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Resumo

O fenbmeno da depressao alastrante cortical (DAC) é influenciado por alteracbes da
excitabilidade do cérebro, e tem sido utilizado como modelo para o estudo dessa
excitabilidade. Ap6s a ocorréncia da DAC, tem sido encontrado um aumento na
atividade elétrica neural e sinaptica. Isto poderia sugerir uma relacdo entre a DAC e 0
fendmeno neural conhecido como LTP (do inglés “Long-term potentiation”). A LTP
corresponde a um aumento persistente na atividade sinaptica (plasticidade neuronal) que
tem sido associado com aprendizagem e memoria (IZQUIERDO, 2008). O objetivo foi
investigar em ratos adultos (90-120 dias) nutridos e desnutridos se a presenca da DAC
potencia a atividade elétrica espontnea e evocada do cortex cerebral. Ratos Wistar
machos, nutridos (N- amamentados em ninhadas de 6 filhotes; n=10), desnutridos no
aleitamento (D - amamentados em ninhadas de 12 filhotes; n=10) e com restrigdo
alimentar na vida adulta (RA - receberam 70% da dieta consumida por animais nutridos;
n=7), foram anestesiados e submetidos ao registro “basal” da atividade elétrica cortical
espontanea (ECoG), na regido parietal direita, em dois pontos denominados “anterior”
(a) e “posterior” (p), durante 2h. Apds este periodo, a DAC passou a ser deflagrada, a
cada 20min, com KCI a 2% e o ECoG, bem como a variacdo lenta de voltagem que
acompanha a DAC, foram registrados por mais 2h. Em cada hora do registro, amostras
de aproximadamente 10 minutos dos registros em papel foram digitalizadas e analisadas
por meio de um algoritmo especifico e as amplitudes do ECoG foram convertidas em
unidades relativas. Em comparacdo com os valores basais, as amplitudes no periodo
com DAC aumentaram significantemente (p<0,05) no ponto a, nos trés grupos
(aumentos de 13% a 23%). No ponto p, o aumento da amplitude (de 22%) foi
significante apenas no grupo D. Um quarto grupo, no qual ndo se provocou a DAC,
apresentou amplitudes semelhantes durante as 4 horas do registro. A resposta cortical
evocada por estimulacdo elétrica trans-calosa também apresentou um aumento de 20 e
40% (nos grupos N e D, respectivamente), apds a DAC, em relacdo aos valores basais.
Os resultados: (1) reforcam a hipotese de que no rato a DAC potencia a atividade
elétrica cortical espontanea ¢ evocada “in vivo ”, sugerindo efeito semelhante a LTP; (2)
indicam a existéncia de diferencas regionais no tecido cortical, quanto a esse efeito; (3)
sugerem que essa potenciacao é modulada pelo estado nutricional.

Palavras chave: Depressao alastrante cortical, Desnutricdo, Excitabilidade cerebral,
Potenciagéo de longa duracéo.




Abstract

The phenomenon of cortical spreading depression (CSD) is influenced by changes in
brain excitability, and has been used as a model for excitability studies. After the
occurrence of CSD, an enhancement in neural and synaptic activities has been found.
This could suggest a relationship between CSD and the phenomenon known as neuronal
LTP, Long-term potentiation. LTP represents a persistent increase in synaptic activity
(neural plasticity) that has been associated with learning and memory (Izquierdo, 2008).
The aim of this work was to investigate in adult rats (90-120 days), well-nourished and
malnourished, whether the presence of CSD potentiates the spontaneous and evoked
electrical activity in the cerebral cortex. Male Wistar rats were suckled in litters of six or
twelve pups (respectively W and M groups; n= 10 in each group). A third group in the
w-condition was submitted to food restriction at adulthood for 21 days (starting at
postnatal day 70; FR group; n=7). At 90-120days, the animals of the three groups were
anesthetized and submitted to a baseline ECoG recording for 2h, followed by 2
additional h in which CSD was elicited every 20 min. CSD was recorded at two parietal
points, called anterior (a) and posterior (p). Compared with the baseline values, the
amplitudes in the CSD period increased significantly (p <0.05) at the point a in the three
groups (increases of 13% to 23%). At the point p, the increase in amplitude (22%) was
significant only in group M. A fourth control group (5 rats in the W condition), which
was not submitted to CSD, showed similar amplitudes during the 4 hours of recording.
Transcallosal electrically evoked cortical responses also presented a post-CSD 20% and
40% amplitude increases in the W- and M-rats, respectively. The results: (1) support the
hypothesis that in the rat CSD potentiates the spontaneous and evoked brain electrical
activity in vivo, suggesting a LTP-like effect, (2) indicate the existence of regional
differences in cortical tissue, concerning this effect; (3) suggest that this potentiation is
modulated by the nutritional status.

Keywords: Cortical spreading depression, Malnutrition, Cerebral excitability, Long-
term potentiation.
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1.0 APRESENTACAO

A deficiéncia de um ou mais nutrientes na dieta pode, sem duvida, perturbar a
organizacdo bioquimica e morfoldgica do cérebro, e isto é geralmente acompanhado de
repercussdes na sua funcdo (GUEDES, 2005). Sob essas condigcbes, a atividade
eletrofisiologica 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 ainda afeta um ndmero impressionante
de criancas e isso tem influenciado o Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide
Teodbsio (LAFINNT), do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) /UFPE, onde este trabalho cientifico foi desenvolvido, em investigar em animais
de laboratdrio, os efeitos da desnutricdo precoce no sistema nervoso central adulto, bem
como as suas repercussdes na atividade elétrica cerebral, utizando para isto 0 modelo
experimental conhecido como depressdo alastrante cortical (DAC).

A potenciacdo de longa duracdo (LTP) é um fendmeno neural que foi observado
inicialmente no hipocampo e corresponde a um aumento persistente na intensidade
sinaptica (plasticidade neuronal) associado com aprendizagem e memoria
(IZQUIERDO, 2008; MALENKA, 2003).

A DAC é outro fendmeno neural que esta relacionado com a excitabilidade do
cérebro; foi experimentalmente descrito pelo neurocientista brasileiro Aristides
Azevedo Pacheco Le&o. Em seu estudo inicial (LEAO, 1944), ele ja tinha observado a
existéncia de ondas “anormais” no registro eletroencefalografico, apos a evocagdo 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 relagéo entre a DAC e a LTP.

Embora alguns trabalhos tenham demonstrado que o fenémeno da DAC pode
induzir um efeito semelhante & LTP in vitro, ainda s&o raros os estudos in vivo sobre
esse tema. Por essas razdes, considera-se importante a presente investigacao, para tentar
determinar se esse efeito, associado a DAC, pode ser também observado em mamiferos
in vivo. Neste caso, tal efeito poderia ser influenciado pelo estado nutricional do
organismo. Sabe-se que a desnutricdo no inicio da vida pode reduzir o nimero de

células do cérebro e as suas conexdes, tanto em animais de laboratério como em
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humanos, com repercussOes eletrofisioldgicas duradouras (GUEDES, 2005;
MORGANE et al., 1978). No entanto, pouco se sabe acerca dos efeitos neurais da
restricdo alimentar, quando esta incide na vida adulta.

Os resultados da presente investigacdo estdo contidos em um artigo original
intitulado Increased cortical excitability after spreading depression in well-nourished
and malnourished rats: in vivo spontaneous and evoked potential analysis, o qual foi
submetido a publicagdo na revista Experimental Neurology, esta é classificada como
qualis internacional Al pela Capes, com fator de impacto de 3,194 e divulga artigos na
area de Neurociéncias, com destaque para o desenvolvimento neural, regeneracdo e
plasticidade (ANEXO A). Este artigo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos
da DAC, em potenciar a atividade eletrocorticografica espontanea e evocada, em ratos
adultos previamente submetidos a condic¢des nutricionais favoraveis ou desfavoraveis de
lactacdo, bem com em animais expostos a um periodo de restricdo alimentar, na vida

adulta.
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2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nutrigéo e Fungdes Neurais

O estado de nutricdo de um organismo expressa a disponibilidade e o
aproveitamento metabdlico de energia e nutrientes no nivel de suas células e tecidos.
Trata-se de uma condicéo resultante de duas grandes vertentes: o consumo de alimentos,
por um lado, e a sua utilizacéo bioldgica, por outro (BEGHIN, 1990).

A desnutricdo ou, mais corretamente, as deficiéncias nutricionais — porque sdo
varias as modalidades de desnutricdo — sdo condi¢des que decorrem do aporte alimentar
insuficiente em energia e nutrientes ou, ainda, com alguma frequéncia, do inadequado
aproveitamento biologico dos alimentos ingeridos. Geralmente, esse aproveitamento
inadequado é motivado pela presenca de outras doencas, em particular doencas
infecciosas (MONTEIRO, 2003).

A desnutricdo, principalmente em paises em desenvolvimento, ainda se constitui
em um grave problema social. Apesar dos avangos alcancados na reducdo da
prevaléncia desse problema, estima-se que cerca de 55% das mortes infantis nos paises
em desenvolvimento estdo ligadas a desnutricdo (PNAN, 2003). Quando incide em
criangas, torna-se um problema de salde publica, seja isolada ou associada a outros
fatores que aumentam a morbimortalidade (WARTELOW, 1997).

Cada sistema que integra o organismo necessita de tipos diferentes de nutrientes,
com funcgdes especificas, sendo necesséria uma dieta variada, equilibrada e harménica
para que o0 organismo obtenha um bom funcionamento. Isto ndo é diferente para o
sistema nervoso. A comunicacdo neuronal, através da sintese de neurotransmissores,
requer elementos provenientes dos alimentos (MAIA & SANTQOS, 2006).

A deficiéncia nutricional ¢ mais nociva no inicio da vida, principalmente em
relacdo ao sistema nervoso. Isto porque é neste periodo que os érgdos desse sistema
estdo crescendo e se desenvolvendo por meio dos processos de hiperplasia, hipertrofia e
mielinizacdo. Além disso, nessa fase os requerimentos nutricionais sdo maiores. A esse
periodo de desenvolvimento e crescimento rapidos do sistema nervoso denomina-se
periodo critico ou de maior vulnerabilidade a vérios tipos de agressées, como a
desnutricdo (DOBBING & SMART, 1974). Nessa fase ocorre também um rapido
aumento do peso cerebral em decorréncia do auge da neurogénese, gliogénese e

migracdo neuronal. Conforme a espécie de mamifero, o periodo critico ocorre em
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épocas distintas. Assim, nos seres humanos inicia-se no periodo pré-natal (Gltimo
trimestre de gestacdo) e vai até os primeiros anos de vida pés-natal (2-4 anos); j& no rato
coincide com o periodo de aleitamento, isto €, as trés primeiras semanas de vida pés-
natal (SCRIMSHAW & 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
0rgdo, na época em que ocorre a desnutricdo (BALLABRIGA, 1989; MORGANE et al,
1978).

A desnutricdo durante o periodo de desenvolvimento pode acarretar certas
mudancas como: alteracdo da atividade enzimatica, maior densidade de empacotamento
celular, diminuicdo do nimero de células e de lipidios, com prejuizo a mielinizacdo —
(DOBBING, 1970; KRIGMAN & HOGAN, 1976; DOBBING & SMART, 1974).

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

Segundo Morgane et al (1993), as estruturas mais prejudicadas pela desnutricdo
durante o periodo de desenvolvimento cerebral sdo o bulbo olfatério, o hipocampo e o
cerebelo. Essas areas terminam sua formacdo logo ap6s o nascimento, e estariam mais
susceptiveis aos danos provocados pelos agravos nutricionais durante este periodo. O
hipocampo corresponde a uma area do encéfalo que é especialmente importante na
evocacdo e/ou formacdo de algumas formas de memoria. Sendo esta regido a area onde
a Potenciacdo de Longa Duracgdo, objeto de interesse para o nosso estudo, € mais
documentada (PURVES et al, 2005).

Os processos de aprendizagem e memoria sdo dependentes de numerosas
interacdes de neurotransmissores que derivam de sistemas bioquimicos e metabdlicos
em varias partes do cérebro (MORGANE et al, 1993). Mudancas neuroanatémicas,
neuroquimicas e comportamentais podem ser provocadas por alteragdes nutricionais,
acabando por repercutir na capacidade cognitiva, de memoria e motivacédo do individuo
(BARRET & RADKE-YARROW, 1985; HACK et al., 1991; RANADE et al., 2008;
STRUPP & LEVITSKY, 1995).

Dentre os modelos experimentais para se provocar a desnutri¢cdo, a técnica de
manipulagdo do tamanho das ninhadas vem se mostrando eficaz, sendo o método

utilizado no presente trabalho. Rocha-de-Melo et al (2006) relatam que esta técnica
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induz a desnutricdo pelo aumento do numero de filhotes que serdo amamentados por
uma Unica mée. Morgane et al (1978) afirmam que neste caso a qualidade do leite €
mantida, havendo prejuizo na quantidade ofertada a cada filhote, acarretando a

deficiéncia nutricional.

O ponto final do desenvolvimento do sistema nervoso, isto €, quando o mesmo
torna-se definitivamente adulto, é dificil de ser determinado. Isto porque o sistema
continua a se transformar, embora em uma velocidade menor durante a vida adulta.
Durante anos, acreditou-se que o0 sistema nervoso nao apresentaria a mesma capacidade
regenerativa dos demais tecidos, porque 0s neurbnios tornar-se-iam incapazes de
regenerar. Na verdade, a maioria dos neurdnios adultos mostra-se incapaz de proliferar.
No entanto, constatou-se que o sistema nervoso de animais adultos apresenta células-
tronco, em locais estratégicos, capazes de proliferar e gerar novos neurénios (LENT,
2004).

Se introduzirmos ao estudo do sistema nervoso a variavel tempo, podemos
formular algumas questdes. Apesar da maioria das células neurais ndo conseguirem
proliferar na vida adulta, alguns processos continuam ocorrendo. Entdo, considera-se
também interessante investigar se o estado nutricional deficiente na vida adulta
acarretaria prejuizos nos fendmenos eletrofisioldgicos aqui estudados, bem como se este

ocorreria na mesma intensidade que ocorre no inicio da vida.

2.2 Nutricdo e Depresséo Alastrante Cortical

O fendémeno conhecido como “depressao alastrante cortical” (DAC) foi descrito
pela primeira vez por Ledo (1944), quando realizava estudos sobre a epilepsia
experimental, na superficie do cértex cerebral de coelhos anestesiados. Ledo observou
que estimulos elétricos, quimicos ou mecanicos provocam uma resposta do coOrtex
cerebral caracterizada por acentuada depressdo da atividade elétrica espontanea e
evocada do ponto cortical estimulado. Esta depressdo durava alguns minutos e se
propagava de forma concéntrica por todo o cértex, em 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 dez a quinze minutos todo o tecido cortical
acha-se recuperado (GUEDES et al., 2004).
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Na regido cortical invadida pela DAC observa-se o0 surgimento de uma variacéo
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 variacdo 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 1).

Quanto a sua ocorréncia, a DAC tem sido demonstrada ndo s6 em cortex cerebral
de mamiferos, incluindo o homem, como também em aves, répteis e anfibios. O
fendmeno ja foi evidenciado em varias estruturas do SNC (Sistema Nervoso Central)
como ndcleo caudado, tubérculo quadrigémio, bulbo olfatorio, cortex cerebelar e teto
Optico (BERGER et al., 2008; FIFKOVA et al., 1961; GORJI & SPERCKMANN,
2004; GUEDES et al., 2005; LEAO & MARTINS FERREIRA, 1958, 1961).

A criacdo de situacBes experimentais que possam vencer ou reforcar a oposicdo
natural do tecido a DAC pode oferecer dados de muita valia para a compreensao deste
insdlito fendbmeno, cuja importancia clinica reside no fato do mesmo estar relacionado a
trés doencas neuroldgicas humanas: epilepsia, enxaqueca e isquemia cerebral. Isto é
verdadeiro, inclusive, no que se refere ao aumento, p6s-DAC, da atividade elétrica do
tecido neural, semelhante a potenciacdo de longa duragdo (LTP; do inglés “long term
potentiation”). Nosso laboratdrio tem demonstrado que algumas condi¢des de interesse
clinico podem aumentar a susceptibilidade cortical ao fendmeno da DAC, na qual a
velocidade de propagacdo torna-se maior. Dentre essas condicdes, tém-se a reducdo da
concentracdo extracelular de cloreto (GUEDES & do CARMO, 1980), a desnutricdo
(GUEDES et al., 1987; ROCHA-DE-MELO & GUEDES, 1997), a hipoglicemia
(COSTA CRUZ & GUEDES, 2001; XIMENES-DA-SILVA & GUEDES, 1991), o
consumo de etanol (GUEDES & FRADE, 1993) o hipertiroidismo (SANTQOS, 2000),
bem como a deaferentacdo sensorial (TENORIO et al., 2009), o tratamento com L-
arginina (MAIA et al., 2009), com L-glutamina (LIMA et al., 2009) e com dipirona
(AMARAL et al., 2009).

Por outro lado, hd outras situaces em que a velocidade de propagacdo do
fendbmeno torna-se menor como no envelhecimento (GUEDES et al., 1996),
hiperglicemia (COSTA-CRUZ et al., 2006; XIMENES-DA-SILVA & GUEDES, 1991),
a facilitacio da atividade serotoninérgica (AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006;
GUEDES et al., 2002), o uso de anestésicos (GUEDES & BARRETO, 1992) e a
estimulagdo elétrica periférica (DO MONTE-SILVA et al., 2007).
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Figura 1- A direita, esquema ilustrando a seqiiéncia de eventos (numerados de 1 a 6) que ocorrem
durante a depressdo alastrante cortical (DAC) da atividade elétrica, no cortex cerebral de um coelho
anestesiado (esquema adaptado de uma ilustracdo original do professor Hiss Martins-Ferreira). No
momento 1, um ponto cortical (X) foi estimulado, iniciando a DAC. A sua propagacdo, concéntrica, esta
ilustrada nas etapas de 2 a 4, nas quais as area escuras representam por¢des do tecido cortical invadidas
pela DAC e as areas quadriculadas indicam regides que ja sofreram a DAC e agora estdo se recuperando
do fendmeno (&reas refratarias a uma nova estimulagdo). Nas etapas 5 e 6 observa-se que a recuperagéo
também se da de forma concéntrica, sendo o ponto onde a DAC se originou 0 primeiro a se recuperar
totalmente (areas claras) Finalmente, todo o tecido se recupera, retornando a condigéo inicial (etapa 1). A
esquerda, mostram-se o eletrocorticograma (ECoG) e a variacdo lenta de voltagem (VLV), registrados
simultaneamente em um ponto cortical, durante a DAC (registro obtido em nosso laboratdrio). Esta foi
deflagrada pela estimulacéo quimica (KCI a 2%), aplicada, durante 1 min, a um ponto cortical situado a
cerca de 8 mm do local do registro, no periodo assinalado pelas setas (Estim). Nota-se, no ECoG, a
redugdo da amplitude das ondas eletrogréaficas, no momento em que ocorre a VLV, caracteristica da
DAC. A depressdo do ECoG recupera-se totalmente ap6s cerca de 3 minutos (Adaptado de GUEDES,
2005).

A atividade elétrica cortical epileptiforme associada a DAC, mostra um aumento
da excitabilidade neural e da atividade sindptica evidenciadas pelo aumento da
amplitude do ECoG (LEAO, 1944). Isto poderia sugerir uma relacio entre a DAC e a

LTP, a luz das evidéncias apresentadas a seguir.

2.3 Depressao alastrante e “potenciacio de longa durac¢io” (LTP)

A LTP corresponde a um aumento de respostas pds-sinapticas, aumento este que

pode durar horas, dias ou semanas apds a breve estimulagdo repetitiva de aferentes pré-
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sinapticos. Ou seja, € um aumento persistente na intensidade sinaptica (plasticidade
neuronal) associado com aprendizagem e memoria (IZQUIERDO, 2008).

A LTP no hipocampo tem sido reconhecida como um modelo muito utilizado em
estudos de plasticidade sinaptica no cérebro de mamiferos. Apesar dos progressos
realizados, para elucidar seus mecanismos de inducdo e expressdo, os fatores
responsaveis pelo aumento prolongado da eficacia sinéptica ainda permanecem por
serem desvendados (ANWYL, 2009).

Esse realce da eficacia sindptica é classicamente induzido por uma breve
estimulacdo elétrica de alta freqtiéncia in vivo e in vitro, mas pode ser também induzida
por uma breve exposi¢do ao KCl — o que desencadeia a DAC (GHADIRI et al., 2009;
WERNSMANN et al., 2006).

A LTP envolve trés propriedades basicas. A primeira é a cooperatividade, que
pode ser explicada pelo fato de que para provocar a LTP a célula pds-sinaptica deve ser
despolarizada para permitir que a corrente de Ca®" flua através do receptor de NMDA.
Isto é, ao usar um aumento da frequéncia da estimulacdo para induzir a LTP, um
namero crucial de fibras pré-sinapticas deve ser simultaneamente ativado — devem
cooperar para elicitar a LTP. A segunda propriedade, a especificidade é explicada pela
exigéncia de que para elicitar a LTP os receptores sindpticos de NMDA, que séo
susceptiveis & acdo do Glu, devem ser ativados, conduzindo a um aumento de Ca*
intracelular nas espinhas dendriticas. A ultima propriedade refere-se a associatividade,
que pode ser explicada pelo fato de que o estimulo que vai induzir a LTP fornece a
despolarizacéo necessaria, a qual é rapidamente transmitida através da arvore dendritica
aquelas sinapses em que os receptores de NMDA estavam ativados e assim a LTP pode

ser também elicitada em sinapses ativadas com baixa frequéncia (MALENKA, 2003).

Muitas proteinas sdo sintetizadas na regido CALl do hipocampo apds a LTP, e
resultam da ativacdo precoce de uma variedade de glico e sialoglicoproteinas (FOLEY
et al.,, 2003). Estas sdo responsaveis por moldar as mudancas morfoldgicas nos
terminais dendriticos e/ou terminais do axdnio que fazem sinapses com elas (FOLEY, et
al., 2003; ROSE, 1995). Tais mudancgas foram sugeridas como a base da manutencéo da
LTP e memoria (BOZON et al., 2003; KANDEL & SQUIRE, 2000; LYNCH et al.,
2007). Todas essas mudancas sugerem um realce na eficicia sinaptica. Assim, a
manutencdo da LTP na regido CALl do hipocampo parece resultar de uma sequéncia

organizada de eventos moleculares iniciados pela ativacdo do receptor de N-metil-D-
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aspartato (NMDA) e culmina em mudancas morfologicas nas sinapses na regidao CAl
(IZQUIERDO, 2008) (Figura 2).

A LTP foi observada inicialmente no hipocampo e continua a ser estudada mais
facilmente nessa regido do cérebro que esta envolvida com aprendizagem e memdria
(MALENKA, 2003). Entretanto, este fendbmeno pode ser também observado em outras
regides como no neocortex. FOOTITT & 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, pela primeira vez, a ocorréncia deste fenbmeno “in vivo” no teto optico

de vertebrado ndo-mamifero (ra).

Glu Glu

ca?” - X -
Mg?* '
g \
fca2*

Resting membrane
potential During depolarization

Figura 2 — Modelo de indugdo da LTP. Durante a transmissdo sinaptica normal, glutamato (Glu) €
liberado a partir do botdo pré-sindptico e atua sobre os receptores AMPA (AMPARs) e NMDA
(NMDARs). No entanto, somente o Na* flui através dos receptores de AMPA, mas n&o nos receptores de
NMDA, porque o Mg* bloqueia o canal dos receptores de NMDA. Despolarizacdo da célula pés-
sinaptica diminui o bloqueio do Mg?* nos receptores NMDA, permitindo o fluxo de Na* e Ca** para a
espinha dendritica, por meio do receptor de NMDA. O aumento de Ca®" nas espinhas dendriticas é o
disparo da LTP (Adaptado de MALENKA & NICOLL, 1999).

Além do NMDA, outro subtipo de receptor do glutamato (Glu) também esta
envolvido com a transmissdo sinaptica. Trata-se do receptor tipo AMPA, que tem esse
nome pela afinidade para com o &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropi6nico
(AMPA). Este receptor é permeéavel apenas a cations monovalentes (Na* e K*). O

receptor do tipo NMDA é permeével ao Ca®*, mas é bloqueado por concentracdes
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fisioldgicas de Mg?*. Assim, durante a transmissao sinaptica de baixa frequiéncia, o Glu
liga-se a ambos os receptores, AMPA e NMDA. Caso 0 neurdnio pos-sinaptico esteja
em seu potencial de membrana de repouso, estara bloqueado pelo Mg®* e ndo haveréa
fluxo de corrente. Quando a célula pés-sinaptica estiver despolarizada, o Mg?* é
expelido do canal do receptor de NMDA, permitindo o fluxo de Ca?* para dentro dos
neurdnios pds-sinapticos. Esse aumento de Ca®* nos terminais pds-sinapticos é o fator
critico para o disparo da LTP (MALENKA & NICOLL, 1999; PURVES et al., 2005).

Os mecanismos da LTP ndo sdo idénticos em todos os lugares. No cortex, a LTP
tem se mostrado dependente da entrada de calcio pela ativacdo de receptores do tipo
NMDA (BEAR & KIRKWOORD, 1993), ja na regido CA3 do hipocampo essa
exigéncia ndo € requerida (IZQUIERDO, 2008). A DAC por si s6 induz despolarizacéo
prolongada, ativacdo dos canais de NMDA, elevacao de célcio intracelular e potassio
extracelular (SOMJEN, 2001). Assim, FOOTITT & NEWBERRY (1998) nao se
surpreenderam pelo fato da DAC ter induzido uma potenciacdo semelhante & LTP in
vitro. E interessante mencionar também que, recentemente, foi descrito um aumento da
atividade epileptiforme, associado a DAC, em tecido cortical humano, in vitro (GORJI
& SPECKMANN, 2004). Nesse contexto, o presente trabalho pretende contribuir para o
estudo in vivo das relagdes entre a DAC e fendbmenos de potenciacdo da atividade
elétrica cerebral, de natureza semelhante a LTP.
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3.0 HIPOTESES

NOs hipotetizamos que:

(1) ha uma associacgéo causal entre a DAC e a potenciagdo da atividade
elétrica cortical espontdnea e evocada, que pode ser demonstrada in
vivo em ratos pela andlise das amplitudes dessas atividades elétricas;

(2) essa potenciacéo € influenciada pela desnutricdo precoce, de forma
duradoura, podendo ser evidenciada mesmo depois do animal se tornar

adulto.
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4.0 - METODOS

4.1 Animais

Foram estudados ratos machos, da linhagem Wistar (N=42), provenientes da
col6nia do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Esses animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em ambientes com
condicdes padronizadas de iluminacéo (ciclo claro/escuro 12/12 horas; fase clara com
inicio as 7:00 horas) e temperatura em torno de 22 + 1°C.

As normas recomendadas pelo National Institute of Health Guide for Care and
Use of Laboratory Animals (Bethesda, USA) para o manejo e cuidados dos animais de
laboratério foram seguidas, 0s experimentos tiveram inicio ap0s aprovacdo pela
Comissdo de FEtica em Experimentacio Animal da UFPE (Processo
n°23076.006249/2004-82 — ANEXO B).

Vinte e sete desses animais constituiram trés grupos experimentais, conforme a
condicdo nutricional, descrita a seguir:

1- Grupo nutrido (N; n=10), alimentado sempre com a dieta de manutencdo do
biotério, com 23% de proteina (“Labina”, da Purina do Brasil Ltda ~ANEXO C). Essas
ninhadas tiveram seus tamanhos uniformizados em seis filhotes.

2- Grupo desnutrido (D; n=10), no qual o estado nutricional dos filhotes lactentes
foi alterado aumentando-se o tamanho das ninhadas para doze filhotes, como descrito
anteriormente (FRAZAO et al., 2008; ROCHA DE MELO et al., 2006; TONKISS et al.,
1988).

3- Grupo com restri¢do alimentar na idade adulta (RA; n=7), no qual os animais
aos 70 dias de idade foram submetidos a restricdo quantitativa da dieta de manutencéo
do biotério (receberam diariamente, durante 21 dias, 70% da quantidade consumida por
ratos normonutridos da mesma idade) (RICH et al., 2010; WOLFF et al., 1999).

Um grupo controle de animais bem-nutridos (chamado DAC ; n=5) foi
acrescentado ao estudo para determinar se o tempo de registro poderia influenciar as
mudangas de amplitudes do ECoG. Neste grupo, a DAC nédo foi deflagrada durante o

registro.
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Nestes 32 animais foi avaliada a atividade elétrica espontanea. Em outros dez
animais, bem-nutridos (n=5) e desnutridos (n=5), foi avaliada a resposta elétrica
evocada (respectivamente grupos NE e DE; ver Figura 3).

Com DAC
Nutrido (N) Desnutrido (D) Restricdo alimentar

ESPONTANEA n=10 n=10 (RA)

ECoG n=7

(n=32)

r -
Sem DAC Nutrido (DAC ")
(n:5) — n=5
EVOCADA | I | Nutrido estimulagio Desnutrido
(n=10) (NE) estimulago (DE)
n=5 n=5

Figura 3. Descri¢do dos grupos estudados, com o nimero de animais entre parénteses. DAC=depressao
alastrante cortical; N=nutrido; D=desnutrido; RA=restricdo alimentar. NE e DE sdo os grupos de ratos
nutridos e desnutridos nos quais se registrou a atividade evocada por estimulacéo elétrica trans-calosa.

4.2 Pesos Corporais

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), a cada 7 dias durante os
periodos de restricdo nutricional, sendo o grupo nutrido pesado também nas mesmas

idades, para comparacao.

4.3 Procedimento cirargico e Registro eletrofisioldgico

Para realizacdo dos registros eletrofisiolégicos, os animais foram anestesiados
com uma solucéo de Uretana a 10% + Cloralose a 0,4%, sendo administrada por via
intraperitonial, em um volume de 1ml do anestésico por 100g de peso corporeo

(equivalente & dose de 1g/Kg de uretana + 40mg/Kg de cloralose)

A cabeca do animal foi fixada a base de um aparelho estereotéxico, permitindo a

incisdo da pele, remocdo do peridsteo para exposi¢do do cranio e a trepanacgdo de trés
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orificios de 2-3 mm de didmetro no hemisfério cerebral direito. O primeiro foi situado
no osso frontal, para estimulacdo com cloreto de potéssio (KCI), necessario para
deflagrar a DAC, e o0s outros dois situados no osso parietal (para registrar a DAC).

Todos foram alinhados paralelamente a linha média.

Foi utilizado um poligrafo MODELO 7 D (Grass Medical Instruments) para
realizacdo dos registros. Durante todo o registro o animal foi mantido sobre um
aquecedor elétrico a fim de que a temperatura retal se mantivesse estavel, sendo
ajustada quando necessario. Em dois pontos da superficie do cortex parietal, foi
registrada a atividade elétrica cortical espontanea (eletrocorticograma — ECoG), por um
periodo continuo de quatro horas. Foram utilizados trés eletrodos, sendo um de
referéncia, colocado no 0sso nasal, e 0s outros dois de registro. Todos os eletrodos
foram do tipo “prata-cloreto de prata”, obtidos por eletrdlise. Apos serem cloretados, os
fios de prata (3 cm de comprimento) 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, para o
registro do ECoG; um terceiro eletrodo do mesmo tipo foi colocado sobre 0s 0ss0s

nasais e usado como eletrodo de referéncia comum.

Nos grupos N, D e RA as duas primeiras horas do registro transcorreram sem que
a DAC fosse deflagrada (ndo foi realizada estimulacdo com KCI). Nas duas Gltimas
horas do registro, a DAC passou a ser provocada pela estimulacdo com KCI, a
intervalos de 20 minutos. No grupo DAC  todas as 4 horas do registro transcorreram
sem que a DAC fosse deflagrada uma Unica vez. As amplitudes do ECoG nas duas
horas iniciais do registro foram comparadas com aquelas das duas horas finais, como
base para analisar a ocorréncia da potenciacdo da atividade elétrica espontanea
associada a presenca da DAC. Em todos os casos, 0 ganho dos amplificadores do

poligrafo foi mantido constante durante todo o registro.

4.4 Estimulacdo cortical

Quando a DAC foi deflagrada, ela o foi em intervalos de 20 minutos, através de
estimulacdo quimica, por meio de uma pelota de algoddo de 1 a 2 mm de didmetro
embebida com uma solucdo de KCI a 2% (aproximadamente 270 mM). Esta foi
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colocada no orificio de estimulacdo, permanecendo em contato com a superficie cortical
durante um minuto. Ao final deste tempo, o estimulo foi retirado e a regido enxugada

com algodao para remover o KCI.

Nos animais em que se procedeu a analise das respostas corticais evocadas, um
eletrodo metélico bipolar concéntrico (Imm de distancia entre as extremidades) foi
posicionado no cortex parietal esquerdo (1mm de profundidade). Através deste eletrodo,
aplicou-se pulsos de 2 V; 0,3 ms, 0,5 Hz. O registro foi realizado por meio de uma
micropipeta de vidro (10mm de didmetro) preenchida com NaCl 2M, sendo esta
inserida na regido homdloga do cértex direito, a fim de registrar a presenca de respostas

evocadas pela estimulacéo elétrica contralateral.

4.5 Digitalizacdo do ECoG e andlise dos dados

Esta etapa da andlise dos dados ocorreu por meio de uma colaboragdo cientifica
firmada entre o Departamento de Nutricdo - Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo
Naide Teodo6sio e o Departamento de Eletrénica e Sistemas, contando com a
colaboracédo do Professor Doutor Hélio Magalhdes de Oliveira e do Aluno de doutorado

em Engenharia elétrica André Ricardson Gomes.

O sinal emitido pelo ECoG possui componentes de diferentes frequéncias que
podem ser transformados de sua forma analdgica (continua; registro em papel) para uma
forma digital (discreta). Uma vez que o sinal seja convertido para sua forma digital,
torna-se possivel a extracdo de vetores, correspondentes a cada ponto do sinal (ECoG),
0 que por sua vez permite que o sinal, expresso em uma sequéncia de vetores, seja
submetido a andlise através de ferramentas matematicas aplicaveis. Uma possivel
operacdo seria o calculo da sua Transformada Discreta de Fourier (TDF)
(TAKAHASHI, 2002) e posterior anélise de suas componentes frequenciais. Isto foi
realizado neste trabalho. O algoritmo para processamento da imagem digitalizada foi

implementado no software MATLAB™

correspondendo a binarizacdo da imagem,
filtragem de ruido do tipo “sal e pimenta” (Salt and pepper filtering), converséo de

pixels para vetores e filtragem frequencial do sinal.

A digitalizagdo foi realizada em amostras, de aproximadamente 10 minutos, do

registro eletrofisiologico em papel, colhidas em quatro pontos temporais,
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correspondentes a cada uma das 4 horas do registro. Todos os registros foram
digitalizados em um scanner da marca HP “scanjet-4890”, com uma resolugao de 300
pontos por polegada (dpi), o que permite (conforme observagOes de resultados)

identificacdo satisfatoria dos detalhes das imagens (Figura 4).

Figura 4 — Registro eletrofisioldgico com inscricdo em papel. Os dois tracados superiores referem-se ao
eletrocorticograma (ECoG), sendo “a” o ponto cortical de registro mais anterior (mais préximo do ponto
de estimulacdo) e “p” o ponto cortical mais posterior. Os tracados inferiores correspondem & variacéo

lenta de voltagem (VLV), que acompanha a Depressdo Alastrante Cortical (DAC).

Apbds a aquisicdo das imagens em formato digital procedeu-se com a
binarizacdo. Este processo de conversdo da imagem colorida em binaria, além de
simplificar a andlise, permite um ganho em termos de armazenamento de informagéo
(Figura 5). O posicionamento do papel no scanner, durante o processo de digitalizagéo,
pode promover inclinacdo do grafico (sinal) impresso, introduzindo ruido adicional, o
que torna esta etapa bastante importante. A filtragem do ruido do tipo “sal e pimenta”
(“Salt and pepper filtering ) foi aplicada com o intuito de evitar uma falsa identificacdo
nos pontos de analise, extraindo os pixels isolados, pontos brancos — salt e pontos pretos

— pepper que podem aparecer no processo de digitalizacdo (Figura 6).
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Figura 5 — Representacio de parte do registro eletrofisiologico. E possivel observar a remogéo das linhas

de grade do registro, com a imagem binarizada.

Figura 6 — Representacdo de um trecho do registro eletrofisioldgico digitalizado antes (1) e depois (2) de
filtragem para eliminar interferéncias ou ruidos. Em 1, tem-se a imagem ndo filtrada, em que é possivel
observar a existéncia dos pontos brancos e pretos (setas), que constituem o chamado “ruido do tipo sal e
pimenta” (“Salt and pepper noise”’). Em 2 tem-se 0 mesmo registro apds a remoc¢do dos pontos brancos —

salt e pontos pretos — pepper.

Para uma recuperacao representativa dos dados da imagem, dois vetores foram
extraidos a partir da imagem binarizada para cada coluna de pixels, representando a
espessura do tragado do sinal. O algoritmo procura os dados desde o primeiro pixel
(inferior-esquerdo) até o Gltimo (superior-direito). Esses vetores formam as envoltorias
do sinal. A diferenca média entre 0s vetores determina a variacdo de amplitude do
ECoG (Figura 7). Como os valores das distancias ndo podem ser expressos em pixels,
visto este ndo ser uma unidade de medida, posteriormente procedeu-se a etapa de
normalizacdo dos dados, normalizacdo esta realizada em relacdo ao menor valor das

amplitudes, ao qual se atribuiu o valor unitario.
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Figura 7 — Representagdo dos vetores que formam as envoltérias em torno do tragado
eletrocorticografico (ECoG), mostrado na Figura 4. A diferenca média entre eles estabelece a variacdo de
amplitude do ECoG. A linha verde representa o limite superior do registro e a linha azul o seu limite

inferior.

Os dados adquiridos através de uma conversao A/D ainda possuem componentes
de altas frequéncias, tornando dificil de modelar matematicamente o sinal. O
procedimento adotado foi a utilizacdo da TDF para adquirir a resposta no dominio de
frequéncia adequado. Em seguida, aplicou-se uma janela retangular para filtrar os
componentes de altas frequéncias. Como o interesse foi analisar a amplitude media dos
sinais do ECoG, utilizou-se apenas a componente DC do sinal, uma vez que esta
expressa o valor médio em torno do qual o sinal apresenta variacoes.

Para cada animal, os valores das amplitudes nas 4 amostras do registro foram
normalizados e expressos em unidades relativas. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio do Teste T pareado de Student, sendo aceito como

significantes as diferencas em que p<0,05.
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5.0 RESULTADOS - Artigo Original

Increased cortical excitability after spreading depression in well-nourished and

malnourished rats: in vivo spontaneous and evoked potential analysis.

Artigo submetido para publicacdo na Revista Experimental Neurology
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ABSTRACT

Cortical spreading depression (CSD) is influenced by neural excitability and seems to
potentiate brain electrical activity, which may be relevant for human excitability-related
neurological diseases, such as epilepsy. Herein we investigated in vivo whether CSD
potentiates the amplitude of electrocorticogram (ECoG) and of electrically evoked
responses in adult well-nourished (W), early-malnourished (M) and food-restricted (FR)
rats. Under anesthesia, a baseline ECoG was recorded during 2h and after that, CSD
was elicited every 20min for 2 additional hours. ECoG amplitudes recorded before and
after CSD were compared at two parietal regions: anterior (a) and posterior (p). In point
a, the post-CSD ECoG amplitudes were 13-23% higher (p<0.05) than the baseline
values in the three nutritional groups. In point p, the amplitudes increased 22% only in
the M group (p <0.05). A fourth CSD-free W-control group did not present ECoG
amplitude change along the four recording hours. Transcallosal electrically evoked
cortical responses also presented a post-CSD 20% and 40% amplitude increases in the
W- and M-rats, respectively. Data support the hypothesis of an in vivo CSD potentiating
effect on the cortical excitability as recorded by spontaneous (ECoG) and evoked
electrical activity, and modulation by the nutritional status. Possible physiological

implications of this CSD induced change remains to be investigated.

Keywords: Cortical spreading depression, Malnutrition, Brain excitability, Long-term

potentiation.
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INTRODUCTION

Cortical spreading depression (CSD) was experimentally described as a reversible and
propagated wave of reduction of the spontaneous and evoked electrical activity of the
cerebral cortex (Ledo, 1944). This phenomenon occurs in response to the electrical,
chemical, or mechanical stimulation of one point of the cortical surface. Simultaneously
to the EEG depression, a slow potential change (also called DC potential change) of the
tissue has been described (Ledo, 1947).

CSD intrinsic mechanisms and its possible relations with brain diseases have not yet
been fully achieved, but experimental evidence suggests strong connections between
CSD and excitability-related human neurological diseases like epilepsy, migraine, and
brain ischemia (Hadjikhani, et al. 2001, Guedes, 2005, Goadsby, 2006; Moskowitz,
2007; Berger, et al., 2008;). The appearance of abnormal, epileptiform EEG-waves
associated with CSD (Ledo, 1944; Guedes and Do Carmo, 1980) led to the postulation
of a CSD-related modulation in neural excitability and synaptic activity, with a possible
implication for long-term potentiation (Foottit and Newberry, 1998).

LTP is characterized as an increase in postsynaptic responses that can last hours, days or
weeks after brief repetitive stimulation of pre synaptic afferents. The phenomenon
appears to occur as a consequence of a persistent increase in synaptic strength (neural
plasticity), which has been associated with learning and memory e.g. (Izquierdo et al.,
2008). LTP has been largely investigated in the mammalian hippocampus in studies of
synaptic plasticity and neuronal excitability. Despite many progresses in the efforts to
elucidate the mechanisms of induction and expression of LTP, the factors responsible

for the prolonged increase in synaptic efficacy during the phenomenon remain to be
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fully explained (Anwyl, 2009). In addition there has not been investigated so far any
possible relationship between CSD and LTP in vivo in the mammalian brain.

In a previous report we have investigated the effects of nutritional early changes on the
speed of CSD propagation at adulthood (Rocha-de-Melo et al., 2006), however, no
previous report investigated possible changes induced by malnutrition in CSD-related
cortical activity amplitude. Since it is already known that alterations in anatomical,
biochemical and electrophysiological parameters of the brain can be caused by changes
of the nutritional status of developing organisms (Barret and Radke-Yarrow, 1985;
Hack et al., 1991; Strupp and Levitsky, 1995, Picanc¢o-Diniz et al., 1998; Ranade et al.,
2008) we aimed to investigate the effects of early malnutrition on the cortical
excitability as recorded by electrocorticography, as well as on transcallosal electrically
driven evoked activities recorded by glass micropipetes in adult rats submitted to CSD.
Subjects were previously submitted to nutritional changes during weaning period, or to
an acute period of 21 days of food restriction at adulthood. We hypothesized (1) that
there is a causal association between CSD and the potentiation of spontaneous and
evoked cortical electrical activity; (2) that this potentiation is influenced by the early
nutritional status of the adult animal but not by a short period of food restriction at

adulhood (Morgane et al., 2002; Guedes, 2005).

METHODS

Animals and nutritional treatments

The 42 male Wistar rats of this study were handled in accordance with the protocols of
the Ethics Committee for Animal Research of the Universidade Federal de Pernambuco,
which complies with the “Principles of Laboratory Animal Care” (National Institutes of

Health, Bethesda, USA). They were kept in polypropylene cages (51 cmx35.5 cmx18.5
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cm) in a room maintained at 22+1°C with a 12:12 h light:dark cycle (lights on at 7:00
a.m.). Post-CSD potentiation was evaluated in 32 rats for the spontaneous (ECoG)
activity and in 10 rats for the transcallosal electrically driven cortical evoked responses.
The 32 animals in the ECoG-study were distributed into three groups well-nourished
(W, n = 15), malnourished (M, n = 10) and food-restricted (FR, n = 7) according to the
nutritional status. Groups W and M were suckled in litters formed by 6 and 12 pups,
respectively (Plagemann et al, 1999). Increasing the number of pups per litter has been
proven to be effective in engendering a moderate degree of malnutrition during the
lactation period (Rocha de Melo et al., 2006; Frazdo et al., 2008). Group FR was formed
by W-rats subjected during 21 days (from postnatal day 70 to 90) to quantitative
restriction of laboratory chow diet. These animals received 70% of the amount of diet
consumed by age-mated well-nourished rats, as previously described (Wolff et al.,
1999; Rich et al., 2010). All subjects were suckled by dams fed a laboratory chow diet
(Purina do Brazil Ltda), with 23% protein. The W and M groups were weighed on

postnatal days 7, 14, 21, 30, 60 and 90. The FR group was weighed at 90 days.

Electrophysiological recordings

On the day of the electrophysiological recording, 90 — 120 days old rats were
anesthetized by i.p. injecting a mixture of 1,000 mg/kg urethane plus 40 mg/kg
chloralose (Sigma; 10 ml/kg). For the spontaneous activity recording
(electrocorticogram; ECoG), three trephine holes were drilled on the right side of the
skull. These holes were aligned in the frontal-occipital direction and parallel to the
midline. CSD was elicited at 20 min intervals by 1 min application of a cotton ball (1-2
mm diameter), soaked with 2% KCI solution, to the anterior hole (2 mm diameter)

drilled at the frontal region. The two other holes (2-3 mm diameter) on the parietal-
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occipital region served as recording places, called respectively “a” (anterior) and “p”
(posterior) recording points. The ECoG and the DC-potential of the cortical surface
were continuously recorded for 4 h, by means of two Ag—AgCl agar-Ringer electrodes
(one in each hole), against a common reference electrode of the same type, placed on
the nasal bone.

During the two initial recording hours, no KCI stimulus was applied and consequently
no CSD was elicited (baseline period). In 27 animals of the ECoG study (10 W, 10M
and 7FR rats), six CSD episodes were elicited in the last two recording hours, by 1-min
cortical stimulation with 2% KCI at 20 min intervals (CSD period). In each animal, we
compared the amplitudes of ECoG before and after starting to elicit CSD as the basis for
assessing the occurrence of potentiating of spontaneous electrical activity. For each
recording amplifier, the gain was kept constant along the record. The remaining 5 W
rats of the ECoG study constituted one additional control group, designated as CSD .
This control group consisted of rats in which CSD was not elicited at all, and served to
check whether the time of recording could have any influence in changing the ECoG
amplitudes. During the recording period, rectal temperature was maintained at 37£1°C
by means of a heating pad.

The ECoG and the slow potential changes of CSD were amplified by connecting the
electrodes to GRASS DC-amplifiers, and the ECoG was recorded with AC-
amplification (band pass filters set at 1 to 35 Hz range). The recordings were performed
in a model 7-D GRASS chart recorder. From each animal, four ECoG-samples of about
10 minutes of the ink-writer recordings were scanned on a HP scanner (model Scanjet-
4890) with a resolution of 300 dpi. Two of those samples were taken during the baseline
period (before CSD) and the further two samples came from the “CSD period”. The

algorithm for processing the images was implemented in software MATLAB™
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corresponding to an image binarization, a salt-and-pepper- like noise filtering, a pixel to
vector conversion and a high-frequency signal filtering (Bruce, 2000). Following that,
two vectors were extracted from the binarized ECoG image for each column of pixels,
representing the amplitude of the signal. The algorithm for vector extraction searches
the data from the first pixel (bottom-left) to the last one (top-right). These vectors form
the envelopes of the ECoG activity and the mean difference between them determines
the amplitude variation of the ECoG. The pixels values, before and after CSD, were
then normalized, assigning a unitary value to the lowest amplitude.

For the recording of the transcallosal cortical evoked responses, 5 W- and 5 M-rats were
studied. In these animals, a metallic bipolar concentric stimulating electrode (1 mm
distance separating the tips) was positioned in the left parietal cortex (1 mm deep).
Through this electrode, stimulating pulses (2 V; 0.3 ms; 0.5 Hz) were applied. A
Borossilicate glass recording micropipette (10 um tip diameter) filled with 2M NaCl
was inserted in the homologous region of the right cortex, in order to record the field
potential responses, evoked by the contralateral electrical stimulation. In each animal,
the post-CSD amplitudes were compared to those of the pre-CSD period.

At the end of the recording session, the still anesthetized animals were subjected to
euthanasia by bulbar injury (provoked by introducing a sharp needle into the cisterna
magna), with subsequent cardio-respiratory arrest.

The intergroup weight differences were compared by using the T test. Intragroup
amplitude differences in the spontaneous and evoked cortical activity, before versus
after CSD, were analyzed with paired T-test. Differences were considered significant

when p <0.05.
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RESULTS

As shown in figure 1, malnutrition during the suckling period (group M) resulted in
lower (P<0.05) body weights from postnatal day 14 to 90, with an average weight loss
of 27.3+£4.5% as compared to the well-nourished (W) control group. The food-restricted
group (restricted at adulthood during 21 days by receiving only 70% of the daily food
consumed by the age-matched controls) also presented a significant (13.4+3.6%) weight

reduction at the end of the restriction period (at 90 days of age; Fig 1, lower panel).

Figure 1 around here

Fig 2 shows representative electrocorticogram recordings of 4 rats respectively from the
W, M, FR and CSD groups. In the groups submitted to CSD (W, M and FR) an
increase in ECoG amplitude can be noted after the CSD episodes begun to be elicited in
the final 2-h period of the recording (right column), as compared with the initial
(baseline) 2-h period (left column). In the CSD  group, no CSD was elicited and no
amplitude increase could be detected.

The quantification of this CSD related potentiation-effect is presented in Fig 3.
Compared to the control recording period (2 initial hours), the ECoG amplitudes in the
CSD period (2 final recording hours) increased significantly (p<0.05) for the W, M and
FR groups at recording point “a” (mean increases of respectively 22, 23 and 13%). In
point “p”, the amplitude increase was significant only in group M (mean increase of
22%). No amplitude difference could be observed along the four recording hours in the

CSD-free control group (CSD ).
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Figures 2 and 3 around here

The transcallosal cortical responses evoked by electrical stimulation also presented post-
CSD increases in amplitude, when compared with the pre-CSD values for the same
animals. The recordings shown in the upper panels of Figure 4 are examples of these
amplitude increases, which on average were 21.5+9.6 and 41.8+28.5 for the W- and M-

groups, respectively (p<0.01; lower panel of Figure 4).

Figure 4 around here

DISCUSSION

In this study, we identified in vivo CSD-related amplification in the electrophysiological
cortical spontaneous and evoked activities in adult rats subjected to different nutritional
conditions. Data demonstrate that CSD triggered by application of KCI induced an
amplitude-potentiation of ECoG and transcallosal evoked responses that seem to be
modulated by the nutritional status of the animal. To the best of our knowledge, the
present data provide the first in vivo demonstration of ECoG-amplitude potentiation
associated to CSD, in the rat cerebral cortex. The finding that the ECoG activity is
potentiated by CSD, and not by the duration of the ECoG recording, is in line with the
suggestion that somehow CSD could be related to the LTP phenomenon (Foottit and
Newberry, 1998). The underlying mechanisms of this CSD effect will be discussed in
light of the evidence supporting this relationship.

It appears that this potentiation effect is similar to those previously reported in vitro in

rat cortical slices (Footitt and Newberry, 1998), in the rat spinal cord (Gorji et al.,
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2004), and in vivo in electrically evoked responses in the frog optic tectum (Guedes et
al., 2005). We suggest that post-CSD potentiation probably is a general feature of the
nervous tissue, involving mechanisms common to brain spontaneous and evoked
electrical activity. It is also common to lower vertebrates and mammals, and not a
particular characteristic of a particular species. In addition, a similar potentiation
response associated with CSD has also been described in human cortical tissue in vitro
(Gorji and Speckmann, 2004). Since we did not find any potentiation in the CSD-free
group (CSD ) we suggest that the CSD-induced amplitude enhancement is not an event
time elapsed-dependent but a real synaptic change induced by CSD. Thus, our in vivo
data recordings reinforce the idea of a CSD-induced LTP-like phenomenon. In this
context, it is interesting to mention that LTP may also be induced in vitro by brief
exposure to KCI (Bernard et al., 1994), a stimulus that can also trigger the CSD. The
induction of a LTP-like phenomenon by CSD receives support from experimental
evidence. Indeed CSD can long-lastingly depolarize neurons and also can activate
NMDA channels, with increases in the extracellular potassium and in intracellular
calcium (Somjen et al., 1992). Two distinct mechanisms could account for the present
CSD effect. First, considering that the action of excitatory amino acids is an important
source of brain excitatory influences (Hicks and Conti, 1996), it is reasonable to
propose the involvement of NMDA-linked mechanisms on CSD potentiation effect.
Second, it is also conceivable that the participation of disinhibition mechanisms, acting
on feed forward inhibitory synapses (McMahon and Kauer, 1997), could also be
involved. In fact, these two possibilities may act together and this possibility needs
further investigation. In line with previous studies (Rocha-de-Melo et al., 2006; Rich et
al., 2010), we were effective in inducing malnutrition, as judged by the weight reduction

found in the M and FR groups (Fig 1). Nutritional deficiency can contribute to affect
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basic neural functions such as processing of sensory information and sensation
perception, as well as execution of motor tasks (Barret and Radke-Yarrow, 1985). More
elaborated functions such as those involving consciousness, cognition, learning,
memory and emotion can also be impaired by malnutrition, and electrophysiological
evidence points to excitability-related disturbances (Almeida et al, 2002). As a
consequence, the organism may become more susceptible to certain neurological
diseases, such as epilepsy (Morgane et al., 1978; Almeida et al., 2002). The recording of
evoked and spontaneous brain electrical activity has been previously used to investigate
to what extent nutritional disorders affect electrophysiological aspects of the brain
(Morgane et al., 1978; Guedes, 2005). Early malnutrition was presently shown to
influence the ECoG potentiation associated to CSD, indicating a nutrition-related
modulation. This modulation has not been seen in the group submitted to food
restriction at adulthood, suggesting a development-dependent action of malnutrition and
reflecting plastic modifications of neural function (Cheetham et al., 2007).

The mechanisms by which nutritional deficiency disrupts the brain development and
function seem to include processes like dendritic development, synapse formation and
myelination (Morgane et al., 1978; Picanco-Diniz et al., 1998). As previously
demonstrated, malnutrition can impair gliogenesis and myelin formation and increases
brain cell packing density (Morgane et al., 1978). When compared with the normal
brain, the early-malnourished brain is smaller. Their cells are also smaller and are
packed in a denser manner and with a reduced amount of myelin. Under such
conditions, CSD has been shown to be facilitated (Frazéo et al., 2008). In nutritionally
normal animals, impairment of glial function (Largo et al., 1997) and of myelination
(Merkler et al., 2009) also favor CSD propagation, while overnutrition (Rocha-de-Melo

et al., 2006) and also hypermyelination (Merkler et al., 2009) impairs it. Malnourished
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rats also present an increase in the brain amount of the enzyme glutamic acid
decarboxylase (Diaz-Cintra et al., 2007) and a decrease of brain glutamate uptake (Feoli
et al., 2006), two conditions that can lead to an increase in extracellular glutamate,
which also would facilitate CSD and may have contributed to the post-CSD potentiation
of the evoked and spontaneous cortical activity.

Concerning the ECoG effect, our data on the CSD-related potentiation indicated
regional differences in the cerebral cortex, with the anterior recording region being
more susceptible to the CSD potentiation as compared to the posterior place. Early
malnutrition seemed to modify this response pattern, rendering the posterior recording
region more susceptible to this effect. Regional response differences in the rat cortex
have also been recently described for differential effects of anti-migraine drugs on CSD
(Bogdanov et al., 2011), as well as for neurovascular coupling, by employing functional
magnetic resonance imaging and electrophysiological recording (Sloan et al, 2010).
Concerning the relevance of our findings for the human brain, it is interesting to
consider the recent report, in extremely low birth weight infants, of regional differences
in EEG functional connectivity, as compared to term infants (Grieve et al., 2008).

In conclusion, the present in vivo study documents a novel electrophysiological action
of CSD on the spontaneous and evoked cortical electric activity in well nourished and
early malnourished rats, allowing us to draw the following three conclusions: first, after
CSD elicitation in the rat cortex the spontaneous and evoked activities increase their
amplitudes; second, regarding the ECoG, the parietal anterior region is more susceptible
to this CSD-action than the parietal posterior area; third, malnutrition early-in-life
enhances this potentiation, suggesting a nutrition-related imbalance between cortical
excitation and inhibition mechanisms that modulate brain excitability. Considering that

evidence is available relating CSD mechanisms and processes underlying excitability-
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related human diseases like epilepsy (Guedes et al., 1992; Guedes and Cavalheiro,
1997) the present data might help in understanding the CSD-brain excitability

relationship in the developing brain.
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Figure 1. Body weight (meanzstandard error of the mean) of the well-nourished (W,
n=10; litters formed by 6 pups), malnourished (M; n=10; litters formed by 12 pups) and
food restricted rats (FR; n=7; 30% diet restriction for 21 days at adulthood). Weights
were measured on days 7, 14, 21, 30, 60 and 90. In the FR group (lower panel) the
weight was measured only at 90 days of age. The asterisks indicate the M and FR values
that are significantly different from the corresponding W controls (p<0.05 unpaired T

Test).
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Figure 2. Examples of recordings of spontaneous cortical activity - Electrocorticogram
(E) and DC-potential recordings (P) on the right hemisphere of four animals from three
groups in which CSD was elicited at the final 2-h of the recording period (well-
nourished [W], malnourished [M] and food restricted [FR]) and another W control
group in which CSD was not elicited (CSD ). The inset shows the anterior (a) and
posterior (p) recording positions, from which the traces marked at center with the same
letters were obtained. The position of the common reference electrode (R) and the
application place of stimulus (KCI) are also shown. The horizontal bars in Pa-traces
indicate the period (1 min) in which stimulation with 2% KCI was applied to the frontal

region of the same hemisphere, to elicit CSD. Vertical bars correspond to -10 mV in P
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and -1 mV in E (negative upwards). For all groups, the left traces refer to the 2-h initial
period (baseline period), and the right traces refer to the 2-h final period (in which CSD
was elicited). In the three CSD groups (M, W and FR), an increase in the ECoG
amplitude can be observed after CSD (right traces), as compared with the baseline
ECoG (left traces) for the same animals. In the CSD-free group (CSD ), no amplitude

increase could be seen.
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Figure 3. ECoG amplitudes in adult rats well-nourished (W; n=10), early-malnourished
(M; n=10) and food-restricted at adulthood (FR; n=7). Data are presented as
meanzs.e.m. relative units (values of the digitalized amplitudes normalized in relation to
the lowest value, which was considered equal to 1). Compared to the baseline period
(white bars), the amplitudes after CSD (gray bars) are significantly higher (p<0.05) in
all nutritional groups at the anterior point (a), as indicated by the asterisks. At the
posterior recording point (p) the amplitude increase is significant only in the M group.
In a fourth well-nourished control group, in which no CSD was elicited (CSD ; n=5),

no amplitude increase was seen.
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Figure 4. Recording of electrically elicited transcallosal evoked responses, recorded in
the parietal cortex of one well-nourished (W) and one early-malnourished (M) rat.
Electric stimulation (2V; 0.3 ms; 0.5 Hz) was carried out in the left parietal cortex
and the evoked response was recorded on the homologous point of the right
cortex. The upper panels show averages of 20 consecutive responses recorded
before (A), during (B) and 45 min after CSD (C). Increases in the post-CSD
evoked responses can be seen in C, as compared with A. Suppression of the
responses during CSD is evident in B. The lower panel shows the quantification
of this effect, with the asterisks indicating significant post-CSD increases in the
amplitude of the evoked response in the W- and M-groups, as compared with the

pre-CSD values (respectively 21.5+9.6% and 41.8+28.5%; p<0.01; paired T-test).
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

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

a DAC potencia a amplitude da atividade elétrica cortical espontanea e evocada “in
vivo”, sugerindo efeito semelhante a Potenciacao de longa duracgéo

0 aumento (potenciacdo) na amplitude do ECoG é modulado pelo estado nutricional
do animal;

a maior susceptibilidade da regido “a” em relagdo a “p” indica diferengas regionais
no cortex cerebral, com relacdo a potenciacao associada a DAC,;

0 aumento da amplitude do ECoG, observado em todos 0s grupos analisados nao
depende da varidvel tempo, uma vez que no grupo DAC as amplitudes ndo
sofreram alteracoes;

a reducdo do peso corporal, nos grupos D e RA confirma que 0s respectivos

métodos foram efetivos em influenciar o estado nutricional;

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

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

investigar o impacto dos agentes anestésicos sobre a potenciacdo da atividade
elétrica cortical induzida pela DAC, estudando animais em diferentes estados de
vigilia;

verificar se os fatores estado anestésico, estado nutricional e envelhecimento

apresentam interagao.
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ANEXO B — Parecer da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Blologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 15 de setembro 2009

Oficio n° 193/09

Comiss&o de Etica em Experimentag&o Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof°®: Rubem Carlos Aratjo Guedes

Departamento de Nutrigéo- CCS

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n° 23076.006249/2004-82

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a solicitagéo de
mundi;a de titulo do projeto de pesquisa aprovado pelo oficio n’ 124/2004 intitulado “ Efeito
da desnutricdo sobre a potenciagdo da atividade elétrica cortical associado a depresséo
alastrante.

Atualmente o projeto é intitulado “ Nutri¢éo e excitabilidade cortical: efeitos sobre
a potenciagédo da atividade elétrica associada & depressdo alastrantre”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1 999, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

\ Loy ¢
Observagao: Observagao:Aluno de pés-graduagéo em M (XM Ouns i
Nutrigéo; Thays Marinho de Souza :
Origem dos animais: Biotério do Departamento de
Nutrigéo,CCS; Animais: Ratos Wistar; Sexo: Machos; |dade:
70 - 80 dias; N° de Animais previsto no projeto: 75 animais

cCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO C - Composi¢ao da dieta “Labina” Purina do Brasil Ltda (especificada no
rotulo do produto)

De acordo com a Purina do Brasil a composi¢ao basica da dieta “Labina” é:
carbonato de calcio, farelo de soja, farelo de trigo, feno de alfafa, fosfato bicélcico,
milho integral moido, 6leo de soja degomado, cloreto de sédio (sal comum), pré-mix
vitaminico mineral, farinha de peixe.

Eventuais substitutivos: Farelo de arroz, farelo de arroz desengordurado, farelo de
glaten de milho-60, farelo de soja integral (gréos tostados), quirera de arroz, etoxiquin,
gordura vegetal estabilizada, farinha de trigo.

Enriquecimento por Kg de Produto:

Acido Félico 14,00 mg
Antioxidante 150,00 mg
Biotina 0,20 mg
Cobalto 2,00 mg
Cobre 30,00 mg
Colina 2800 mg
Ferro 180,00 mg
lodo 2,00 mg
Manganés 110,00 mg
Niacina 242,00 mg
Selénio 0,20 mg
Pantotenato de Calcio 100,00 mg
Piridoxina 12,00 mg
Tiamina 12,00 mg
Vitamina A 28000 Ul
Vitamina B12 44,00 mcg
Vitamina B2 28 mg
Vitamina D3 4.400,00 Ul
Vitamina E 90,00 Ul
Vitamina K 7,00 mg
Zinco 110,00 mg

Niveis de Garantia;

Umidade (max.) 13,0%
Proteina Bruta (min.) 23,0%
Extrato Etéreo (min.) 4,0%
Matéria fibrosa (méax.) 8,0%
Matéria mineral (méax.) 10,0%
Célcio (méx.) 1,5%
Fésforo (min.) 0,8%




