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RESUMO

Taurina, um aminoécido inibitério, ttm se mostrado importante por atenuar
sintomas das epilepsias. Em ratos, a epilepsia produzida por pilocarpina reproduz a
epilepsia humana do lobo temporal. Esta tese investigou a interacdo taurina-
pilocarpina sobre ganho de peso, glicemia, ansiedade, eletrofisiologia cerebral
(depresséo alastrante cortical — DAC), estresse oxidativo e atividade glial.
Adicionalmente, testamos se a deficiéncia nutricional modularia os efeitos dos
tratamentos. Ratos Wistar foram amamentados em condicdes normais ou
desfavoraveis de lactacao (respectivamente amamentacdo em ninhadas com 9 e 15
filhotes). Cada condicdo de lactagcao, originou 5 subgrupos, tratados entre o 35° ao
55° dia de vida pos-natal (P) com 1) taurina (300 mg/Kg/dia) + pilocarpina (45
mg/Kg/dia); 2) apenas taurina; 3) apenas pilocarpina; 4) veiculo (salina); 5) Ingénuo,
sem tratamento. Em PND56 e PND58, foram testados comportamentalmente no
labirinto em cruz elevado e no aparelho de campo aberto. Em PND59 aferiu-se a
glicemia. Em PND60-PND65 registrou-se a DAC e avaliou-se 0s niveis de
liporeoxidacao cerebrais. O padrdo de imuno-marcag¢do microglial e astrocitaria com
anticorpos especificos foi avaliado no cortex e hipocampo. Nossos dados indicam que
a taurina e/ou pilocarpina influenciam os parametros estudados; a lactacao
desfavoravel modula esses efeitos. A administracdo de taurina ndo atenuou os efeitos
provocados pela pilocarpina. Investigacfes futuras sdo necessarias para aprofundar

a relevancia desse aminoéacido no tratatamento das epilepsias.

Palavras-chave: Taurina. Pilocarpina. Depressdo Alastrante da Atividade Elética

Cortical. Ansiedade. Neuroglia. Desnutri¢c&o.



ABSTRACT

Taurine, an inhibitory amino acid, has been shown to attenuate symptoms of
epilepsy. In rats, epilepsy produced by pilocarpine reproduces human temporal lobe
epilepsy. This thesis investigated the interaction of taurine-pilocarpine on weight gain,
glycemia, anxiety, cerebral electrophysiology (cortical spreading depression-CSD),
oxidative stress and glial activity. Additionally, we tested whether nutritional deficiency
modulated the effects of treatments. Wistar rats were breastfed under normal or
unfavorable conditions of lactation (respectively breastfeeding in litters with 9 and 15
pups). Each lactation condition resulted in 5 subgroups, treated between the 35th and
55th day postnatal life (PND) with 1) taurine (300 mg / kg / day) + pilocarpine (45 mg /
kg / day); 2) only taurine; 3) only pilocarpine; 4) vehicle (saline); 5) Naive, without
treatment. In PND56 and PND58, they were behaviorally tested in the elevated plus
maze and open field apparatus. In PND59 the glycemia was checked. CSD was
recorded in PND60-PNDG65 and the levels of cerebral liporeoxidation. The standard of
microglial and astrocyte immunoblotting with specific antibodies was evaluated in the
cortex and hippocampus. Our data indicate that taurine and / or pilocarpine influence
the studied parameters; unfavorable lactation modulates these effects. Administration
of taurine did not attenuate the effects of pilocarpine. Future investigations are needed
to deepen the relevance of this amino acid in the treatment of epilepsy.

Keywords: Taurine. Pilocarpine. Cortical spreading depression. Anxiety. Neuroglial.

Malnutrition.
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1 INTRODUCAO

A desnutricdo e a epilepsia sdo importantes problemas de saude publica em
diversos paises em desenvolvimento, com implicacées econdmicas e socioculturais.
Acredita-se que as alteracdes provocadas por ambas, quando em associacdo, podem
potencializar os efeitos deletérios que incidem sobre o SNC (PORTO et al., 2010).
Sendo ambas condi¢des prevalentes em nosso meio, faz-se necessario uma maior
exploracdo dessas condicbes e de suas consequéncias a nivel comportamental,
eletrofisioldgico, bioquimico e celular.

Clinicamente, a taurina, um aminoacido condicionalmente essencial, tem sido
utilizado com vérios graus de sucesso no tratamento de uma ampla variedade de
condi¢cdes, como doencas cardiovasculares, hipercolesterolemia, fibrose cistica,
degeneracdo macular, doenca de Alzheimer, disturbios hepaticos, alcoolismo,
epilepsia e outros distirbios convulsivos (BIRDSALL, 1998). Entretanto, os
mecanismos celulares, bioguimicos e eletrofisioldgicos envolvidos nas acfes da
taurina na epilepsia ndo sdo totalmente conhecidos. (RIPSS; SHEN, 2012; OJA;
SARANSAARI, 2013; WINKLER; LUHMANN; KILB, 2018).

Os efeitos neurais provocados por alteracdes nutricionais podem ser observados
através do estudo da atividade elétrica cerebral, utilizando-se como modelo
experimental o fendmeno da Depressao Alastrante Cortical (DAC). A DAC tem sido
associada a disturbios de excitabilidade cerebral e suas doencas, como as epilepsias
(FRANCISCO; GUEDES, 2015). Isso tem motivado o Laboratério de Fisiologia da
Nutricdo Naide Teoddsio (LAFINNT), do Departamento de Nutricdo do Centro de
Ciéncias da Saude CCS/UFPE a estudar os efeitos de variaveis nutricionais e ndo-
nutricionais e suas interagdes sobre o sistema nervoso central (SNC), bem como suas
repercussdes sobre a atividade elétrica cerebral. Esses estudos tém
avaliadoalteracbes do fenbmeno da DAC, bem como de parametros bioquimicos,
comportamentais e imunohistoquimicos (GUEDES, 2011; LIMA et al., 2017).

A importancia do tema para a saude humana justifica a sua investigacdo no
presente trabalho. Os modelos animais desempenham um papel crucial e importante
para maior entendimento da acdo do estado nutricional associado a epilepsia, bem
como do papel modulador da taurina. Este projeto se propds a esclarecer aspectos
comportamentais, eletrofisiolégicos, bioquimicos e imunohistoquimicos, envolvidos

tanto na génese quanto na progressao da epilepsia. Entender como funciona o SNC,
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sob tais condi¢cdes, poderia ajudar a minimizar as repercussdes negativas tanto para
o individuo, como para a sociedade. Os resultados da presente investigacdo estédo
contidos em dois artigos originais, dos quais um encontra-se publicado na revista
“Frontiers in Neuroscience” intitulado Sub-convulsing dose administration of
pilocarpine reduces glycemia, increases anxiety-like behavior and decelerates
cortical spreading depression in rats suckled on various litter sizes, e 0 Segundo,
submetido a revista “Frontiers in Neuroscience” intitulado Taurine/pilocarpine
interaction in the malnourished brain: a behavioral, electrophysiological and

immunohistochemical analysis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESNUTRICAO E SISTEMA NERVOSO

Apesar dos indices crescentes de obesidade em todo o mundo, a desnutricao,
principalmente na infancia, continua a ser um grave problema de saude enfrentado
por paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil, especialmente nas regides Norte
e Nordeste do pais (ONIS et al., 1993; BATISTA-FILHO; RISSIN, 2003; OLIVEIRA et
al.,, 2006). A desnutricdo, no periodo perinatal, pode modificar negativamente
parametros estruturais, bioguimicos, comportamentais e eletrofisiolégicos do cérebro,
e alguns desses efeitos podem durar eventualmente até a vida adulta (MORGANE et
al., 1978; FRAZAO; MAIA; GUEDES, 2008; GUEDES, 2011).

Uma nutricdo adequada esta relacionada com a prevencao de doencas cronicas
e manutencao de uma boa qualidade de vida do individuo. Muitos problemas de saude
publica possuem relacdo com o estado nutricional (BENTON et al., 2008). Com
relacdo ao sistema nervoso, uma assimilagdo adequada de nutrientes,
particularmente no inicio da vida, é um dos principais fatores ndo genéticos capazes
de influenciar positivamente o cérebro em desenvolvimento (MORGANE; MOKLER,;
GALLER, 2002).

No inicio da vida, o sistema nervoso tem seu crescimento e desenvolvimento
acontecendo intensamente. Processos como a hiperplasia (aumento da quantidade
de células nervosas), a hipertrofia (aumento do seu tamanho), a mielinizacéo
(formacdo de uma bainha de mielina nas fibras nervosas) e a organizacédo das
sinapses séo fundamentais para o desenvolvimento neural. A mielinizagdo e uma boa
rede de pontos de comunicacdo entre 0s neurdnios (organizacdo sinptica) sao
essenciais para a transmissdo eficiente das informagdes contidas nos impulsos
elétricos neuronais (MORGANE et al., 1978; 1993).

Esses processos encontram-se intensificados no chamado “periodo critico de
desenvolvimento” ou “periodo de crescimento rapido do cérebro”. No homem, essa
fase de maior vulnerabilidade inicia-se no terceiro més gestacional e segue até os
primeiros dois a quatro anos de vida. No rato (0 modelo animal mais utilizado para
esses estudos), esse periodo equivale as trés primeiras semanas de vida pos-natal,
coincidindo com o periodo de aleitamento (Figura 2; MORGANE et al.,, 1993;
SCRIMSHAW; GORDON, 1968). O impacto neural do insulto nutricional pode ser mais
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ou menos severo, a depender da etapa do desenvolvimento em que ele incide, bem
como da sua intensidade e duracdo (GUEDES, 2011).

RATO
Gliogénese e
e Microneurogénese

Macroneurogénese
f T T T T T b e
0 7 14 21 7 14 21 28

Mielinizacdo
I/—\

HOMEM
__/ Gliogénese e
Macroneurogénese Microneurogénese
r T 1 o | | 1 MESES
0 3 6 9 3 6 9 12

Nascimento

Figura 1. Comparagéo entre as etapas de desenvolvimento do sistema nervoso no
homem e no rato, incluindo as fases pré e pés-natal. Adaptada de Morgane et al.,
1993.

A inadequacéo nutricional continua a ser um dos principais fatores ndo genéticos
gue afetam o cérebro em desenvolvimento (ALAMY; BENGELLOUN, 2012). O termo
desnutricdo implica em que um ou mais nutrientes estdo ausentes ou em proporcoes
erradas. Diferentemente, mas também prejudicial, na subnutricdo todos os elementos
requeridos estariam disponiveis na dieta, mas alguns em quantidades insuficientes
(MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). A subnutricdo, pode ser induzida
experimentalmente através do emprego de alguns modelos experimentais, tais como:
grande numero de filhotes por ninhada; restricdo dos filhotes a presen¢ca materna; ou
reducdo na quantidade de dieta ofertada (ALAMY; BENGELLOUN, 2012).

Os astrocitos e as células microgliais tém a capacidade de reagir em resposta
as demandas do SNC (Crunelli et al., 2014). Elas sao as células imunes residentes do
SNC e continuamente pesquisam 0 microambiente com seus processos altamente
dindmicos, podendo ser ativadas em resposta as necessidades teciduais associadas
a condicOes deletérias, tais como aquelas envolvidas nas respostas inflamatorias e

comportamentais do cérebro (Viana et al. 2013).
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Um modelo utilizado para induzir alteracdes nutricionais em ratos consiste no
aumento do tamanho da ninhada. Em ninhadas formadas por grande quantidade de
filhotes ocorre uma competicdo pelo leite materno, resultando em desnutricdo
moderada a grave (HERNANDES et al., 2005; ROCHA-DE-MELO et al., 2006; MAIA
et al., 2009; LIMA et al., 2009; 2017). Esta pode influenciar o desenvolvimento do SN,
alterando-o do ponto de vista eletrofisiolégico, o que pode ser estudado por meio do
fendmeno da depressdo alastrante cortical (BATISTA DE OLIVEIRA et al., 2012;
FRANCISCO; GUEDES, 2015; LIMA et al., 2017). A DAC (ver sua descricdo mais
abaixo) tem sido associada a disturbios da excitabilidade cerebral e suas doencas,
como a epilepsia.

Estudos tém demonstrado uma forte relacdo entre o desenvolvimento de
epilepsia e a desnutricdo (NUNES et al, 1999; HACKETT; IYPE, 2001; CABRAL et al.,
2011). Cabral e colaboradores (2011) mostraram que animais desnutridos exigem
uma dose menor de pilocarpina para desenvolver SE (200 mg / kg), menor laténcia
para estabelecimento do SE, menor tempo para a primeira convulsdo espontanea e
maior frequéncia de convulsdo, quando comparado com ratos nutridos. Os achados
histopatoldgicos revelaram uma reducéo significativa da densidade celular na regiédo

CALl e intenso brotamento de fibras musgosas entre os animais desnutridos.

2.2 EPILEPSIA

A epilepsia € um dos transtornos neurolégicos mais prevalentes em todo o
mundo. Afeta aproximadamente 50 milhdes de individuos de todas as idades, com
maior prevaléncia nas primeiras décadas de vida. A incidéncia de crises epilépticas é
maior na adolescéncia, quando comparada com a que ocorre na vida adulta, sendo
gue a maioria das epilepsias surge durante as fases iniciais do desenvolvimento
humano (TAMBER; MOUNTZ, 2012). Cerca de 80% dos individuos afetados residem
em paises de baixa e média renda. A incidéncia e prevaléncia de epilepsia em
populacfes de baixa renda € maior do que no resto do mundo (ESPINOSA-JOVEL et
al., 2018), e mais de 75% dessa populacdo acham-se desprovidos de qualquer
tratamento (LEONARDI; USTUN, 2002; ESPINOSA-JOVEL et al., 2018).

Clinicamente, a epilepsia € caracterizada por manifestacdes recorrentes e
espontaneas, provocadas por descargas neuronais anormais, sincronizadas e de alta
frequéncia, chamadas crises epilépticas. (FISHER et al., 2005; BAULAC e PITKANEN,
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2009; O'DELL et al., 2012). A International League Against Epilepsy (ILAE) definiu
crise epiléptica como a ocorréncia transitéria de sinais e/ou sintomas devido a
atividade neuronal excessiva ou sincrona no cérebro (FISHER et al., 2005).

A epilepsia pode ser consequéncia da manifestacdo de disturbios cerebrais com
implicacbes desastrosas para a qualidade de vida dos pacientes, limitando
significantemente sua vida independente, educacdo e emprego, a mobilidade e as
relacdes pessoais (VAN LIEFFERINGE et al., 2013). Conforme a apresentacao clinica
da crise epiléptica infere-se a participacdo, nela, de grupos neuronais localizados
(crises epilépticas parciais) ou uma alteracao difusa do controle elétrico cerebral, que
gera crises generalizadas, que podem ser acompanhadas por perda de consciéncia
(MEYER et al., 2010). Em algumas situacdes, crises parciais iniciadas focalmente
propagam-se rapidamente, gerando crises secundariamente generalizadas
(HOLMES; ZHAO, 2008). As desordens epilépticas parciais representam 60% dos
casos, sendo a epilepsia do lobo temporal (ELT) a manifestacdo mais comum em
humanos (ENGLOT; CHANG, 2014). Apesar da grande quantidade de drogas
antiepilépticas, que suprimem ou previnem as crises, cerca de 30-40% dos pacientes,
criancas e adultos, apresentam-se resistentes ao tratamento medicamentoso
(BAULAC; PITKANEN, 2008).

O diagnostico de epilepsia deve atender no minimo uma das seguintes
condi¢des: 1) ao menos duas convulsdes néo provocadas (ou reflexas) dentro de 24h;
2) uma convulsdo nado provocada (ou reflexa) e uma probabilidade de futuras
convulsdes semelhantes ao risco de recorréncia geral apds duas convulsdes nao
provocadas, ocorrendo dentro de 10 anos; 3) diagndstico de uma sindrome epiléptica
(FISHER et al., 2014). Quando as convulsdes ocorrem em sequéncia, uma apos outra,
e a pessoa nado se recupera entre as convulsdes, caracteriza-se o0 status epilepticus
(SE), que envolve dois estagios: crises convulsivas ténico-clénicas generalizadas e
descargas elétricas continuas (LEVESQUE; AVOLI; BERNARD, 2016). A instaurac&o
do SE esta relacionado com alta taxa de mortalidade, sendo considerado um
importante problema de saude publica (FISHER et al., 2014).

A epileptogénese possui forte relagdo com um possivel desequilibrio entre os
mecanismos de excitacdo (glutamatérgicos) e inibicdo neuronal (GABAérgicos), no
sentido do favorecimento das forcas excitatorias (MORIOMOTO; FAHNESTOCK;
RACINE, 2004; LAMOREAUX; MARSILLO; EL IDRISSI, 2010). O glutamato é o
neurotransmissor excitatério mais abundante no cérebro humano (MINJAREZ et al,
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2017). A acado do glutamato, em condi¢cdes normais, se da por meio dos receptores
ionotropicos e metabotrdpicos e a recaptacéo do glutamato sinaptico é realizada pelos
astrocitos através dos transportadores de glutamato GLT-1 e GLAST. As convulsdes
cronicas podem promover alteragdes na expressao neuronal e glial de receptores de
glutamato e de transportadores de sua captacdo. Tais alteracdes contribuem para
elevacbes no glutamato extracelular, induzindo danos excitotoxicos, colaborando
assim na manutencao e propagacao de crises epilépticas (BARKER-HALISKI; WHITE,
2015).

Na ELT, as convulsdes sédo iniciadas no hipocampo ou no coértex entorrinal
devido a uma falha no controle colinérgico e/ou GABAérgico (PLATT; RIEDEL, 2011).
O sistema colinérgico tem a acetilcolina como principal neurotransmissor excitatorio.
A ativacdo desse sistema no cérebro é realizada pela ativacdo de dois tipos de
receptores: nicotinicos e muscarinicos. Os receptores nicotinicos sdo receptores
ionotrépicos (subunidades a e ), enquanto que os receptores muscarinicos (subtipos
M1 a M5) séo receptores metabotrépicos ligados a proteina G (MELANCON et al.,
2013). Em uma grande variedade de neurOnios, a ativagdo de receptores
muscarinicos colinérgicos induz a hiperexcitabilidade. O subtipo M1 é o mais
abundante dos receptores muscarinicos no SNC, altamente expresso no cortex,
hipocampo, estriado e tAlamo (LANGMEAD; WATSON; REAVILL, 2008). Este subtipo
tem sido sugerido como sendo o principal envolvido nas atividades convulsivas
(HAMILTON et al., 1997; BYMASTER et al., 2003) e em processos de aprendizado e
memoria (BERKELEY et al., 2001; MELANCON et al., 2013).

O GABA (sigla em inglés de ‘Gama-Amino-Butiric Acid’) é amplamente
distribuido e utilizado em todo o sistema nervoso central (SNC) e mantém um papel
inibitério que contrabalancga a excitagdo neuronal (MINJAREZ et al., 2017). Por seu
papel, o sistema GABAérgico tém sido exaustivamente estudado, pois a reducéo de
sua atividade desempenha um papel crucial em fenbmenos epilépticos. O GABA é
reconhecido como o principal neurotransmissor inibitério no cérebro adulto,
responsavel pela geracdo dos potenciais inibidores pré-sinapticos por
hiperpolarizacdo de neurénios (YIN; AHMAD; MAKMOR-BAKRY, et al., 2013). Deste
modo, substancias ou farmacos capazes de influenciar esse sistema podem
desempenhar um importante papel no esclarecimento dos possiveis mecanismos e
auxiliar no controle das epilepsias. Esse € o caso da pilocarpina e da taurina, como

veremos a seguir.
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2.2.1 Pilocarpina e sistema nervoso

A pilocarpina € um alcaloide natural extraido das folhas da planta jaborandi
(Pilocarpus jaborandi) com acdo colinérgica direta sobre o0s receptores neurais
muscarinicos e musculatura lisa da iris e glandulas de secrecédo. Na clinica, € indicada
como terceira linha de tratamento no controle do glaucoma (presséo intraocular
elevada), com eficacia comprovada (LEE; HIGGINBOTHAM, 2005; PETSAS;
CHAPMAN; STEWART, 2017) e no tratamento dos sintomas da boca seca e outras
condi¢cBes xerostomicas (GIL-MONTOYA et al., 2016), como na sindrome de Sjégren
(SHIH et al., 2017; WATANABE et al., 2018).

Além de seu relevante papel benéfico na pratica clinica, a pilocarpina é
fortemente reconhecida e utilizada experimentalmente como modelo quimico para
inducao de epilepsia em roedores (SANTOS et al., 2000). A pilocarpina € um agonista
colinérgico muscarinico capaz de induzir o status epilepticus (SE) com apenas uma
Unica dose, 300 a 380 mg/Kg (TURSKI et al.,, 1989; SANTOS et al., 2000). A
pilocarpina € geralmente injetada por viia i.p. Esse tratamento pode ser associado a
um pré-tratamento com litio, de modo a diminuir o limiar para a indugdo das
convulsdes (EYO, MURUGAN e WU, 2017). A pilocarpina também provoca
convulsdes se injetada diretamente em estruturas intra-cerebrais.

A administragcéo intracerebral ou sistémica da pilocarpina reproduz de forma
satisfatéria as manifestacdes histolégicas, bioquimicas, comportamentais e
eletrofisiolégicas encontradas em humanos portadores de ELT (TURSKI et al., 1989;
LEVESQUE; AVOLI; BERNARD, 2016). Entretanto, concentracbes abaixo de 190
mg/Kg ndo provocam altera¢cdes comportamentais ou eletrocorticograficas indicativas
de convulsées (GUEDES; VASCONCELOS, 2008; MENDES-DA-SILVA et al., 2018).

A capacidade da pilocarpina promover SE se mostra relacionada a ativacao de
receptores muscarinicos. O subtipo M1 tem sido relacionado como principal envolvido
nas crises convulsivas induzidas por pilocarpina. Estudos demonstraram que
camundongos geneticamente modificados, desprovidos do receptor M1, nao
apresentaram crises clénico-tbnicas comparados a outros que possuem 0S outros
quatro subtipos (HAMILTON et al., 1997; BY MASTER et al., 2003).

Alguns estudos tém demonstrado que o SE induzido pela pilocarpina pode ser
bloqueado ou atenuado. A atropina, um antagonista muscarinico, é capaz de bloquear

o SE quando a sua administracdo sistémica antecede o inicio das crises convulsivas
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(MINJAREZ et al., 2017). O treinamento fisico de resisténcia foi identificado como
particularmente eficaz na reducdo de convulsbes comportamentais. Por sua vez, o
treinamento fisico for¢cado, tem se mostrado uma intervencéao eficaz na reducéo das
convuls6es comportamentais e na melhoria de parametros morfolégicos e quimicos
do cérebro em convulsdes induzidas por pilocarpina (IQBAL et al., 2017). Por outro
lado, outras pesquisas tém demonstrado o possivel papel da taurina, importante
aminoacido inibitério, auxiliando no tratamento da epilepsia e outros distarbios
convulsivos (BIRDSALL, 1998; RIPSS; SHEN, 2012; OJA; SARANSAARI, 2013).

2.3 TAURINA E SISTEMA NERVOSO

A taurina, acido 2-aminoetano sulfénico, foi descoberta em 1827, isolado na bile
de bovinos (Bos Taurus), de onde originou seu nome (HUXTABLE, 1992). E um
composto aminado ndo observado como constituinte proteico, mas antes se encontra
na forma livre ou de simples peptideos (BIRDSALL, 1998). Em muitos animais,
incluindo os mamiferos, € um dos mais abundantes constituintes organicos de baixo
peso molecular (STAPLETON et al., 1998). E encontrada liviemente no liquido
intracelular de tecidos eletricamente excitaveis, como 0 cérebro, e estruturas
secretoras. E um dos aminoéacidos livres mais abundantes no musculo esquelético,
coracdo, medula espinhal, leucécitos, retina e cérebro (HUXTABLE, 1992; RIPPS;
SHEN, 2012).

Estudos em roedores tém demonstrado associacao entre a suplementacéao de
taurina e aumento de seus niveis neurais, bem como consequentes alteracdes nas
concentragfes de outros aminoacidos e neurotransmissores. Murakami e Furuse
(2010) apds administracdo cronica de taurina, em animais adultos, encontraram
concentragfes aumentadas desse aminodcido e L-arginina no hipotdlamo. A
aplicacao intraperitoneal (i.p.) de taurina (0,25, 0,5 e 1 g/kg) conduziu a aumentos
graduais nas concentracdes desse aminoacido no hipocampo e corpo estriado, bem
como, alteragdes nas concentracdes de glutamato, glutamina, alanina e GABA em
ambas as regifes do cérebro (MOLCHANOVA; OJA; SARANSAARI, 2007). Além
disso, sua administracéo alterou as concentragdes de noradrenalina e dopamina no
hipotdlamo (PANULA-LEHTO; MAKIEN; AHTEE, 1992) e de dopamina no nicleo
accumbens (ERICSON et al., 2006).
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A taurina estd envolvida em diversos processos fisioldgicos, participando na
conjugacao de acidos biliares, osmorregulacdo e modulacdo dos niveis de calcio
intracelular (RIPPS; SHEN, 2012). Administrada com finalidade terapéutica, a taurina
possui uma série de propriedades citoproteroras através de sua agdo como molécula
antioxidante (GREEN et al.,, 1995), antidiabética (TRACHTMAN et al., 1995),
antihipertensiva (DAWSON et al., 2001; ROYSOMMUTI; WYSS, 2014),
hepatoprotetora (DOGRU-ABBASOGLU et al., 2001) e neuroprotetora na injuria
cerebral (TARANUKHIN et al., 2009). Além disso, parece prevenir apoptose em
isquemia induzida (TARANUKHIN et al., 2008) e suavizar os sintomas da epilepsia
(OJA; SARANSAARI, 2013).

A acdo da taurina como um regulador da excitabilidade e da atividade neuronal
tem sido demonstrada tanto por estudos in vitro quanto in vivo. Estudo in vitro
realizado por Jia et al (2008) demonstrou a capacidade da taurina em reduzir a
excitabilidade em neurbnios de retransmissdo talamocorticais e ativar receptores
extrasinapticos gabaérgicos e glicinérgicos em neurdnios ventrobasais no talamo de
camundongos. Adicionalmente, estudo in vivo, descreveu um papel fisiol6gico
importante no controle da funcdo do nucleo accumbens pela taurina durante o
desenvolvimento do SNC. (JIANG et al., 2004).

Em animais de laborat6rio, tem-se atribuido a taurina um papel de neuroprotecao
contra o acidente vascular cerebral experimental (SUN et al., 2012), hipoxia,
neurotoxicidade induzida por glutamato, e inflamacéo (EL IDRISSI, 2008; PAN et al.,
2010). Estudos demonstraram a liberacdo de taurina no tecido nervoso em diversas
condicbes de dano celular, sendo também observada sua liberacdo durante o
fendmeno da DAC desencadeado pela aplicacdo de K+, aplicacdo de NMDA (N-metil
D-Aspartato) ou inducéo de infarto trombético (SHCELLER, 2000).

A taurina é um analogo estrutural do transmissor inibitério GABA. Em varias
areas do SNC, ela esta presente em alta quantidade, sendo reconhecida como um
dos mais importantes aminoacidos inibitorios distribuidos neste tecido (BARBEAU et
al., 1975; YAKIMOVA, 1996; RIPPS; SHEN, 2012). A diminuicdo na concentragao
cerebral de taurina pode aumentar a excitabilidade geral de populacdes neuronais e,
assim, contribuir para o inicio de convulsdes (OJA; SARANSAARI, 2013). A taurina é
um grande agente inibidor no cérebro, causando hiperpolarizacdo e inibicdo de
disparo de neurbnios (OJA; SARANSAARI, 2008). Na epilepsia, a taurina, tém se

mostrado importante no estabelecimento do equilibrio entre os processos inibitérios e
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excitatério no cérebro, ao atenuar sintomas em algumas populacdes de pacientes
epilépticos (OJA; SARANSAARI, 2013). No entanto, até a presente tese nenhum
estudo havia sido publicado sobre excitabilidade neural envolvendo taurina e sua
interacdo com pilocarpina sobre o fenébmeno da DAC.

2.4 DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

A DAC é um fenbmeno eletrofisiologico que esta relacionado com a
excitabilidade do cérebro. Foi descrita pela primeira vez pelo neurocientista brasileiro
Aristides Ledo em 1944, quando realizava estudos sobre “epilepsia experimental”’ na
superficie do cortex cerebral de coelhos anestesiados. Inicialmente, Ledo constatou
que estimulos elétricos, quimicos ou mecanicos locais (aplicados em um ponto do
cértex) sado capazes de provocar uma resposta caracterizada por acentuada reducao
(depresséo) da atividade elétrica espontanea do ponto cortical estimulado. Essa
diminuicdo da atividade elétrica dura alguns minutos e se propaga (alastra) lentamente
(velocidades da ordem de poucos mm/min) de forma concéntrica por todo o cortex. A
medida que o fendmeno se propaga para regides corticais cada vez mais afastadas
do ponto inicialmente deprimido, a atividade elétrica comeca a se recuperar a partir
desse ponto, também de forma concéntrica e ao final de cerca de 10 a 15 minutos
todo o tecido encontra-se recuperado (LEAO, 1944a). A Figura 3 apresenta a

sequéncia temporal ciclica de eventos que ocorrem durante a DAC.
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Figura 2. Esquema da sequéncia temporal ciclica de eventos da depressao alastrante
cortical (DAC; adaptado de Guedes, 2011). Em “a@”, um cértex normal e nele o ponto
estimulado (x), iniciando a DAC. Na sequéncia, indicada pelas setas, “b” a “d”, a
propagacao concéntrica do fendmeno da DAC esta ilustrada. As areas em branco
representam porgdes do tecido cortical invadidas pelo fenbmeno em tempos sucessivos.
As areas quadriculadas, “c” a “f” indicam regides que ja sofreram a DAC e agora estéo se
recuperando (areas refratarias a uma nova estimulagado). De “b” a “f’, observa-se que
propagacao (area branca) e recuperacao (area escura) dao-se de forma concéntrica,
sendo o ponto inicialmente estimulado o primeiro a se recuperar totalmente. Finalmente
em “a” todo o tecido se mostra completamente recuperado, retornando a condigao inicial.
No centro da figura, dois tracados de registro ilustram o eletrocorticograma (ECoG;
tracado superior) e a variacéo lenta de voltagem (VLV; tracado inferior), a qual sempre
aparece durante a DAC, quando o ECoG diminui sua amplitude. As letras “A” a “F”

correspondem a sequéncia das etapas representadas nos desenhos externos.
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Durante a propagacdo da DAC, simultaneamente a diminuicdo da atividade

elétrica cortical esponténea, é observada uma variagao lenta de voltagem (VLV) na

regido cortical na qual o fendbmeno esta ocorrendo. A regido cortical apresenta-se

negativa em relacdo a um ponto de voltagem fixa. Essa variacdo negativa, de
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amplitude entre 5 e 20mV, € comumente seguida e ocasionalmente precedida de uma
fase positiva de menor amplitude (LEAO, 1951). Subjacente a essa despolarizacao,
varias modificagcdes ocorrem, como: dilatacdo dos vasos sanguineos da pia-mater
(LEAO, 1944b); alteracdes das concentracdes de certos aminoacidos como taurina e
glutamato em nivel extracelular (SCHELLER et al., 2000; CARLSON et al, 2012);
aumento na quantidade de agua e alteracbes das concentracfes de ions (efluxo
celular de potassio, com influxo de célcio, cloro e sodio); deplecdo de glicose e
oxigénio, com aumento do lactato (HANSEN; OLSEN, 1980; ENGER et al, 2015;
KRAMER et al, 2016). A restauracdo dos gradientes i6nicos requer a utilizacdo de
glicose e ATP, através das bombas de Na/K ATPase. A depressdo observada no
EcoG é mantida, provavelmente devido a uma incompatibilidade entre o suprimento
vascular e a demanda metabdlica que ocorre durante a fase de recuperacdo. A
capacidade do tecido para restaurar a sua homeostase metabdlica depende de sua
integridade e, qualquer condicdo que possa prejudicar essa capacidade, como
hipdxia, hipoglicemia, oligoemia, pode levar a morte celular e acidente vascular
cerebral (LAURITZEN et al, 2011).

Guedes (2011) sumarizou as principais caracteristicas dos aspectos relevantes
do fenbmeno da DAC, como segue: (1) € um fenbmeno cooperativo, pois necessita
de uma populacdo minima de corpos celulares para ser gerado e propagado; (2) o
estimulo ndo precisa ser especifico - requer variagdo brusca de energia para ser
deflagrado; (3) é totalmente reversivel; (4) propaga-se igualmente de uma area
sensorial para uma motora e vice-versa; (5) tem sido observado em todas as espécies
de vertebrados até hoje estudadas, incluindo o homem; (6) propaga-se lentamente
(mm/min) em um tecido no qual o potencial de acdo se propaga muito rapidamente
(m/s); (7) propaga-se mais facilmente em cérebros lisencéfalicos do que em
girencéfalicos; e (8) ndo esta claro se é um fenbmeno essencialmente fisioldgico ou
se também pode ser patologico, pois algumas evidéncias sugerem que 0S
mecanismos subjacentes a DAC seriam comuns aos de certas doengas neurolégicas.

Evidéncias clinicas e experimentais tém demonstrado relacdo entre a DAC e
desordens na excitabilidade cerebral e suas doencas, como enxaqueca com aura
(FERRARI et al., 2015; VINOGRADOVA et al., 2017), esclerose multipla (PUSIC et
al., 2015) acidente vascular cerebral isquémico (TAMAKI et al., 2017) e epilepsia
(FABRICIUS et al., 2008; WEI; ULLAH; SCHIFF, 2014; TAMAKI et al., 2017). A
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presenca do fendmeno foi também observada em pacientes submetidos a cirurgias
neuroldgicas eletivas (CARLSON et al., 2016).

A DAC tem sido estudada como fen6meno potencialmente relevante para o
melhor esclarecimento dos mecanismos de doencas neurolégicas importantes, como
as epilepsias, a enxaqueca com aura e a isquemia cerebral (PUSIC et al,, 2015;
VINOGRADOVA, 2017). Estudos em ratos tém demonstrado que o coértex, em
algumas situagcbes, pode tornar-se mais susceptivel a DAC, propagando-a com
velocidades mais altas. Em outras situacdes, torna-se mais resistente, apresentando
velocidades de propagacdo mais baixas. Essa susceptibilidade ao fenbmeno parece
ser influenciada pelas condicbes em que se encontra o tecido cerebral. As tabelas 1
e 2 listam algumas das condi¢des, disponiveis na literatura, envolvidas na alteracéo
da excitabilidade cortical a DAC, seja facilitando (tabela 1) ou dificultando (tabela 2) a

sua propagacao.

Tabela 1 - Algumas condi¢des que facilitam a propagacao da DAC

Condicao experimental Autor, Ano
Reducao do cloreto extracelular GUEDES; DO CARMO, 1980

Diazepam (1,5 — 8,0 mg/kg durante o registro) GUEDES et al., 1992

Etanol (3 g/kg — 7, 18 ou 21 dias) GUEDES; FRADE, 1993;
ABADIE-GUEDES et al.,, 2008;
2012; 2016

Deficiéncia nutricional pela DBR* ROCHA-DE-MELO; GUEDES,

1997

Hipoglicemia
Privacdo do sono paradoxal

Privacdo sensorial periférica

Condicéo desfavoravel de lactacéo

COSTA-CRUZ; GUEDES, 2001
VASCONCELOQOS et al., 2004

TENORIO; OLIVEIRA; GUEDES,
2009

ROCHA-DE-MELO et al., 2006
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Arginina (300 mg/kg/21 dias) MAIA et al., 2009

Hipertermia ambiental FARIAS-SANTOS et al., 2009

Glutamina (500 mg/kg/21 dias) LIMA et al.,, 2009; LIMA et al.,
2017

Dipirona (300 mg/kg/7 dias) AMARAL et al., 2009

Acido ascorbico (60 ou 120 mg/Kg/22 dias) MONTE-GUEDES et al., 2011;
MENDES-DA-SILVA et al., 2014,
2018

Tianeptina, (10 mg/kg/23 dias)
AMANCIO-DOS-SANTOS et al.,
2013

Glutamato monossaédico (2 ou 4 mg/kg/14 dias) LIMA et al., 2013; 2014; VITOR-

DE-LIMA et al.,2017
Dexametasona (doses crescentes 0,1 mg/kg,

0,3 mg/kg e 0,5 mg/kg por 3 dias) LOPES-DE-MORAIS et al., 2014

Hormonios ovarianos ACCIOLY; GUEDES, 2017

*Dieta Basica Regional

Tabela 2 - Algumas condi¢des que dificultam a propagacdo da DAC

Condicao experimental Autor/Ano

Litio (1,5 g/kg/21 dias) GUEDES et al., 1989

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

SANTOS; GUEDES, 2006

Anestésicos GUEDES; BARRETO, 1992

Hipotireoidismo GUEDES; PEREIRA-DA-SILVA, 1993
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Envelhecimento GUEDES; AMORIM; TEODOSIO,
o : L 1996

Deficiéncia, na dieta, de acidos graxos

essenciais BORBA et al., 2000

Estimulacdo ambiental SANTOS-MONTEIRO; TEODOSIO;

GUEDES, 2000
Fluoxetina (10, 20 ou 40 mg/kg/21 dias) AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006
CondicOes favoraveis de aleitamento ROCHA-DE-MELO et al., 2006

Pilocarpina (45, 95 ou 190 mg/kg/durante o GUEDES; VASCONCELOS et al.,
registro) 2008

Pilocarpina (45 mg/kg/22 dias)
MENDES-DA-SILVA et al., 2018

Epilepsia pela pilocarpina (350 mg/kg) COSTA-CRUZ; AMANCIO-DOS-
SANTOS; GUEDES, 2006

Triptofano (125 mg/kg/durante o registro) TRINDADE-FILHO; VASCONCELQS;
GUEDES, 2009

Abolicdo da funcdo ovariana (castracdo) no ACCIOLY etal., 2012

inicio da vida
Dieta hiperlipidica GERMANO et al., 2013
Naloxona (10 mg/kg/22 dias) GUEDES et al., 2013

o . _ MENDES-DA-SILVA et al., 2014
Acido ascorbico (30 mg/kg/22 dias)

. . . , SOARES et al., 2015
Lecitina da Canavalia ensiformis (1 ou 10

mg/kg/20 dias)

. _ FRANCISCO; GUEDES, 2015
Taurina (300 mg/kg/21 dias)

_ _ FRANCISCO; GUEDES, 2015
Alanina (300 mg/kg/21 dias)

_ ABADIE-GUEDES et al., 2016
Etanol (1 g/kg/1 dia)
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A desnutricdo, seja por manipulacdo da dieta ou do tamanho da ninhada,
facilitou a propagacao da DAC (ROCHA-DE-MELO e GUEDES, 1997; ROCHA-DE-
MELO et al., 2006; LIMA et al., 2009; GUEDES et al., 2013; MENDES-DA-SILVA et
al., 2014), ao passo que doses subconvulsivantes de pilocarpina (45, 90 e 190 mg/Kg
em dose Unica) foram capazes de antagonizar o fendmeno de forma dose-dependente
(GUEDES; VASCONCELOS, 2008). Com relacdo ao papel de aminoacidos sobre a
DAC, a suplementac&o, no inicio da vida, com os aminoacidos L-arginina (FRAZAO;
MAIA; GUEDES, 2008; MAIA et al., 2009) e L-glutamina (LIMA et al., 2009) facilita a
propagacédo do fenbmeno. Adicionalmente, o tratamento crénico com 0os aminoacidos
triptofano (TRINDADE-FIIHO; VASCONCELOS; GUEDES, 2009), taurina e alanina
(FRANCISCO; GUEDES, 2015) reduziu a velocidade de propagacao do fenémeno, o

gue pode refletir diminuicdo na excitabilidade do tecido cortical.

2.4.1 Depresséo alastrante cortical e potenciacéo do eletrocorticograma

A potenciacédo de longa duracao (LTP; sigla inglesa para a expressao “long term
potentiation”) € um outro fendmeno neural. Proposto por Cajal e formulado em um
modelo sinptico por Hebb (YANG,; CALAKOS, 2013; NICOLL; ROCHE, 2013), é
caracterizado por um aumento na magnitude das respostas pdés-sinapticas, que
perdura por horas, dias ou semanas, apos breve estimulacéo repetitiva de aferentes
pré-sinapticos. Ou seja, € um aumento duradouro na eficacia sinéptica, plasticidade
neuronal, possivelmente relacionado com os processos de aprendizagem e memaria
(NICOLL; ROCHE, 2013).

No hipocampo, onde foi inicialmente observada, a LTP tem sido reconhecida
como modelo para estudo da plasticidade sindptica em mamiferos, uma propriedade
fundamental no sistema nervoso (NICOLL; ROCHE, 2013, YANG; CALAKOS, 2013).
Os estudos iniciais ocorreram no comec¢o da década de 1970. Timothy Bliss e
colaboradores na Inglaterra descobriram que poucos segundos de estimulagc&o
elétrica de alta frequéncia era capaz de aumentar a transmissdo sinaptica no
hipocampo do coelho por dias ou, até mesmo, semanas. No entanto, a LTP também
ocorre em outras regides do encéfalo de forma distinta (incluindo o cértex, a amigdala

e o cerebelo) em funcéo de diferentes mecanismos de inducéo e expressao, apoiando



30

a existéncia de multiplos tipos de LTP. (PURVES et al., 2005; JOHNSTONE;
RAYMOND, 2011)

Diferentes moduladores agem sobre diferentes cascatas de sinalizacao celular
e podem influenciar a magnitude final, bem como a duracdo da LTP. Em condicdes
normais, esse fenbmeno s6 ocorre quando as sinapses ativadas por estimulacéo
aferente provocam uma despolarizacdo suficiente para induzir um desbloqueio nos
receptores glutamatérgicos, do tipo NMDA (LYNCH et al., 2007). Além disso, o
aumento da eficicia sinaptica observado no fenébmeno da LTP é classicamente
induzido por uma breve estimulacdo elétrica de alta frequéncia in vivo e in vitro, mas
pode ser também induzida por uma breve exposicdo ao KCIl — o que igualmente pode
suscitar o fenbmeno da DAC (GUEDES; TSURUDOME; MATSUMOTO, 2005;
IZQUIERDO et al., 2008).

Evidéncias experimentais sugerem que a DAC pode potenciar a excitabilidade
neural e atividade sinaptica, com possiveis implicacdes para a LTP. Estudo in vitro,
realizado em fatia de neocortex de rato, demonstrou que apés uma onda de DAC
ocorria um aumento na amplitude de potenciais elétricos extracelulares evocados
eletricamente, com caracteristicas semelhantes a LTP (FOOTITT e NEWBERRY,
1998). Estudo in vivo, no teto dptico de ra, também demonstrou essa associa¢do, DAC
seguida de potenciagdo de respostas evocadas eletricamente (GUEDES;
TSURUDOME; MATSUMOTO, 2005).

Corroborando esses achados, o LAFINNT tem demonstrado, através de estudo
in vivo, que a DAC induz uma potenciacédo do ECoG em ratos machos, tanto sob efeito
de agentes anestésicos (SOUZA et al.,, 2011; LOPES-DE-MORAIS et al., 2014;
SILVA-GONDIM et al., 2017) como em ratos acordados, sem o efeito de anestesia
(SOUZA et al., 2015). Além disso, foi evidenciado in vitro, em tecido cortical humano,
um aumento da atividade epileptiforme associada a DAC (GORJI; SPECKMAN, 2004;
DREIER et al., 2012), bem como um aumento na inducdo da LTP, indicando que a
DAC facilita a eficacia e excitabilidade sinaptica nesse tecido (BERGER et al., 2008).

Embora os modelos animais geralmente ndo representem a etiologia completa
de uma desordem, e a grande variedade dos aspectos patoldgicos identificados em
distirbios humanos nem sempre se encontrem presentes, os modelos animais tém
sido amplamente utilizados nas ultimas décadas na pesquisa e demonstraram ser
ferramentas Uteis na determinacdo de diferentes processos moleculares e celulares

(MINJAREZ et al., 2017). Diante do exposto, como inovagao, esta tese se prop0s a
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estudar a interacdo taurina-pilocarpina, subconvulsivante, em ratos jovens
previamente amamentados em condi¢des normais ou desfavoraveis (denominadas
respectivamente L9 e Lis, conforme definidas no resumo e em metodologia). Foram
avaliados os seus efeitos sobre 0 comportamento do tipo ansioso, a glicemia de jejum,
0s parametros relacionados a DAC, como um fenémeno eletrofisiolégico influenciado
por alteracbes da excitabilidade cerebral e os niveis de malondialdeido no cértex e
hipocampo, como indicadores de estresse oxidativo. Adicionalmente, foram
investigados os correlatos estruturais dessa interacdo, analisando-se o padrdo de
imunomarcacéo de células gliais por meio de anticorpos especificos, como descrito

adiante.
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3 HIPOTESE

e A desnutricdo potencializa os efeitos da administragdo cronica de dose
subconvulsivante de pilocarpina sobre a funcéo neural e a taurina é capaz de

atenuar estes efeitos.



33

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar, no rato Wistar, se os efeitos neurais provocados pelo tratamento
crénico com dose subconvulsivante de pilocarpina dependem do estado nutricional
precoce (condi¢des Lo e Lis), bem como se o tratamento crénico com taurina € capaz

de anular ou atenuar tais alteragoes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Nas condi¢gdes de tratamento acima descritas:

v' Acompanhar a evolucao do peso corporal dos filhotes, como indicador do
desenvolvimento do organismo;

v Avaliar o peso cerebral, ao final do experimento, como indicador de efeitos da
restricdo nutricional sobre o cérebro em desenvolvimento;

v' Avaliar parametros comportamentais de ansiedade através dos testes do
labirinto em cruz elevado e do campo aberto;

v' Mensurar a glicemia em jejum;

v Investigar a possivel relagdo entre as associa¢des da pilocarpina, taurina e
estado nutricional precoce, sobre a suscetibilidade cortical ao fenbmeno da
DAC (velocidade de propagacédo, amplitude e duracao);

v' Quantificar a amplitude da atividade elétrica cortical antes e apds a DAC e
compara-las, como forma de demonstrar o efeito de potencia¢do do ECoG, que
€ dependente da DAC,;

v' Avaliar o estado oxidativo no cértex e hipocampo cerebral, a partir da analise
de peroxidacao lipidica e correlacionar os dados obtidos com os parametros da
DAC;

v" Analisar, através do estudo imunohistoquimico, padrdo de imuno-marcacao
glial e astrocitaria no coértex e hipocampo associadas aos respectivos

tratamentos.
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5 METODOLOGIA

Este trabalho cientifico foi realizado no “Laboratério de Fisiologia da Nutricao
Naide Teoddsio” (LAFINNT), do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da
Saude (CCS)/Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os procedimentos
experimentais descritos a seguir foram previamente submetidos a analise e aprovacao
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n°
23076.015655/2015-99 — ANEXO B). As normas adotadas séo sugeridas pelo Colégio
Brasileiro para Experimentacdo Animal e estdo em concordancia com as normas
estabelecidas pelo National Institute of Health (Bethesda, USA), em sua publicacéo

“Guide for Care and Use of Laboratory Animals”.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, nascidos de matrizes da
colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco.
Durante gestacdo e aleitamento, as maes consumiram dieta padrdo do biotério
(PRESENCE-Purina do Brasil Ltda; com 23% de proteina) e agua filtrada ad libitum.
Os animais durante todo o procedimento experimental foram alojados em gaiolas de
polipropileno (51 cm x 35,5 cm x 18,5 cm) e mantidos em sala com temperatura de
22 °C + 1 °C, num ciclo claro-escuro de doze horas (o periodo “claro” sempre iniciado
as 06:00 h).

Neonatos de ambos o0s sexos, de mées distintas, foram reunidos e designados
aleatoriamente para uma das duas condi¢des distintas de lactacao: 1) lactacdo normal
(grupo L), ninhadas constituidas por 9 filhotes, e 2) lactagdo desfavoravel (grupo Lis;
ninhadas com 15 filhotes). E sabido que essa condic&o de lactacéo desfavoravel, pelo
aumento no tamanho da ninhada, promove, entre os filhotes, competicdo pelo leite
materno, levando a uma deficiéncia nutricional (ROCHA-DE-MELO et al, 2006;
FRANCISCO e GUEDES, 2015; LIMA et al., 2017). O desmame foi realizado sempre
no 21° dia de vida pds-natal (PND), considerando o dia do nascimento como 0 (zero).
Apos o desmame, os filhotes foram alimentados com a dieta padrdo materna.

Em todo o periodo do aleitamento a mortalidade dos filhotes no grupo Lis foi

baixa. Nos poucos casos de 6bito, recompletamos a ninhada com filhotes de mesma
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idade para que a competicdo pelo leite materno persistisse até o ultimo dia de
aleitamento (PND21).

5.1.1 Grupos experimentais

O presente estudo foi constituido de dois desenhos experimentais com a
finalidade de responder as duas perguntas condutoras, originando 2 artigos originais.
No primeiro desenho experimental, cada condi¢éo de lactacéo, originou 3 (trés)

subgrupos, totalizando 6 grupos conforme descrito abaixo e ilustrado na Figura 4:

LACTACAO NORMAL LACTAGAO DESFAVORAVEL
(9 Filhotes) (15 Filhotes)
| | | |
| | | | | | | | | | |
Ingénuo Veiculo Pilo Ingénuo Veiculo Pilo
(Ly-Nv) (Ls-V) (Ls-P) (Lys-Nv) (Lys-V) (Ly-P)
n=9 n=9 n=9 n=9 n=9 n=9

Figura 3. Representacado esquematica dos 6 grupos do primeiro desenho experimental

1) Ingénuo (Nv), sem qualquer tipo de tratamento, como controle do estresse a que

os animais foram submetidos: grupos Lo-Nv e Lis-Nv;

2) Veiculo (V), tratados com metilnitrato de escopolamina, i.p. + salina, i.p.); controle
do tratamento oferecido: grupos Lo-V e L1s-V;

3) Pilocarpina (P), tratados com metilnitrato de escopolamina, i.p. + pilocarpina, i.p.:

grupos Lo-P e Lis-P.

Na segunda fase experimental, cada condi¢cdo de lactagéo originou 5 (cinco)

subgrupos, totalizando 10 grupos conforme descrito abaixo e ilustrado na Figura 5:
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LACTAGCAO NORMAL
(9 Filhotes)
| |
| | | | | | | | | |
Ingénuo Veiculo Tau Pilo Tau+Pilo
(Ly-Nv) (Ly-V) (LyT) (Ly-P) (Ly-T+P)
n=10 n=10 n= n=9 n=8

LACTAGAO DESFAVORAVEL
(15 Filhotes)

Ingénuo Veiculo Tau Pilo Tau+Pilo
(Lys-Nv) (Ls-V) (Ls-T) (Ly-P) (L,s-T+P)
n=7 n=8 n= n=10 n=11

Figura 4. Representagédo esquematica do segundo desenho experimental

1) Ingénuo (Nv), sem qualquer tipo de tratamento, como controle do estresse a que

0s animais foram submetidos: grupos Lo-Nv e Lis-Nv;

2) Veiculo (V), tratados com metilnitrato de escopolamina, i.p. + salina, i.p. + salina,

por gavagem; controle do tratamento oferecido: grupos Lo-V e Lis-V;

3) Taurina (T), tratados com metilnitrato de escopolamina, i.p. + salina, i.p. + taurina,

por gavagem: grupos Lo-T e L1s-T;

4) Pilocarpina (P), tratados com metilnitrato de escopolamina, i.p. + pilocarpina, i.p.

+ salina, por gavagem: grupos Lo-P e Lis-P;

5) Taurina + Pilocarpina (T+P), tratados com metilnitrato de escopolamina, i.p. +

pilocarpina, i.p. + taurina, por gavagem: grupos Lo-T+P e L1s-T+P.

5.2 ADMINISTRACAO DE PILOCARPINA E TAURINA

Cloridrato de pilocarpina, metilnitrato de escopolamina e taurina foram

adquiridos da firma Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A administracdo desses
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compostos foi realizada do PND35 ao PND55, sempre no mesmo horario, entre 08 e
10 horas da manha.

A administrac&o da pilocarpina (45 mg / kg / dia dissolvido em solugéo salina a
0,9%) foi realizada por via i.p. A dose da pilocarpina foi determinada tomando como
referéncia o tratamento intraperitoneal com doses subconvulsivantes (GUEDES;
VASCONCELOS, 2008). O metilnitrato de escopolamina, um antagonista do receptor
muscarinico, foi administrado via i.p. (1 mg/kg/dia dissolvido em solucdo salina a
0,9%) 30 minutos antes da administracao de pilocarpina ou salina para prevenir 0s
efeitos colinérgicos periféricos provocados pela pilocarpina (PEIXINHO-PENA et al.,
2012). Imediatamente apds a administracdo de pilocarpina, os animais foram
observados ao longo de 1 h para deteccéo de convulsdes espontaneas, conforme
medido pela escala de Racine (Racine, 1972) com as seguintes etapas: (0), nenhuma
anormalidade; (1), movimentos bucais e faciais; (2) movimentos anormais da cabeca;
(3) clonia dos membros anteriores; (4) elevacdo com clonia de patas anteriores; (5)
elevacédo e queda com clonia de patas anteriores. Nesta dose baixa de pilocarpina,
nenhum dos sinais acima descritos foi detectado nos animais do presente estudo.

A taurina (300 mg/Kg/dia), foi administrada diretamente no estdmago pela
técnica de gavagem, que consiste na inser¢cao de uma sonda orogastrica, conectada
a uma seringa de vidro (FRANCISCO e GUEDES, 2015; LIMA et al., 2017). A dose
da taurina foi estabelecida a partir de trabalhos que trataram roedores por meio de
gavagem (SVED et al., 2007; LIU et al., 2012; FRANCISCO e GUEDES, 2015).

5.3 DETERMINACOES DE PESO CORPORAL, ENCEFALICO, CORTICAL E
HIPOCAMPAL

Os pesos corporais dos animais foram aferidos com auxilio de uma balanca
eletrénica Filizola modelo MF-3/1 (capacidade de 3,0 Kg e escala em divisdo de 0,59),
aos 7, 21, 35, 49 e 60 dias de vida, e no dia do registro eletrofisiologico. Ao término
do registro, ainda sob efeito de anestesia, alguns animais tiveram seus encéfalos
rapidamente removidos e congelados e outros foram perfundidos (ver item 5.7 e 5.8
respectivamente). Apds esses procedimentos, 0s animais decapitados tiveram o
cortex e o hipocampo pesados, enquanto nos ratos perfundidos foi obtido o peso
encefalico, utilizando-se uma balanca analitica (marca Shimadzu, modelo AUY220,

com sensibilidade de até 0,1mg).
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5.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes foram realizados sob condi¢des de luminosidade e ruidos atenudados
e registrados por uma camera digital localizada verticalmente acima do aparelho
conectada a um computador, no qual todos os testes foram gravados para posterior
analise. Entre uma sessao de teste e outra, os aparelhos labirinto em cruz elevado
(LCE) ou campo aberto (CA) foram limpos com papel toalha, embebido em etanol a
70%. Os testes foram analisados com auxilio do software AnyMaze (versdo 4.99 m).

5.4.1 Labirinto em cruz elevado

No PND56, os animais foram submetidos ao teste do LCE, que consistiu em
um aparelho de madeira em formato de cruz e com quatro bracos (49x10 cm cada),
elevados a 55 cm do solo. Dois dos bracos eram abertos e outros dois bracos,
dispostos perpendicularmente aos abertos, eram fechados por paredes laterais de 50
cm de altura. Os bracos do aparelho eram unidos por uma plataforma central de 10x10
cm (Figura 6). No inicio do teste, cada animal foi colocado individualmente na area
central do labirinto, com a cabeca direcionada para um dos bracos abertos, podendo
explorar livremente o equipamento durante 5 min (LIMA et al.,, 2017). Foram
guantificados os seguintes parametros: distancia percorrida (m), tempo total de
imobilidade (s), numero de entradas no braco aberto, o tempo de permanéncia no

braco aberto (s) e a quantidade de bolos fecais expelidos pelo animal.
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Figura 5. Representagéo esquematica do labirinto em cruz elevado

5.4.2 Campo aberto

No PND58, os animais foram testados no aparelho de campo aberto, que
consistiu em uma arena circular com 89 cm de diametro circundada por parede circular
com 52 cm de altura (Figura 7). No inicio do teste, o animal foi posicionado no centro
do aparelho, e seu comportamento foi registrado durante 5 min por uma camera digital
localizada verticalmente acima do campo aberto. Foram quantificados a distancia total
percorrida (m), o tempo total de imobilidade (s), 0 nUmero de entradas na zona central
do aparelho, o tempo gasto (s) na zona central e a quantidade de bolos fecais

expelidos pelo animal.
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Figura 6. Representagdo esquematica do campo aberto

5.5 ANALISE DA GLICEMIA DE JEJUM

Apébs o segundo teste comportamental, os animais foram mantidos em jejum
durante 6 horas. Em seguida, uma gota de sangue foi coletada da cauda do animal, e

usada para medir o nivel de glicose através de um medidor portatil G-TECH®

5.6 PROCEDIMENTO CIRURGICO E REGISTRO ELETROFISIOLOGICO DA
DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

O registro eletrofisioldgico da DAC foi realizado entre PND60 e PND65. Sob
anestesia com uma mistura de 1 g/Kg de uretana + 40 mg/Kg de alfa-cloralose (i.p.),
3 orificios no lado direito do créanio foram trepanados, para expor por¢des da superficie
cortical. O orificio anterior (no osso frontal) foi utilizado para aplicacdo do estimulo que
deflagrou a DAC; esta, ao se propagar, pode ser registrada nos outros dois orificios

posicionados no o0sso parietal com auxilio de eletrodos impolarizaveis do tipo “Ag-



41

AgClI”. Durante 6 horas, o eletrocorticograma (ECoG) e a variacao lenta de potencial
DC (esta ultima caracteristica do fenébmeno da DAC) foram registrados em um sistema
digital (Biopac MP150, USA) que permite a visualizagcdo e armazenamento dos
registros em computador. Na figura 8 encontra-se o0 esquema do registro

eletrofisioldgico da DAC.

B E1
P1 %f —

E 2 wamssun— —rwwnmm

™~
p2— \

Figura 7. Esquema do registro eletrofisiolégico da DAC. Em “A”, desenho do cranio de um
rato com a identificagdo dos trés orificios necessarios ao experimento. O orificio “KCI”
corresponde ao de estimulagédo. Nos pontos “1” e “2” sdo posicionados dois eletrodos, um
em cada orificio, em contato direto com o cortex, para medir a variacao lenta de voltagem
(VLV) e o eletrocorticograma em relagdo a um ponto “R”, situado no osso nasal do animal.
Em “B”, quatro tragados de registro em que a barra horizontal (abaixo do primeiro tragcado)
representa o tempo de 1 minuto (referente a presenca do estimulo, KCI). “E1” e “E2”
correspondem ao registro eletrocorticografico. “P1” e "P2” correspondem ao registro da VLV
nos pontos “1” e “2”, respectivamente.

As duas primeiras horas do registro transcorreram sem a deflagracdo da DAC
(sem qualquer estimulacéo). Na terceira hora, apds um periodo de registro basal do
ECoG, a DAC passou a ser provocada a cada 30 minutos por estimulag¢édo quimica na
regido frontal, sendo utilizado para isto o cloreto de potassio (KCI) a 2% (SILVA-
GONDIM et al., 2017). Durante o registro, a temperatura retal do animal foi mantida
em 37 + 1°C por meio de um aquecedor elétrico. A partir dos registros gravados foram
calculados os seguintes parametros da DAC: 1) a velocidade de propagacédo do
fendmeno; 2) a amplitude e a duracdo da sua variacéo lenta de voltagem; 3) amplitude
do eletrocorticograma antes (periodo basal) e apds o cértex cerebral passar a produzir
episddios de DAC (SILVA-GONDIM et al., 2017; LIMA et al., 2017). A velocidade de
propagagéo da DAC foi calculada com base na distancia entre os dois eletrodos
registradores e no tempo gasto pela DAC para percorrer essa distancia. Todas as
informagdes sobre o animal foram anotadas em protocolo individual.

A analise da amplitude do ECoG foi realizada a partir de amostras do registro
de aproximadamente 10 minutos, em seis pontos temporais do registro

eletrofisiolégico: dois no periodo inicial e quatro no periodo de deflagracédo da DAC.
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Essas amostras foram analisadas, off-line, com o auxilio de um algoritmo
implementado no software MATLAB™ (Mathworks, Natick, Massachusetts, U.S.A)),
versdo R2011B. Esse algoritmo calcula a amplitude média das ondas do ECoG. A
partir desses valores, procedeu-se a etapa de normalizagdo 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 apds os episodios da DAC, como base para analisar a
ocorréncia da potenciacdo da atividade elétrica espontanea (SOUZA et al., 2011,
2015; SILVA-GONDIM et al., 2017).

5.7 ANALISE DA PEROXIDACAO LIPIDICA

Apos o registro da DAC, 50 animaiss (26 Lo e 24 Li1s), ainda anestesiados, foram
decapitados. Os cérebros foram rapidamente removidos, pesados e congelados. O
tecido cortical foi homogeneizado numa solucéo tampéo Tris gelada e em seguida
centrifugado durante 10 minutos a 1000 g a 4 °C. Os sobrenadantes foram utilizados
para estimar a peroxidacao lipidica através da medicdo dos niveis de malondialdeido
(MDA) usando um método baseado em substancias ativas do acido tiobarbiturico
(OHKAWA et al., 1979), que é um parametro para avaliar a peroxidacao lipidica. A
reacao foi desenvolvida por adicdo sequencial de 40 ul de dodecilsulfato de sédio a
8,1 %, 300 ul de acido acético a 20 % (pH 3,5) e 300 pl de acido tiobarbitarico a 0,8
% na aliquota homogeneizada de 300 ul em um banho de agua em ebulicdo por 50
min. Apos o arrefecimento dos tubos com agua, adicionaram-se 300 ul de n-butanol a
amostra. Os tubos foram centrifugados a 2500 g durante 10 minutos e a fase organica
foi lida a 532 nm utilizando um leitor de placas. As experiéncias foram realizadas em
triplicatas. As concentracbes de proteina total foram determinadas com base no
ensaio de proteina de Bradford, a albumina de soro bovino foi utilizada como padrao.
As concentracdes de MDA foram determinadas utilizando 1,1,3,3-tetraetoxipropano

como padrao e expressas como ug/mg de proteina (MENDES-DA-SILVA et al., 2014).

5.8 IMUNOHISTOQUIMICA

Apos o registro eletrofisiologico, ainda sob efeito de anestesia, 41 animais (21 Lo

e 20 Lis) foram submetidos a perfusdo com solugcdo salina 0,9% seguida de
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paraformaldeido (PFA) 4% diluido em solucéo salina tamponada com fosfato 0,1 M.
Ao final da perfusado, os encéfalos foram retirados e pos-fixados com PFA por 4h e
submetidos a crioprotecdo em solugdes de sacarose de concentracdes crescentes de
10%, 20% e 30%. Em seguida, cortes seriados longitudinais com 40 ym de espessura
foram obtidos a -20°C por meio de um criostato (Leica-1850) e mantidos sob
congelacéo (-20°C) para posterior analise.

Os enceéfalos foram processados para imunomarcagdo com anticorpo anti-lbal
(especifico para microglia) e anti-GFAP (especifico para astrocitos). Destes 41
encéfalos, 1 foi direcionado como controle negativo (CN) da imunomarcacao. Os 40
restantes foram divididos conforme a condi¢cdo de lactacdo e tratamento recebido,
como segue: 20-Lg e 20-L1s, dos quais 8 foram ingénuo (4 Lo-Nv e 4-Lis-1), 8 veiculo
(4 Lo-V e 3-Li15-V), 8 taurina (4 Lo-T e 4-L1s-T), 8 pilocarpina (4 Lo-P e 4-L15-P) e 8
pilocarpina + taurina (4 Lo-T+P e 4-Lis- T+P).

5.8.1 Analise imunohistoquimica para micréglia

Os cortes foram imunomarcados com anticorpo anti-lba-1 (anti-lbal, #019-
19741; Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japao), especifico para microglia.
Os cortes, em flutuacgéo livre no meio de incubacao, foram submetidos ao bloqueio da
peroxidase enddgena (2% de H202 em 70% metanol, durante 10 min). Depois, 0s
cortes foram incubados durante 1 h em solucdo tampé&o de bloqueio (BB) contendo
0,05 M de solucéo salina tamponada com Tris (TBS), pH= 7,4, 10% de soro fetal de
vitelo, 3% de albumina de soro bovino, e Triton X — 100 a 1%. Em seguida, os cortes
foram incubados durante toda a noite a 4°C com anticorpo anti-lbal produzido em
coelho (1:1.500 diluido em solucdo BB). Apds trés lavagens com TBS, mais 1% de
Triton, os cortes foram incubados a temperatura ambiente durante 1h com anticorpos
secundarios anti-coelho biotinilado (1:500). Em seguida, os cortes foram lavados em
TBS com Triton 1% e incubados em um conjugado com peroxidase de estreptavidina
(1:500). A reacéo da peroxidase foi visualizada ap0s a incubacgéo dos cortes tampéao
Tris, contendo 0,5 mg/ml de (DAB) e 0,33 ul/ml de H202. Por fim, os cortes foram
montados em laminas de vidro, desidratados em alcoois graduados e xileno, e

cobertas com laminulas e Entellan® (LIMA et al., 2013).
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5.8.2 Andlise imunohistoquimica para astrécito

Os cortes foram imunomarcados com anticorpo anti-GFAP (Polyclonal Rabbit
Anti-GFAP -D1F4Q- XP RABBIT MAB; Dako Denmark) especifico para astrécitos. O
protocolo experimental utilizado foi semelhante ao aplicado para marcacdo da
micréglia, ja referido acima, com a seguinte alteracdo: o anticorpo primario utilizado

foi especifico para marcacao de astrocito na proporgéo de 1:2.400.

5.8.3 Andlise densitométrica

As analises densitométrica do cortex cerebral (camada granular) e hipocampo
(regido-cornus Amoni 1- CAl) serdo realizadas no hemisfério esquerdo para cada
animal. Em cada corte, foram analisadas fotomicrografias de quatro campos dentro
do cortex parietal e quatro campos na regido CA1 do hipocampo usando o software
Image J (National Institutes of Health, EUA; versdo 1.46r). Um microscopio Leica-
LMG, acoplado a uma camera de alta resolugdo Samsung (modelo SHC-410NAD), foi
utilizado para obtencdo das imagens digitais dos cortes cerebrais. As imagens do
cortex e do hipocampo foram obtidas com uma objetiva 20X. Para obtencdo das
imagens digitais, foram utilizadas as mesmas condi¢gbes de intensidade de luz, em
todos os grupos. Como parametros, foram analisadas a percentagem da area
ocupada pelas células imunomarcadas, bem como a imunorreatividade total expressa

em unidades arbitrarias.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas intergrupos foram analisadas utilizando-se a ANOVA de 2 vias,
incluindo a condi¢ao nutricional (Lo e Lis) e o tratamento (ingénuo, veiculo, taurina,
pilocarpina e pilocarpina + taurina) como fatores, seguida pelo teste de Holm-Sidak
guando necesséario. Os valores das amplitudes do ECoG antes e apds a DAC, para
cada animal, foram normalizados e expressos em unidades relativas. As diferencas
nessas amplitudes, antes e apés a DAC, foram analisadas utilizando o Teste t
pareado. Comparacgdes intergrupos foram realizadas mediante ANOVA seguida do
teste de Holm-Sidak, quando indicado. Sendo aceitas como significantes as

diferencas em que p < 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 RESULTADOS DO 1° DESENHO EXPERIMENTAL
6.1.1 Peso corporal

Na Figura 9, em todos os grupos de tratamento (Nv, V e P), para as duas
condi¢Oes de lactacao Lo e Lis, a ANOVA mostrou um efeito principal da condicao de
lactacdo no peso corporal (p < 0,001). Os animais Lis apresentaram menor peso
corporal em comparagdo com 0s grupos Lo. A reducdo de peso variou de 20,1% a
36,5% e foi independente do tratamento. Na condicdo de lactacdo normal (Lo), a
diferenca intergrupal foi observada somente em PND49 [F (2,41) = 22,502; p < 0,001].
O tratamento com pilocarpina foi associado a reducédo de peso, em comparacdo com
0S respectivos grupos de controle Lo. Na condicdo de lactacdo desfavoravel (Lis), a
pilocarpina reduziu o peso corporal em PND49 e PND60 [F (2,39) = 14,785; p <0,001].
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Figura 8. Peso corporal de ratos previamente amamentados em ninhadas com 9 e 15 filhotes
(respectivamente, condicdo Lo e Lis). Ingénuo (Nv); Veiculo (V); Pilocarpina (P). A
administracdo de pilocarpina ou veiculo ocorreu do PND35 ao PND55. Os dados séo
expressos como média + desvio padrdo. * p <0,001 em comparagdo com a condicao Lo
correspondente. # p <0,001 em comparacdo com grupos controle na mesma condicédo de
lactacdo (ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak).
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6.1.2 Glicemia de jejum

Nos grupos controle da condig&o Lis, a glicemia foi significativamente menor do
que os grupos Lo correspondentes [F (1,35) = 22,990; p < 0,001]. O tratamento com
pilocarpina reduziu os niveis de glicose no Lg, mas ndo nos grupos Lis [F (2,35) =
9,709; p < 0,001] em comparagdo com 0s grupos controle correspondentes (ingénuo

e veiculo). Os dados sobre a glicemia estéo ilustrados na Figura 10.
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Figura 10. Niveis de glicose no sangue de ratos aos 58 dias de vida previamente
amamentados em ninhadas com 9 e 15 filhotes (respectivamente, condi¢do Lo e Lis). Os
grupos sdo: Ingénuo = nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina, 1
mg/kg/dia; Pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de
pilocarpina.Todas as drogas foram dissolvida em 0,9% de salina. A administragéo de veiculo,
taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55. Os dados sdo expressos como média
+ desvio padrdo. * p < 0,001 em comparacdo com a condi¢ao Lg correspondente. # p < 0,001
em comparagdo com grupos controle na mesma condi¢éo de lactacdo (ANOVA seguida pelo
teste de Holm-Sidak).

6.1.3 Atividade comportamental no campo aberto

O efeito da administracdo de pilocarpina sobre a atividade comportamental no
teste de campo aberto esta disposto na Figura 11. Comparado com 0s controles
ingénuo (Nv) e veiculo (V), o grupo Lo tratado com pilocarpina (P) entrou na area
central um nimero menor de vezes (P, 4,3+ 1,9 versus Nv, 9,6 £2,4eV, 9,6 +5,0
vezes; p < 0,001), expeliu um maior nimero de bolos fecais (P, 5,9 + 1,1 versus Ny,

29+15eV,28+1,0; p<0,001), percorreram uma distancia menor na arena circular
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(P,19,5+6,2mversus Nv, 28,1 £9,7meV, 29,1 + 58 m; p <0,001) e permaneceu
em imobilidade por mais tempo (P, 49,1 + 23,9 s versus Nv, 27,2+ 11,8seV, 26,4
11,7 s, p < 0,001). Nao houve diferenca para o tempo na area central (P, 12,7 £4,9 s
versus Nv, 18,9 +50seV, 17,7+ 11,8 s).

Na condicdo de Lis, 0 grupo tratado com pilocarpina entrou um namero menor
de vezes na érea central (P, 3,1 £ 1,3 versus Nv, 6,7+ 1,8eV, 5,0 +2,7), permaneceu
um tempo menor na area central (P, 11,4 £ 4,1 sversus Nv, 19,7+ 49seV, 19,7 £
6,4 s, p = 0,007), expulsou um maior numero de bolos fecais (P, 5,4 + 1,4 versus Nv,
26 +18eV, 29+ 22) percorreram uma distancia mais curta na arena circular
(20,81 £ 4,70 m versus 29,09 = 3,31 m e 28,55 = 6,04 m) e permaneceu mais tempo
em imobilidade (P, 52,3 + 13,9 s versus Nv, 25,4 +8,2seV, 24,3+ 8,2 5s).
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Figura 10. Atividade comportamental no teste de campo aberto de ratos aos 58 dias
previamente amamentados em ninhadas com 9 e 15 filhotes (respectivamente, condicéo Lg e
Lis). Os grupos sao: Ingénuo = nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina,
1 mg/kg/dia; Pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de
pilocarpina.Todas as drogas foram dissolvida em 0,9% de salina. A administracdo de veiculo,
taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.0s dados sao expressos como média
+ desvio padréo. * p = 0,007 para o tempo na &rea central em comparagdo com 0S grupos
controle na mesma condicao de lactacao e p < 0,001 para outros parametros (ANOVA seguida
pelo teste de Holm-Sidak).
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6.1.4 Parametros da depresséao alastrante cortical

Em todos os grupos, a aplicacéo topica com KCl a 2% em um ponto frontal da
superficie cortical durante 1 min provocou, como regra geral, uma unica onda DAC
gue se propagou sem interrupcao e foi registrada nos dois pontos de registro parietal
(Figura 12-A; os pontos de registro no diagrama do cranio). Durante as 4 horas da
sessdo de registro, a variagao lenta de potencial DC, que apareceu consistentemente
apos a estimulacao com KCI, confirmou a presenca da DAC.

Nos animais Ly, as velocidades da DAC (média £ SD em mm/min) nos grupos
ingénuo, veiculo e pilocarpina foram respectivamente de 3,69 + 0,13; 3,70 + 0,10 e
3,11 £ 0,15. Nos animais Lis, as velocidadesda DAC para 0s grupos naive, veiculo e
pilocarpina foram respectivamente 4,20 + 0,17; 4,18 + 0,18 e 2,93 £ 0,23. A ANOVA
indicou um efeito principal da condi¢ao de lactacéo [F (1,46) = 33,575; p < 0,001] e as
comparacoes do teste post hoc (Holm-Sidak) mostraram que as velocidades foram
maiores nos grupos Lis em comparagcdo com os grupos Lo. A ANOVA também
detectou um efeito principal do tratamento [F (2,46) = 173,067; p < 0,001], e o teste
post hoc revelou que o tratamento com pilocarpina reduziu significativamente a
velocidade de propagacdo da DAC em comparagdo com 0s controles ingénuo e
veiculo correspondentes. O efeito de desaceleracdo da pilocarpina sobre a velocidade
de propagacao da DAC foi mais intenso na condi¢do Lis do que em ratos Lo [F (2,46)
= 22,658; p < 0,001], indicando uma interacéo entre o tratamento com pilocarpina e a
condicao de lactacdo. Os dados de velocidade da DAC sé&o mostrados na Figura 12-
B.
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Figura 11. A. Eletrocorticograma (E) e variacao lenta de potencial DC (P) durante a passagem
da depressao alastrante cortical (DAC), registrados em dois pontos corticais (1 e 2) em ratos
dos 60-65 dias previamente amamentados com 9 e 15 filhotes (respectivamente, condi¢do Lo
e Lis). Os grupos séo: Ingénuo = nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina,
1 mg/kg/dia; Pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de
pilocarpina.Todas as drogas foram dissolvida em 0,9% de salina. A administragéo de veiculo,
taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.0 diagrama do cranio mostra as
posi¢cdes de registro 1 e 2. A posi¢éo do elétrodo de referéncia comum (R) nos 0ssos nasais
e 0 ponto de aplicacdo do estimulo para deflagracdo da DAC (KCI) também sdo mostrados.
A DAC foi provocada no cortex frontal por estimulagdo quimica (uma bola de algodéo de 1 a
2 mm de didametro embebida com 2% de KCI) aplicada durante 1 min na dura-méater intacta,
conforme indicado pelas barras horizontais. As laténcias sdo mais curtas nos grupos Lis em
comparagdo com os correspondentes grupos Le. No grupo tratado com pilocarpina, as
laténcias sdo aumentadas em comparagcao com 0s respectivos controles ingénuo e veiculo.
B. Velocidade da DAC. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo. * p < 0,001 em
comparacado com a condicdo Lo correspondente. # p <0,001 em compara¢cdo com 0S grupos
controle na mesma condicao de lactacdo (ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak).

A Tabela 3 mostra os dados sobre amplitude e duragcéo da variacéo lenta de
potencial DC, que é a marca registrada da DAC. A ANOVA indicou um efeito principal
da condicdo de lactacdo sobre a amplitude da onda de DAC [F (1,42) = 8,16; p =
0,007], e uma comparacédo pelo teste post hoc (Holm-Sidak) mostrou que as
amplitudes eram maiores no ingénuo e no veiculo Lis em comparagdo com oS
correspondentes grupos Le. O tratamento também afetou a amplitude [F (2,42) =
9,490; p < 0,001] e o teste post hoc mostrou que a amplitude foi menor no grupo
pilocarpina Lis, mas ndo no grupo tratado com pilocarpina Lg, em comparagcédo com 0s
grupos controles ingénuo e veiculo correspondentes. A ANOVA também confirmou

uma interacao entre ambos os fatores [F (2,42) = 8,999; p < 0,001].
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A anadlise da duracdo da DAC indicou um efeito principal da condicdo de
lactacéo (F (1,47) = 84,1997, p < 0,001) e tratamento [F (2,47) = 3,22; p = 0,047], bem
como uma interacao entre esses dois fatores [F (2,47) = 3,667; p = 0,033]. O teste de
Holm-Sidak indicou uma duragdo mais curta nos grupos Lis em comparagao com 0S
grupos Lo correspondentes e uma duragdo mais longa nos animais tratados com
pilocarpina Lis em comparacdo com 0S grupos controle ingénuo e veiculo

correspondente.

Tabela 3 - Amplitude e duracdo da variacdo lenta de potencial DC da depressdo
alastrante cortical em ratos machos previamente amamentados em ninhadas com 9 e
15 filhotes (respectivamente, condigéo Lo e Lis). Os grupos sdo: Ingénuo = nenhum
tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia; Pilocarpina = metil
nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina.Todas as drogas
foram dissolvida em 0,9% de salina. A administracdo de veiculo, taurina e/ou
pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.

Grupo Amplitude (mV) Duracéo (s)
Lo
Ingénuo 84+18 (9) 69,623 (9
Veiculo 85+1,1 (9 70,1+2,6 (9)
Pilocarpina 8411 (9 69,7+£1,3 (9
Lis
Ingénuo 11,1+25 (6)# 64,4+09 (8)#
Veiculo 11,0+15 (7)# 64,8+1,1 (9
Pilocarpina 70+£1,2 (8)* 67,2+1,2 (9)*#

Dados expressos como média + desvio padrdo, com o niamero de animais entre
parénteses. * p < 0,001 em comparacdo com grupos controle na mesma condi¢céo de
lactacdo. # p < 0,001 em comparacdo com a condicdo Lo correspondente (ANOVA
seguida pelo teste de Holm-Sidak).

6.2 RESULTADOS DO 2° DESENHO EXPERIMENTAL

6.2.1 Peso corporal e encefélico

Na Figura 13-A, em todos os grupos de tratamento (Nv, V, T, P e T+P), para as
duas condi¢des de lactagdo Ly e Lis, a ANOVA mostrou um efeito principal da
condicao de lactacdo no peso corporal (p < 0,001). Os animais Lis apresentaram

menor peso corporal em comparagcdo com 0s grupos Le. A reducao de peso variou de
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11,9% a 32,5% nos grupos em que ndo foi observado efeito dependente do
tratamento. Na condicdo de lactacdo normal (Lo), a diferenca intergrupal foi observada
somente em PND49 [F (4,85) = 15,048; p < 0,001]. O tratamento com pilocarpina foi
associado a reducao de peso, em comparagcao com 0s respectivos grupos controle Lo.
Na condicéo de lactacdo desfavoravel (Lis), a pilocarpina e/ou sua associagéo com a
taurina reduziu o peso corporal em PND49 e PND60 [F (4,79) = 11,993; p < 0,001].
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Figura 12. Peso corporal em A e encefélico em B de ratos previamente amamentados em
ninhadas com 9 e 15 filhotes (respectivamente, condi¢do Lg e Lis). Os grupos séo: Ingénuo =
nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina =
metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina = metil
nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina;
Taurina+pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina
+ 300 mg/kg/dia de taurina + salina. Todas as drogas foram dissolvida em 0,9% de salina. A
administracdo de veiculo, taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.0s dados
sao expressos como média + desvio padrdo. * p <0,001 em comparac¢do com a condi¢éo Lg
correspondente. # p <0,001 em comparacdo com grupos controle na mesma condicdo de
lactacdo (ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak).

Para os dados de peso encefalico, mostrados na figura 13-B, todos os grupos
de tratamento (Nv, V, T, P e T+P) para as duas condi¢des de lactagéo Lo e Lis, a

ANOVA mostrou um efeito principal da condic¢ao de lactacéo no peso corporal [F (1,41)
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= 51,659; p < 0,001). Os animais Lis apresentaram menor peso encefélico em
comparacao com 0s grupos Lo. A reducao de peso foi de 17,03% e foi independente

do tratamento.

6.2.2 Atividade comportamental no labirinto em cruz elevado

O efeito da administracdo de taurina e/ou pilocarpina sobre a atividade
comportamental no teste de labirinto em cruz elevado esta disposto na Figura 14. Com
relacdo ao tempo de permanéncia nos bracos abertos, a ANOVA identificou um efeito
principal do tratamento [F(4,76) = 10,653; p < 0,001]. O teste de Holm-Sidak revelou
gue o grupo Lo tratado com taurina esteve nos bragos abertos por mais tempo
comparado aos outros grupos de mesma condicado de lactagdo. Na condigcéo Lo essa
diferenca se mostrou para todos os outros 4 grupos (T, 57,4 + 31,5 s versus Nv, 31,2
+146s;V,30,2+152s;P, 18,7+ 119se T+P, 26,3 + 14,8 s). Ja na condicao Lis
essa diferenca foi significativa comparada aos grupos Nv, V e P, mas nao ao T+P (T,
75,0 £ 37,4 sversus Nv, 26,4 +190s;V,289+175s; P, 16,1 + 10,5s e T+P, 35,7
+ 16,4 s).

O numero de entradas nos bracos abertos apresentou efeito principal do
tratamento [F (4,81) = 6,259; p < 0,001] apenas na condicdo Lis. O Holm-sidak indicou
que os grupos P e T+P entraram um menor nimero de vezes nos bragos abertos
comparados aos grupos NV, Ve T (P,50+2,2; T+P, 5,3 + 2,3 versus Nv, 10,3 £ 3,7;
V,9,6+£23eT, 10,3+ 3,3). Na condigédo L as médias do numero de entradas foram
Nv, 8,0 + 3,5;V,84+28; T, 76 +31;,P,62+27¢eT+P, 82 = 1,5. A andlise
estatistica também detectou interacdo entre o tratamento e a condi¢édo de lactacéo [F
(4,81) = 3,339; p = 0,014) revelando que o T-Lis entrou um numero maior de vezes
nos bragos abertos e 0 T+P -L1s um numero menor de vezes quando comparados aos
seus respectivos grupos Lo.

Com relacdo a distancia total percorrida pelos animais no LCE, a ANOVA
identificou efeito principal da condicéo de lactacao [F (1,80) = 5,445; p = 0,022], do
tratamento [F (4,80) = 19,010; p < 0,001] e uma interacéo entre os dois fatores citados
[F (4,80) =2,697; p =0,036]. O grupo T-Lg percorreu uma maior distancia comparados
aos grupos Nv, V, P e T+P de mesma condicdo de lactacéo e o grupo P-Ls, uma menor
distancia comparadoa Nv, Ve T-Lo (T, 14,1 +28 me P, 7,8 + 2,4 m versus Nv, 11,2
+14m;V,108 1,6 me T+P, 9,1 + 2,0 m). Na condi¢cdo Lis 0os grupos P e T+P
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percorreram uma menor distancia comparados aos grupos Nv, Ve T (P, 9,5+ 1,7 m
e T+P, 10,0 £ 1,5 mversus Nv, 13,2+ 1,7m; V,125+17meT,125+15m). O
grupo Nv-Lis percorreu uma maior distancia quando comparados ao seu respectivo
Lo.

A ANOVA identificou efeito principal do tratamento para a imobilidade total dos
animais [F (4,81) = 8,137; p < 0,001] e o pds-teste Holm-Sidak revelou que o grupo P
apresentou o maior tempo de imobilidade comparado aos grupos Nv, V e T em ambas
as condicbes de lactacdo. As médias dos valores para o tempo de imobilidade dos
animais foram: para condi¢éo Lo (P, 55,8 £ 15,2 s versus Nv, 34,3 +9,3s;V, 33,0 +
100s; T,284 +149s e T+P, 42,4 + 20,2 s) e para condicdo Lis (P, 53,9 + 18,2 s
versus Nv, 28,9 +179s;V,30,3+15,7s;T,295+184seT+P,41,1+16,05s).

A quantidade de bolos fecais expelida por cada animal durante o periodo da
realizacdo do teste comportamental apresentou efeito principal do tratamento,
segundo a ANOVA [F (4,81) = 6,498; p < 0,001) e o pds-teste Holm-Sidak revelou que
0 grupo P-Lg expeliu maior numero de bolos fecais comparado aos grupos Nv, Ve T
(P,4,4 24 versus Nv, 20+£18;V,18+15;T,15+x14e T+P, 2,5 £ 2,0). Na
condicdo Lis essa diferenca se mostrou presente quando comparado aos grupos T e
T+P da mesma condic¢ao nutricional (P, 3,6 £ 1,3 versus T, 0,7 £1,0; T+P, 2,4 £ 1,1;
Nv,19+16eV,19+14).
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Figura 13. Atividade comportamental no teste de labirinto em cruz elevado aos 56 dias de
vida de ratos previamente amamentados em ninhadas com 9 e 15 filhotes (respectivamente,
condicdo Lg e Lis). Os grupos sdo: Ingénuo = nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de
escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia +
300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45
mg/kg/dia de pilocarpina + salina; Taurina+Pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina. A administracédo
de veiculo, taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.0s dados séo expressos
como média + desvio padréo. * p < 0.001 comparado com a condicdo Ly correspondente. § p
< 0.001 comparado com grupos Nv e V na mesma condi¢cdo de lactagdo. # p < 0.001
comparado ao grupo T de mesma condicéo de lactacdo. + p < 0.001 comparado aos grupos
Nv, V e T de mesma condicdo de lactacdo (ANOVA seguida pelo teste de Holm-SidaK).

6.2.3 Glicemia de jejum

Nos grupos ingénuo, veiculo e taurina da condi¢do Lis, a glicemia foi menor
comparado aos grupos Lo correspondentes [F (1,77) = 33,484; p < 0,001]. Os
tratamentos com P e T+P reduziram os niveis de glicose no Lg, mas ndo nos grupos
Lis [F (4,77) = 4,122; p = 0,004) em comparacdo com 0S Qrupos controle
correspondentes (Nv, V e T). Os dados sobre a glicemia estao ilustrados na Figura
15.
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Figura 14. Niveis de glicose no sangue de ratos machos aos 58 dias de vida previamente
amamentados em ninhadas com 9 e 15 filhotes (respectivamente, condi¢do Lo e Lis). Os
grupos sdo: Ingénuo = nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina, 1
mg/kg/dia + salina; Taurina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de
taurina; Pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina
+ salina; Pilocarpina+taurina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de
pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina. A administracdo de veiculo, taurina e/ou
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pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.0s dados sdo expressos como média + desvio
padrdo. * p < 0,001 em comparagdo com a condi¢cdo Lo correspondente. # p < 0,001 em
comparacdo com grupos Nv, V e T ha mesma condi¢cdo de lactacdo (ANOVA seguida pelo
teste de Holm-Sidak).

6.2.4 Parametros relacionados a DAC

6.2.4.1 Velocidade de propagacao da DAC

Em todos o0s grupos experimentais, a estimulacdo com 2% de KCI
(aproximadamente 270 mM) em um ponto da superficie cortical frontal durante 1
minuto provocou, em regra, uma Unica onda de DAC que se propagou sem interrupgao
e foi registrado e gravado nos dois pontos da regido parietal. Durante todo o periodo
de registro, a variacdo lenta de voltagem (VLV), e a diminui¢cdo da atividade elétrica
espontanea cortical no ECoG, confirmaram a presenca da DAC apds a estimulagéo
com KCI.

Nos animais L9, os valores obtidos das velocidade da DAC (mean = SD in
mm/min) para os grupos Nv, V, T, P e T+P foram respectivamente 3,71 £ 0.12; 3,73 £
0,12; 3,15+ 0,17; 3,12 £ 0,15 e 3,02 = 0,20. Nos L15, as velocidades da DAC dos
grupos Nv, V, T, P e T+P foram respectivamente 4,20 + 016; 4,17 + 0,15; 3,40 £ 0,11;
3,04+£0,19e 2,94 +0,22. A ANOVA indicou diferencas entre 0s grupos, e o teste post-
hoc (Holm-Sidak) revelou que as velocidades foram maiores na condi¢cdo Lis em
comparacdo com a condigdo Lo para os grupos ingénuo, veiculo e taurina [F (1,81) =
34,876; p < 0,001]. A ANOVA também detectou um efeito principal do tratamento [F
(4,81) = 150,675; p < 0,001], e o teste post-hoc mostrou que o tratamento com T, P e
T+P reduziu as velocidades de propagacédo da DAC quando comparados com 0s
grupos controle ingénuo e veiculo. A ANOVA identificou interacdo entre o estado
nutricional e o tratamento [F (4,81) = 12,739; p < 0,001], em que os grupos Lis P e
T+P apresentaram velocidades de propagagdo da DAC menores comparados aos
grupos Nv, V e T. Nenhuma diferenca foi observada entre os animais Lo e Lis tratados
com P e T+P. Os dados sobre a velocidade de propagacdo da DAC estdo na Figura
16.
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Figura 15. Velocidade de propagacdo da DAC de ratos submetidos as duas condi¢bes de
lactagdo Lo e Lis (ninhadas com 9 e 15 filhotes, respectivamente). Os grupos séo: Ingénuo =
nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina =
metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina = metil
nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina;
Pilocarpina+taurina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina
+ 300 mg/kg/dia de taurina + salina. A administracdo de veiculo, taurina e/ou pilocarpina
ocorreu do PND35 ao PND55. Os dados séo expressos como meédia + desvio padrdo. * p <
0,001 em comparacédo com a condigéo Lg correspondente. # p <0,001 comparado com grupos
Nv, V e T na mesma condi¢cdo de lactacdo. 8 p < 0,001 comparado com 0s grupos Nv e V
para ambas as condi¢fes de lactacdo (ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak).

6.2.4.2 Amplitude e duracao da variacdo negativa lenta de potencial da DAC

A Tabela 4 mostra os dados sobre amplitude e duracdo da variacdo negativa
lenta de potencial DC, nos animais da segundo desenho experimental da presente
tese. A ANOVA indicou um efeito principal da condi¢éo de lactacao sobre a amplitude
da onda de DAC [F (1,81) = 11,408; p < 0,001], e o teste post hoc (Holm-Sidak)
mostrou que as amplitudes eram maiores nos grupos Nv, V e T-Lis em comparacao
com os correspondentes grupos Le. O tratamento também afetou a amplitude [F (4,81)
= 3,274; p = 0,015] e o teste post hoc mostrou que a amplitude foi menor no grupo P-
L1s, mas ndo no grupo tratado com pilocarpina Lo, em comparagao com os grupos Nv,
V e T correspondentes. A ANOVA também confirmou uma interacdo entre ambos os
fatores [F (4,81) = 2,934; p = 0,026].
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A anadlise da duracdo da DAC indicou um efeito principal da condicdo de
lactacéo [F (1,81) = 115,827; p < 0,001] e tratamento [F (4,81) = 5,291, p < 0,001]. O
Holm-Sidak indicou uma menor duragdo nos grupos Lis em comparagdo com 0S
grupos Lg correspondentes e uma duragdo mais longa nos animais tratados com

pilocarpina Lis em comparagédo com os grupos Nv, V e T correspondentes.

Tabela 4 - Amplitude e duracédo da variacdo lenta de potencial DC da depressao
alastrante cortical em ratos previamente amamentados em ninhadas com 9 e 15
filnotes (respectivamente, condigdo Lo e Lis). ). Os grupos séo: Ingénuo = nenhum
tratamento; veiculo = metil nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina =
metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina =
metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina;
Pilocarpinattaurina = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de
pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina. A administracdo de veiculo, taurina
e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.

Grupo Amplitude (mV) Duracéo(s)
Lo
Ingénuo 8,5+ 1,6 (10) 69,2 + 2,6 (10)
Veiculo 8,6 +1,0 (10) 69,2 + 2,6 (10)
Taurina 8,6+12(9) 69,3+ 2,2 (9)
Pilocarpina 84+1,1(9) 70,9+27(9)
Pilocarpina+taurina 93+1,5(8) 70,3+£1,9(9)
Lis
Ingénuo 10,6 + 3,1 (7)* 64,7 £0,6 (7)*
Veiculo 10,8 +1,8 (8)* 65,1+0,8 (11)*
Taurina 10,7 £1,6 (9)* 65,1 0,5 (9)*
Pilocarpina 7,5+1,9 (10)+ 67,9 £ 1,0 (10)#*
Pilocarpina+taurina 9,6 £2,2 (11) 65,2 + 1,3 (11)*

Dados expressos como média + desvio padrdo, com o niamero de animais entre
parénteses. * p < 0,001 em comparagdo com a condicdo L9 correspondente. # p =
0,015 comparado com os grupos ingénuo, veiculo e taurina de mesma condicéo de
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lactacéo. + p < 0.001 comparado com 0s outros quatro grupos de mesma condicdo de
lactacdo (ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak).

6.2.4.3 Potenciacdo da amplitude do ECoG induzida pela DAC

Amostras de registros da amplitude do ECoG nos pontos 1 (E1) e 2 (E2) de
registro, antes e apds a passagem da DAC estdo dispostos na figura 17. O teste t
pareado mostrou que para todos 0s grupos, nos dois pontos de registro, no mesmo
animal, a amplitude do ECoG no periodo p6s-DAC foi significativamente (p < 0,005)

maior do que no periodo basal (potenciagao).
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Figura 16. Eletrocorticograma (E) e variacdo negativa lenta do potencial (P) em dois pontos
da superficie do hemisfério direito, antes (Baseline) e apés a passagem da depresséo
alastrante cortical (CSD) de ratos submetidos as duas condi¢cdes de lactacdo Lo e Lis
(ninhadas com 9 e 15 filhotes, respectivamente). Os grupos sao: Ingénuo (Nv) = nenhum
tratamento; veiculo (V) = metil nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina (T) =
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metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina (P) = metil
nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina;
Taurina+pilocarpina (T+P) = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de
pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina. A administracdo de veiculo, taurina e/ou
pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55.

No ponto 1 de registro, a ANOVA indicou um efeito principal da condicao de
lactacdo sobre a amplitude da onda de DAC [F (1,81) = 18,982; p < 0,001), e uma
comparacao pelo teste post hoc (Holm-Sidak) mostrou que o aumento nas amplitudes
em E1 foram menores nos grupos ingénuo e veiculo Lis em comparagdo com oS
correspondentes grupos Lo. O tratamento também afetou a amplitude do ECoG em
E1[F (4,81)=12,071; p <0,001) e o teste post hoc mostrou que a amplitude do ECoG
foi menor nos grupos taurina, pilocarpina e pilocarpina+taurina da condicdo Ly em
comparac¢ao com 0s grupos ingénuo, veiculo de mesma condicao de lactacdo. Efeito
do tratamento também foi observado na condicéo Lis, no qual o grupo pilocarpina
apresentou menor aumento da amplitude em comparacdo aos controles ingénuo e
veiculo na mesma condi¢cdo de lactacdo. Em E2, ANOVA néo identificou diferencas

significativas na amplitude do ECoG. Os dados estédo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 — Amplitude do ECoG, nos pontos 1 e 2 de registro, antes (Basal) e apos a
deflagracdo da depressdo alastrante cortical (DAC), em ratos previamente
amamentados em ninhadas com 9 e 15 filhotes (respectivamente, condig&o Lo e Lis).
Os grupos sdo: Ingénuo = nenhum tratamento; veiculo = metil nitrato de
escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina; Pilocarpina+taurina = metil nitrato de
escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina.
Todas as drogas foram dissolvida em 0,9% de salina. A administragdo de veiculo,
taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55. O ECoG foi inicialmente
registrado por 2 h, sem deflagracéo da DAC, para se obter um valor basal. Nas 4 horas
seguintes de registro, a DAC foi evocada em intervalos de 30 min. Em cada hora de
registro, uma amostra de 10 minutos do ECoG foi analisada por meio de um algoritmo
implementado no software MATLAB ™,

Grupo ECoG 1 ECoG 2
Basal DAC Basal DAC
Lo
Naive 1,01 £ 0,01 (10) 1,63 £ 0,25* 1,04 £ 0,04 (10) 1,28 £0,21*

Vehicle 1,04 £0,04 (10) 1,67 +0.22* 1,04 +£0,04 (10) 1,33+0,14*
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Taurine 1,00 £ 0,00 (9) 1,40 +£0,11* # 1,02 £0,04 (9) 1,32 £0,13*
Pilocarpine 1,01 £0,03 (9) 1,30 £ 0,08* # 1,02 £0,03 (9) 1,22 +0,13*
Pilocarpine+taurine 1,02 + 0,04 (8) 1,43+0,16* # 1,05 + 0,08 (8) 1,35+ 0,09*
Lis
Naive 1,02 £0,04 (7) 1,43 £0,22* + 1,03+ 0,05 (7) 1,25 £0,15*
Vehicle 1,05 £ 0,05 (8) 1,46 £0,11* + 1,01 £ 0,02 (8) 1,25 +0,14*
Taurine 1,08 + 0,10 (9) 1,47 £ 0,25* 1,04 £ 0,05 (9) 1,24 + 0,09*
Pilocarpine 1,03 £0,10 (8) 1,21 +£0,12* § 1,03 £ 0,06 (8) 1,16 +0,11*
Pilocarpine+taurine 1,03 £0,05 (11) 1,39+ 0,10* 1,03 +£0,06 (11) 1,27 +0,09*

Dados expressos como média * desvio padrdo, apresentados como unidades
relativas (valores das amplitudes normalizadas em relacdo ao menor valor, que foi
considerado igual a 1) com o numero de animais entre parénteses. * p < 0,005 em
comparacao com a amplitude antes da DAC na mesma condi¢do de lactacéo, nos
mesmos animais (teste t pareado). # p < 0.001 comparado ao ingénuo e veiculo de
mesma condi¢do de lactacdo. 8 p < 0.001 comparado aos outros quatros grupos na
mesma condi¢ao de lactacdo. + p < 0.001 comparado com Lo correspondente (ANOVA
seguida pelo teste de Holm-Sidak).

6.2.5 Niveis de malondialdeido no cdOrtex e hipocampo

As medicBes dos niveis de MDA nos coOrtex e hipocampo cerebrais séo
mostrados na Figura 18. ANOVA néo revelou diferencas significantes.

No cortex, os valores de MDA (média + SD em nmol/mg de proteina), na
condicao Lo, nos grupos ingénuo, veiculo, taurina, pilocarpina e pilocarpina + taurina
foram respectivamente de 1,02 + 0,23; 1,02 + 0,30; 0,68 + 0,20; 1,30 £ 0,26 € 0,97 *
0,42. Nos animais Lis, 0s niveis de MDA para os grupos ingénuo, veiculo, taurina,
pilocarpina e pilocarpina + taurina foram respectivamente 1,27 + 0,34; 1,27 + 0,39;
1,07 £0,20; 1,63 + 0,42 e 1,36 + 0,39. Os dados dos niveis de MDA no tecido cortical
sdo mostrados na Figura 18 (painel esquerdo).

No hipocampo, os valores de MDA (média £+ SD em nmol / mg de proteina),
animais Lo, nos grupos ingénuo, veiculo, taurina, pilocarpina e pilocarpina + taurina
foram respectivamente de 1,34 + 0,50; 1,16 £ 0,41; 0,84 + 0,25; 1,72 £+ 0,66 e 1,00 +

0,31. Nos animais Lis, 0s niveis de MDA para os grupos ingénuo, veiculo, taurina,
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pilocarpina e pilocarpina + taurina foram respectivamente 2,30 + 1,08; 2,24 + 1,44,
2,06 £ 1,36, 2,74 + 1,26 e 2,21 + 0,80. Os dados dos niveis de MDA no hipocampo
sdo mostrados na Figura 18 (painel direito).
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Figura 17. Niveis de MDA (nmol/mg de proteina) de ratos entre 60-65 dias de vida,
submetidos a ambas condi¢bes de lactacdo Ly e Lis (ninhadas com 9 e 15 filhotes,
respectivamente). Os grupos séo: Ingénuo (Nv) = nenhum tratamento; veiculo (V) = metil
nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina (T) = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina (P) = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina; Taurina+pilocarpina (T+P) = metil nitrato de
escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina.
A administracéo de veiculo, taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55. Os dados
sdo expressos como média + desvio padrdo. * p < 0,05 em comparagdo com grupos
correspondentes na condi¢do Ls (ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak).

6.2.6 Imunohistoquimica para microglia e astrocito

O efeito da administracéo de taurina e / ou pilocarpina sobre a porcentagem de
area marcada e imunorreatividade de células de astrécitos e microglia no cértex
parietal e no hipocampo CA1l é mostrado nas Figuras 7 e 8 para Ibal e 9 e 10 para
GFAP. Todos os dados séo descritos como média + desvio padrdo de trés a quatro

animais.

6.2.6.1 Imunohistoquimica para Iba-1
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Os dados de imunohistoquimica para lba-1 estdo apresentados na figuras 7 e
8. No cortex cerebral, ANOVA mostrou um efeito principal da condicéo de lactacdo em
todos os grupos para percentual de area marcada [F (1,371) = 5,074; p < 0,001], e 0
pos-tesye (Holm-Sidak) mostrou que os animais da condi¢do Lis tiveram maior
percentagem de area marcada quando compardos ao seus Lo correspondentes.
ANOVA tanbém detectou um efeito do tratamento [F (4,371) = 23,681; p <0,001],e 0
pés-teste revelou que o tratamento com taurina aumentou a percentage de area
marcada comparado aos outros quatro grupos do presente estudo. Por outro lado, na
condicao Lo, 0 grupo tratado com taurina+pilocarcpina apresentou menor percentage
de area gquando comparado com 0s grupos ingénuo, veiculo e pilocarpina. Com
relacdo a imunorreatividade para lba-1 no cértex cerebral, ANOVA indicou um efeito
da lactacéo [F (1,355) = 59,454; p < 0,001], e a comparacao pos-teste mostrou que 0s
animais da condigdo Lis tiveram maior imunorreatividade quando comparados ao LO
correspondente, exceto para o grupo tratado com taurina. ANOVA também revelou
interacdo entre o tratamento e o estado nutricional, em que os grupos pilocarpina e
taurinatpilocarpina L15, mas n&do na condicao L9, tiveram maior imunorretaividade

comparado aos outros quatro grupos [F (4,355) = 5,954; p < 0,001].

Cerebral cortex (IBA-1)
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Figure 18. Fotomicrografias de células imunomarcadas para Ibal no cortex e hipocapmpo de
ratos entre 60-65 dias de vida, submetidos a ambas condi¢es de lactacdo Lg e Lis (ninhadas
com 9 e 15 filhotes, respectivamente). Os grupos sao: Ingénuo (Nv) = nenhum tratamento;
veiculo (V) = metil nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina (T) = metil nitrato de
escopolamina 1 mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina (P) = metil nitrato de
escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina; Taurina+pilocarpina (T+P)
= metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + 300 mg/kg/dia de
taurina + salina. A administracdo de veiculo, taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao
PND55. Barra de escala = 50 pm.

No hipocampo, ANOVA revelou um efeito prinicipal da condicado de lactacdo
sobre a porcentagem de area marcada para lba-1 [F (1,376) = 64,536; p < 0,001]; a
comparacao pos-teste (Holm-Sidak) mostrou que os grupos ingénuo, veiculo, taurina
e pilocarpina na condigdo Lis tiveram maior percentagem de area marcada quando
comparado ao seu correspondente da condi¢ao Ls. ANOVA revelou um efeito principal
do tratamento [F (4,376) = 65,946; p < 0,001], e o poOs-teste detectou qu nas duas
condicdes de lactacdo o tratamento com taurina aumentou a percentagem de area
marcada para Iba-1 comparado aos outros quatro grupos.
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Figure 19. Percentual de &area marcada (esquerda do painel) e imunorreatividade em
nunidades arbitrarias (diretia do painel) de células imunomarcadas para Ibal no cortex
(superior do painel) e hipocampo (inferior do painel) de ratos entre 60-65 dias de vida,
submetidos a ambas condi¢cdes de lactacdo Ly e Lis (ninhadas com 9 e 15 filhotes,
respectivamente). Os grupos sdo: Ingénuo (Nv) = nenhum tratamento; veiculo (V) = metil
nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina (T) = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina (P) = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina; Taurina+pilocarpina (T+P) = metil nitrato de
escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina.
A administracdo de veiculo, taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55. Dados sao
expressos como meédia + desvio padrdo. * p < 0,001 em comparacdo com Qrupos
correspondentes na condi¢cdo Lo 8 p < 0,001 comparado aos grupos Nv e V de mesma
condicéo de lactagdo. # p < 0,001 comparado aos outros quarto grupos de mesma condicao
de lactagdo. + p < 0,001 comparado aos grupos Nv, V e P de mesma condi¢ao de lactacao. «
p < 0,001 comparado aos grupos Nv, V e T+P de mesma condi¢éo de lactacdo. @ p < 0,001
comparado aos grupos P e T+P de mesma condi¢céo de lactagdo. * p < 0,001 comparado ao
grupo Nv de mesma condi¢éo de lactacdo. (ANOVA seguida pelo teste de Holm-Sidak).

Adicionalmente, na condicio L9 o0s tratamentos pilocarpina e
taurinatpilocarpina resultaram em maior percentage de éarea marcada uando
comparados coma 0s grupos ingénuo e veiculo de mesca condicao de lactacdo. Na
condigédo Lis, 0 grupo pilocarpina exibiu uma porcentagem de area marcada maior que
0S grupos ingénuo, veiculo e taurina+pilocarpina, mas foi menor que o grupo taurina;
0 grupo taurina+pilocarpina Lis apresentou a menor percentagem de area marcada
de Ibal. ANOVA também revelou interacdo entre estado nutricional e tratamento [F
(4,376) = 11,742; p < 0,001], em que o grupo taurina teve maior percentage de area
cortical marcada para Iba-1 comparada aos outros quatro grupos. Com relacdo a
imunorreatividade para lba-1 no hipocampo, ANOVA indicou um efeito principal da
condi¢éo de lactagéo [F (1,350) =59.217; p < 0.001], € a comparc¢éo pos-teste mostou
gue os animais dos grupos ingénuo, taurina e pilocarpina da condi¢cdo Lis tiveram
maior imunorreatividade quando comparados aos correspondentes Lo. ANOVA
revelour um efeito principal do tratamento [F (4,350) = 14,626; p < 0,001], e o pos-
teste mostrou uma maior imunorretatividade na condicédo Lo para os animais tratados
com taurina quando comparados ao seu correspondente ingénuo. Entre os animais
Lis, 0S grupos tratados com taurina e pilocarpina apresentaram maior

imunorreativdade para Ibal comparado aos grupos ingénuo, veiculo e

taurina+pilocarpina. ANOVA também observou interacédo entre estado nutricional e

tratamento, em que5 o0s grupos taurina e pilocarpina Lis tiveram maior
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imunorreatividade comparado aos outros grupos da condicdo Lis [F (4,350) = 4,545;
p < 0,001].

6.2.7 Imunohistoquimica para GFAP

Os dados de imunohistoquimica para GFAP estédo nas figuras 9 e 10. ANOVA
mostrou um efeito da condicdo de lactacdo sbore a porcentagem de area marcada
para GFAP no cortex cerebral [F (1,434) = 63,276; p < 0,001], e a comparagao pos-
teste (Holm-Sidak) mostrou que os grupos ingénuo, veiculo e pilocarpina de condicéo
Lis tiveram menor percentagem de area marcada quando comparados aos seus
respectivos Lo. ANOVA também indicou um efeito principal do tratametno [F (4,434) =
6,988; p < 0,001], e o poés-teste revelou que na condicdo Le 0 tratamento com
taurina+pilocarpina diminui a percentage de area marcada compared aos grupos
ingénuo, veiculo e pilocarpina, e na condi¢cdo Lis 0 tratamento com taurina resultou
em menor percentagem de area marcada comparado aos outros quatro grupos da
condigéo Lis. ANOVA também revelou interacdo entre estado nutricional e tratamento
[F (4,434) = 5,744; p < 0,001], em que o grupo taurina Lis teve uma menor

percentagem de area marcada em comparacdo ao outros grupos Lis.

Cerebral cortex (GFAP)
Nv \" T P T+P
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Figure 20. Fotomicrografias de células imunomarcadas para GFAP no cortex e hipocapmpo
de ratos entre 60-65 dias de vida, submetidos a ambas condi¢des de lactacdo Ly e Lis
(ninhadas com 9 e 15 filhotes, respectivamente). Os grupos sao: Ingénuo (Nv) = nenhum
tratamento; veiculo (V) = metil nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina (T) =
metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina (P) = metil
nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina;
Taurina+pilocarpina (T+P) = metil nitrato de escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de
pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina. A administracdo de veiculo, taurina e/ou
pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55. Barra de escala = 50 pm.

Em relacdo a quantificacdo da imunorreativdade para GFAP no cortex cerebral,
na condicéo Lo ANOVA revelou um efeito principal do tratamento [F (4,434) = 6,147; p
< 0,001], e o pos-teste mostrou maior imunorreatividade nos grupos tratatados com
taurina, pilocarpina e taurina+pilocarpina quando comparados aos grupos controle
ingénuo e veiculo. Entre os grupos Lis, 0s animais taurina apresentaram menor
imunorreatividade comparado aos outros quarto grupos. ANOVA também demonstrou
interacdo entre o estado nutricional e o tratamento em que o grupo taurina Lis teve
menor imunorreatividade comparado ao correspondente ingénuo e veiculo, e também
com o grupo taurina Lo [F (4,434) = 10,551; p < 0,001].

GFAP

Labeled area
Immunoreactivity
(arbitrary units)

Labeled area
(%)
»

Immunoreactivity
(arbitrary units)

T P T+P

Hippocampus
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Figure 21. Percentual de area marcada (esquerda do painel) e imunorreatividade em
nunidades arbitrarias (diretia do painel) de células imunomarcadas para GFAP no cortex
(superior do painel) e hipocampo (inferior do painel) de ratos entre 60-65 dias de vida,
submetidos a ambas condi¢cdes de lactacdo Ly e Lis (ninhadas com 9 e 15 filhotes,
respectivamente). Os grupos sdo: Ingénuo (Nv) = nenhum tratamento; veiculo (V) = metil
nitrato de escopolamina, 1 mg/kg/dia + salina; Taurina (T) = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 300 mg/kg/dia de taurina; Pilocarpina (P) = metil nitrato de escopolamina 1
mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + salina; Taurina+pilocarpina (T+P) = metil nitrato de
escopolamina 1 mg/kg/dia + 45 mg/kg/dia de pilocarpina + 300 mg/kg/dia de taurina + salina.
A administracdo de veiculo, taurina e/ou pilocarpina ocorreu do PND35 ao PND55. Dados séao
expressos como meédia + desvio padrdo. * p < 0,001 em comparagcdo com Qrupos
correspondentes na condi¢cdo Lo 8 p < 0,001 comparado aos grupos Nv e V de mesma
condicéo de lactagdo. # p < 0,001 comparado aos outros quarto grupos de mesma condicao
de lactagdo. + p < 0,001 comparado aos grupos Nv, V e P de mesma condi¢éo de lactacao. «
p < 0,001 comparado aos grupos Nv, V e T+P de mesma condi¢cdo de lactagdo. (ANOVA
seguida pelo teste de Holm-Sidak).

Com relacdo as celulas imunomarcadas para GFAP no hipocampo, na
condicao Le ANOVA mostrou um efeito principal do tratamento [F (4,401) = 14,819; p
< 0,001], e o pOs-teste revelou que os tratamento com taurina e pilocarpina diminuiram
a percentagem de area marcada comparado aos grupos ingénuo, veiculo e
taurina+pilocarpina. Na condigdo Lis, o0s tratamentos com taurina e
taurinatpilocarpina resultaram em maior percentage de area marcada quando
comparada aos grupos ingénuo, veiucolo e pilocarpina. ANOVA tambpem revelou
ineracao entre estado nutricional e tratamento [F (4,401) = 15,918; p < 0,001], em que
o tratamento com taurina resultou em maior percentage de area nos Lis, mas ndo nos
Le. Com relado a imunorreatividade para GFAP no hipocampo, ANOVA detectou um
efeito principal da condicdo de lactacao [F (1,359) = 107,184; p < 0,001], e a
comparacao pés-teste mostrou que 0s grupos ingénuo, veiculo, e taurina na condicao
Lis tiveram maior imunorreativdaide quando comparados aos Lg correstpondentes.
ANOVA detectou um efeito do tratamento [F (4,359) = 53,366; p < 0,001], e 0 poés-
teset mostrou um menor imunorreatividade no grupo pilocarpina Le comparado aos
outros grupos de mesma condi¢ao de lactagdo. Na condi¢do Lis condition, 0os animais
tratados com taurina apresentaram com maior imunorreatividade comparado aos
outros quarto grupos da condigdo Lis. Em ambas as condicdes de lactagdo o
tratamento com taurina+pilocarpina resultou em maior imunorreatividade comparado
aos outros grupos de mesma condicdo nutricional. ANOVA também detectou
interagdo entre o estado nutricional e tratamento, em que na condi¢cdo Lis 0 grupo
taurine teve maior imunorreatividade comparado ao correspondente Lo [F (4,359) =
21,074; p < 0,001].
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7 DISCUSSAO

Os dados apresentados demonstram que a administracao por 21 dias de uma
dose subconvulsivante de pilocarpina reduz a glicemia, promove 0 comportamento
semelhante a ansiedade e desacelera a DAC independente do estado nutricional. Em
algumas medidas (ver resultados), os dados também sugerem uma interagéo entre a
condicdo de lactacdo e o tratamento com pilocarpina, indicando que o efeito da
pilocarpina € mais evidente na condicdo de deficiéncia nutricional (L1s) € que para a
maioria dos parametros analisados a associa¢cdo com taurina néo foi capaz de atenuar
os efeitos induzidos pela pilocarpina. Os dados sobre ganho de peso, glicemia de
jejum e comportamento usando uma dose de pilocarpina relativamente baixa (45
mg/kg/d) e sua interacdo com taurina constituem uma evidéncia experimental nova,
enquanto os dados de pilocarpina e taurina, administradas de forma isolada, sobre
DAC confirmam estudo prévio (GUEDES; VASCONCELOS, 2008; FRANCISCO;
GUEDES, 2015). O estresse do procedimento de tratamento ndo pode ser a causa da
alteracdo relatada porque os grupos veiculo (V-Ls e V-Lis) que receberam injecéo
intraperitoneal e gavagem (solucdo salina e escopolamina) apresentaram valores
semelhantes aos controles ingénuo (Nv-Lo e Nv-Lis). Os resultados enfatizam a
eficacia da pilocarpina e da taurina na modificacdo do funcionamento comportamental
e eletrofisiolégico do cérebro.

A diferenca de peso corporal entre as condi¢cdes de lactagédo Lo e Lis confirmam
evidéncias anteriores sobre a eficacia do aumento do tamanho da ninhada na
producéo de deficiéncia nutricional (FRANCISCO; GUEDES, 2015; LIMA et al., 2017).
Isto estd de acordo com evidéncias de outros indicando que a diminuicdo do peso
corporal reflete a reducdo de peso no cérebro e outros Orgdos importantes, que
geralmente € acompanhada por alteragdes na funcéo dos 6rgaos (MORGANE et al.,
1978; 1993; ROCHA-DE-MELO et al., 2006). Além disso, a reducdo nos niveis de
glicose no sangue nos grupos Lis, em comparagdo com oS grupos Lo correspondentes,
suporta esta conclusao.

Em relacio a acdo da pilocarpina, trabalhos anteriores relataram
comprometimento no crescimento e desenvolvimento, bem como niveis elevados de
glicose no sangue em filhotes de méaes epilépticas tratadas com pilocarpina (COSSA

et al., 2016). No presente trabalho, o tratamento com pilocarpina prejudicou 0 peso
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corporal e encefalico dos filhotes (Figuras 8 e 12) e seus niveis de glicose no sangue
(Figuras 9 e 13). A administracdo de taurina atenuou a acao da pilocarpina. No
entanto, esse papel, sobre o peso corporal, foi evidenciado apenas para a condi¢ao
Lo- na idade P49. Embora os dados de peso corporal e encefélico sejam coerentes,
diferencas nos niveis de glicose no sangue podem ser atribuidas a paradigmas
distintos de tratamento com pilocarpina: administracdo de doses convulsivantes as
maes (COSSA et al., 2016) versus tratamento dos filhotes com doses
subconvulsivantes (trabalho atual).

Os dados obtidos nos testes comportamentais CA e LCE (Figura 10 e 14) sao
coerentes com trabalhos publicados anteriormente (FRANCISCO; GUEDES, 2015;
LIMA et al., 2017; ACCIOLY; GUEDES, 2017). O tratamento com dose
subconvulsivante de pilocarpina foi associado a um comportamento mais ansioso do
gue o observado nos animais controles (Figuras 10 e 14). Como dado relevante,
mencionamos que o sistema colinérgico esta implicado na regulacdo emocional
(HOELLER et al., 2016). Ambas as doses, subconvulsivas (DUARTE et al., 2010;
2013; HOELLER et al., 2016) e convulsivas de pilocarpina (LEITE et al., 2016) podem
induzir respostas ansiogénicas de curta duracdo e de longa duracdo em ratos. A
administracdo de taurina foi associada a um comportamento menos ansioso quando
comparado ao de ratos controle e tratados com pilocarpina, corroborando achados de
trabalhos prévios (MURAKAMI e FURUSE, 2010; FRANCISCO; GUEDES, 2015). A
sua associacdo com pilocarpina (trabalho atual) parece néo influenciar a acédo desse
convulsivante sobre parametros comportamentais.

Nas Ultimas trés décadas, o LAFINNT caracterizou muito bem o efeito
acelerador da deficiéncia nutricional sobre a DAC (GUEDES et al., 1987; ROCHA-DE-
MELO et al., 2006; GUEDES, 2011; FRANCISCO; GUEDES, 2015; lima et al., 2017,
ACCIOLY; GUEDES, 2017). Os dados presentes (Figuras 11 e 15) confirmam tal
efeito, cujos mecanismos subjacentes ainda sao objeto de investigacdo. Alguns
mecanismos altamente consolidados na literatura podem ser citados: a) reducéao da
mielinizacao cerebral (DE LUCA,; CIOFFI; BURES, 1977; ROCHA-DE-MELO et al.,
2006); b) dano da funcgéo glial (MORGANE et al., 1978); ¢) maior volume do espago
extracelular no cérebro (MAZEL et al., 2002); d) reducgéo da captacao de glutamato no
cérebro (FEOLI et al., 2006); e) aumento dos niveis da enzima descarboxilase do
acido glutamico (DIAZ-CINTRA et al., 2007); f) aumento da densidade de

empacotamento celular e reducdo do espaco extracelular e menor grau de



70

mielinizacdo cortical (MERKLER et al., 2009). Tomadas em conjunto, as evidéncias
citadas acima permitem explicar a acao facilitadora da desnutricdo sobre o fenébmeno
da DAC.

Este trabalho demonstra a acao da pilocarpina administrada de forma cronica
sobre a DAC, em condi¢des de lactacao distintas. Em comparacéo ao protocolo de
pilocarpina usualmente descrito na literatura para provocar convulsdo em roedores
(300 - 380 mg/kg), a dose subconvulsivante de pilocarpina utilizada no presente
trabalho (45 mg/kg) representa, em média, 12 a 15% da dose convulsiva. Nessa dose
tdo baixa, ndo foram detectados sinais comportamentais de epilepsia nos animais
estudados. No entanto, embora subconvulsivante, a presente dose de pilocarpina foi
eficaz em desacelerar a propagacdo da DAC, avaliada pela alteracdo de seus
parametros (menor velocidade de propagacao, menor amplitude e maior duragéo das
ondas) em comparacao com os controles. A pilocarpina desloca o equilibrio entre os
mecanismos neurais excitatorios e inibitérios para um estado de hiperexcitabilidade
(MORIMOTO et al., 2004; LAMOREAUX et al., 2010), o que dificulta a elicitacdo e a
propagacéo da DAC (GUEDES; CAVALHEIRO, 1997). Com relacdo aos provaveis
mecanismos bioquimicos subjacentes ao comprometimento da DAC que esta
associado ao tratamento com pilocarpina, uma possibilidade seria baseada na
adaptacdo metabdlica que aumenta a eficiéncia cerebral para remover o potassio
extracelular sob condicbes de hiperexcitabilidade (HEINEMANN; LUX, 1975;
KOROLEVA e BURES, 1980). Por outro lado, os mecanismos de desinibicdo de
interneurdnios GABAérgicos também poderiam participar na geracdo de
hiperexcitabilidade (MCMAHON; KAUER, 1997) e sobre a DAC, como sugerido
recentemente (SILVA-GONDIM et al., 2017).

Em relacdo ao equilibrio redox no cérebro, dados anteriores sugerem que a
DAC pode induzir estresse oxidativo (SHATILLO et al., 2013; VIGGIANO et al., 2011).
Na outra direcdo, o acumulo de espécies reativas de oxigénio no sistema nervoso
pode desencadear o fendmeno da DAC (EL-BACHA et al., 1998; MALKOV et al., 2014;
NETTO; MARTINS-FERREIRA, 1989). Curiosamente, varios agentes antioxidantes
tém demonstrado um papel desacelerador sobre a DAC (ABADIE-GUEDES et al.,
2012; 2016; LOPES-DE-MORAIS et al., 2014). Em conjunto, essas evidéncias podem
explicar a acdo de desaceleracao da taurina sobre a DAC, uma vez que a taurina é
considerada uma molécula com propriedades antioxidantes (JAFRI et al., 2019; EL-
MARAGHI et al., 2018; LEAO et al., 2018; OMMATI et al., 2018).
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Nossos dados reforcam uma recente sugestdo de que, em uma condicdo de
desequilibrio de excitabilidade, a taurina desempenha um papel inibitério e
neuroprotetor (HRNCIC et al., 2018). Como uma estrutura molecular que é muito
semelhante ao neurotransmissor GABA, a taurina afeta a abertura dos canais de
cloreto, preferencialmente por interacdes com os receptores GABAA e com menor
afinidade com os receptores glicina e GABAB no cérebro adulto (OJA; SARANSAARI,
2013; HRNCIC et al., 2018). Curiosamente, o desequilibrio extracelular de cloreto tem
mostrado afetar a propagacgéo da CSD in vitro na retina isolada (MARTINS-FERREIRA
et al., 1974) e in vivo no cortex de coelhos (GUEDES; DO CARMO, 1980).

As convuls@es induzidas por pilocarpina estdo correlacionadas com a producao
elevada de espécies reativas de oxigénio e por alterac6es no nivel de aminoacidos
cerebrais, com aumento do conteudo de glutamato e diminui¢do dos niveis de taurina
no hipocampo de ratos (SANTOS et al., 2011). Por outro lado, o tratamento crénico
com uma dose subconvulsiva de pilocarpina (45 mg / kg / dia) ndo aumentou os niveis
de MDA no tecido cerebral (MENDES-DA-SILVA et al., 2018), sugerindo que nessas
condicbes 0 estresse oxidativo ndo aumenta, e os dados atuais reforcam essa
sugestdo. Em conjunto, os resultados apdiam a hipétese de que, apds a administracao
de pilocarpina, os niveis cerebrais de MDA aumentam apenas se a pilocarpina induzir
convulsdes convulsivas (MCELROY et al., 2017; CARMONA-APARICIO et al., 2016;
FREITAS et al., 2010; HAMED; ABDELLAH, 2004).

Neste estudo, a succdo desfavoravel (em grandes ninhadas) aumentou a
ativacdo da microglia no cértex e no hipocampo, além dos efeitos comportamentais
(ansiedade) e eletrofisiol6gicos (DAC), corroborando com estudos anteriores do nosso
grupo (VIANA et al. 2013; LIMA et al., 2017). Além disso, de acordo com os efeitos da
taurina na lesé@o cerebral traumatica (SU et al., 2014), nosso tratamento com taurina
diminuiu a imunorreatividade glial no cértex e no hipocampo. Curiosamente, tanto o
cortex quanto o hipocampo séo regides afetadas patologicamente na epilepsia do lobo
temporal humano (DAS et al., 2009; GONCALVES PEREIRA et al., 2005), na
patogénese da qual a ativacdo de astrocitos e microgliais € um elo importante
(CLASADONTE et al., 2016; ZHAO et al., 2018).

As células de Microglia podem ser ativadas, ndo apenas pela degeneracdo
neuronal retardada, mas pela hiperatividade neuronal, que precede o fim neuronal
(EYO et al., 2017). E interessante observar que a imunomarcacdo de Ibal também

rotula macréfagos, que podem se infiltrar no SNC; portanto, ndo € um marcador
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especifico para a microglia e pode se envolver em respostas inflamatoérias no cérebro,

bem como respostas comportamentais (WOHLEB et al. 2015).



73

8 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados deste estudo sugerem um efeito cerebral da
taurina em ratos tratados com pilocarpina, 0s quais Sao expressos no peso corporal,
glicemia, parametros comportamentais (ansiedade), eletrofisioldgicos relacionados
com a DAC e alteracbes microgliais. Para alguns desses parametros, os dados
sugerem interacao taurina / pilocarpina / desnutricdo, cujos mecanismos merecem

maior exploracgéo.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados in vivo da presente tese nos permitem as seguintes conclusoes:

e Os pesos corporais e encefélicos reduzidos, observados na condicdo de
lactacdo desfavoravel, corroboram outros estudos, confirmando a eficacia do

modelo experimental utilizado para induzir deficiéncia nutricional.

e A taurina provocou comportamento do tipo ansiolitico, corroborando estudos

prévios do nosso grupo

e A administracdo de dose subconvulsivante de pilocarpina induziu
comportamento do tipo ansioso, assim como descrito na literatura, e a condicao

de lactacao Lis parece intensificar esses efeitos.

e A glicemia de jejum foi afetada pela condi¢éo nutricional, corroborando trabalhos

prévios do nosso grupo.

e A condicao desfavoravel de lactacdo acelera a propagacao da DAC, confirmando
trabalhos prévios.

e O tratamento crénico com taurina e/ou pilocarpina torna o tecido cortical mais

resistente a propagacao do fenébmeno da DAC.

e A lactacao desfavoravel aumenta a amplitude e diminui a duragcdo da mudanca

negativa lenta do potencial da DAC.

e O tratamento crénico com dose subconvulsivante de pilocarpina
(45/mgl/kg/21dias) diminui a amplitude e duracdo da mudanca negativa lenta do

potencial da DAC apenas em animais desnutridos.
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A passagem da DAC aumenta a amplitude do ECoG em condi¢bes normais e
desfavoraveis de lactacdo. No entanto, a lactacdo desfavoravel diminui o

aumento dessa amplitude.

O tratamento cronico com pilocarpina e/ou taurina diminui a amplitude do ECoG

no ponto mais proximo a deflagracédo da DAC.

A condicéo desfavoravel de lactacdo diminui a amplitude do ECoG no ponto mais
préximo a deflagracdo da DAC em animais tratados com dose subconvulsivante

de pilocarpina.

Em ratos jovens, a condicdo desfavoravel de lactacao, induzida pelo aumento da
guantidade de filhotes por ninhada, intensifica os efeitos do aminoacido taurina
e da pilocarpina sobre a DAC.

O tratamento cronico com taurina (300 mg/kg/21dias) e/ou pilocarpina (45
mg/kg/21dias) nao influencia de forma significativa os niveis de MDA no cortex

e hipocampo.

O aleitamento desfavoravel (em grandes ninhadas) aumenta da ativacdo da

microglia no cortex e no hipocampo

9.1 PERSPECTIVAS

Almejando dar continuidade a este trabalho, sugere-se como perspectivas,

caracterizar:

Os efeitos da administracao de pilocarpina e/ou taurina em diferentes modelos

de desnutricéo.

A relacao entre doses diferentes de taurina e/ou pilocarpina, e seus efeitos sobre

os parametros estudados nesta tese (“curva dose-resposta”)
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e Os niveis cerebrais de taurina, glutamato e GABA em animais tratados com
pilocarpina e/ou taurina, objetivando correlaciona-los com os efeitos

eletrofisiolégicos, comportamentais e bioquimicos descritos.

e Os efeitos da administracdo topica cortical de pilocarpina e taurina a fim de

observar sua acéao cortical direta, sem os efeitos sistémicos.
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Epllepsy and malnutrition constitute two workdwide health problems affecting behavior
and brain function. The cholinergic agonist plocarpine (300=380 mgfg =ngle
administration) reproduces the hwman type of temporal lobe eplapsy In rats.
Pilocarpine-induced eplapsy in rodants has been assnciated with glycemila, learming
and maemory and ansiaty disturbances. Cortical spreading depression (CSD) is a
naural responsa that has bean linked to brain excitability disordars and it diseases,
and has been shown to be antagonized by acute pllocarping. This study aimed to
further investigate the effect of chronic pilocarpine at a sub-convulsing dose on walght
galn, blood glucoss levels, andety-lke behavior and CSD. In addition, we tested
whather unfavorable lactation-induced malnutrition could modulate the plocarpine
affacts. Wistar rats wesa suckled under normal size and large size Btors (Btters
with @ and 15 pups; groups Lo and Lis, respectively). From postnatal days (PND)
36=55, these young animals recaivwed a daily intraperitonaal injection of pilocarpine
(45 mg/kglday), or vehicka (saling), or no treatment (naive). On PMNDSS, the animaks
ware behaviorally tested in an open field apparatus. This was mmediataly followed
by & h fasting and blood gucose maasurement. At PNDS0=65, CSD was recorded,
and its parameters {velocity of propagation, amplitude, and duration) were calculated.
Compared to the control groups, pilocarpine-traated animals presoanted with reduced
walght gain and lower glycamia, increased anxiety-like behavor and decalarated CSD
propagation. CSD velocity was higher (o < 0.001) in the Lys groups in comparson to
the comasponding groups in the Lg condition. The results demonstrate an influance
of chronic (21-day) administration of a sub-convulsing, very low dosa (45 mgfkg) of
pllocarpine on CSD propagation, arcdety-Eke behanior, glycamla and body walght.
Furtharmora, data minforce the hyvpothesls of a relationship betweean CSD and braln
excitabiity. The lactation condition seams to differentially modulate thesa effects.

Keywonds: ancerty=like bebavior, blood glucose, brain excitabiity, litter size, nuiriSonal deficiency. plocarpine,
spreading depression, unfavorable laotation
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Oficio n°® 62/15

Da Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof°. Rubem Carlos Aratjo Guedes

Departamento de Nutricdo

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.015655/2015-99

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado ‘Interagdo taurina-pilocarpina em ratos jovens
previamente = amamentados em  condigGes desfavoraveis:  estudo
eletrofisiolégico e imunohistoquimico”.

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

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

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

Origem dos animais: Biotério do Departamento de
Nutricdo/ UFPE; Animais: rato heterogénico; Linhagem:

Wistar; Idade: 7-70 dias; Peso: 15-250g; Sexo: machos; Atenciosamente,
N° total de Animais: 100. o=l
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