partir do registro da DAC pelo programa Windaq (versédo 2.94) foi calculada
a velocidade de propagacéo da DAC com base no tempo gasto pelo fendmeno para
percorrer a distancia entre os dois eletrodos registradores, posicionados suavemente
sobre a dura-mater. Apos o término da sessao de registro, o animal foi sacrificado
por administracdo de dose excessiva de anestésico que induziu a parada

cardiorrespiratoria.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Através do programa “Sigmastat”, versdo 3.5, as diferencas inter-grupos
foram analisadas utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida,
quando necessario, pelo teste post hoc “Holm Sidak’. As diferengcas foram

consideradas como significantes quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 PESOS CORPORAIS

Os animais controles e tratados com PN mantiveram o crescimento ponderal
semelhante (Grafico 1). As médias dos pesos foram obtidas ao longo do periodo de
tratamento e nos dias 34, 48 e 62. Nao foram notadas diferencgas significativas entre
os grupos (p > 0,05). Igualmente, ndo foram observadas alteragdes sugestivas de
toxicidade, relacionadas ao tratamento, tais como dificuldade de deambulagdo e
sinais macroscopicos de neuropatia periférica, nos animais que receberam
diferentes doses de PN (1, 5 e 10mg/kg de peso corporal) durante o periodo de

desenvolvimento cerebral.
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Grafico 1 - Pesos corporais de ratos controles (Naive e Veiculo) e tratados com PN (1, 5 e
10mg/kg/dia). Parte A representa os dias pds-natais 7, 14, 21 de tratamento e a parte B, o peso dos
grupos na fase jovem-adulta dias 34, 48 e 62. Os dados acima sdo as médias + desvios-padrdo. O
tratamento com piridoxina n&o influenciou o peso corporal. O teste estatistico ndo indicou diferengas
significativas entre os grupos estudados (p > 0,05).

6.2 TESTE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Os animais suplementados com PN no periodo critico de desenvolvimento
ndo apresentaram mudangas comportamentais (irritabilidade, agitagéao,
agressividade) durante ou ap6és o tratamento. O Grafico 2 apresenta os parametros
avaliados no teste do labirinto em cruz elevado, que indicou comportamentos
sugestivos de ansiedade nos grupos tratados com a PN. Embora a ANOVA néo

tenha mostrado diferencas significativas entre os grupos, € possivel notar uma
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tendéncia ndo significante de comportamentos ansiogénicos (menor numero de
entradas e tempo nos bragos abertos), com efeito dependente da dose, dos animais

que receberam a PN durante o periodo critico de desenvolvimento.

Bolos fecais Distancia percorrida Tempo de Imobilidade
4 16 100
2 ’_l_‘ ’_I_‘ Es @ 50
0 0 0
Nv V 1 56 10 Nv V. 1 5 10 Nv V. 1 5 10
controles Piridoxina controles Piridoxina controles Piridoxina
(mg/kg) (mg/kg) (mgl/kg)
Entradas nos Tempo nos
bracos abertos bracos abertos
9 50
6
w25
3 ’l‘
0 0
Nv V 1 56 10 Nv V 1 56 10
controles Piridoxina controles Piridoxina
(mg/kq) (ma/kq)

Grafico 2 - LCE em ratos com 60 a 70 dias de idade. Os dados acima representam as médias +
desvios-padrdo. Os testes estatisticos ndo indicaram valores significativamente diferentes entre os
grupos controles e tratados com PN (p > 0,05).

6.3 REGISTRO DA DAC

Os registros eletrofisiolégicos tipicos da DAC, em cinco animais,
representativos dos cinco grupos deste estudo (variagdo lenta do potencial “DC”
[“direct current’]), estdo representados na Figura 6. Conforme vastamente
demonstrado em nosso laboratério (VITOR-DE-LIMA et al., 2017; CHAGAS et al.,
2018; MENDES-DA-SILVA et al., 2018), a estimulagao por 1 minuto com KCI a 2%
em um ponto do cortex frontal direito provocou uma onda Unica que se propagou

sem interrupgao e foi registrada pelos dois eletrodos localizados na superficie do
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cortex parietal. Durante a sess&o de registro de 4 horas, o aparecimento da variagéao
lenta de potencial apdés a aplicacdo do KCI confirmou a presenca da DAC. As
alteracdes eletroencefalograficas causadas pela DAC, apds alguns minutos se
recuperaram. Um intervalo de 20 minutos foi mantido entre as estimulacdes

posteriores com KCI.

Naive PN-1 mg/kg
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1
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Figura 6 - Registros eletrofisiologicos (variagdes lentas de potencial; P) da DAC representativos dos
cinco grupos de tratamento. A barra escura da escala vertical indica 20 mV para P (negativo para
cima). A barra da escala horizontal indica 5 minutos. As linhas tracejadas verticais indicam a laténcia
para a onda de DAC percorrer a distancia entre os 2 eletrodos registradores. Nos grupos tratados
com piridoxina essa laténcia foi menor quando comparados com os grupos controle (PN10<
PN5<PN1=Controles).

6.4 PARAMETROS DA DAC

A velocidade da DAC (média + desvio-padrdo em mm/min) nos grupos
controles naive e salina foram 3,38 + 0,05 e 3,38 + 0,11 mm/min, respectivamente.
Nos grupos tratados com PN, as velocidades de propagagdo da DAC eram maiores
(PN1, 3,51 £0,15; PN5, 3,91 £ 0,12 e PN10, 4,82 + 0,24 mm/min).
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A ANOVA indicou diferengas na velocidade de propagacao entre os grupos
tratados com PN (Grafico 3). Comparagbes post-hoc mostraram diferencas
significativas dos grupos PN5 e PN10 mg/kg em comparagdo com 0s animais

controles (naive e salina) e o grupo PN1 mg/kg (p < 0,05).
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Griéfico 3 - Velocidades da DAC em ratos com 71 a 80 dias de idade. Os dados acima s&o as médias
* desvios-padrdo. *= significativamente diferente dos 2 grupos controle; **= significativamente
diferente de todos os outros grupos (p < 0,05; ANOVA seguida do teste de Holm-Sidak).

As duragbes e amplitudes da variagdo lenta de potencial negativo, que é
marca registrada da DAC, sdo mostradas no Grafico 4. A média de duragédo nos
grupos controles (naive e veiculo) foi de 65,7 + 6,6 e 65,4 + 7,3 segundos. Os
grupos que receberam a PN tiveram duragées menores (PN1, 61,7 £ 4,5; PN5, 55,7
+ 6,0 e PN10, 51,1 £ 6,4 segundos) comparados aos grupos controles.

A amplitude média e desvio padrao dos grupos controles foram de 6,9 + 2,2
mV e 6,8 £ 1,7 mV (naive e veiculo). Os animais suplementados com PN tiveram
amplitudes maiores (PN1, 8,3 + 1,7 mV; PN5, 9,6 + 24 mV e PN10, 9,9+ 2,4 mV). O
teste estatistico mostrou diferengas significativas em ambos os parametros (duragéo

e amplitude) para os grupos PN5 e PN10 mg/kg (p< 0,05).
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Grafico 4 - Duragdes e amplitudes da DAC em ratos com 71 a 80 dias de idade. Os dados acima séo
as médias * desvios-padrdo. *= significativamente diferente dos 2 grupos controle; # =
significativamente diferente em comparagéo com o grupo 1mg/kg, (p < 0,05; ANOVA seguida do teste
de Holm-Sidak).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo deixa claro que alteracbes observadas nos parametros
eletrofisiolégicos (velocidade, amplitude e duragao) da DAC tiveram efeitos em longo
prazo. Como se sabe, a DAC é um fendmeno reconhecido por atuar na atividade
elétrica cortical apds injurias (KRAMER et al., 2016). Nos ratos suplementados com
PN, o efeito se fez de modo dose-dependente. Os resultados obtidos demonstram
que o tratamento crénico com PN, via gavagem, aumentou a velocidade de
propagacédo da DAC e a amplitude da sua onda negativa de variacéo lenta de
potencial, reduzindo a sua duragao. As alteracdes observadas nao tém relagdo com
0 estresse pelo uso da sonda, pois 0 grupo que recebeu apenas solugao salina

apresentou velocidade semelhante ao grupo ingénuo (nao tratado).

O tratamento com PN nao alterou o crescimento ponderal. Os pesos dos
animais tratados foram semelhantes aos grupos controles. Nossos resultados estao
de acordo com o estudo de Sullivan Jr et al. (2017), no qual as doses de 50, 100 e
200 mg/kg/dia de dihidrocloreto de piridoxamina via intraperitoneal ndo causaram
modificagdes no peso dos animais e no sistema nervoso. Entretanto doses maiores
descritas por Perry et al. (2004), causaram a redugao de 20% do peso corporal, apos

duas semanas de injegdes intraperitoneais de PN (400 mg/kg).

Nos animais tratados com PN n&o foram percebidas mudancas
comportamentais (irritabilidade, agitacdo, agressividade) durante ou apdés o
tratamento. Os resultados dos testes no LCE indicaram apenas uma tendéncia de
comportamentos ansiogénicos, mas que n&o atingiu significancia estatistica.
Abraham et al. (2010), em estudos comportamentais utilizando o LCE, de forma
similar a este estudo mostraram, em ratos tornados diabéticos pela estreptozotocina,
que as alteragdes no sistema de transmissao serotoninérgica modulam diretamente
a suscetibilidade ao estresse tornando os animais ansiosos e com perfil depressivo.
Esses comportamentos eram corrigidos pela terapia com PN (100 mg/kg), seja
quando administrada isolada ou em combinagao com insulina e Aegle marmelose,
desempenhando assim um papel funcional através da regulagdo dos receptores
serotoninérgicos no hipocampo. Contrariamente, aplicagdes intraperitoneais de
doses toxicas (400mg/kg/dia) de PN em ratos provocaram alteragdes
comportamentais evidenciadas por aumento na instabilidade postural, vocalizagao e
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agressividade com os animais que compartilhavam a mesma gaiola (PERRY et al.,
2004).

No presente trabalho, a suplementacdo com PN foi realizada nos animais
durante o periodo critico de desenvolvimento cerebral. Conforme observado através
dos experimentos realizados, pode-se sugerir que os efeitos eletrofisioldgicos da PN
sobre o cérebro em desenvolvimento tenham sido mantidos até a fase adulta. Como
o teste de ansiedade nao revelou diferengas significativas de comportamentos
ansiogénicos nos animais tratados, pode-se postular um efeito neuroprotetor da PN
(doses <10 mg/kg/dia) sobre o desenvolvimento comportamental de ratos que
precisa ser melhor avaliado. Com relagdo ao desempenho cognitivo a PN melhora
significativamente o reconhecimento de novos objetos e a neurogénese hipocampal
em ratos adultos jovens e idosos (YOO et al.,, 2011), reduzindo a expressao de
CRIP1a no hipocampo (JUNG et al., 2017). Em humanos, os dados da literatura
apresentam controvérsia. De acordo com Jannusch et al. (2017), estudos anteriores
em populacdes de idosos observaram os efeitos da vitamina Bs sobre a cognicao e
identificaram que a suplementacao foi capaz de preservar a substancia cinzenta de
pacientes com comprometimento cognitivo leve e Doenga de Alzheimer. No entanto,
conforme metanalises, a suplementagédo de vitaminas do complexo B (acido fdlico,
Bs e B12) em pessoas idosas n&o teria impacto positivo sobre a fungdo cognitiva
global ou no envelhecimento cognitivo (FORBES et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

Estudos tém relacionado a suplementacdgo de PN com sintomas
comportamentais. Segundo Yarlagadda e Clayton (2007), suplementos vitaminicos
de PN, em doses equivalentes ou superiores as recomendagdes conhecidas,
manteriam os niveis adequados de cofatores podendo prevenir, retardar ou atenuar
o inicio ou a gravidade de sintomas psiquiatricos. A suplementacdo em altas doses
de PN, isolada ou combinada com sais de magnésio, séo utilizadas desde a década
de 1950 de modo experimental no tratamento do autismo (BENDER, 2011). Em
conformidade com o exposto e apds pesquisas, Adams (2015) desenvolveu um
suplemento vitaminico/mineral, chamado ANRC Essentials, que é distribuido para
individuos com autismo e contém mais de 30 ingredientes em doses acima da dose
diaria recomendada de vitaminas do complexo B, com destaque para PN (20mg),
biotina, folato, C, D e K, que tem efeitos significativos na melhoria de muitos

problemas nutricionais e metabdlicos.
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Em mulheres sao utilizadas terapias com suplementacido de vitamina Bs
durante a fase menstrual para alivio dos sintomas da TPM (enxaqueca e alteragbes
de humor) desencadeados pela diminuigdo dos niveis de estrogénio. A
suplementagao diaria, a longo prazo e em altas doses, com acido félico (2,5 mg/dia),
vitamina Be (560 mg/dia) e vitamina B12 (1 mg/dia) ndo reduziu o risco global de
depressao em mulheres idosas (OKEREKE et al., 2015). Segundo Miya Shaik et al.
(2014), a PLP em altas concentragbes intracelulares pode reduzir os efeitos
biolégicos do estrogénio através da diminuigdo significativa na resposta de
transcricdo do gene quando o estrogénio se liga ao seu receptor. A relagao entre as
enxaquecas menstruais e nutrientes relacionados a sua modulacdo € uma
interessante area de investigacdo, tendo em vista que o estrogénio € capaz de
diminuir a resposta contratil vascular cerebral a serotonina, através da inibigdo do
influxo de calcio por meio de canais de calcio dependentes de voltagem (MIYA
SHAIK et al., 2014).

O nivel de vitamina Bs no SN contribui fundamentalmente para o equilibrio
entre o0s seus estados excitatéorios e inibitorios (DAKSHINAMURTI e
DAKSHINAMURTI, 2015). Embora os niveis cerebrais de PN ndo tenham sido
monitorados no presente estudo, consideramos plausivel a hipotese de que o
tratamento crénico, realizado durante 21 dias, pode ter causado um aumento das
concentracbes de piridoxina, em longo prazo, em algumas areas do ceérebro. A
suplementagao com PN associada ao acido félico em portadores de enxaqueca com
aura, doenga com mecanismos similares a DAC, alterou as caracteristicas dos
ataques de enxaqueca (ASKARI et al., 2017). Esses autores atribuiram a ingestao
de PN (80mg/d) e do acido félico (5mg/d) a diminuicao significativa na gravidade da
dor de cabega, frequéncia de ataque, e sua duragado. A acado neuroprotetora da PN é
fundamentada pela sua funcdo como cofator para diversos neurotransmissores, a
exemplo da sintese do GABA e serotonina. A piridoxina age sobre os niveis das
enzimas acido glutamico descarboxilase 65 (GAD) e L- aminoacido aromatico
descarboxilase (5-HTP descarboxilase), e na forma PLP parece reduzir o glutamato
intracelular (DAKSHINAMURTI e DAKSHINAMURTI, 2015).

Considerando que em roedores os processos de neurogénese, gliogénese,
sinaptogénese e mielinizag&o iniciam no periodo embrionario, por volta do dia 10, e
se estende até a terceira semana pos-natal (KHALAF-NAZZAL e FRANCIS, 2013),
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acreditamos que, neste estudo, apdés a suplementacdo com PN ocorreram
mudanc¢as no desenvolvimento cerebral dos ratos Wistar e que estas tém relagao
direta com a modulagao da propagacao da DAC. Esse efeito facilitador da PN sobre
a DAC ¢é similar ao encontrado por Vitor-de-Lima et al. (2017), em estudo
eletrofisiolégico com administracdo nenonatal em ratos de glutamato monossédico
por gavagem. Esse tratamento produziu alteragdes na atividade neural facilitando a
propagacado da DAC. A partir de um estimulo nocivo ou patolégico, o glutamato,
quando em excesso, ativa canais de calcio e sddio, com destaque para o receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA), criando entradas para o influxo de grandes cations, e
consequentemente a perda do potencial da membrana neuronal (KRAMER et al.,
2016).

De acordo com Yang e Wang (2009), a piridoxina tem efeitos protetores contra
a excitotoxicidade induzida pelos altos niveis de glutamato a nivel pré-sinaptico
decorrentes de processos neuropatologicos agudos (acidente vascular cerebral,
convulsdes epilépticas, lesbes traumaticas no cérebro e na medula espinhal) e
desordens cerebrais cronicas (doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, e
esclerose lateral amiotrdfica). Os referidos autores avaliaram com um modelo de
sinaptossomas o mecanismo de inibicdo da liberagdo do glutamato induzida por 4-
aminopiridina (4-AP) atribuida ao tratamento com PN. Eles demostraram que a
liberagéo do glutamato foi inibida através da reducgao do influxo de Ca?* que também
foi observado no influxo de Ca?* induzido pelo KCI- (YANG e WANG, 2009). A
atividade neuroprotetora da piridoxina é significativa, Dakshinamurti e Dakshinamurti
(2015) corroboram a hipotese acima descrita, sobre o efeito inibitério da PLP no
transporte de calcio e afirmam que esse composto tem acdao em ambos os canais
agindo como um antagonista do canal de Ca?*-tipo-L mediado por voltagem, e do

influxo de Ca?* intracelular mediado pelo receptor purinérgico via ATP.

Com base nas andlises eletrofisioldgicas realizadas observamos mudangas
nos parametros (velocidade, amplitude e duragdao) da DAC. Logo, podemos supor
que o efeito neuroprotetor do tratamento com a PN, associado a algumas patologias
cerebrais, ndo ocorreu na idade adulta com relagdo ao fendmeno da DAC. Esses
achados nos sugerem que o mecanismo de agao da piridoxina sobre os fenébmenos
cerebrais dependentes de excitabilidade pode ser proveniente de outras vias. A

vitamina Bes € seus vitdmeros contém propriedades antioxidantes similares as da
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vitamina C e dos tocoferdis, especialmente a PN que apresenta um elevado nivel de
neutralizagdo de radicais hidroxila (EHRENSHAFT et al., 1999; DAKSHINAMURTI e
DAKSHINAMURTI, 2015). Estudo in vitro mostrou que a suplementagédo de PN e PM
inibiu, em células vermelhas, a producédo de radicais superoxidos, a peroxidagao
lipidica e glicosilagdo de proteinas e aumento da atividade (Na* e K*) -ATPase
induzida pela hiperglicemia (EHRENSHAFT et al., 1999; JAIN e LIM, 2001).

A piridoxina € um nutriente neuroprotetor, pois participa da sintese do principal
neurotransmissor inibitério, 0 GABA. No entanto, em contraposicdo a essa ideia,
postulamos que a administragéo inicial da PN em doses elevadas (5 e 10 mg/kg/d)
provocou, no cérebro em desenvolvimento, um efeito pré-oxidante duradouro com
relacdo a propagacao da DAC. O aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio pode resultar na deflagracdo da DAC in vivo (EL-BACHA et al., 1998).
Nossos dados estdo em consonancia com os de Mendes-da-Silva e colaboradores
(2014), que ap6s administrar altas doses de acido ascorbico (60 mg/kg/dia e 120
mg/kg/dia) em ratos nutridos e desnutridos observou um efeito pro-oxidante
expresso por uma maior velocidade da DAC e pelos niveis aumentados de
malondialdeido em comparagdo com os grupos controles correspondentes. No
presente estudo, as doses de PN nd&o promoveram sinais de toxicidade, nao
observamos dificuldade de deambulagdo e nem sinais macroscépicos de neuropatia
periférica nos animais. No entanto, as nossas analises eletrofisioldgicas suportam
nossa sugestao de que a PN foi capaz de causar alteragdes no sistema nervoso, até

a fase adulta.

ConcentracBes elevadas da vitamina Be aplicadas no cérebro de ratos
desencadeiam crises convulsivas (VERESOVA et al., 1998), que podem ser
acompanhadas de alteragcbes eletrofisiolégicas e mecanismos similares ao
fendbmeno da DAC (KRAMER et al., 2016). De acordo com Ebadi (1981), as
concentracdes da PLP em estado de equilibrio sdo essenciais para a manutengao
da integridade da atividade elétrica cerebral e podem ser modificadas em condigées
de deficiéncia ou excesso de vitamina Bs. Tendo em vista que a PLP controla a
atividade da glutamato descarboxilase (GAD), e esta através da sintese de GABA
influencia excitabilidade do SNC, este autor investigou seus efeitos sobre o
neurotransmissor GABA apds injecao intra-cerebroventricular de PLP (0,125
pmol/rato), que desencadeou ataques epilépticos. Doses maiores (25 pmol/rato)
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produziram convulsdes mais rapidas e longas, enquanto as doses menores e 0s
derivados da vitamina Be (PN, PNP, PM, PMP e &acido piridéxico) ndo causaram
convulsdes (EBADI, 1981). Os mecanismos pelos quais a PLP induziu as
convulsdes podem resultar de alteragdes na sintese e metabolismo do GABA,
captacdo pelos terminais nervosos e ligagdo do GABA aos seus sitios de
reconhecimento (COBURN, 2015). Estudo in vitro indicou que a toxicidade da PN é
causada pela competigdo com a PLP resultando na inibigdo de enzimas
dependentes da vitamina Be (VROLIJK et al., 2017).

A suplementacdo com PN é utilizada no tratamento de convulsdes infantis
para atenuar crises em casos de epilepsia induzida por isoniazida, mutagdo no gene
ALDH7A1 ou epilepsia dependente de piridoxina (PDE), condicdo esta que
representa um disturbio neurometabdlico raro com heranga autossémica recessiva
caracterizado por uma combinagao de varios tipos de convulsdes. Essas doencas
nao respondem a terapia anticonvulsivante convencional, e o tratamento consiste
em monoterapia com PN, principal cofator para a conversao enzimatica do
neurotransmissor glutamato em GABA (HAIDAR et al., 2018).

De acordo com Prado e Dewey (2014), os efeitos da suplementagdo de
nutrientes sobre o desenvolvimento cerebral dependem do estado nutricional inicial.
Acreditamos que os animais do presente estudo possuiam altos niveis da vitamina
Bs, pois além de terem recebido suplementacdo de PN via gavagem, suas maes
recebiam uma dieta-padrdao com quantidades adequadas desse nutriente, conforme
preconizado pelo American Institute of Nutrition (AIN-1997). Estudos observacionais
demonstraram associag¢des entre o desenvolvimento infantil e a ingestdo materna de
vitamina Be durante a gravidez e a lactacdo (MCCULLOUGH et al., 2016, ALMEIDA
et al., 2016).

A utilizagdo de suplementos com altas dosagens de PN prontamente
acessiveis a populacao pode oferecer riscos a saude, principalmente em criancas. A
elevacdo dos niveis sanguineos de Bs pela ingestdo de suplementos em altas doses
(>50 mg/dia) e de uso prolongado pode causar neuropatias e alteragbes no
funcionamento do SN, apesar de na literatura também existirem casos em que os
pacientes submetidos a suplementacéo crbnica de vitamina Bs ndo desenvolveram
neuropatia (VAN HUNSEL et al., 2018). No presente estudo, administramos trés

diferentes doses de PN, por via oral, sendo sua absorgao pelo trato digestivo mais
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fisiologica. Nesse aspecto, este trabalho difere dos estudos ja descritos na literatura,
que utilizaram doses unicas bem maiores e outras vias de administragdo. Em
humanos, uma revisio recente sobre estudos com PN ndo encontrou nenhum relato
da administac&o de PN diretamente em neonatos (FALSAPERLA et al., 2017).

Os resultados da literatura ilustram a importancia de investigagdes que
permitam a compreensao dos mecanismos moleculares que envolvem os nutrientes,
seus efeitos sobre a neurogénese e a plasticidade cerebral para uma adequada
aplicacdo, seja em condi¢cdes de saude ou doenga (PARLETTA et al., 2013). Assim,
consideramos que uma nutricdo adequada € indispensavel para a formacao e
desenvolvimento do cérebro durante o periodo critico, e que a suplementacgio
nutricional pode afetar de modo positivo também o desenvolvimento das habilidades
cognitivas e motoras ao longo da infancia e na idade adulta (PRADO e DEWEY,
2014). A suplementagdo com PN é considerada benéfica, pois € capaz de tratar
varios disturbios do sistema nervoso periférico. Contudo, a ingestdo excessiva de PN
pode ter efeitos toxicos que dependem tanto da dose como da duragao da ingestao
(GHAVANINI e KIMPINSKI, 2014).
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8 CONCLUSAO

Considerando que o tratamento com piridoxina facilitou a DAC, sugerimos que
essa vitamina, nas doses em que foi utilizada e quando administrada por longo
tempo durante a fase de desenvolvimento cerebral, poderia ter uma agao pro-
oxidante, a semelhanga com o0 que observamos em ratos tratados com doses
elevadas de vitamina C (MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Ndo sabemos se, e como,
esse efeito pode ser extrapolado do rato para o cérebro humano. Recentemente,
tem sido descritas evidéncias, em seres humanos, em favor da nossa sugestédo
(VAN HUNSEL et al.,, 2018). Essas evidéncias demonstram a necessidade de
cautela com relacdo as doses de PN usadas para fins terapéuticos em organismos
em desenvolvimento. Inexistem dados na literatura sobre a relagédo da PN e a DAC,
0 que torna o presente trabalho pioneiro. E importante que mais estudos sejam
realizados para melhor entendimento da relagéo entre a vitamina Be € 0s processos
de neurodesenvolvimento, bem como o0s processos associados ao bom

funcionamento eletrofisiolégico do cérebro.

8.1 PERSPECTIVAS

Para a continuacgao desta linha de pesquisa, sugere-se, como perspectivas:

1- Analisar outros parametros comportamentais envolvendo aprendizagem e
memoria;

2- Avaliar a funcao antioxidante da piridoxina;

3- Avaliar os correlatos estruturais do tratamento com piridoxina, analisando o

padrao histolégico/imunohistoquimico cerebral.
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