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RESUMO

A nutricdo no inicio da vida e o exercicio fisico podem alterar a excitabilidade cerebral,
interferindo em processos de desenvolvimento e em parametros eletrofisioldgicos. A
depressdo alastrante cortical (DAC) é um fenémeno relacionado com a excitabilidade
cerebral. Em estudos anteriores, demonstramos potenciacdo da atividade elétrica cortical
espontdnea (ECoG) apds a DAC. Nesta tese investigou-se a influéncia das condi¢bes de
lactacdo e do exercicio de natagdo, no inicio da vida e na idade adulta, sobre essa potenciacao.
Ratos Wistar machos foram amamentados em ninhadas com 6 ou 12 filhotes (grupos Lg e
Li2). A natacdo, precoce e tardia, foi realizada entre 8-23 e 60-75 dias de vida,
respectivamente. O ECoG foi registrado aos 90-120 dias. Com um algoritmo especifico
(software Matlab™), determinou-se a amplitude do ECoG. Diferencas intergrupos de peso
corporal e encefélico (Lio<Lg) confirmaram a deficiéncia nutricional do grupo Lio.
Diferencas, no mesmo animal, entre as amplitudes do ECoG antes e depois da DAC
confirmaram a potenciacdo pds-DAC. Um grupo que ndo sofreu DAC ndo apresentou
potenciacdo do ECoG. A natacdo precoce reduziu, e a tardia aumentou, essa potenciacao do
ECoG. A deficiéncia nutricional (condigdo L;,) atenuou esse efeito. Estes dados sugerem que
“condicdo de lacta¢do”, “exercicio de natagdo” e “idade ao exercicio” modulam a potencia¢do
do ECoG. A relevancia desses resultados na fisiopatologia de doencas neuroldgicas
dependentes da excitabilidade cerebral, como enxaqueca com aura e epilepsia, merecem
futura investigacao.

PALAVRAS-CHAVE: Desnutricdo. Natacdo. Depressdo Alastrante da Atividade Elétrica
Cortical. Potenciacdo de Longa Duracgdo. Sistema nervoso central.



ABSTRACT

Nutrition in early life and physical exercise can alter brain excitability, interfering with
development processes and electrophysiological parameters. Cortical spreading depression
(CSD) is a phenomenon related to brain excitability. In previous studies, we demonstrated
spontaneous brain electrical activity (ECoG) potentiation after CSD. In this thesis investigated
the influence of the lactation conditions and swimming exercise in early life and adulthood,
on this potentiation. Male Wistar rats were suckled in litters with 6 or 12 pups (Ls and Li»
groups). The swimming, early and late, was carried out between 8-23 and 60-75 days of age,
respectively. The ECoG was recorded at 90-120 days. With a specific algorithm (software
Matlab ™), we determined the amplitude of the ECoG. Intergroup differences in body- and
brain- weight (L3, <Lg) confirmed the nutritional deficiency of the Lj, group. Differences, in
the same animal, between ECoG amplitudes before and after the CSD confirmed the post-
CSD potentiation. A group that did not suffer CSD displayed no ECoG potentiation. Early
swimming reduced, and later increased, this ECoG potentiation. The nutritional deficiency
(L2 condition) attenuated this effect. These data suggest that "lactation condition™,
"swimming exercise" and "age to exercise™ modulate ECoG potentiation. The relevance of
these findings in the pathophysiology of brain excitability-dependent neurological diseases,
such as migraine with aura and epilepsy, deserve further investigation.

KEY WORDS: Malnutrition. Swimming. Cortical Spreading Depression. Long-Term
Potentiation. Central Nervous System.
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1. APRESENTACAO

Uma nutri¢do apropriada, com ingestdo equilibrada de todos os nutrientes, bem como a
préatica de exercicios ao longo da vida, pode melhorar a funcdo cerebral (BATISTA-DE-
OLIVEIRA et al., 2012; GUEDES, 2011; MAIA e SANTOS, 2006). O exercicio fisico tem
acao benéfica inquestionavel sobre a satde humana (DHUTIA e SHARMA, 2015), tanto no
inicio da vida como na vida adulta, incluindo efeitos favoraveis sobre o desenvolvimento e
funcionamento do cérebro (SOUZA et al., 2009; ZHONG et al., 2016) e atenuacdo dos
déficits neurais associados com o envelhecimento (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012;
BERCHICCI; LUCCI; DI RUSSO, 2013). Muitos estudos fisiologicos tém utilizado o
exercicio em esteira, mas, recentemente tem-se despertado o interesse por estudos com o
exercicio de natacdo. Experimentalmente, tem-se demonstrado que a natacdo exerce efeitos
positivos sobre a funcdo cerebral (KO et al., 2013; ZHONG et al., 2016). Porém, pouco se
sabe sobre os efeitos neurais da interacdo entre o exercicio de natacdo e outros fatores, como
uma deficiéncia nutricional no inicio da vida.

A manutencdo de um estado nutricional adequado, principalmente no inicio do
desenvolvimento, tanto em humanos como em outros mamiferos, é de suma importancia,
pelas repercussdes que alteragdes nutricionais na infancia podem acarretar na vida adulta,
sobretudo no que se refere ao sistema nervoso (SN) (GUEDES, 2011). No entanto, a
desnutricdo infantil ainda se constitui em um grave problema de saude publica,
principalmente em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil (BELLUSCIO et al., 2014;
FRAGA e VARELA, 2012).

Existem diversos modelos para induzir a desnutricdo em animais de laboratério. Dentre
eles, podemos destacar o aumento do tamanho da ninhada no periodo de lactacdo, que em
ratos pode afetar o estado nutricional (DE LUCA; CIOFFI; BURES, 1977; MAIA et al.,
2006; ROCHA-DE-MELO et al., 2006). A desnutricdo precoce pode alterar processos
fisiologicos, tais como consciéncia, cogni¢do, aprendizagem, memoria, emogdo e
excitabilidade cerebral (MORGANE et al., 1978).

Os efeitos neurais de uma desnutricdo precoce podem ser investigados utilizando-se
diversos métodos, como por exemplo, o registro da atividade elétrica cerebral. Com esse
método, pode-se estudar o fenbmeno da depressdo alastrante cortical (DAC), que esta
relacionado com a excitabilidade cerebral, e cuja importancia clinica € baseada em sua relacdo

com importantes doencas neurologicas humanas, como a epilepsia, enxaqueca, leséo cerebral
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traumaética, e isquemia cerebral (DREIER, 2011; LAURITZEN et al., 2011; WEI; ULLAH,;
SCHIFF, 2014).

Durante a DAC, embora a atividade elétrica espontdnea normal do registro
eletroencefalografico (ECoG) esteja deprimida, ondas “epiletiformes” anormais, de alta
amplitude, podem aparecer (LEAO, 1944 a, 1944b). Isto sugere uma relagdo entre a DAC e a
potenciacdo de longa duracdo (LTP), fendmeno que corresponde a um aumento de longa
duracdo na eficacia sinaptica (IZQUIERDO et al., 2008; MALENKA, 2003). Alguns
trabalhos demonstraram que a DAC pode induzir um efeito semelhante a LTP, em ratos in
vitro (FOOTITT e NEWBERRY, 1998) e in vivo (FARAGUNA et al., 2010; SOUZA et al.,
2011, 2015), bem como em tecido cerebral humano in vitro (GORJI e SPECKMAN, 2004).

Considerando a escassez de estudos que analisam os efeitos eletrofisiolgicos cerebrais
da associacdo 'nutricdo-exercicio' e a importancia dos dois fatores para a salude humana, este
trabalho teve como objetivos investigar o efeito dessa interacdo na potenciacdo do ECoG que
é causada pela DAC (SOUZA et al., 2011, 2015), e verificar se o periodo da vida em que o
exercicio foi realizado tem efeitos diferentes sobre essa relacdo. Neste contexto, nossas
hipdteses foram: (1) o exercicio de natacdo influencia o efeito de potenciacdo do ECoG pos-
DAC; (2) a deficiéncia nutricional durante o periodo de lactacdo interage com o exercicio e
modula esse efeito; (3) periodos diferentes de realizacdo do exercicio exibem efeitos
diferentes sobre a potencia¢do do ECoG p6s-DAC.

Disturbios do funcionamento cerebral na vida adulta, associados ou ndo a disfuncdes de
natureza nutricional durante o desenvolvimento, representam um problema de saude publica,
cujo tratamento, em muitos casos, é de alto custo econdmico e social. Isso tem motivado
diversos estudos a respeito da relagdo cérebro-nutricdo-exercicio fisico. A presente
investigacdo pdde contribuir com informacBes acerca dessa relacdo, e os resultados estdo
descritos em dois artigos originais, submetidos para publicacdo em revistas internacionais,
que publicam artigos na area da Neurociéncia. O primeiro artigo intitulado “Early swimming
exercise differentially modulates electrocorticogram potentiation after spreading depression in
rats previously suckled in different litter sizes”, foi submetido & publicagdo na Revista
Neuroscience Letters, que é classificada como qualis internacional B1 pela Capes, com fator
de impacto de 2,030 (ANEXO B). O segundo artigo intitulado “Swimming exercise in adult
rats that were previously suckled under different litter sizes: effects on the electrocorticogram
potentiation after spreading depression”, foi submetido a publicagio na Revista Brain
Research, que é classificada como qualis internacional A2 pela Capes, com fator de impacto
de 2,843 (ANEXO C).
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nutricdo e Func¢des Neurais

Nutricdo é a ciéncia gque estuda as diversas etapas que um alimento sofre, desde a sua
introducdo no organismo até sua eliminacdo. Este estudo abrange os alimentos, bem como sua
acdo, interacdo e balanco em relacdo a saude e doenca. A alimentacdo, ou seja, o0 ato de
alimentar-se é uma acgdo consciente, que depende da vontade de cada individuo. Ja a nutricéo
— processo bioldgico de assimilacdo dos nutrientes — € um ato involuntario, que ocorre apenas
com a introducdo do alimento no sistema digestorio. (MORGANE et al., 1993; PHILIPPI et
al., 2003). Trata-se de uma condi¢do resultante de duas grandes vertentes: o consumo de
alimentos, por um lado, e a sua utilizacio bioldgica, por outro (BEGHIN, 1990).

O importante papel da alimentacdo e nutricdo em salde publica esta sendo cada vez
mais reconhecido como crucial, pelo seu impacto na qualidade de vida, no que diz respeito a
salde e economia, tanto a nivel social como individual. Crescentes evidéncias cientificas e
epidemiol6gicas demonstram uma relacdo clara entre alimentos e manutencdo da
satde/desenvolvimento de doencas (LENOIR-WIIJNKOORP et al., 2011; WHO/FAOQ, 2003).

Dessa forma, a alimentacdo e a nutricdo representam processos basicos indispensaveis
para a manutencao da vida. Toda a sequéncia dos mecanismos envolvidos nesses processos,
desde a procura de alimentos até a absorcdo de nutrientes, é regulada com a participacdo de
estruturas neurais e por mecanismos neuro-humorais controlados pelo sistema nervoso — SN
(GUEDES, 2011). Muitos desses mecanismos dependem da secrecdo de neurotransmissores,
substancias que proporcionam a comunicacdo neuronal e que muitas vezes dependem de
precursores presentes nos alimentos. Assim, compreender a relagéo reciproca entre nutri¢éo e
SN é essencial, considerando-se o papel fundamental do SN na integracdo e coordenacdo de
todas as fungdes do organismo (GUEDES, 2011; MAIA e SANTQOS, 2006).

Cada individuo tem necessidades especificas e precisa de quantidades e proporcées de
nutrientes diferentes para manter o bom funcionamento do organismo. Para atingir esses
requerimentos € imprescindivel seguir as Leis da Alimentacdo (quantidade, qualidade,
harmonia e adequacéo), criadas pelo médico e professor argentino Pedro Escudero em 1934.
A quantidade corresponde a suficiéncia calorica da alimentacdo para repor as perdas

energéticas do organismo e manter em equilibrio o seu balanco; a qualidade, refere-se a
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variabilidade de alimentos e o seu teor de nutrientes, o que permite usar esquemas de
substituicdo e equivaléncia; a harmonia, € a proporcionalidade entre os nutrientes e o valor
caldrico total; e, finalmente, a adequacéo, pelo respeito a individualidade de cada organismo.
O momento bioldgico (infancia, adolescéncia, adulto, idoso, doencas, gestacdo, lactacao,
etc.), habitos individuais, condi¢des socioecondmicas e culturais sdo fatores que interferem
nos requerimentos nutricionais (LIMA, 2009).

Portanto, o fornecimento de uma dieta quantitativamente suficiente, qualitativamente
completa, harmoniosa e adequada a cada individuo, é crucial em todas as etapas da vida
(MAIA e SANTOS, 2006; PHILIPPI et al., 2003). Tratando-se do SN, em especial no inicio
da vida, um dos fatores ndo genéticos essenciais no que diz respeito a influéncia positiva
sobre o cérebro em desenvolvimento é a assimilacdo adequada de nutrientes (MORGANE;
MOKLER; GALLER, 2002).

Do mesmo modo que outros paises em desenvolvimento, o Brasil tem vivenciado uma
transicdo nutricional nas Gltimas décadas (BATISTA FILHO e RISSIN, 2003; BISCEGLI et
al.,, 2007; MONTEIRO; CONDE; POPKIN, 2004). O conceito de transi¢cdo nutricional
abrange grandes mudancas no perfil nutricional de popula¢cdes humanas. Estas mudancas
estdo diretamente relacionadas com modificagdes na ingestdo alimentar e sdo determinadas
pela interacdo de mudancas econdmicas, demogréaficas, ambientais e culturais que ocorrem na
sociedade (MONTEIRO; CONDE; POPKIN, 2004). O cenario nutricional do pais tem
apresentado rapidas e grandes mudancas, com alteracdes claras na magnitude da subnutricéo e
da supernutricdo. A camada mais pobre da populacdo apresenta uma diminuicdo simultanea
da prevaléncia de desnutricdo grave e um aumento de sobrepeso e obesidade (BATISTA
FILHO e RISSIN, 2003; BISCEGLI et al., 2007; MONTEIRO; CONDE; POPKIN, 2004).

No entanto, a desnutricdo é uma preocupacdo mundial, e ainda constitui-se em um
grave problema de salude publica, principalmente em paises em desenvolvimento, como o
Brasil. Essa doenca atinge pessoas de todas as idades, mas as maiores vitimas sdo as criancas,
havendo um impacto consideravel sobre os indices de morbidade e de mortalidade infantil
(FRAGA e VARELA, 2012; GUEDES, 2011). Embora o numero dos atingidos pela
desnutricdo tenha declinado consideravelmente, o problema n&o foi solucionado por
completo, e ainda existem muitas criangas desnutridas no pais (BELLUSCIO et al., 2014;
FRAGA e VARELA, 2012; GUEDES, 2011; LENOIR-WIJNKOORP et al., 2011; MONTE,
2000; MONTEIRO et al., 2009).

A desnutricio é uma condicio de origem complexa e de multiplas causas. E mais

correto usar o termo deficiéncias nutricionais, uma vez que sdo varias as modalidades de
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desnutricdo. S&o doengas que decorrem do aporte alimentar insuficiente em energia e
nutrientes ou ainda do inadequado aproveitamento biolégico dos alimentos ingeridos,
resultando na caréncia dos nutrientes necessarios para que 0 organismo realize seu
metabolismo fisiologico. (FRAGA e VARELA, 2012; MONTE, 2000; MONTEIRO, 2003).

Dentre os fatores relevantes na génese da desnutricdo destacam-se a desnutricdo
intrauterina e pos-natal, os partos prematuros, ingestdo insuficiente de alimentos capazes de
suprir as necessidades do organismo, a incidéncia repetida de infec¢Ges, em particular
doencas diarreicas e parasitoses intestinais, além do fraco vinculo mae-filho e da falta de
recursos financeiros. E importante destacar que, muitas vezes, a desnutricio ocorre ndo pela
falta de alimentos, mas pela falta de conhecimentos adequados sobre a saude e nutricdo da
crianca, 0 que pode gerar praticas inadequadas de cuidado infantil tais como falta ou
abandono precoce do aleitamento materno, retardo na introducdo de alimentos
complementares adequados, administragdo de alimentos muito diluidos e/ou néo
higienicamente preparados (BATISTA FILHO e RISSIN, 2003; BISCEGLI et al., 2007;
MONTE, 2000; MONTEIRO, 2003).

S&o muitos os riscos provenientes da desnutricdo (BISCEGLI et al., 2007); durante os
primeiros estigios da vida pode resultar em inimeros problemas cerebrais, incluindo o
aumento das chances de desenvolver doengas neuroldgicas, como a epilepsia (CABRAL et
al., 2011). Déficits nutricionais na gestacdo e na infancia, principalmente no primeiro ano de
vida, estdo associados a maior mortalidade, excesso de doencas infecciosas, atraso no
crescimento e no desenvolvimento motor e neuroldgico, alteracdes da estrutura e
neuroquimica cerebral, menor aproveitamento escolar e aumento significante na incidéncia de
comprometimento do QI no adulto, o que pode acarretar uma morbidade funcional ao longo
da vida, com menor capacidade produtiva na vida adulta (BELLUSCIO et al, 2014; FRAGA e
VARELA, 2012; MONTE, 2000; MONTEIRO et al., 2009; RANADE et al., 2012; WABER
et al., 2014; WARTELOW, 1997). Por esses motivos, a doencga torna-se uma preocupacao
social, pois essas alteracfes podem interferir de forma significativa na qualidade de vida e
inclusdo social das vitimas (BISCEGLI et al., 2007).

A deficiéncia nutricional € mais nociva se ocorre cedo na vida pds-natal, porque nessa
fase o crescimento corporal € muito acelerado e a necessidade de calorias, proteinas e outros
nutrientes é maxima, principalmente em relagio ao SN (GUEDES, MONTEIRO,
TEODOSIO, 1996). Porto et al. (2010) mostraram que a desnutricio precoce acarreta déficit
neuronal, com alteragdes cognitivas e modificagbes no desenvolvimento e crescimento em

modelos experimentais. Isto ocorre porque no inicio da vida ha maior vulnerabilidade neural a
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diversos estimulos, como por exemplo, as agressdes nutricionais. Nesse periodo inicial, o
cérebro apresenta crescimento e desenvolvimento muito rdpidos, através de processos como
hiperplasia, hipertrofia, migracdo celular, mielinizacdo e organizacdo das sinapses
(BALLABRIGA, 1989; GUEDES, MONTEIRO, TEODOSIO, 1996; MORGANE et al.,
1978; MORGANE et al., 1993).

O aporte inadequado de um ou mais nutrientes na alimentagdo diaria do organismo em
desenvolvimento pode, sem davida, perturbar a organizacdo morfoldgica e bioguimica de um
ou mais dos processos descritos acima, levando geralmente a alteracfes nas fungdes cerebrais,
as quais eventualmente podem ser permanentes (GUEDES, 2011; FRAZAO et al., 2008;
MORGANE et al., 1978). Isso vai depender da intensidade e da duracdo da deficiéncia
nutricional, bem como do estagio de desenvolvimento do 6rgdo, na época em que ocorrer a
desnutricido (GUEDES, MONTEIRO, TEODOSIO, 1996; GUEDES, 2011; MORGANE et
al., 1978).

A essa fase de desenvolvimento e crescimento rapidos do SN denomina-se “periodo
critico de desenvolvimento” ou “periodo de crescimento rapido do cérebro”. E considerado
um periodo critico ou de maior vulnerabilidade a varios tipos de agressdes, como a
desnutricdlo (DOBBING e SMART, 1974). Este periodo ocorre em épocas distintas, a
depender da espécie de mamifero. Nos seres humanos inicia-se no periodo pré-natal (Gltimo
trimestre de gestacao) e vai até o final dos primeiros dois a quatro anos de vida pés-natal; ja
no rato — animal comumente utilizado em estudos neurofisioldgicos experimentais - coincide
com o periodo de aleitamento, isto é, as trés primeiras semanas de vida pos-natal
(MORGANE et al., 1993; SCRIMSHAW e GORDON, 1968; Figura 1).

E comum o uso de modelos animais para analisar processos cerebrais afetados por uma
deficiéncia nutricional. Assim, é importante saber que o desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC) ocorre em fases, que seguem uma sequéncia precisa, e varia de acordo com as
regides cerebrais. Entre as espécies de mamiferos, ndo ha grande diferenca nessa sequéncia de
processos do desenvolvimento do cérebro, porém o tempo do nascimento em relacdo ao
estagio de maturagdo cerebral é diferente (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002; Figura
1).
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Figura 1 — Esquema de comparagdo, no homem e no rato, dos principais eventos de desenvolvimento do sistema

nervoso, incluindo as fases pré- e pds-natal. Figura adaptada do artigo de Morgane et al, 1993.

Alguns modelos experimentais tém sido utilizados com sucesso para provocar a
subnutricdo, como por exemplo, a privacdo dos filhotes a presenca materna ou redugdo na
quantidade de dieta ofertada (ALAMY e BENGELLOUN, 2012). No rato Wistar, mamifero
utilizado nessa pesquisa, uma forma efetiva de se alterar o estado nutricional consiste em
variar a competicdo dos filhotes pelo leite materno, modificando-se o tamanho das ninhadas.
Esse fato tem sido confirmado em alguns trabalhos (AMANCIO DOS SANTOS et al., 20086;
BATISTA-DE-OLIVEIRA et al., 2012; DE LUCA et al., 1977; FRANSCISCO e GUEDES,
2015; FRAZAO et al., 2008; MAIA et al., 2006; ROCHA DE MELO et al., 2004, 2006;
TONKISS et al., 1988). Esses autores demonstraram que o numero de filhotes na ninhada
durante a lactacdo € um fator que pode influenciar o desenvolvimento do SN, alterando alguns
de seus parametros eletrofisiologicos. Dentre estes, estdo 0s que caracterizam a Depressao

Alastrante Cortical (DAC), fendbmeno utilizado neste estudo e explanado no tdpico seguinte.
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2.2 Depresséo Alastrante Cortical

O fendmeno conhecido como “depressao alastrante cortical” (DAC) foi descrito pela
primeira vez pelo neurocientista brasileiro Aristides Azevedo Pacheco Leéo, quando realizava
estudos sobre a epilepsia experimental, na superficie do cortex cerebral de coelhos. Leédo
(1944a) se referiu a DAC como uma “onda” reversivel e propagavel de redugdo (depressao)
da atividade elétrica cerebral, em resposta a estimulos elétricos, quimicos ou mecanicos,
acompanhada do aparecimento de uma “varia¢do lenta de voltagem” (VLV) na regido do
cérebro invadida pelo fendmeno (LEAO, 1947; Figura 2).

Tanto a depressdo do eletrocorticograma (ECoG), quanto a VLV se propagam
(alastram) de forma concéntrica a partir do ponto estimulado, a uma velocidade de 2 a 5
mm/min, atingindo gradualmente regies corticais mais distantes, enquanto que a &rea
inicialmente deprimida comeca a se recuperar também de forma concéntrica (Figura 2). Ao
final de cerca de dez a quinze minutos todo o tecido cortical acha-se recuperado (GUEDES;
ROCHA-DE-MELO; TEODOSIO, 2004; GUEDES, 2011).

A VLV é observada na regido cortical invadida pela DAC: enquanto o ECoG diminui
sua amplitude, o cértex 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, 1951).
Além dessa despolarizacdo, ocorrem algumas alteracdes, como a dilatacdo dos vasos
sanguineos da pia-mater (LEAO, 1944b), e mudancas na distribuicio de ions entre os meios
extra e intracelular. H4 um influxo de H* e K", e um efluxo de Ca™*, Na* e CI" juntamente com
a agua, provocando um amento do volume celular e diminuicdo do espaco extracelular

(GORJI, 2001). Todas essas modificacGes sdo reversiveis.
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Figura 2 — A direita, esquema ilustrando a seqiiéncia de eventos (numerados de 1 a 6) que ocorrem
durante a depressdo alastrante cortical (DAC), 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 porgdes do tecido cortical invadidas sucessivamente pela DAC e as areas quadriculadas
indicam regides que ja sofreram a DAC e agora estdo se recuperando do fendmeno (areas refratarias a uma nova
estimulacdo). Nas etapas 5 e 6 observa-se que a recuperagdo também se da de forma concéntrica, sendo o ponto
onde a DAC se originou o primeiro a se recuperar totalmente (&reas claras). Finalmente, todo o tecido se
recupera, retornando a condigo 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 estimulagdo quimica (KCl 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 reducdo da amplitude das ondas eletrogréficas, 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 DAC tem sido demonstrada ndo s6 em aves, répteis e anfibios, como também no
cortex cerebral de mamiferos, inclusive no homem (BERGER et al., 2008; DOHMEN et al.,
2008; GORJI e SPERCKMANN, 2004; MAYEVSKY et al., 1996; SOMJEN, 2001). O
fendmeno foi evidenciado em vérias estruturas do SNC como nucleo caudado, tubérculo
quadrigémio, bulbo olfatério, cértex cerebelar, medula espinhal e teto dptico (FIFKOVA et
al., 1961; GUEDES; TSURUDOME; MATSUMOTO, 2005; LEAO e MARTINS
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FERREIRA, 1958, 1961; STREIT, FERREIRA-FILHO e MARTINS-FERREIRA, 1995),
sendo mais facilmente provocado em algumas areas que em outras (SOMJEN, 2001).

Este fendmeno, relacionado com a excitabilidade neuronal, tem sido usado como
modelo experimental para avaliar o funcionamento e desenvolvimento do SNC (GUEDES,
2011). Do ponto de vista clinico, o estudo da DAC é potencialmente relevante pois esta
relacionada com importantes doencgas neuroldgicas humanas, como as epilepsias, a isquemia
cerebral, a enxaqueca com aura, a esclerose multipla e injaria traumatica cerebral. A possivel
relacdo entre os mecanismos da DAC e o dessas enfermidades com desordens na
excitabilidade cerebral vem sendo demonstrada através de evidéncias clinicas e experimentais
em diversos estudos (CHARLES e BACA, 2013; DREIER, 2011; DREIER et al., 2012;
FABRICIUS et al., 2008; FERRARI et al., 2015; GUEDES e CAVALHEIRO 1997;
GOADSBY, 2006; KURTH et al., 2012; LAURITZEN et al., 2011; LEAO, 1944b;
MOSKOWITZ, 2007; PUSIC et al., 2015; TORRENTE et al., 2014a; WEI; ULLAH;
SCHIFF, 2014). Assim, fatores que influenciam o fendmeno da DAC, podem gerar dados que
ajudam a entender como a DAC se relaciona com essas doencas, 0 que justifica, mais uma
vez, a relevancia deste estudo.

SituacGes experimentais que interfiram na oposi¢do natural do tecido a propagacdo da
DAC podem ser relevantes na compreensdo de seus mecanismos. No Laboratério de
Fisiologia da Nutricio Naide Teoddsio (LAFINNT), do Departamento de Nutricdo do
CCS/UFPE, investiga-se até que ponto modelos animais submetidos a diversas condi¢des
experimentais, especialmente as relacionadas a nutricdo e ao exercicio fisico, podem sofrer
alteracbes nos aspectos estruturais e funcionais do SN, e como essas modificagdes
influenciam a susceptibilidade do tecido cortical & DAC. Neste laboratério, tem-se
demonstrado que algumas condi¢cfes de interesse clinico (variaveis nutricionais, hormonais,
ambientais e farmacoldgicas) podem influenciar a excitabilidade neuronal e facilitar (Tabela

1) ou dificultar (Tabela 2) a propagac¢édo do fenémeno da DAC.



Tabela 1 — Condicdes que facilitam a propagacéo da DAC.
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Condicéo Experimental

Trabalhos - Autor, Ano

Efeitos sobre a DAC

Reducéo da concentracdo extracelular
de cloreto (lavagem gastrica e
administracéo intramuscular de 3-beta-

aminoetil-pirrole)

GUEDES e DO CARMO, 1980

Aumenta a velocidade de

propagacao

Aumenta a incidéncia de DAC

espontanea

Aumenta a transferéncia entre

hemisférios

Desnutricdo  (dieta deficiente em | GUEDES; ANDRADE; CABRAL- | Aumenta a velocidade de
proteina) FILHO, 1987 propagacao
Deficiéncia nutricional pela DBR* ROCHA-DE-MELO e GUEDES,

1997; MENDES-DA-SILVA et al.,

2014
Condicbes desfavordveis de lactacdo
(Ninhadas com 12 filhotes) ROCHA-DE-MELO etal., 2006
Diazepam (5-10 mg/Kg i.v.) GUEDES et al., 1992; Aumenta a velocidade de

GUEDES e CAVALHEIRO, 1997 | Propagacao
Hipoglicemia (Restricdo alimentar e | XIMENES-DA-SILVA e | Aumenta a velocidade de
injecdo de insulina 1,5-3,0 U/KQ) GUEDES, 1991; COSTA CRUZ e | propagacdo

GUEDES, 2001
Privagdo do sono paradoxal (72 h antes | VASCONCELOS et al., 2004; | Aumenta a velocidade de
do registro eletrofisioldgico — técnica | GUEDES e VASCONCELOS, | propagacdo
do tanque de agua) 2008
Consumo de etanol (3 g/Kg por 7 dias) | GUEDES e FRADE, 1993 Aumenta a velocidade de
(3 g/Kg por 18 dias) ABADIE-GUEDES et al., 2008 propagacao
Hipertireoidismo (20 pg/Kg i.p. de | SANTOS, 2000 Aumenta a velocidade de
Tiroxina — T4 por 7 dias) propagacdo
Deaferentacdo sensorial (Remogdo das | TENORIO et al., 2009 Aumenta a velocidade de

vibrissas do lado direito, P2-3)

propagacdo no  hemisfério

contralateral

Tratamento com L-arginina durante o
desenvolvimento (Gavagem: 150, 300
ou 450 mg/Kg/dia, P7-28)

MAIA et al., 2009

Aumenta a velocidade de

propagacéo (dose-dependente)

Tratamento com com L-glutamina

LIMA et al., 2009

Aumenta a velocidade de
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durante o desenvolvimento (Gavagem: propagacéo
500 mg/Kg/dia, P7-27)
Uso de dipirona no inicio da vida | AMARAL etal., 2009 Aumenta a velocidade de

(Gavagem: 300 mg/Kg/dia, por 7 dias,

propagacdo (principalmente na

na 2%, 3% ou 42 semana) 42 semana)
Hipertermia ambiental (40 £ 2°C, 5 | FARIAS-SANTOS et al., 2009 Aumenta a velocidade de
vezes/semana, por 3 semanas, P10-29) propagacao
Tratamento  crbnico com  acido | MONTE-GUEDES et al., 2011; | Aumenta a velocidade de
ascorbico (Gavagem: 60 ou 120 | MENDES-DA-SILVA etal., 2014 | propagagdo

mg/Kg/dia, P7-28)

Aumenta a amplitude da VLV

Tratamento com o0  antagonista
serotoninérgico Tianeptina (5 ou 10

mg/Kg s.c., P2-24)

AMANCIO-DOS-SANTOS et al.,

2013

Aumenta a velocidade de

propagacéo (dose-dependente)

Tratamento com glutamato

monossodico (2 ou 4 g/Kg s.c., P1-14)

LIMA etal., 2013

Aumenta a velocidade de

propagacdo (dose-dependente)

Aumento do influxo extracelular de
Ca2 + (Uso do ionéforo A23187: 10,
50 ou 100 uM, aplicacéo topica)

TORRENTE, et al., 2014b

Aumenta a velocidade de

propagacdo (dose-dependente)

Dexametasona (0,5; 0,3 e 0,1 mg/Kg, | LOPES-DE-MORAIS etal., 2014 | Aumenta a velocidade de
P1-3) propagacao
*Dieta Bésica Regional
Tabela 2 — Condicdes que dificultam a propagacao da DAC.
Condicao Experimental Trabalhos - Autor, Ano Efeitos sobre a DAC
Tratamento com litio (Adicdo de | GUEDES et al., 1989 Diminui a velocidade de

carbonato de litio na dieta: 1,5 g/Kg de
dieta)

(50 mg/Kg i.p., P75-80)

DE AGUIAR et al., 2011

propagacdo, apenas nos animais

desnutridos

Hiperglicemia (1 ml, solucdo 40% de

Glicose i.v.)

(60 mg/Kg de streptozotocina - STZ
i.p.)

XIMENES-DA-SILVA
GUEDES, 1991,

COSTA-CRUZ e GUEDES, 2001;
COSTA-CRUZ; AMANCIO-DOS-

Diminui a velocidade de

propagacao
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SANTOS; GUEDES, 2006

Uso de anestésicos (40 mg/Kg i.p. de | GUEDES e BARRETO, 1992 Diminui a velocidade de

Thionembutal ou 1g/Kg de Uretana + propagacao

40 mg/Kg de Cloralose i.p.)

Hipotireoidismo (8 mg/Kg/dia de | GUEDES e PEREIRA-DA-SILVA, | Diminui a velocidade de

Propiltiouracil —-PTU, 17° dia de | 1993 propagacao

gestacdo — P42)

Envelhecimento GUEDES; AMORIM; TEODOSIO, | Diminui a velocidade de
1996; BATISTA-DE-OLIVEIRA et | propagacdo, independente da

Mongolian Gerbil: 1,5-58 meses

al., 2012 espécie, dieta ou descendéncia
Rato albino (Wistar e Sprague-
dawley): 2,5-24 meses
Estimulagdo  ambiental  (ambiente | SANTOS-MONTEIRO; Diminui a velocidade de
enriquecido, incluindo natacéo) TEODOSIO; GUEDES, 2000 propagacéo
Facilitacdo da atividade | AMANCIO-DOS-SANTOS et al., | Diminui a velocidade de

serotoninérgica (5, 10, 20 ou 40
mg/Kg/dia de Fluoxetina s.c., durante
lactacdo; ou aplicacdo topica de 5 ou
10 mg/ml)

2006

propagacdo (dose-dependente)

Epilepsia cronica (300 mg/Kg i.p. de | COSTA-CRUZ; AMANCIO-DOS- | Diminui a velocidade de
pilocarpina) SANTOS; GUEDES, 2006 propagacao

CondigBes favoraveis de lactacdo | ROCHA-DE-MELO et al., 2006 Diminui a velocidade de
(Reducdo das ninhadas: 3 filhotes por propagacao

mée)

Estimulagdo elétrica periférica (2 ou | DO MONTE-SILVA et al., 2007 Diminui a velocidade de

60 Hz, pulsos quadrados de onda; 1,5

ms de duragdo; 10-40 V intensidade,

propagagdo no  hemisfério

contralateral ao lado corporal

por 2 eletrodos nas patas esquerdas, estimulado

P7-28)

Pilocarpina (doses subconvulsivantes: | GUEDES e VASCONCELOS et | Diminui a velocidade de
45, 95, 190 mg/Kg i.p., durante | al., 2008 propagacao

registro eletrofisiol6gico)

Tratamento de ratos adultos com | TRINDADE-FILHO; Diminui a velocidade de
triptofano (125 mg/Kg i.p., durante | VASCONCELOS; GUEDES, 2009 | propagacéo

registro eletrofisiologico)

Deficiéncia, na dieta, de acidos graxos | BORBA et al., 2010 Diminui a velocidade de
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essenciais (5% O6leo de coco X

controle: 5% 6leo de soja, dieta das
filhotes até o

mées e registro

eletrofisiol6gico)

propagacao

Exercicio fisico em esteira (30
min/dia, 5 dias/semana, 3 semanas: 5,

10, 15 m/min)

(30 min/dia, 5 dias/semana, 3 semanas:
5, 10, 15 m/min; 4% e 5% semanas: 25

m/min; 45 min em dias alternados )

MONTEIRO et al., 2011, 2015;
LIMA etal., 2014

BATISTA-DE-OLIVEIRA et al.,
2012;

Diminui a velocidade de

propagacao

Eliminagdo da funco ovariana

(castracdo) no inicio da vida (P7)

ACCIOLY etal., 2012

Diminui a velocidade de

propagacéo

Aumenta a amplitude e duragéo
da VLV

Dieta hiperlipidica e hipercalérica
(Dieta de cafeteria durante a lactacéo
ou da lactagéo até P90-93)

GERMANO et al., 2013

Diminui a velocidade de
propagacao

Diminui a amplitude da VLV

Tratamento com o antagonista de | GUEDES et al., 2013 Diminui a velocidade de
opioides Naloxona (10 mg/Kg/dia s.c., propagacgao

P7-28)

Tratamento crbnico com de &cido | MENDES-DA-SILVA etal., 2014 | Diminui a velocidade de
ascorbico (Gavagem: 30 mg/Kg/dia, propagacéo

P7-28)

Tratamento com lectina Concanavalina | SOARES et al., 2015 Diminui a velocidade de
A (1 ou 10 mg/Kg i.p., P5-24) propagacéo

Aumenta a amplitude e duragédo
da VLV

Tratamento crénico com Taurina e ou
alanina (Gavagem: 300 mg/Kg/dia, P7-
27 ou P90-110)

FRANSCISCO e GUEDES, 2015

Diminui a velocidade de

propagacao
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Evidéncias experimentais demonstraram que a deficiéncia nutricional, especialmente
durante o periodo critico de desenvolvimento cerebral, altera a acdo de determinadas
substancias nesse tecido, diminuindo ou aumentando as respostas ao fenémeno da DAC. Em
animais com o estado nutricional comprometido, substancias como a glicose (COSTA-CRUZ
e GUEDES 2001) e a L-arginina (FRAZAO et al., 2008), afetam a DAC de forma menos
intensa, enquanto que a dipirona (AMARAL et al., 2009) e a pilocarpina (VASCONCELOS
et al., 2004) a alteram mais intensamente do que o fazem em animais bem-nutridos. Por outro
lado, outros compostos, como a fluoxetina (AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006) e a
glutamina (LIMA et al., 2009) influenciam a DAC de forma semelhante em animais
desnutridos e bem-nutridos. Esses achados merecem ateng&o, pois sugerem uma diferenga na
reatividade de animais que sofreram desnutricdo a determinadas substancias, o que pode ser

util no uso de determinadas drogas e tratamento de certas doencas.

A desnutricdo, seja por manipulagdo do tamanho da ninhada ou da dieta, aumenta a
susceptibilidade cortical ao fendbmeno da DAC, facilitando sua propagacdo nesse tecido
(GUEDES et al., 1987; MENDES-DA-SILVA et al., 2014; ROCHA-DE-MELO e GUEDES,
1997; ROCHA-DE-MELO et al., 2006). O exercicio fisico, por sua vez, diminui essa
susceptibilidade cortical (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al.,, 2012; LIMA et al., 2014,
MONTEIRO et al., 2011, 2015).

Em seu estudo inicial, Ledo j& havia observado o surgimento de ondas “anormais” no
registro eletroencefalografico, durante a DAC, quando a atividade elétrica espontanea se
encontra deprimida. 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 ECoG (LEAO,
1944a). Isto poderia sugerir uma relacéo entre a DAC e fendmenos que indicam alteracdo da
excitabilidade cerebral, como a potencia¢do de longa duragdo (LTP; do inglés “long term

potentiation”), como confirmam as evidéncias expostas a seguir.

2.3 Potenciacdo da atividade elétrica Cerebral

A Potenciacdo de longa duragdo (LTP) é um fendmeno neural, caracterizado por um

aumento na magnitude das respostas pds-sinapticas durante horas, dias ou semanas, ap0s
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breve estimulacdo repetitiva de aferentes pré-sindpticos. Ou seja, € um aumento de longa
duracdo na eficacia sinéptica (plasticidade neuronal), possivelmente associado com 0s
processos de aprendizagem e memoria (IZQUIERDO et al., 2008; MALENKA, 2003;
NICOLL e ROCHE, 2013; TEYLER E DISCENA, 1984;).

Esse fendmeno foi observado inicialmente no hipocampo e continua a ser estudado mais
facilmente nessa regido do cérebro, sendo utilizado como modelo em estudos de plasticidade
sinaptica (ANWYL, 2009; MALENKA, 2003;). Os estudos iniciais ocorreram no comeco da
década de 1970, quando Timothy Bliss e colaboradores na Inglaterra, descobriram que uns
poucos segundos de estimulacdo elétrica de alta frequéncia podiam aumentar a transmissdo
sinptica no hipocampo do coelho por dias ou mesmo semanas. No entanto, a LTP também
ocorre em outras regides do encéfalo, incluindo o cértex, a amigdala e o cerebelo (PURVES
et al., 2005).

Apos a LTP, devido a ativagdo precoce de uma variedade de glico e sialoglicoproteinas,
muitas proteinas sdo sintetizadas na regido CAL do hipocampo. Estas proteinas podem moldar
mudancas morfologicas nos terminais dendriticos e/ou terminais do axénio que fazem
sinapses com elas (FOLEY, et al., 2003; ROSE, 1995). Essas mudancas foram sugeridas
como a base da manutencdo da LTP e memoria (BOZON et al., 2003; KANDEL e SQUIRE,
2000; LYNCH; REX; GALL, 2007) e sugerem um realce na eficicia sinaptica. Embora
muitos avancos tenham ocorrido no intuito de explicar seus mecanismos de inducdo e
expressao, os fatores responsaveis pelo aumento de longa duracdo da eficacia sinaptica ainda
precisam ser esclarecidos (ANWYL, 2009).

Evidéncias experimentais sugerem que a DAC pode modular a excitabilidade neural e
atividade sinaptica, com possiveis implicagdes para potenciacdo de longa duracdo. Foi
demonstrado “in vitro” (fatia de neocortex de rato) que apds uma onda de DAC ocorria um
aumento na amplitude de potenciais elétricos extracelulares evocados eletricamente, com
caracteristicas semelhantes a LTP (FOOTITT e NEWBERRY, 1998). A ocorréncia dessa
associacdo (DAC seguida de potenciacdo) foi demonstrada, “in vivo”, pela primeira vez, no
teto dptico de ra (GUEDES; TSURUDOME; MATSUMOTO, 2005). Mais recentemente,
Faraguna et al., (2010) evidenciaram em ratos, “in vivo”, que a indu¢do da DAC aumentou
respostas evocadas cortico-corticais, sugerindo uma potenciacéo sinaptica apds inducao local
da DAC. Corroborando esses achados, demonstramos “in vivo” que a DAC induz uma

potenciacdo do ECoG, em ratos machos, sob efeito de agentes anestésicos (LOPES-DE-
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MORAIS et al., 2014; SOUZA et al., 2011) e em ratos acordados, sem o efeito de anestesia
(SOUZA et al., 2015).

LTP é um fendmeno induzido experimentalmente, que pode ser usado para demonstrar
o repertorio de modificacdes de longa duracdo dos quais sinapses individuais sdo capazes
(MALENKA e BEAR, 2004). No cortex, a LTP tem se mostrado dependente da entrada de
calcio pela ativagdo de receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (BEAR e
KIRKWOORD, 1993). Na regido CA3 do hipocampo, essa exigéncia ndo € requerida
(IZQUIERDO et al., 2008). A DAC por si s6 induz despolarizacdo prolongada, ativacdo dos
canais de NMDA, elevagdo de célcio intracelular e potéssio extracelular (SOMJEN et al.,
1992). Deste modo, Footitt & Newberry (1998) néo se surpreenderam pelo fato da DAC ter
induzido uma potenciagdo semelhante a LTP “in vitro”.

Além disso, esse realce da eficacia sinaptica é classicamente induzido por uma breve
estimulacdo de alta freqiiéncia “in vivo” e “in vitro”, mas também pode ser induzido por uma
breve exposi¢cdo ao KCI — o que igualmente pode desencadear a DAC (IZQUIERDO et al.,
2008).

E importante citar também que, foi demonstrado, “in vitro”, em tecido cortical humano,
um aumento da atividade epileptiforme associado a DAC (GORJI & SPECKMANN, 2004),
bem como um aumento na inducdo da LTP, indicando que a DAC facilita a eficacia e
excitabilidade sindptica nesse tecido (BERGER et al., 2008).

Todas essas evidéncias sugerem que a DAC pode potenciar a atividade elétrica cerebral,
provavelmente por modificacdes na plasticidade sindptica. Outro fator que tem mostrado
beneficios na fungdo cerebral, com implicacdes na sua plasticidade, € a pratica de exercicio

fisico, como mostram as evidéncias expostas a seguir.

2.4 Exercicio Fisico

A atividade fisica é todo movimento produzido pelos musculos esqueléticos com gasto
energético maior que a taxa metabdlica basal. Por outro lado, o exercicio fisico é considerado
como uma sequéncia sistematizada de movimentos de diferentes segmentos corporais,
executados de forma planejada e com um determinado objetivo a ser atingido. Por exemplo:
um passeio ao ar livre é considerado uma atividade fisica, enquanto uma caminhada orientada

é um exercicio fisico (Sociedade Brasileira de Medicina do Esporte). Por sua vez, o
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enriquecimento ambiental é a criacdo de condi¢bes que oferecem uma oportunidade maior de
praticar exercicios fisicos, interagBes sociais e experiéncias de aprendizagem (VAN PRAAG;
KEMPERMANN; CAGE, 2000). Os avancos da ciéncia com relacdo a esse tema sao
inimeros, e isso tem trazido beneficios para a saude, longevidade e qualidade de vida
(FRAGA e VARELA, 2012).

Nos ultimos anos, a relagdo entre nutricdo, exercicio fisico e estado de saude dos
individuos vem recebendo atencdo crescente da comunidade cientifica. Diversos estudos tém
demonstrado que o exercicio fisico melhora a funcdo cardiovascular, o bem estar fisico,
psicolégico e pode atenuar os deficits neurais associados ao envelhecimento. Além disso,
ajuda na prevencao ou controle de varias condicGes especificas como: obesidade, diabetes,
niveis séricos de colesterol e triglicerideos, estresse e auxilia no tratamento de varias
enfermidades mentais, incluindo ansiedade e depressdo, (BATISTA-DE-OLIVEIRA et al.,
2012; COURNEYA; KEATS; TURNER, 2000; FADAEI; GORJI; HOSSEINI, 2015;
LATIMER et al., 2011; LECKIE et al., 2014; STEELE et al., 2008; VERISSIMO et al.,
2002;).

Evidéncias cientificas demonstram que a exposicdo ao enriquecimento ambiental, que
inclui uma oportunidade maior de exercicios fisicos, tem produzido efeitos positivos sobre o
SNC e podem melhorar o desenvolvimento e funcdo do cérebro ao longo da vida
(GUENDLER et al., 2008; VEDOVELLI et al., 2011).

Inimeros relatos sugerem que o exercicio e atividade fisica regular podem reduzir o
risco de comprometimento neuroldgico em condi¢cbes como esclerose mdltipla, acidente
vascular cerebral, doenca de Parkinson (COTMAN e BERCHTOLD, 2002; ELDAR e
MARINCEK, 2000; SMITH e ZIGMOND, 2003; SOSNOFF et al., 2013). Aléem disso, o
exercicio fisico pode melhorar a qualidade de vida de pessoas com epilepsia; trazendo
beneficios como melhora nos parametros fisicos e saude mental, integracdo social, e até
reducdo do namero de crises (PIMENTEL; TOJAL; MORGADO, 2015).

Evidéncias experimentais, em animais (VAN PRAAG et al., 2005) e em humanos
(HILLMAN, 2004), tém associado o exercicio com a melhora da funcdo cognitiva,
aprendizagem e memoria. Progressos induzidos pelo exercicio na aprendizagem e memoria
tém sido diretamente associados com a melhora na neurogénese, aumento na plasticidade
sinaptica dependente da atividade fisica e expressdo génica alterada (MORA; SEGOVIA,;
DEL ARCO, 2007; O'CALLAGHAN; OHLE; KELLY, 2007).

Alguns estudos demonstraram efeitos benéficos do exercicio de natagdo sobre as

funcOes cerebrais. Este exercicio, durante a gravidez promove aumento da proliferacéo celular
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no hipocampo, aliviando assim a perda da funcdo de memoria associada a gestacdo (KIM et
al., 2012)., A natagdo também é capaz de aliviar os sintomas de déficit de atencdo e
hiperatividade em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) utilizados como modelo animal
do transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (ADHD), um distdrbio
neurocomportamental caracterizado por desatencédo, hiperatividade e impulsividade (KO et
al., 2013). O exercicio regular de natacdo pode ser um método para melhorar algumas das
consequéncias comportamentais deletérias da dependéncia de morfina, reduzindo sua
gravidade e consumo voluntario, com reducéo da ansiedade e depressdo em ratos (FADAEI,
GORJI; HOSSEINI, 2015).

Estas mudancas em circuitos neurais tém sido associadas com alteragdes nos fatores
neurotroficos centrais em varias areas do cérebro (FANG et al., 2013; GOMEZ-PINILLA et
al., 2002; LEE et al., 2006; NEEPER et al., 1995; VAYNMAN; YING; GOMEZ-PINILLA,
2004), especialmente o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), um importante
regulador da plasticidade sinaptica cerebral (ROTHMAN e MATTSON, 2013).

LEE et al. (2006), demonstraram que ratas que realizaram natacdo durante a gestacao,
apresentaram filhotes, cujos hipocampos estavam com expressdo de RNAmM aumentada para o
BDNF, o que esté relacionado com neurogénese hipocampal e aprimoramento da memoria de
curta duracao.

O'Callaghan et al. (2007) evidenciaram em ratos, que a corrida forcada em esteira
resultou em melhorias seletivas na plasticidade do hipocampo. Nesse trabalho, os animais que
foram submetidos a treinamento fisico demonstraram maior expressao de potenciacdo de
longa duragéo no giro dentado e tiveram um maior aprendizado na terefa de reconhecimento
de objeto. Essas mudancas foram associadas com um aumento na expressao do BDNF no giro
dentado.

Santos-Monteiro et al. (2000) averiguaram a influéncia da estimulacdo sensorial,
associada ao estado nutricional, sobre a DAC em ratos. Observou-se que apenas 0s animais
desnutridos, que foram mantidos em condi¢fes de ambientes ricos em estimulos (inclusive
natacdo), desde a idade pré-desmame até a idade adulta (dos 7 aos 90-110 dias de idade),
apresentaram reducdo significante da velocidade de propagacdo da DAC. Os grupos
desnutridos e submetidos a estimulacdo ambiental apenas apos o desmame nédo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao grupo desnutrido ndo estimulado. Isso sugere que ha
um efeito diferencial da estimulacdo ambiental sobre a DAC, dependendo do estado

nutricional e do periodo em que a estimulag&o se inicia.
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Sabe-se que o SNC pode alterar sua estrutura e fun¢do como resultado da interagéo dos
individuos com o ambiente (REAL et al., 2015). Assim, € de grande relevancia investigar
como o exercicio pode regular beneficamente a neuroplasticidade no inicio da vida, e ou em
fases mais tardias. Apesar de serem bem documentados os efeitos do exercicio fisico sobre o
SN em animais adultos, pouco se sabe acerca de seus efeitos no cérebro em desenvolvimento.
Como foi mencionado anteriormente, estimulos no periodo inicial da vida podem afetar a
integridade funcional do cérebro na fase adulta. Além disso, em ambos os periodos (fase
inicial da vida pos-natal e fase adulta), sdo escassos os estudos sobre a influéncia do exercicio
fisico, em associagdo com uma deficiéncia nutricional, sobre a potenciacdo da atividade
elétrica cerebral induzida pela DAC no cértex cerebral.

Nesse trabalho usamos a “natacdo livre” como fator adicional a manipulacdo das
“condicdes do aleitamento”, para investigar os efeitos desse exercicio realizado no inicio da
vida ou em uma fase mais tardia, e os possiveis efeitos da interacdo desses fatores sobre a
eletrofisiologia do cdrtex cerebral (potenciagdo do ECoG p6s-DAC).

A escolha da natacdo para este estudo, como um modelo de exercicio em ratos, foi
baseada em trés razbes principais: primeiro, os efeitos positivos da natacdo sobre o
funcionamento do cérebro estdo bem estabelecidos (KO et al., 2013; ZHONG et al., 2016);
segundo, apesar disso, pouco se sabe sobre a influéncia da natagdo sobre o aumento da
atividade elétrica do cérebro induzida pela DAC no cértex cerebral; terceiro, o exercicio de
natacdo apresenta vantagens sobre o exercicio em esteira, uma vez gque a natacdo é uma
habilidade natural dos ratos, o que evita a selecdo de animais, que é necessaria em protocolos
experimentais utilizando esteira. Além disso, tem a vantagem de ndo causar lesdes nas patas

ou cauda, de modo que n&o é fisicamente traumatizante para o animal (KEVIN et al., 2006).
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3—PERGUNTA CONDUTORA

A natacdo precoce e/ou tardia pode influenciar o efeito de potenciacdo da atividade
elétrica cerebral p6s-DAC? Uma condi¢do desfavoravel de lactacdo associada a natacéo

poderia também modular este efeito?

4 - HIPOTESES

« O exercicio de natacdo influencia o efeito de potenciacdo da atividade elétrica cerebral
p6s-DAC,;

« A condicao desfavoravel de lactacdo interage com o exercicio de natacdo e modula esse
efeito;

» Periodos diferentes de realizacdo do exercicio exibem efeitos diferentes sobre a

potenciacdo do ECoG pés-DAC.
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5-OBJETIVOS

5.1 — Geral

Investigar a influéncia de diferentes periodos de natacdo sobre a capacidade da DAC,
em potenciar a atividade elétrica cerebral, em ratos machos adultos, previamente submetidos a

condicGes favoraveis (Grupo Lg) ou desfavoraveis (Grupo L) de lactagéo.

5.2 — Especificos

« Acompanhar a evolugdo ponderal ao longo do desenvolvimento, como indicador
do estado nutricional;

« Quantificar a amplitude da atividade elétrica cortical antes e ap6s a DAC e
compara-las, como forma de demonstrar o efeito de potenciacao;

« Ao final do registro eletrofisioldgico, avaliar o peso cerebral, como indicador de
efeitos da restricdo nutricional sobre o desenvolvimento do cérebro;

» Analisar possiveis diferencas e interacfes entre os efeitos eletrofisioldgicos dos
dois periodos de natacdo (precoce e tardia) em animais submetidos a condicdes

favoraveis ou desfavoraveis de lactacéo.
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6 - METODOS

Esta pesquisa foi realizada no “Laboratério de Fisiologia da Nutrigdo Naide Teoddsio”
(LAFINNT), do Departamento de Nutricdo, do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) /
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os procedimentos experimentais a
seguir descritos foram previamente submetidos a analise e aprovacdo pela Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n° 23076.017295/2012-17 — ANEXO A).
Foram seguidas as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal e
as normas estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals (Bethesda, USA).

6.1 — Animais

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, provenientes da colbnia do
Departamento de Nutricdo da UFPE. Esses animais foram mantidos durante todo o
experimento em gaiolas de polipropileno (51 cm x 355 cm x 18,5 cm), em salas com
temperatura ambiente de 23+1°C, com ciclo claro escuro de 12 horas (inicio da fase clara as
6:00h). A dieta de manutencdo das maes até o final do aleitamento e dos filhotes (estes
ultimos apds o desmame, que ocorreu aos 21 dias de vida), foi a dieta comercial padrdo do
biotério (Presence Ratos e Camundongos — Purina do Brasil Ltda.; com 23% de proteina).
Todos receberam quantidades de agua e dieta suficientes para garantir o consumo “ad
libitum” e foram criados utilizando-se dos procedimentos rotineiros do biotério até atingirem
a idade em que foram submetidos aos registros eletrofisiologicos (entre 90 e 120 dias de
idade).
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6.2 - Determinacdes ponderais

Os pesos corporais foram aferidos com auxilio de uma balanca eletronica da marca
Filizola (capacidade de 3,0 Kg e escala em divisdo de 0,5g), aos 7, 21, 30, 60 e 90 dias de
vida pds-natal.

Apobs o procedimento de eutanasia, o encéfalo foi retirado mediante 2 incisdes: uma
anterior, no limite entre os hemisférios cerebrais e o bulbo olfatorio, excluindo-o; e outra,
realizada posteriormente, tangenciando a borda inferior do cerebelo, incluindo-o. O encéfalo
foi pesado, utilizando-se uma balanca analitica (modelo Bosh, S-2000, com sensibilidade de

até 0,1mg).

6.3 - Exercicio Fisico

6.3.1 Natacéo Precoce

A natacdo em fase inicial da vida (aqui denominada natacdo precoce) foi realizada do 8°
ao 23° dias de vida po6s-natal. Nesse periodo, alguns filhotes foram marcados aleatoriamente e
submetidos a um programa constituido de sessdes diarias de natacdo livre (GUENDLER et
al., 2008). Esses filhotes foram submetidos a natacdo, sem resisténcia adicional nas patas,
sempre no mesmo horéario (entre 8:00 e 12:00 horas da manhd). A agua foi previamente
aquecida e mantida a uma temperatura de 31°C + 1°C, numa caixa plastica medindo
33x40x17cm. O nivel da agua foi mantido de acordo com o crescimento dos animais de forma
gue ndo permitisse o toque das patas no fundo do recipiente. Inicialmente, foi realizada uma
adaptacdo dos animais ao ambiente aquético. Para isso, 0s mesmos foram ambientados
durante 3 dias na proporg¢éo de 2, 5 e 10 minutos respectivamente. Essa adaptacdo ocorreu aos
8° 9° e 10° dias de vida. Os animais descansaram no 11° e 12° dias e a partir do 13° ao 17°
nadaram progressivamente 15, 20, 25, 30 e 40 minutos/dia, descansando no 18° e 19° dias e
do 20° ao 23° dias nadaram 40 minutos/dia. Apos cada sessdo de natagdo, os animais foram

enxugados, aquecidos e devolvidos a companhia materna.
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6.3.2 Natacéo Tardia

Um outro grupo de animais, escolhido aleatoriamente, foi submetido do 60° ao 75° dia
de vida po6s-natal, a0 mesmo programa de natacdo livre utilizado para o grupo de natacdo
precoce (GUENDLER et al., 2008), diferindo apenas com relagdo aos dias de realizagdo do
exercicio e ao recipiente plastico utilizado como tanque de natacdo, que mede 50 cm de
diametro e tem capacidade para 50 litros. A adaptacdo ocorreu aos 60°, 61° e 62° dias de vida,
com os animais nadando 2, 5 e 10 minutos respectivamente. Os animais descansaram no 63° e
64° dias e a partir do 65° ao 69° nadaram progressivamente 15, 20, 25, 30 e 40 minutos/dia,
descansando no 70° e 71° dias e do 72° ao 75° dias nadaram 40 minutos/dia. Apds cada sessao

de natacdo, os animais foram enxugados, aquecidos e devolvidos as suas gaiolas no biotério.

6.3.3 Grupos Controle para o exercicio

Os quatro grupos controle ndo-exercitados (dois ‘precoces’ e dois ‘tardios’), nas idades e
condicBes de lactacdo correspondentes as dos grupos exercitados, foram colocados no mesmo
tanque dos animais que nadaram, durante 0 mesmo tempo diario , porém o nivel da agua foi
mantido baixo, possibilitando que eles tocassem as patas no fundo do recipiente. Dessa forma,
foram submetidos ao mesmo tipo de estresse aquatico sem, contudo realizar o esfor¢o fisico

da natagéo.

6.4. Procedimento cirurgico e Registro Eletrofisioldgico

Quando os filhotes atingiram 90 a 120 dias de idade, foram anestesiados, por via
intraperitoneal (i.p.), com uma solugdo de Uretana 10% + Cloralose 0,4%, a dose de
1000mg/kg de uretana + 40 mg/kg de cloralose (correspondente a administracdo de 1ml da
solucéo por 100g de peso corporeo).

Em seguida, a cabe¢a do animal foi fixada & base de um aparelho estereotaxico modelo

900 (David Kopf), permitindo entéo a incisdo da pele e remogéo do peridsteo para exposicdo
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do cranio. Neste, foram trepanados trés orificios, ao nivel do hemisfério cerebral direito,
alinhados na dire¢do fronto-occipital e paralelamente a linha média. O primeiro orificio (2mm
de diametro), situado no osso frontal, foi utilizado para estimulagdo com cloreto de potassio
(KCI) a 2%, necessaria para deflagrar a DAC. Os outros dois orificios (2-3mm de diametro),
situados no osso parietal, designados proximal (p) e distal (d), serviram para registrar, por 4
horas, 0 ECoG e a VLV na superficie cortical, conforme sera descrito abaixo.

Os registros eletrofisiologicos foram realizados em um sistema digital de registro
(Biopac MP 100,USA ou Biopac MP150, USA). O animal foi mantido sobre um aquecedor
elétrico a fim de que a temperatura retal se mantivesse estavel (37°C £ 1°C), sendo ajustada
quando necessario. Para o registro, foram utilizados trés eletrodos do tipo “prata-cloreto de
prata”, preparados no laboratério por eletrolise, processo no qual se produz a deposicao de
uma fina camada de cloreto de prata sobre um fio do mesmo metal, como descrito
previamente (GUEDES e BARRETO, 1992). Apos isso, os fios foram imersos em pipetas
conicas de polietileno (com 5cm de comprimento e com pontas de 0,5 mm de diametro
interno), preenchidas com solucdo de Agar Ringer a 1% (LIMA et al., 2014). Um par dessas
pipetas, ja fixadas entre si e com distancia entre as suas pontas conhecida (variando entre 4 e
6 mm) foi colocado em contato com a superficie cortical, para o registro eletrofisiol6gico; um
terceiro eletrodo do mesmo tipo foi colocado sobre 0s 0ssos nasais e usado como eletrodo de
referéncia comum.

As duas primeiras horas do registro, que constituem o Periodo Inicial, transcorreram
sem que a DAC fosse deflagrada. Apos este periodo, e mantendo-se 0 mesmo ganho dos
amplificadores, a DAC passou a ser deflagrada, a cada 30 minutos, pela estimulacdo, durante
1 minuto, com KCI a 2% (aproximadamente 270 mM), e o ECoG, bem como a VLV que
acompanha a DAC, foram registrados por mais 2h (Periodo Final). As amplitudes do ECoG
antes e apos a presenca da DAC, foram comparadas como base para analisar a ocorréncia da
potenciacdo da atividade elétrica espontanea. Todos os dados de cada animal, referentes a
evolucéo ponderal, registro da DAC e amplitudes do ECoG foram anotados no Protocolo do
Animal (APENDICE A). Na figura 3 encontra-se esquema do registro eletrofisioldgico da
DAC.
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Figura 3— Esquema do registro eletrofisiol6gico da DAC. Na parte superior, desenho do cranio de um rato com
a representa¢do da posicdo do eletrodo de referéncia comum (R) nos 0ssos nasais e dos trés orificios necessarios
ao experimento. Na regido frontal, o local de aplicacdo de KCI para provocar a DAC, e na regido parietal, os
pontos de registro proximal (near — n) e distal (remote — r), que servem para registrar, por 4 horas, o ECoG (E) e
a VLV (P) na superficie cortical. Na parte inferior, trechos representativos de um registro eletrofisioldgico, a
partir de um sistema digital de registro (Biopac MP 100,USA ou Biopac MP150, USA). Os tragcados
identificados com Pn e Pr referem-se a variacdo lenta de voltagem (VLV), que acompanha a Depressao
Alastrante Cortical (DAC) e os tracados identificados com En e Er correspondem ao eletrocorticograma. Estéo
identificados o Periodo Inicial (periodo em que ndo ha deflagracdo da DAC) e o Periodo Final (periodo em que
ha estimulacdo com KCI 2% para deflagragdo da DAC). O ponto cortical de registro n (mais préximo do ponto
de estimulacédo) e o ponto cortical r também sdo indicados no registro. As marcas, logo acima do tragado Pn, no
Periodo Final, indicam o intervalo em que a estimulacdo com KCI foi aplicada na regido frontal do hemisfério
direito para elicitar a DAC.

6.5. Eutanasia

Ao final de cada sessdao de registro eletrofisiolégico, estando o animal ainda
anestesiado, foi introduzida uma agulha na regido bulbar, através da cisterna magna,
provocando-se lesdo dos centros de controle cardiorrespiratorios, com imediata parada da

respiracdo, seguida por parada cardiaca.
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6.6. Grupos experimentais

No dia do nascimento, animais provenientes de varias ninhadas nascidas no mesmo dia,
foram reunidos e distribuidos aleatoriamente, para constituir 0s dois seguintes grupos:

Grupo Lg: filhotes submetidos a condicbes favoraveis de lactacdo (ninhadas com 6
filhotes).

Grupo Lg,: filhotes submetidos a condi¢bes desfavoraveis de lactacdo (ninhadas com
12 filhotes). Neste caso, o estado nutricional dos filhotes lactentes foi prejudicado pela maior
competicdo pelo leite materno, decorrente do maior nimero de filhotes nessas ninhadas, em
relacdo ao grupo Lg, como previamente descrito (DE LUCA; CIOFFI; BURES, 1977; MAIA
et al., 2006; ROCHA-DE-MELO et al., 2004, 2006; TONKISS; COHEN; SPARBER, 1988).
Embora a qualidade do leite seja mantida, h& um prejuizo na quantidade ofertada a cada
filhote (MORGANE et al., 1978).

Cada um dos dois grupos citados, por sua vez, originou quatro subgrupos, sendo dois
submetidos a natacdo (precoce ou tardia) e os outros dois foram os seus respectivos controles
ndo-exercitados.

Além dos grupos citados acima, com a finalidade de excluir o fator “tempo de registro”
como responsavel pela potenciacdo do ECoG p6s-DAC, foram adicionados seis grupos, nos
quais foram realizados registros da atividade elétrica cerebral espontanea, durante 4 horas,
sem elicitacdo da DAC. Na Tabela 3 encontra-se a representacdo esquematica dos grupos
estudados, resultantes da combinacdo das duas condi¢fes de lactacdo, do periodo da natacao,
da realizacdo ou ndo da mesma, e da presenca ou ndo da DAC no registro eletrofisioldgico.

Com relacdo aos grupos adicionais (sem deflagracdo da DAC), foram realizados
inicialmente os registros dos grupos exercitados e ndo-exercitados no periodo precoce (Lg €
Li12). Como ndo houve diferenca nos resultados das amplitudes do ECoG em nenhum dos
grupos, nos animais que realizaram o exercicio no periodo Tardio sé foram acrescentados
grupos controle, com registros com 4 horas sem deflagracdo da DAC para 0S grupos
exercitados (Le € L12), uma vez que a natacdo realizada nesse periodo poderia ter efeito sobre

as amplitudes do ECoG, independentemente da DAC.



42

Tabela 3 - Descricdo dos grupos experimentais, de acordo com a condic¢do de lactacédo e

exercicio, bem como da presenca ou auséncia da depressdo alastrante.

Grupo Condicéo de Periodo do Condicdo de Deflagracéo
lactacdo exercicio exercicio da DAC
1(n=12) Le Precoce Né&o-exercitado Sim
2 (n=16) Lg Precoce Exercitado Sim
3 (n=15) Ly, Precoce Nao-exercitado Sim
4 (n=13) Ly, Precoce Exercitado Sim
5 (n=13) Le Tardio Né&o-exercitado Sim
6 (n=13) Le Tardio Exercitado Sim
7 (n=10) Ly, Tardio Nao-exercitado Sim
8 (n=9) Ly, Tardio Exercitado Sim
9 (n=9) Le Precoce N&o-exercitado Néo
10 (n=10) Le Precoce Exercitado Né&o
11 (n=9) L1, Precoce N&o-exercitado Néo
12 (n=7) Ly, Precoce Exercitado Néo
13 (n=8) Lg Tardio Exercitado Néo
14 (n=12) Ly, Tardio Exercitado Né&o

L¢ = animais submetidos a condicBes favoraveis de lactagdo (ninhadas com 6 filhotes); L1, = animais submetidos

a condicBes desfavoraveis de lactagdo (ninhadas com 12 filhotes). Periodo Precoce = 8° ao 23° dias de vida

po6s-natal; Periodo Tardio = 60° ao 75° dia de vida pds-natal.

6.7. Andlise quantitativa dos sinais elétricos corticais

Do sinal do ECoG foram analisadas amostras de aproximadamente 10 minutos, em
quatro pontos temporais do registro eletrofisioldgico: dois no Periodo Inicial e outros dois no
Periodo Final. Essas amostras foram analisadas, off-line, com o auxilio de um algoritimo
implementado no software MATLAB™, versdo R2011b, que calcula suas amplitudes médias.

A partir desses valores procedeu-se a etapa de normalizacdo dos dados, realizada em
relacdo ao menor valor das amplitudes. Para cada animal, os valores das amplitudes do ECoG
foram normalizados, expressos em unidades relativas e comparados, no mesmo animal, antes
e apos a DAC, como base para analisar a ocorréncia da potenciacdo da atividade elétrica
espontanea (SOUZA et al., 2011, 2015).
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6.8. Andlise Estatistica

As diferencas de amplitude intra-grupos na atividade elétrica cortical espontanea
(amplitudes antes, versus depois da DAC) foram analisadas estatisticamente por meio do
Teste t pareado de Student. As diferencas inter-grupos (amplitudes do ECoG, pesos corporais
e cerebrais) foram analisadas por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias,
incluindo como fatores “condi¢do de lactagdo” (Lg and Li,) e “exercicio” (exercitado e ndo-
exercitado). A ANOVA foi seguida do teste post hoc de Holm-Sidak, quando indicado. Foram

aceitas como significantes as diferencas em que p<0,05.
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7—-RESULTADOS

Os resultados da pesquisa encontram-se apresentados em forma de artigo, os quais estéo
dispostos nos Apéndices B e C. Estes resultados estdo descritos em dois artigos originais,
submetidos para publicacdo em revistas internacionais, que publicam artigos na &rea da
Neurociéncia. O primeiro artigo (APENDICE B) intitulado “Early swimming exercise
differentially modulates electrocorticogram potentiation after spreading depression in rats
previously suckled in different litter sizes”, foi submetido & publicacdo na Revista
Neuroscience Letters, que € classificada como qualis internacional B1 pela Capes, com fator
de impacto de 2,030 (ANEXO B). O segundo artigo (APENDICE C) intitulado “Swimming
exercise in adult rats that were previously suckled under different litter sizes: effects on the
electrocorticogram potentiation after spreading depression”, foi submetido a publicagdo na
Revista Brain Research, que é classificada como qualis internacional A2 pela Capes, com
fator de impacto de 2,843 (ANEXO C).
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8 — CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados dessa tese, conduzem as seguintes conclusdes:

Nossos dados confirmam a existéncia da potenciacdo do eletrocorticograma induzida pela

DAC, conforme demonstramos anteriormente;

Animais submetidos ao exercicio de natacdo no inicio da vida pos-natal (8-23 dias)

apresentam reducdo na potenciacdo do ECoG pés-DAC;

Os efeitos da natagdo precoce e da deficiéncia nutricional (grupo Li,) sobre a potenciagédo
do ECoG sédo de longa duracdo (uma vez que esses fatores ocorreram no inicio da vida e o

registro eletrofisiol6gico na fase adulta), sugerindo uma a¢éo de plasticidade cerebral;

Animais submetidos ao exercicio de natacdo na fase adulta (60-75 dias) apresentam

aumento na potenciacdo do ECoG p6s-DAC;

Os pesos corporais e cerebrais inferiores do grupo Li, em relacdo ao Lg corroboram outros
estudos, confirmando que a técnica de manipulacdo do tamanho das ninhadas foi eficaz
em alterar negativamente o estado nutricional dos animais, com repercussdes permanentes

nos parametros de peso corporal e cerebral;

A deficiéncia nutricional (grupo L) atenua o efeito do exercicio de natacdo (precoce e
tardia) sobre a potenciagcdo do ECoG associada a DAC, sugerindo uma interacdo entre 0s

dois fatores;

O efeito de potenciacdo nas amplitudes do ECoG néo pode ser atribuido ao fator tempo de
registro, mas sim a acdo da DAC no tecido cortical, visto que nos grupos que néo
sofreram DAC, ndo foi observado aumento nas amplitudes do ECoG durante as 4 horas de

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

Verificar os efeitos do exercicio de natacdo sobre a memdria de reconhecimento de
objetos, como correlato comportamental dos efeitos eletrofisioldgicos encontrados

neste estudo;

Investigar os efeitos de outras modalidades de exercicio forcado (corrida em esteira,

por exemplo) sobre a potenciagdo da atividade elétrica cortical associada a DAC;

Comparar os efeitos eletrofisioldgicos do exercicio forcado com aqueles do exercicio

voluntario (em “rodas de atividade”) sobre a potenciacdo do ECoG ap6s a DAC;

Estudar os efeitos da reducdo do tamanho das ninhadas (para 3 filhotes) sobre a

potenciacdo da atividade elétrica cortical apds a DAC,;

Investigar os efeitos do envelhecimento sobre a potenciacdo associada a DAC,

comparando animais jovens e idosos.
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APENDICE A - Protocolo do Animal

Identificacéo

Animal / Linhagem Rato / Wistar

Data de Nascimento

Marca/Gaiola
Condicéo Experimental
Dieta Presence Ratos e Camundongos com 23% de proteina
Evolucéo Ponderal
Data Idade (dias) Peso Data Idade (dias) Peso
7 30
14 60
21 75
23 90
Teste de Reconhecimento de Novo Objeto
Ansiedade Memodria
Adaptacéo Centro Periferia Teste 1 Objeto A Objeto B
Tempo 1 (min) Tempo (min)
Tempo 2 (min) Teste 2 Objeto Aou B | Objeto C
Tempo 3 (min) Tempo (min)
Teste 3 Objeto AouB | Objeto C
Tempo (min)

Registro da Depressédo Alastrante Cortical

Data do Experimento

Peso do Animal no dia do Registro

Idade do Rato (em dias)

Anestésico (10ml/ml)

1 g/Kg de uretana + 40 mg/Kg de cloralose

Dose / hora do anestésico

Distancia entre os eletrodos (D1 e D2)

Canal 1: 2 3: 5:

Observagdes quanto a cirurgia

Inicio: Estimulo:

Fim:

Perfusdo U+C: Heparina:
Salina: PFA 4%:

Registro das amplitudes do ECoG

D1 D2
a (30min) | b (30min) | a (30min) | b (30min)
Antes da DAC 1*hora
(Periodo controle) 22hora
Depois da DAC 3% hora
(Periodo teste) 42 hora
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Abstract

Swimming exercise and nutritional deficiency in early life can affect the electrophysiological
organization of the brain during development. The interaction of both factors still remains a
matter of investigation. In this study, we analyzed the effect of this interaction on the
electrocorticogram potentiation that occurs after the excitability-related phenomenon that is
known as cortical spreading depression (CSD). Male rats were suckled in litters with six or 12
pups (Ls and Ly, groups). The average body and brain weights for the L1, groups were lower
than those of the Lg groups (p< 0.05), thereby confirming the nutritional deficiency. From
postnatal days (P) 8-23, the rats were subjected to swimming exercise or remained sedentary.
Between P90 and P120, ECoG was recorded on two points of the cortical surface for 2 h.
After this "baseline” recording, CSD was then elicited every 30 min over the course of 2 h
(CSD recording period). In comparison to baseline values, ECoG amplitudes after CSD
increased 14%-43% for all experimental conditions (p <0.05). In the Lg condition, but not the
L1, condition, swimming reduced the post-CSD ECoG potentiation in comparison to the Lg
sedentary group (p< 0.05). In four additional groups (two Lg and two L;, — of which one
exercised and one sedentary), ECoG was performed during 4 h without CSD elicitation, and
no ECoG potentiation was observed. Our data confirm the CSD-associated ECoG potentiation
and indicate that swimming exercise early in life attenuates this effect in the Lg condition but
not in the Ly, condition, thereby suggesting an interaction between swimming exercise and

the nutritional status during the lactation.

Keywords: Swimming exercise; Nutritional deficiency; Brain development;

Electroencephalogram; Cortical spreading depression; Rat.



Introduction

Several pieces of evidence suggest that swimming exercise is associated with
beneficial effects on brain development and functioning. However, these effects have
been documented more thoroughly in the adult brain than in developing organisms [1].
These studies include brain excitability-related electrophysiological effects [2].
Furthermore, the interaction of swimming exercise with other factors, such as nutritional
deficiency early in life, remains to be investigated.

Proper nutrition with a balanced intake of all nutrients, and the practice of
exercising throughout life promote health and can help in preventing or controlling
various specific neural disturbances, including mental illnesses. A nutritional insult early
in life may interfere with the brain developmental process, including
electrophysiological parameters [3]. Physiological parameters, such as those involved in
consciousness, cognition, learning, memory, and emotion, can be impaired by early
malnutrition [4]. The developing organism may become more susceptible to certain
neurological disturbances, such as epilepsy, as a consequence of nutritional deficiency

[4, 5].
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In this study, we analyzed the effect of the interaction between swimming exercise and

nutritional deficiency early in life on the potentiation of the amplitude of electrocorticogram

that occurs after eliciting the excitability-related phenomenon that is known as cortical

spreading depression (CSD) [6-8]. CSD consists of a transient suppression of cortical

electrical activity that propagates concentrically in response to chemical, electrical or

mechanical stimulation of the cortical tissue [9, 10]. It is now well-established that early-

malnourished adult rats are more susceptible to CSD than are well-nourished controls [3, 11].

A negative nutritional impact early in life can be easily produced in the rat by increasing litter

size during the lactation period [4, 11].
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During CSD, normal electroencephalographic activity may give rise to abnormal, high-
amplitude "epileptiform waves” [9], which indicate a CSD-linked increase in neuronal
excitability, most likely via synaptic activity enhancement, as evidenced by an increased
ECoG amplitude. This ECoG potentiation was initially described in vitro [12]. More recently,
we demonstrated this ECoG potentiation following CSD in the rat cortex [6, 7].

For these reasons, this study addressed the two following questions: (1) would early
swimming influence the post-CSD ECoG potentiation effect? (2) Could nutritional deficiency
during the lactation period (suckling in large litters) interact with exercise and modulate its

effect?

Materials and Methods

All experimental procedures were approved by the Ethics Committee for Animal
Experiments of our university (approval protocol number 23076.017295/2012-17),
which complies with the Principles of Laboratory Animal Care (National Institutes of

Health, Bethesda, USA).

Lactation conditions

As previously described [11], we induced nutritional deficiency in male Wistar rat pups
during the lactation period by increasing the number of pups to be suckled by one dam (12
pups per litter) in comparison to the control litter size (6 pups). These two, nutritionally
distinct groups were denominated, respectively, as the L;» and Lg groups (n= 28 in each
group).

Animals were maintained throughout the experiment in polypropylene cages (51 cm X

35.5 cm x 18.5 cm) in rooms at a temperature of 22 + 1 °C and in a light/dark cycle of 12/12 h
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(light phase beginning at 6:00 a.m.) with free access to water and food (commercial
laboratory chow diet with 23% protein; Purina do Brasil Ltda).
Body weights were measured at postnatal days 7, 21, 30, 60 and 90, and brain weights

were obtained at the end of electrophysiological recording.

Swimming exercise

Sixteen Lg and 13 L, rats were randomly chosen and subjected to exercise
(swimming), as described below. The remaining twelve Lg and fifteen Lj, animals constituted
the sedentary controls, thereby forming the four groups of this study.

Swimming in early life was performed from postnatal days 8 to 23 according to the
protocol of Guendler and co-workers [13]. Briefly, the pups were submitted to swimming in a
plastic box measuring 33x40x17 cm without additional resistance on paws or tail and always
between 8:00 and 12:00 am. The water was preheated and maintained at a temperature of
31°C £ 1°C. The water level was adjusted so as not to allow the animal’s paws to touch the
bottom of the swimming box. An initial adaptation of the animals to the aquatic environment
was performed on the postnatal (P) days 8, 9 and 10 when the animal remained in the water
tank for 2 min, 5 min and 10 min, respectively. The animals rested on days P11 and P12.
Next, from days P13 to P17, the animals progressively swam for 15, 20, 25, 30 and 40
minutes / day. The animals rested on days P18 and P19 and swam 40 minutes/day from days
P20 to P23. After each swimming session, the animals were dried, warmed and returned to
their mother.

The sedentary control animals were placed in the same tank according to the same
protocol, but the water level was kept low such that the animals underwent the same type of

water stress without having to swim.
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Electrophysiological recording

When the animals were 90-120 days of age, they were intraperitoneally anesthetized
with a mixture of 1000 mg/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose (Sigma; 10 ml/kg). Three
holes were drilled at the level of the right cerebral hemisphere, lined up in the frontal-to-
occipital direction and parallel to the midline. The first orifice (2 mm diameter) that was
drilled at the frontal bone was used for stimulation with 2% potassium chloride solution,
which is the amount necessary to elicit CSD. The two other holes (2-3 mm diameter) were
drilled on the parietal bone. These holes served as recording places and were designated,
respectively, as the n (near) and r (remote) recording points in relation to the CSD elicitation
point.

CSD was recorded with a pair of Ag—AgCl agar-Ringer electrodes prepared in the
laboratory, as previously described [14]. A third electrode of the same type was placed on the
nasal bone and was used as a common reference electrode. The slow potential change
accompanying CSD and the ECoG were continuously recorded on the cortical surface for 4
hours through a digital recording system (Biopac MP 100, USA).

The two initial recording hours constituted the baseline period, during which no KCI
stimulus was applied and, consequently, no CSD was elicited. In the last two recording hours,
four CSD episodes were elicited at 30-min intervals by 1 min of cortical stimulation with 2%
KCI (CSD period). As the basis for assessing the occurrence of potentiation of spontaneous
electrical activity, in each animal, we compared the amplitudes of the ECoG before and after
eliciting CSD. For each recording amplifier, the gain was kept constant throughout the record.
During the recording period, the animal was maintained on an electric heater such that the
rectal temperature remained stable (37 £ 1 ° C) and could be adjusted when necessary. In four
additional groups (two Lg and two L;, — of which one exercised and one sedentary), ECoG

was performed for 4 h without CSD elicitation.
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After terminating the ECoG recording session, the still-anesthetized animal was
subjected to euthanasia (by lesioning the bulbar region), and the brain was immediately

removed and weighed.

Quantitative analysis of cortical electrical signals

ECoG samples of approximately 10 min were analyzed at four time points of the
electrophysiological record: two in the initial recording period and two in the final period.
These samples were analyzed off-line with the aid of an algorithm that was implemented in
the software MATLAB™, version R2011b, which calculates their average amplitudes.

From these values, we proceeded to the data normalization stage, with a unitary value
assigned to the lowest amplitude. For each animal, the ECoG amplitudes values were
normalized, expressed in relative units and compared in the same animal, before and after the
presence of CSD, as a basis for analyzing the occurrence of spontaneous electrical activity
potentiation. Significant amplitude increases in the final period were considered evidence of

CSD-linked ECoG potentiation [6, 7].

Statistical analysis

Intra-group amplitude differences in the spontaneous cortical activity (amplitudes
before versus after CSD) were analyzed using Student’s paired t-test. The inter-group
differences (ECoG amplitudes, body weights, and brain weights) were analyzed using a two-
way analysis of variance (ANOVA), including lactation condition (Ls and L) and exercise
(i.e., swimming and sedentary) as factors. This was followed by a post hoc (Holm-Sidak) test,

where indicated. Differences were accepted as significant when p <0.05.



Results

Lactation conditions as well as body- and brain-weight changes

Body- and brain-weights were lower in the L groups in comparison with the Lg
groups, with body weights being significantly different (p<0.05) from 7 to 90 postnatal
days. The average body weight reduction was 19.0 £ 4.3% for exercised and 19.5 +
6.1% for sedentary rats. The average brain weight reduction was 16.7 = 1.7% for
exercised rats and 18.6 + 2.7% for sedentary rats.

Exercise had no effect on body and brain weight, neither in the Lg, nor in the L,

condition. Data on body and brain weights are summarized in Figure 1.
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Figure 1. Body and Brain weights of exercised (Exerc) and sedentary (Sed) rats suckled in litters
with 6 or 12 pups, (lactation conditions respectively denominated Le, and Lj,). Body weights
were measured on days 7, 21, 30, 60 and 90. Brain weights are from rats at 90-120 days of age.
Data are expressed as means + standard error of the mean. Data are from 16 and 13 exercised
and 12 and 15 sedentary animals, for the Lg and L, groups, respectively. The symbol # indicate
that Ly, values are significantly lower than those of the corresponding Lg groups (p< 0.05; two

way ANOVA, followed by Holm-Sidak test).

CSD potentiates the ECoG amplitude

In all experimental groups, the ECoG amplitudes in the final period of the
recording session was significantly higher (p<0.05) than those of the baseline values
(Initial period) for both recording points (n and r). Under the Lg condition, the percent
increase in the ECoG amplitude was 43.11% (sedentary) and 18.28% (exercised) for the
recording point n and 38.05% (sedentary) and 14.65% (exercised) for the point r. Under
the Li» condition, the percent ECoG increase was 32.17% (sedentary) and 38.4%
(exercised) for the recording point n, and 32.16% (sedentary) and 27.58% (exercised)
for the point r. Representative ECoG recordings and quantitative data documenting the

ECoG potentiation after CSD are in the upper panels of Figures 2 and 3.
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In order to exclude the possibility that the ECoG activity was potentiated by the

duration of the ECoG recording, we recorded the ECoG for 4 h without eliciting CSD (no

KCI stimulus was applied) in 19 Lg rats (nine sedentary and 10 exercised) and 16 L;, animals

(nine sedentary and 7 exercised). In these animals, under no-CSD condition, no amplitude

increase was observed (lower panels of Figures 2 and 3).
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The comparison between sedentary and exercised groups suggested an interaction
between lactation condition and exercise in both recording points (n and r) for the Lg,
but not for the Lj, groups. Le exercised animals displayed an ECoG potentiation of a

lower magnitude (p<0.05) than did the Lg sedentary rats (upper panel of Figure 2).
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Figure 2. Examples of spontaneous cortical activity (electrocorticogram - E) and DC-potential (P)

recordings in the right hemispheres of four rats at 90-120 days of age from the L¢ group. The traces in
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the upper and lower panels are from rats that did receive KCI stimulation (CSD group) and did not
receive KCI (control group, without CSD), respectively. Traces in the final period were taken at the
following temporal intervals (t) after beginning CSD elicitation: Lg sedentary, t=95 min (after the 4th
CSD episode had been elicited); Lg exercised, t=75 min (after the 3th CSD episode). The bar graphs
represent the ECoG amplitude (the mean * standard error of the mean) in relative units (the lowest
value was considered equal to 1) for 12 sedentary and 16 exercised rats of the CSD group, and 9
sedentary and 10 exercised animals that were not exposed to CSD. The diagram of the skull indicates
the positions of the common reference electrode (R), the place of KCI application to elicit CSD, and
the near (n) and remote (r) recording locations (in relation to the stimulating point). *=p<0.05
compared with the initial period (paired t-test). The symbol # indicates that the potentiation percentage
of the exercised group was lower than in the sedentary group (p<0.05; two-way ANOVA followed by
Holm-Sidak test). In the CSD-free groups, there were no statistically significant differences between

the values of the initial and final periods.
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Figure 3. Examples of spontaneous cortical activity (Electrocorticogram - E) and DC-potential (P)
recordings in the right hemispheres of four rats at 90-120 days of age from the Lj, group. The traces
in the upper and lower panels are from rats that did receive KCI stimulation (CSD group) and did not
receive KCI (control group, without CSD), respectively. Traces in the final period were taken at the
following temporal intervals (t) after beginning CSD elicitation: L;, sedentary, t=50 min (after the 2nd
CSD episode had been elicited); L, exercised, t=45 min (after the 2nd CSD episode). The bar graphs

represent the ECoG amplitude (the mean + standard error of the mean) in relative units (the lowest
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value was considered equal to 1) for 15 sedentary and 13 exercised rats of the CSD group, and nine
sedentary and seven exercised animals that were not exposed to CSD. The diagram of the skull
indicates the positions of the common reference electrode (R), the place of KCI application to elicit
CSD, and the near (n) and remote (r) recording locations (in relation to the stimulating point). *=
higher ECoG amplitudes compared with the initial period (p<0.05; paired t-test). In the control groups,

without CSD, no amplitude increase was observed between the values of the initial and final periods.

Discussion

In this in vivo study, we confirmed the potentiation of the ECoG amplitudes after CSD
in the rat cerebral cortex. We also demonstrated, for the first time, that swimming exercise
early in life (P 8-23) clearly reduced ECoG potentiation and a nutritional deficiency during
this period counteracted that effect. Because the ECoG potentiation was measured when the
animals were adults (P90-120), we suggest that the effect of swimming exercise on CSD-
related ECoG potentiation is long-lasting and might be permanent, as suggested previously
regarding the effects of exercise on other brain morphological and electrophysiological
parameters [14].

Exercise can affect brain excitability; Tutkun and colleagues [15] demonstrated that
swimming exercise reduced penicillin induced epileptiform ECoG activity in rats, reinforcing
the important influence of exercise on neuronal excitability. In line with this evidence, in the
present work, exercised rats under the Lg condition presented a significantly lower CSD-
induced ECoG potentiation than did rats under the Lg sedentary condition. In support of the
effect of exercise modulation, previous reports from others have demonstrated that treadmill
exercise [14] and environmental stimulation, including swimming exercise [16], decrease
neocortical susceptibility to CSD and attenuate brain deleterious effects of malnutrition in rats

[16].
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We failed to observe ECoG potentiation in our CSD-free groups, in which no CSD was
elicited during the 4-h recording period. This finding clearly indicates that the potentiation of
the ECoG activity is a real change that is induced by CSD, probably involving synaptic
processes, which depend on the previous elicitation of the phenomenon in the cortical tissue
and not on the duration of the ECoG recording. According to this idea, CSD would change the
balance between excitatory and inhibitory mechanisms, thereby enhancing synaptic efficacy,
as previously suggested [6, 17]. This finding is in line with the proposition that CSD could be
related to phenomena that indicate brain excitability changes, such as long-term potentiation
(LTP) [12]. In his initial study, Ledo [9] observed that abnormal epileptiform EEG waves
appeared during CSD, even with the spontaneous cortical activity being depressed, thereby
suggesting that CSD can cause an increase in neural excitability and synaptic activity, as
evidenced by increased amplitude of the ECoG [9]. Later, a causal association between CSD
and an LTP-like potentiation of electrically evoked neocortical activity in vitro was described
by Footitt and Newberry [12]. More recently, Faraguna and colleagues [17] used rats to
demonstrate in vivo that the induction of CSD increased cortico-cortical evoked responses,
thereby suggesting a synaptic potentiation after local induction of CSD. Corroborating these
findings, in anesthetized and awake rats, our group demonstrated the potentiation of evoked
and spontaneous electrical cortical activity (ECoG) following CSD [6-8]. Thus, it appears that
this type of potentiation is a well-documented phenomenon that is caused by CSD.
Interestingly, additional evidence also sustains the CSD/LTP relationship, as both phenomena
can be induced by KCI [18] and neuronal depolarization and both involve the activation of N-
methyl-D-aspartate (NMDA) channels, as well as potassium- and calcium-translocation [19].

Among the different mechanisms that could explain the present CSD potentiation effect,
we postulate that two are likely to be involved and deserve special attention. First, because

CSD has been associated with increased brain excitability and because the action of excitatory
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amino acids is an important source of brain excitatory influences, we suggest its involvement
via NMDA-linked mechanisms [20]. Second, we also suggest the participation of
disinhibition mechanisms, which act upon feed forward inhibitory synapses [21]. These two
mechanisms may not necessarily be mutually exclusive but rather could act together. Further
investigations are warranted to test this hypothesis.

In comparison to the sedentary condition, swimming exercise reduced the post-CSD
ECoG potentiation in the Lg, but not Li,, animals, which indicates an interaction between
early swimming exercise and lactation condition. The maintenance of an adequate nutritional
status, especially during early development, is extremely important given the consequences,
particularly for the nervous system, of nutritional changes in childhood in later life [4]. It is
known that nutritional deficiency affects brain function, including neuronal excitability [22].
Our data from the L3, group are coherent with the above data from Bronzino and coworkers.
In comparison to the Lg rats, the body- and brain-weight reduction of the L;, animals (Fig. 1),
which is consequent to the increased competition for the maternal milk, confirms previous
studies from our group [11]. Regarding CSD features, we previously demonstrated that L;,-
induced nutritional deficiency facilitates CSD propagation in adulthood [11] and enhances the
CSD-related ECoG potentiation [6]. The present study further extends those observations that
demonstrate that nutritional deficiency can attenuate the effect of exercise on the ECoG
potentiation that is caused by CSD (Fig. 3). The underlying mechanisms of such interactions
shall be further investigated.

In conclusion, this study reinforces previous data regarding the ECoG potentiation that is
induced by CSD and extends the findings to the role of swimming exercise early in life in
reducing this effect in well-nourished (L) rats but not in nutritionally deficient rats (L,). Our
results enable us to draw three conclusions. First, exercise reduces the CSD-related ECoG

potentiation. Second, early nutritional deficiency abolishes the attenuating effect of exercise
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on ECoG potentiation, thereby suggesting an interaction between both factors. Third, these
effects persist, which suggests a brain plasticity action. In view of the evidence relating to
CSD and human neurological disorders [23], we consider that our findings might suggest an
exercise/nutrition/brain excitability relationship during brain development. The search for the
molecular mechanisms underlying this potentiation effect, as well as its importance for human

health, shall be the subject of future investigations.
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Abstract

Physical exercise and favorable nutrition can improve brain function both in early
life and in adulthood. In adult organisms, studies on the beneficial effects of exercise
include behavioral, neurochemical, and brain excitability and electrophysiological
parameters. In this study we investigated in adult rats whether lactation conditions and
swimming exercise at adulthood interact and modulate brain electrophysiology as
indexed by the potentiation of the electrocorticogram that is caused by cortical spreading
depression (CSD). Male Wistar rats were suckled in litters with 6 or 12 pups (Ls and L2
groups). At postnatal days (P) 60-75, the animals were subjected to swimming exercise,
or remained sedentary. At P90-120 days, a "baseline™ ECoG was recorded for 2 h on
two points of the cortical surface. Following the baseline recording, CSD was elicited
every 30 min for more 2 h. The mean amplitude of the ECoG waves, before and after
CSD, was calculated with help of an algorithm implemented in Matlab™. In comparison
to baseline values, ECoG amplitudes after CSD increased 18%-39% for all experimental
conditions (p < 0.05). In the Lg condition, but not the L, condition, swimming enhanced
the post-CSD ECoG potentiation in comparison to the Lg sedentary group (p < 0.05).
The results confirm the CSD-associated ECoG potentiation, and specify that swimming
exercise in adulthood enhanced this effect in the Lg, but not L;, group, suggesting an
interaction between lactation conditions and later swimming exercise. Data may have
potential implications for the excitability-dependent mechanisms underlying CSD-
correlated neurological diseases, such as epilepsy.

Keywords: Swimming exercise; Litter size; Brain excitability; Cortical spreading

depression; Electrocorticogram; Rat.
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1. Introduction

Physical exercise has unquestionable beneficial action on human health (Dhutia
and Sharma, 2015) including favorable effects on brain development and functioning
(Souza et al., 2009; Zhong et al., 2016) and attenuation of the neural effects associated
with aging (Batista-de-Oliveira et al., 2012; Berchicci et al., 2013). Also, data on the
effect of physical exercise on the brain indicate an influence on brain excitability, on
neuroprotection, brain health and improvement of long-term functioning (Reiss et al.,
2009; Zhang et al., 2013). However, the interaction between swimming exercise at
adulthood and other factors, such as nutritional deficiency early in life, has not been
much investigated. In rats, increasing litter size at the lactation period can easily impair
the nutritional status (Rocha-de-Melo et al., 2006). Early malnutrition can alter
physiological processes such as consciousness, cognition, learning, memory, emotion
and brain excitability (Morgane et al., 1978).

In this study, we subjected newborn rats to different lactation conditions and, at
adulthood, to swimming exercise, and we investigated the effect of the interaction
between the two factors on the brain electrical activity. We analyzed the potentiation of
the electrocorticogram (ECoG) that is caused by the excitability-related phenomenon
that is known as cortical spreading depression (CSD) (Lopes-de-Morais et al., 2014;
Souza et al., 2015, 2011). CSD is a reversible and slowly propagating wave of reduction
of cortical electrical activity that is accompanied by neuronal depolarization. CSD
occurs in response to electrical, chemical or mechanical stimulation of one point on the
cortical tissue (Dreier, 2011; Ledo, 1944). Simultaneous to this depression, a slow
negative DC-potential change appears in the brain region invaded by the phenomenon,

and this "all or none™ signal is the hallmark of CSD (Guedes, 2011; Ledo, 1947). The
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clinical importance of CSD is based on its relationship with important human
neurological diseases, such as epilepsy, migraine, traumatic brain injury, and cerebral
ischemia (Dreier, 2011; Lauritzen et al., 2011; Wei et al., 2014).

During CSD, although spontaneous ECoG activity is depressed, abnormal, high-
amplitude “epileptiform waves™ can appear (Ledo, 1944), suggesting a CSD-linked
increase in neuronal excitability, probably via enhancement of the synaptic activity
(Footitt and Newberry, 1998). This suggests a relationship between CSD and
phenomena related to neuronal excitability as the long-term potentiation (LTP)
phenomenon. This association was evidenced in rats in vitro (Footitt and Newberry,
1998) and in vivo (Faraguna et al., 2010; Souza et al., 2011), as well as in human brain
tissue in vitro (Gorji and Speckman, 2004). However, no information is available on
CSD-related ECoG potentiation, regarding the interaction between nutritional
deficiencies early in life and swimming exercise at adulthood. Previous studies
demonstrated that CSD is accelerated in early-malnourished adult rats (Guedes, 2011,
Rocha-de-Melo et al., 2006), and decelerated in animals subjected to treadmill exercise
(Lima et al.,, 2014) in comparison respectively with well-nourished and sedentary
controls. Thus, in view of the importance of the two factors for the human health, and
the scarcity of studies analyzing the brain electrophysiological effects of the ‘nutrition-
exercise’ association, we decided to investigate the effect of this interaction on the
ECoG potentiation that is caused by CSD (Souza et al., 2015; 2011). In this context, we
hypothesized that (1) swimming exercise in adult life influences the post-CSD ECoG
potentiation effect and (2) nutritional deficiency during the lactation period interacts

with exercise and modulate this effect.
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2. Results

2.1. Manipulation of litter size and body- and brain-weight changes

Compared with the Lg groups, the Li, condition display significantly (p<0.05)
lower body- and brain-weights, with body weights being different from P7 to P90. The
average percent body weight reduction was 17.9 £ 8.7% for sedentary and 15.8 + 8.6%
for exercised animals. The average brain weight reduction was 17.3 + 1.4% for
sedentary and 13.0 £ 3.0% for exercised rats.

Comparing the exercised groups with their sedentary controls on the same
lactation condition, we concluded that exercise had no effect on body- and brain-weight,
since there was no difference between exercised and sedentary, neither in the Lg, nor in

the L1, condition. Data on body- and brain-weights are summarized in Figure 1.

300
200
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Body weight (g)

1.8 =

0.9

0

Brain weight (g)

Sed  Exerc Sed  Exerc
Figure 1. Body- and Brain-weights of Exercised (Exerc) and Sedentary (Sed) rats suckled in
litters with 6 or 12 pups, constituting the two different lactation conditions (respectively
denominated L, and L;,). Body weights (upper panel) were measured on postnatal days
7, 21, 30, 60 and 90. Brain weights (lower panel) are from rats at 90-120 days of age.

Data are expressed as means * standard error of the mean. Data are from 13 and 9
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exercised and 13 and 10 sedentary animals, for the Ls and L;, groups, respectively. The
asterisks indicate that L,, values are significantly lower than those of the corresponding Ls
groups (p < 0.05; two-way ANOVA, followed by Holm-Sidak test).

2.2. CSD-related potentiation of the ECoG

In all experimental groups, in both recording points (denominated ‘near’ [n] and
‘remote’ [r] in relation to the CSD elicitation point) the values for the ECoG amplitude
in the final period (last 2 h of recording, when the cortical tissue suffered four CSD
episodes) were significantly higher (p<0.05) than those of the Initial period (first 2 h,
previous to CSD elicitation). Representative ECoG recordings and quantitative data on
CSD-related ECoG potentiation of these groups are presented in Fig. 2.

In comparison with the baseline ECoG amplitudes, under the Lg condition the
post-CSD ECoG amplitude displayed a percent increase of 38.6% * 13.8% (sedentary)
and 39.4% + 14.0% (exercised) for the recording point n, and 18.2% + 6.2% (sedentary)
and 39.0% + 7.6% (exercised) for the point r. Under the L, condition, the percent
ECoG enhancement for the recording point n was 26.5% + 6.5% (sedentary) and 27.4%
+ 12.2% (exercised); for the point r, 26.7% + 12.5% (sedentary) and 19.3% + 7.0%
(exercised). The comparison between sedentary and exercised groups suggested an
interaction between the factors “lactation condition” and "swimming exercise”, in
recording point r. Lg exercised animals exhibited an ECoG potentiation with higher

magnitude (p<0.05) than the Lg sedentary and the L;, exercised rats (Fig. 2).
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Fig. 2. Examples of spontaneous cortical electrical activity (Electrocorticogram - E) and DC-potential
(P) recordings on the right hemispheres of four rats at 90-120 days of age from the L (upper
panel) and L, (lower panel) groups. Traces in the final period were taken at the following
temporal intervals (t) after beginning CSD elicitation: Lg sedentary, t=95 min (after the 4th
CSD episode had been elicited); Lg exercised, t=50 min (after the 2nd CSD episode); L1,
sedentary, t=45 min (after the 2nd CSD episode); L,, exercised, t=95 min (after the 4th CSD
episode). The bar graphs represent the ECoG amplitude (mean + standard error of the mean)
in relative units (the lowest value was considered equal to 1) for 13 sedentary and 13
exercised rats of the Lg group, and 9 sedentary and 10 exercised animals of the L, group.
The diagram of the skull indicates the positions of the common reference electrode (R), the
place of KCI application to elicit CSD, and the near (n) and remote (r) recording locations

(in relation to the stimulating point). *= higher ECoG amplitudes compared with the initial
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period (p<0.05; paired t-test). The symbol # indicates that the potentiation percentage of the
L exercised group, at the r recording point, was higher than their sedentary control (L¢) and
the Ly, exercised group (p<0.05; two way ANOVA followed by Holm-Sidak test).

In the two additional groups, in which 4 hours of ECoG recording elapsed without
CSD deflagration (CSD-free groups), no ECoG amplitude increase was observed. (Fig.

3).
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Initial Final Initial Final
Pn Pn
En En
Pr Pr

m
=
m
=

ECoG amplitude
(relative units)
- N
(relative units)

(=)

g ECoG amplitude
<

near remote remote
P=
. Initial period E =500 pV
D Final period —
5 min

Fig. 3- Examples of ECoG (E) and DC-potential (P) recordings on the right hemispheres of two
rats at 90-120 days of age from the L (left) and L, (right) groups that did not
undergo CSD (CSD-free groups). The diagram of the skull indicates the positions of
the common reference electrode (R) and the near (n) and remote (r) recording
locations (in relation to the stimulating point). In these two groups, no KCI
stimulation was applied, and no potentiation of the ECoG amplitude was observed.
The ECoG, recorded continuously over 4 h, confirmed that these animals were CSD-

free.
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3. Discussion

In recent years, the relationship between nutrition, exercise and health status of
individuals has received increasing attention from the scientific community. A good
nutritional status and the practice of physical exercise are two factors that produce positive
effects on the nervous system and can improve brain development and function throughout
life (Guedes, 2011; Guendler et al., 2008; Vedovelli et al., 2011). In this study, we provide the
first assessment of the interaction of the two factors on the CSD-related ECoG potentiation.
We demonstrated for the first time that swimming exercise in quite developed rats (P60-75),
clearly increased the ECoG potentiation that occurs after CSD, and unfavorable lactation
attenuated the exercise effect. Because the potentiation was measured on adulthood (P90-
120), we suggest that the effect of the unfavorable lactation on CSD-related ECoG
potentiation is permanent, as suggested regarding other neural effects of early malnutrition
(Guedes, 2011; Morgane et al., 1978). In the CSD-free group (Fig. 3), we found no
potentiation, which demonstrates that the ECoG potentiation is not an effect that depends on
the time elapsed since the beginning of the recording; rather, ECoG potentiation results from
the action of CSD on cortical tissue, probably representing a real synaptic change induced by
CSD (Faraguna et al., 2010; Souza et al., 2015).

We employed the swimming paradigm, as a model of exercise in rats, for three main
reasons: first, the positive effects of swimming on brain function are well established (Ko et
al., 2013; Zhong et al., 2016); second, despite that, little is known about swimming influence
on the enhancement of brain electrical activity induced by CSD in the cerebral cortex; third,
the swimming paradigm presents advantages over treadmill running, since swimming is a
natural ability of the rats and this avoids the selection of animals, which is necessary in

experimental protocols using treadmill running (Kevin et al, 2006). Experimental evidence
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demonstrates that the practice of exercise in adult life is associated with improved cognitive
function, learning and memory (Ryan and Nolan, 2015; Zhong et al., 2016). The molecular
mechanism that underlies the action of swimming exercise on CSD remains unclear.
According to current evidence, the effects of exercise on the brain can be mediated by
processes such as increase in brain angiogenesis (Huang et al., 2013), enhancement of
hippocampal neurogenesis (Yau et al., 2014) and dendritic remodeling, which may contribute
to brain plasticity (Yau et al., 2011). Interestingly, O'Callaghan et al. (2007) evidenced in
adult rats that forced treadmill running selectively improved hippocampal plasticity, with the
greatest expression of long term potentiation in the dentate gyrus. In line with this study, we
demonstrated a higher CSD-induced ECoG potentiation in the adult rats that were subjected
to swimming exercise, which suggests that swimming exercise at adult age can influence
brain electrophysiological parameters.

Increasing the number of pups to be suckled by one dam can lead to malnutrition
(Rocha-de-Melo et al., 2006). In line with those results, our L, rats weighed significantly less
and displayed significantly lower brain weight than those of the Lg groups. This may be
caused by the insufficiency of the dam’s milk in face of the great number of pups leading to
failure in adequately nourishing those pups (Lopes-de-Morais et al., 2014).

Links have been suggested between CSD and important neurological human disorders,
such as epilepsy, migraine, and traumatic brain injury (Dreier et al., 2012; Noseda and
Burstein, 2013; Torrente et al., 2014). In adult rats, swimming exercise partially inhibits
penicillin-induced epileptiform activity (Tutkun et al., 2010), which is interesting in view of
our findings on CSD-related potentiation of the ECoG. Therefore, we think that it is critical to
understand how common interventions, such as swimming exercise, can affect brain electrical

activity in the adult brain.
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Although our findings can be explained by several mechanisms, we suggest that two
factors are most likely involved: the glutamatergic system and oxidative stress. In the cortex,
activation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors is required for LTP production (Bear
and Kirkwoord, 1993). CSD itself induces prolonged depolarization, activates NMDA
channels, and increases intracellular calcium and extracellular potassium (Somjen et al.,
1992). Interestingly, both LTP (Bernard et al., 1994) and CSD (Souza et al., 2015) can be
induced by brief exposure to KCI. Thus, in view of previous evidence in favor of it (Footitt
and Newberry, 1998), it is not surprised that CSD induces potentiation of neuronal activity,
which is similar to LTP (Guedes et al., 2005). We suggest that CSD modifies the fine balance
between excitatory (NMDA-linked) and inhibitory (GABAergic and serotoninergic)
mechanisms, enhancing synaptic efficacy and generating ECoG potentiation, as previously
highlighted (Guedes et al., 2005; Faraguna et al., 2010; Souza et al., 2011).

Glutamate transporter inhibitors and anti-oxidant molecules exert a blocking action on
the glutamate toxic effects (Park et al., 2014; Patel et al., 2015). The beneficial effects of
exercise on oxidative stress are well documented. Recently, behavioral and biochemical
evidence indicated that treadmill exercise improves brain cortex and cerebellum
mitochondrial function, decreasing oxidative stress and apoptotic related markers (Marques-
Aleixo et al., 2015), and corroborated the importance of redox mechanisms in the
neuroprotective effect of physical exercise (Garcia-Mesa et al., 2016). Regarding the
relationship between exercise, oxidative stress and CSD, we can speculate based on CSD
studies of mechanisms that are proposed to be also implicated in the neural actions of
exercise. Some authors have suggested that oxidative stress may be the primary cause, rather
than the consequence of CSD (Malkov et al., 2014). Treadmill exercise decreases CSD
propagation velocity and enhances cortical microglia reaction, as evidenced by increases in

Ibal immunolabeling of microglial cells in the cortex that underwent CSD (Lima et al., 2014).
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Reactive oxygen species can elicit CSD in vitro (Netto and Martins-Ferreira, 1989) and in
vivo (El-Bacha et al., 1998). Antioxidant molecules such as astaxanthin (Abadie-Guedes et
al., 2012; 2008) and tocopherol (Abadie-Guedes et al., 2016) impair the ethanol facilitating
effect on CSD propagation that is due to the production of reactive oxygen species (Abadie-
Guedes et al., 2008). We conclude that both mechanisms — NMDA-related and oxidative
stress — can contribute in generating neurotoxicity, which seems to be counteracted by
swimming exercise. However, at that point we cannot exclude the possibility of involvement
of other processes such as glial activity (Largo et al., 1997) and myelination (Merkler et al.,
2009), which influence CSD.

We found that CSD-related ECoG potentiation occurred with higher intensity in the
exercised rats, at the cortical recording point remote from the CSD elicitation site, in
comparison with the near recording point, suggesting a cortical regional difference in the
modulatory effects of the swimming exercise. Furthermore, this regional difference on ECoG
potentiation occurred in the L6, but not in the L12 condition, indicating that early nutritional
deficiency affected the potentiation effect. Interestingly, Miyazawa et al. (2010) have reported
regional brain differences under specific nutrient deficiency. Regarding CSD, distinct brain
regions react differently to pharmacological challenges (Bogdanov et al., 2011). Regarding
LTP, regional differences in the visual cortex were reported in rats (Kuo and Dringenberg,
2012). In addition, regional differences in brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels
and spine density in the rat brain were recently reported (Yang, et al., 2015). Data collectively
support the existence of different responsivity to CSD-related ECoG potentiation, exercise
and malnutrition in distinct cortical regions (Souza et al., 2011). It is also interesting to
consider that, in the human brain, a regional difference in EEG functional connectivity has
been reported in very low birth-weight, in comparison with eutrophic term infants (Grieve et

al., 2008).
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In conclusion, the present in vivo study confirms the existence of the ECoG potentiation
of the cortical electrical activity associated with the CSD phenomenon. Data also provide
evidence of a novel effect, namely enhancement of the potentiation in rats that were subjected
to swimming exercise in adult life, and this enhancement is modulated by unfavorable
lactation, suggesting an imbalance between cortical excitation and inhibition mechanisms that
is nutrition-related and modulates brain excitability in a cortical regional way. Our findings
might advance understanding of the exercise/brain excitability/nutrition relationship in the
adult brain, in view of the evidence linking CSD and excitability-related human diseases

(Dreier, 2011).

4. Experimental procedure

4.1. Animals and lactation conditions

All experiments were conducted in conformance with the approval by the Ethics
Committee for Animal Experiments of our university (approval protocol number
23076.017295/2012-17), which complies with the Principles of Laboratory Animal
Care (National Institutes of Health, Bethesda, USA).

Male newborn Wistar rats from the colony of Departamento de Nutricdo of
Universidade Federal de Pernambuco/Brazil, were randomly distributed to be suckled in
litters formed by 6 pups (Group Lg; n=26) or 12 pups (Group Lip; n=19) originating two
distinct lactation conditions. The increase in the number of pups to be suckled by one dam
(Li2 condition) induces a nutritional deficiency, determined by the competition for the
maternal milk, as previously described (Batista-de-Oliveira et al., 2012; Maia et al., 2006;

Rocha-de-Melo et al., 2006).
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The animals were maintained in polypropylene cages (51 cm x 35.5 cm x 18.5 ¢cm) in
rooms with controlled temperature (23 = 1 °C) and in a light/dark cycle of 12/12h (light phase
beginning at 6:00 a.m.), with free access to water and food (commercial laboratory chow diet
with 23% protein; Purina do Brasil Ltda). Body weights were measured at postnatal (P) days

7, 21, 30, 60 and 90 and Brain weights at the end of electrophysiological record (P90-120).

4.2. Swimming exercise

Swimming was performed from P60 to P75 according to the protocol described by
Guendler and colleagues (Guendler et al., 2008). Thirteen Lg and 9 L;, rats were randomly
selected and subjected to a program consisting of free daily swimming sessions. The
remaining thirteen Lg and ten L, rats constituted the sedentary controls, thereby forming the
four groups of this study.

The exercised rats were subjected to swimming, in a plastic box measuring 50cm in
diameter and with a capacity of 50 liters. Animals swam without additional resistance on
paws or tail, and the swimming session occurred always between 8:00 and 12:00 am. The
water of the swimming tank was preheated and maintained at a temperature of 31°C + 1°C.
The level of water was maintained so as not to allow the animal’s paws to touch the bottom of
the swimming box. From P60 to P62, we subjected the animals to an initial adaptation to the
aquatic environment, when they remained in the water tank for 2 min, 5 min and 10 min,
respectively. The animals rested on P63 and P64,, and from P65 to P69 progressively swam
during 15, 20, 25, 30 and 40 minutes/day. They rested on P70 and P71 and swan 40
minutes/day from P72 to P75. After each swimming session, the animals were dried, warmed
and returned to their cages.

Sedentary animals of the same age-range served as controls. The control rats were

placed in the same tank, according to the same protocol; however, the water level was kept
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low, such that the animal did not have to swim, but underwent the same type of confinement

and water stress.

4.3. Electrophysiological Record

When the animals were 90-120 days old, they were intraperitoneally anesthetized with
a mixture of 1000 mg/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose (Sigma; 10 ml/kg). We drilled
three holes at the level of the right cerebral hemisphere, lined up in the frontal-to-occipital
direction and parallel to the midline. The first orifice (2mm diameter) drilled at the frontal
bone, was used for stimulation with 2% potassium chloride solution, necessary to elicit CSD.
The two other holes (2-3mm diameter) drilled on the parietal bone, served as recording places
and were designated, respectively, as n (near) and r (remote) recording points, in relation to
the CSD elicitation point (see skull diagram in Fig. 2).

CSD was recorded using three electrodes of the "silver-silver chloride, agar-Ringer"
type, prepared in our laboratory as previously described (Lima et al., 2014). Briefly, a pair of
such Ag—AgCl agar-Ringer electrode was placed in contact with the cortical surface. A third
electrode of the same type was placed on the nasal bone and used as a common reference
electrode. The slow potential change accompanying CSD and the ECoG were continuously
recorded on the cortical surface, for 4 hours, through a digital recording system (Biopac MP
100, USA).

In the first two recording hours (“initial period”), no KCI stimulus was applied and
consequently no CSD was elicited. In the last two recording hours (“final period”) four CSD
episodes were elicited at 30-min intervals by 1-min cortical stimulation with 2% KCI. We
maintained the same gain of the amplifiers over the course of the entire recording session.

As the basis for assessing the occurrence of potentiation of spontaneous electrical

activity, in each animal we compared the amplitudes of ECoG before and after starting to
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elicit CSD. During the recording period, the animal was maintained on an electric heater such
that rectal temperature remained stable (37°C + 1°C) and could be adjusted when necessary.
In order to exclude the possibility that the ECoG activity was potentiated by the
duration of the ECoG recording, in two additional exercised groups (Ls; n=8 and L; n=12),
ECoG was performed during 4h without CSD elicitation (no KCI stimulus was applied).
At the end of the ECoG recording session, the still anesthetized animal was subjected to
euthanasia (by lesioning the bulbar region with subsequent cardio-respiratory arrest) and the

brain was immediately removed and weighed.

4.4. Quantitative analysis of cortical electrical signals

ECoG samples of approximately 10 min were analyzed at four time points of
electrophysiological record: two in the initial period and two at the final period. These
samples were analyzed off-line, with the aid of an algorithm implemented on the software
MATLAB™, version R2011b, which calculates the ECoG average amplitudes. From these
values we proceeded to data normalization stage, with a unitary value assigned to the lowest
amplitude. For each animal, the ECoG amplitude values were normalized, expressed in
relative units and compared in the same animal, before and after the elicitation of CSD, as a
basis for analyzing the occurrence of spontaneous electrical activity potentiation. Significant
amplitude increase in the final period was considered evidence of CSD-linked ECoG

potentiation. (Souza et al., 2015, 2011).

4.5. Statistical analysis
Intra-group amplitude differences in the spontaneous cortical activity (amplitudes
before versus after CSD in the same animal) were analyzed with Student’s paired t-test. The

inter-group differences (ECoG amplitudes, Body- and Brain weights) were analyzed using a
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two-way analysis of variance (ANOVA) including lactation condition (Ls and L;2), and
exercise (i.e., swimming and sedentary) as factors. This was followed by a post hoc (Holm-—

Sidak) test, where indicated. Differences were accepted as significant when p <0.05.
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