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RESUMO

Os aminoacidos taurina e alanina desempenham importantes papeis em Varios processos
fisiologicos no organismo. No sistema nervoso, influenciam a atividade elétrica do cerebro.
Neste estudo, nos investigamos o efeito do tratamento crénico com taurina ou alanina ou ambos
sobre o fendmeno cerebral dependente da excitabilidade conhecido como a depresséo alastrante
cortical (DAC). Para isso, utilizamos ratos jovens amamentados em condi¢cdes normais e
desfavoraveis (respectivamente ninhadas com 9 e 15 filhotes; grupos Lo € Lis). Dos 7 aos 27
dias de vida po6s-natal, os animais receberam, por gavagem, 300 mg/kg/d de taurina, ou alanina,
ou ambos. Aos 33-35 dias, sob anestesia com uretana+cloralose, registramos a DAC e
analisamos seus parametros (velocidade de propagacéo, amplitude e duracao). Em comparacéo
com o0s controles naive- e tratados com agua, 0s grupos tratados cronicamente com a taurina
e/ou alanina exibiram reduzida velocidade da DAC (p <0,001). Nenhum efeito aditivo foi
observado nos grupos simultaneamente tratados com taurina e alanina. Este efeito de ambos os
aminoacidos também foi encontrado em quatro grupos adicionais Lo (naive, agua, taurina, e
alanina) tratados na idade adulta (90-110 dias). A condicdo Lis resultou em menores duragoes
e velocidades mais elevadas da DAC em comparacdo com a condi¢do Lg e pareceu potenciar
os efeitos dos aminoacidos na DAC. Estes dados sdo a primeira confirmacdo de que o
tratamento cronico com taurina e/ou alanina desacelera a propagacdo da DAC,
independentemente das condi¢cfes de lactacdo (lactacdo normal versus desfavoravel) ou da
idade de administracdo dos aminoacidos (jovem versus adulto). Os resultados sugerem um
papel inibitério para ambos os aminoacidos na atividade elétrica neuronal, o que merece
investigacdo futura aprofundada dos mecanismos celulares, bioquimicos e eletrofisiologicos
envolvidos, bem como da possivel relacdo desses aminoacidos com desordens neurol6gicas
relacionadas com a excitabilidade cerebral, como as epilepsias.

Palavras-chave: Aminoacidos. Sistema nervoso. Depressao alastrante da atividade elétrica
cortical. Desnutrig&o.



ABSTRACT

The amino acids taurine and alanine play important roles in several physiological processes in
the organism. In the nervous system, they influence the electrical activity of the brain. In this
study, we investigated the effect of chronic treatment with taurine or alanine or both on the
brain excitability-dependent phenomenon known as cortical spreading depression (CSD). For
this purpose we studied young rats suckled under normal and unfavorable conditions
(respectively litters with 9 and 15 pups; groups Lg and Lis). From postnatal days 7 to 27, the
animals received per gavage 300 mg/kg/d of taurine or alanine or both. At 33-35 days, under
urethane+chloralose anesthesia, we recorded CSD and analyzed its parameters (velocity of
propagation, amplitude, and duration). Compared with naive- and water-treated controls, the
groups chronically treated with taurine and/or alanine displayed reduced velocity of CSD (p <
0.001). No additive effect was observed in the groups simultaneously treated with taurine and
alanine. This effect of both amino acids was also found in four additional Lo groups (naive,
water, taurine, and alanine) treated at adulthood (90-110 days). The Lis condition resulted in
smaller durations and higher CSD velocities compared with the Lo condition and appeared to
potentiate the effects of the amino acids on CSD. These data are the first confirmation that
chronic treatment with taurine and/or alanine decelerates CSD propagation regardless of
lactation conditions (normal versus unfavorable lactation) or age at amino acid administration
(young versus adult). The results suggest an inhibitory role for both amino acids on neuronal
electrical activity, which deserves further investigation of the cellular, biochemical and
electrophysiological mechanisms involved, and the possible relationship of these amino acids
with neurological disorders related to brain excitability, such as epilepsy.

Keywords Amino acids. Nervous system. Cortical spreading depression. Malnutrition.
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1 APRESENTACAO

Os aminodcidos taurina e alanina sdo muito abundantes em mamiferos e evidéncias
experimentais relatam o envolvimento desses aminoacidos em varios processos fisioldgicos no
organismo (SCHOUSBOE et al., 2003; WU e PRENTICE, 2010). Estudos anteriores tém
demonstrado o possivel envolvimento desses aminoacidos no fino equilibrio entre os
mecanismos excitatérios e inibitérios dentro do cérebro (OJA e SARANSAARI, 2013;
SCHOUSBOE et al., 2003). Entretanto, taurina e a alanina sdo aminoacidos cujos aspectos
eletrofisiol6gicos ndo séo totalmente conhecidos.

A desnutri¢do é um problema de ordem mundial que afeta milhdes de recém nascidos e
criancas durante o periodo de maior vulnerabilidade de desenvolvimento do encéfalo
(MORGANE et al., 2002) capaz de alterar a atividade elétrica das células neuronais (ROCHA-
DE-MELO et al., 2006). Os efeitos eletrofisioldgicos provocados por altera¢Ges nutricionais
podem ser observados através do estudo da atividade elétrica cerebral, com o fenbmeno da
Depressao Alastrante Cortical (DAC), que esta relacionada com a excitabilidade do cérebro.

Com relacgdo ao papel dos aminoacidos sobre a excitabilidade cerebral, alguns trabalhos
experimentais desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teod6sio
(LAFINNT) tém demonstrado que na fase de periodo critico do desenvolvimento do cérebro, o
tratamento crdnico com os aminoécidos L-arginina (MAIA et al., 2009) e L-glutamina (LIMA
et al., 2009) pode alterar a susceptibilidade neuronal a propagacdo do fenémeno da DAC.

A importancia da taurina e alanina no SNC e a auséncia de informacao na literatura sobre
a influéncia destes aminoécidos sobre a DAC nos direcionou a presente dissertacdo. Os
resultados estdo descritos em artigo original intitulado Neonatal taurine and alanine
decelerate cortical spreading depression in rats previously suckled under different litters sizes
(submetido a publicacdo — Anexo A). O presente artigo teve por objetivo auxiliar na
compreensdo dos efeitos neurais da administragdo cronica dos aminoacidos taurina e alanina
sobre o fendbmeno da DAC no coértex cerebral de ratos jovens, amamentados sob condicdo
normal e desfavoravel de lactacdo. Adicionalmente, comparamos os efeitos de quatro grupos

tratado no inicio da vida com respectivos grupos tratados na idade adulta.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Taurina

O acido 2-aminoetano sulfonico, taurina (Figura 1), foi descoberto em 1827, isolado na
bile de bovinos (Bos Taurus), de onde deriva seu nome (HUXTABLE, 1992). E um aminoacido
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).
Encontrado livremente no liquido intracelular de tecidos eletricamente excitaveis e estruturas
secretoras. E um dos aminoacidos livres mais abundantes em leucécitos, musculo esquelético,
coracdo, medula espinhal, retina e cérebro (HUXTABLE, 1992; RIPPS e SHEN, 2012).

Figura 1. Estrutura molecular da taurina. Adaptada de Ripps & Shen, 2012.

No organismo, a taurina pode ser sintetizada ou obtida através da dieta pelo consumo de
produtos de origem animal - como carnes, visceras e frutos do mar. Alimentos de origem
vegetal sdo pobres como fonte desse nutriente (RANA e SANDERS, 1986). A taurina é
resultado do metabolismo dos aminoacidos metionina e cisteina, por uma cadeia de reacdes
enzimaticas de oxidacdo e transulfuracdo. Trés vias requerem a participacao da piridoxal-5-
fosfato (P5P), que utiliza a vitamina B6 como cofator. Essas reacGes envolvem as enzimas
cistationina sintase, cistationase e cisteina sulfinato descarboxilase (HUXABLE, 1992;
BIRDSAL, 1998).

No curso de biosintese da taurina, a cisteina pode ser obtida pela dieta ou a partir da
metionina hepatica através de uma reacdo de transulfuracdo pela acdo da enzima cistationina
sintase. Em sequéncia, a cisteina é oxidada a sulfinato de cisteina pela enzima cisteina
desoxigenase (JACOBSEN e SMITH, 1968). O sulfinato pode ser descarboxilado originando a
hipotaurina, por acdo da enzima cisteina sulfinato descarboxilase ou metabolizada a sulfato,
que € excretado pela urina. Como etapa final da sintese, temos a hipotaurina desidrogenase

promovendo a oxidacdo da hipotaurina, tendo como produto final a taurina. A atividade da
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enzima cisteina sulfinato descarboxilase determina a capacidade de sintese de taurina
(BIRDSAL, 1998). O principal 6rgdo envolvido na sintese de taurina é o figado (Figura 2;
RASGADO-FLORES et al., 2012).

Cistationinasintase (PSP)

[ ] —_— HOMOCISTEINA CISTATIONA

TRANSULFURACAD l R

DKID&CE\D l Cisteina desidrogenase

Q
[=]

S04 <& [ SULFINATO DE CISTEINA ]

DESCAREOKILAC.&D l Cisteina sulfinato descarboxilase (PSP)

HIFOTAURINA

DKID&CE\D l Hipotaurina desidrogenase

EXCRECAD s | |
)

Figura 2. Sintese da taurina. Adaptada de Huxtable (1992) e Birdsal (1998).

SAIS BILIARES

A capacidade de biossintese da taurina pode variar entre as espécies e sdo baixas em
primatas, como o0s seres humanos. Estudo comparativo relatou que a velocidade de sintese em
humanos é menor que aquelas encontradas em roedores. Essa menor eficiéncia foi associada a
atividade reduzida da cisteina sulfinato descarboxilase, enzima considerada limitante na
biossintese da taurina no figado (RANA e SANDERS, 1986). A presenca desta enzima foi
demonstrada em outros tecidos; dentre eles, merece destaque o cérebro, onde foi encontrada no
interior de células gliais (RIPPS e SHEN, 2012).

A taurina formada no figado, assim como a advinda de fontes alimentares, é exportada
para outros 0rgaos com baixas capacidades de sintetizar taurina (PASSANTES-MORALES e
HERNANDEZ-BENITEZ, 2010). Devido a sua natureza bioquimica, possui lenta difuséo
através das membranas bioldgicas quando comparada com aminoacidos carboxilicos
(HUXTABLE, 1992). Na membrana celular, a captacédo é feita pelo transportador de taurina

(TauT), dependente de ions Na+ e CI°, especifico para f-aminoacidos, com baixa afinidade e
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alta capacidade. O TauT é expresso numa grande variedade de células e tecidos, inclusive no
cérebro (PASSANTES-MORALES e HERNANDEZ-BENITEZ, 2010).

E de conhecimento geral que os niveis de taurina circulante s&o controlados pelos rins,
por onde acontece sua principal excrecdo (JACOBSEN e SMITH, 1968). Dados indicam que
qualquer excesso é rapidamente eliminado através dos rins e que a manutencédo desse equilibrio
ndo depende do sexo. Estudo realizado em ratos adultos (machos e fémeas) demonstrou que
administracdo, via gavagem, de 30 e 300mg/Kg de taurina foi rapidamente absorvida e
distribuida para os tecidos e excretada de forma inalterada na urina. Num periodo de 6 horas os
niveis plasmaticos e teciduais ja estavam normalizados (SVED et al., 2007). Segundo Jacobsen
e Smith (1968), essa excrecdo pode aumentar em decorréncia de estresse, trauma, alcoolismo,
doenca muscular e intestinal, queimadura, envelhecimento e deficiéncia de micronutrientes,
dentre outras.

A taurina é essencial ao desenvolvimento de mamiferos. Estudos in vitro e em varias
espécies demonstraram que o baixo nivel de taurina esta relacionado a varias lesdes patolégicas,
como cardiomiopatia, degeneracdo da retina e atraso no crescimento. Essas lesdes sdo
evidenciadas, principalmente, se a deficiéncia de taurina ocorrer durante a fase critica de
desenvolvimento (BIRDSALL, 1998). Em camundongos nocaute para o TauT foi observada
reducdo nos niveis de taurina associado a reducdo da fertilidade e perda da visdo, devido a
degeneracdo apoptoética grave da retina (SCHULLER-LEVIS e PARQUE, 2003).

A taurina € um aminoacido amplamente distribuido no organismo. Envolvido em diversos
processos fisioldgicos, participa na conjugacao de acidos biliares, osmorregulacdo e modulacédo
dos niveis de calcio intracelular (RIPPS e SHEN, 2012). Administrada de forma terapéutica, a
taurina possui uma série de propriedades citoproteroras através de sua acdo como molécula
antioxidante (GREEN et al., 1995), antidiabética (TRACHTMAN et al., 1995), antihipertensiva
(DAWSON et al.,, 2000; ROYSOMMUTI e WYSS, 2014), hepatoprotetora (DOGRU-
ABBASOGLU et al., 2001) e neuroprotetora em injuria cerebral (TARANUKHIN et al., 2009).
Além disso, parece suavizar sintomas na epilepsia (OJA e SARANSAARI, 2013) e prevenir
apoptose em isquemia induzida (TARANUKHIN et al., 2008).

Clinicamente, a taurina tem sido utilizada com varios graus de sucesso no tratamento de
uma ampla variedade de condigdes, como doencas cardiovasculares, hipercolesterolemia,
fibrose cistica, degeneracdo macular, doenca de Alzheimer, disturbios hepaticos, alcoolismo,
epilepsia e outros distdrbios convulsivos (BIRDSALL, 1998).
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2.2 Taurina e sistema nervoso

A taurina, foi por longo tempo, considerada apenas um produto residual inerte, resultado
do metabolismo de aminoacidos sulfurados em animais. Bioquimicamente inerte, no sentido de
que a maior parte da taurina circulante no organismo é excretada inalterada (HUXTABLE,
1992). Apenas em 1975, a taurina foi considerada importante para alimentacdo humana, ao se
notar que lactentes prematuros alimentados por nutrigdo parenteral total ndo conseguiam manter
0s niveis plasmaticos e urinarios de taurina comparados a lactentes com aleitamento materno
(BIRDSALL, 1998). Estudo realizado por Agostoni et al (2000) reforca a importancia desse
aminoacido para o desenvolvimento do SNC ao constatar a presencga de alta quantidade de
taurina no leite materno, sendo o segundo mais abundante aminoacido livre depois do
glutamato.

A taurina estd presente em alta quantidade e em varias areas do SNC (RIPPS e SHEN,
2012). As maiores concentrac@es de taurina ocorrem no cerebro em desenvolvimento, fase em
gue as concentragdes de outros aminoacidos se encontram mais baixas. Com o
desenvolvimento, as concentracdes de taurina diminuem, com niveis em adultos trés vezes
menor que em neonatos (HUXTABLE, 1992). Excecéo acontece no bulbo olfatério, onde os
altos niveis de taurina sdo observados também em adultos (PASSANTES-MORALES e
HERNANDEZ-BENITEZ, 2010).

Rasgado-Flores et al (2012), através de estudo in vitro em micro vasos de encéfalo
bovino, caracterizou o sistema de transporte da taurina através da barreira hematoencefalica
(BHE). O transporte facilitado da taurina foi demonstrado presente em ambas as membranas
que compde a BHE, membrana luminal (voltada para o sangue) e membrana abluminal (voltada
para o fluido intersticial do encéfalo). O transporte facilitado se mostrou predominante na
membrana luminal. J& o transporte dependente de Na* foi demonstrado estar presente apenas
na membrana abluminal, sendo necessario 2 ions Na* /1 molécula de taurina transportada. O
transporte de taurina dependente de Na* é sensivel ao potencial de membrana, sendo inibido
por despolarizacdo e ativado por hiperpolarizacdo. Em estudo anterior, Tamai et al (1995),
descreveram uma estequiometria diferente para o transporte da taurina com necessidade de 2
fons Na* + 1 ion CI" /1 molécula de taurina transportada.

Estudos no SNC de roedores tém demonstrado associacdo entre a suplementacdo de
taurina e aumento de seus niveis neurais, bem como alteragdes nas concentracGes de outros
aminoéacidos e neurotransmissores. Murakami e Furuse (2010) relataram que animais adultos

tratados cronicamente com taurina apresentavam concentragGes aumentadas desse aminoacido
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e L-arginina no hipotalamo. A aplicagdo de taurina (0,25, 0,5 e 1 g/kg, i.p.) conduziu a aumentos
graduais nas concentracdes de taurina no hipocampo e corpo estriado. Além de alteracfes nas
concentracdes de glutamato, glutamina, alanina e GABA em ambas as regides do cérebro
(MOLCHANOVA etal., 2007). Além disso, o tratamento com taurina alterou as concentracfes
de noradrenalina e dopamina no hipotalamo (PANULA-LEHTO et al., 1992) e de dopamina no
nacleo accumbens (ERICSON et al., 2006).

Durante o desenvolvimento do SNC, a taurina atua como um fator trofico (CHEN et al.,
1998), e participa ativamente na homeostase desse sistema, funcionamento e regulacdo da
pressdo osmotica, processos de neuromodulacio e neurotransmisso inibitéria (RODRIGUEZ-
NAVARRO et al., 2009; WU et al., 2005; WU e PRENTICE, 2010). Oja e Saransaari (1991)
mostraram resultados que reforgcam a acao da taurina como reguladora da atividade neuronal do
SNC em desenvolvimento. Eles demonstraram que a ativacao de receptores para aminoacidos
excitatérios modula a liberagdo de taurina mais efetivamente durante o desenvolvimento que
em cérebro de ratos adultos.

A acdo da taurina como um regulador da excitabilidade e 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 neurdnios 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 nicleo accumbens pela taurina
durante o desenvolvimento do SNC. (JIANG et al., 2004).

A taurina é um anélogo estrutural do transmissor inibitério GABA, sendo reconhecida
como um dos mais importantes aminoacidos inibitorios distribuidos neste tecido (RIPPS e
SHEN, 2012). A diminuicdo na concentracdo cerebral de taurina pode aumentar a excitabilidade
geral de populag6es neuronais e, assim, contribuir para o inicio de convulsdes. Em estudos com
modelos que mimetizam as epilepsias, a taurina, tém se mostrado importante no
estabelecimento do equilibrio entre os processos inibitorios e excitatério no cérebro (OJA e
SARANSAARI, 2013).

Em animais de laboratorio, tem-se atribuido & taurina um papel de neuroprotecéo contra
o0 acidente vascular cerebral experimental (SUN et al., 2012), hipdxia, neurotoxicidade induzida
por glutamato, e inflamacéo (EL IDRISSI, 2008; PAN et al., 2010). Estudos demonstraram a
liberacdo de taurina no tecido nervoso em diversas condi¢es de dano celular, sendo também
observada sua liberacdo durante o fendbmeno da DAC desencadeado pela aplicacdo de K+,
aplicacdo de NMDA (N-metil D-Aspartato) ou inducdo de infarto trombotico (SHCELLER,
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2000). No entanto, nada se sabe acerca da relacéo inversa, isto é, se - e como - a modificacdo
dos niveis de taurina no organismo influenciaria a susceptibilidade cerebral a DAC.

2.3 Alanina

Alanina (acido 2-aminopropi6nico) é o segundo membro da série de aminoécidos simples
com um pequeno esqueleto de hidrocarboneto. Existe naturalmente sob duas formas isoméricas,
D- e L-alanina, sendo o isdbmero D encontrado apenas nas paredes celulares de bactérias e
alguns peptideos. A alanina (Figura 3) é um a-aminodcido considerado nutricionalmente ndo

essencial envolvido na sintese proteica e na obtencdo de energia (RODWELL, 2003).

O

HaC
3 OH

NH2

Figura 3. Estrutura molecular da alanina. Adaptada de Tiedje et al., 2010.

No organismo, a alanina é comumente sintetizada a partir do piruvato em uma grande
variedade de tecidos, incluindo musculos, cérebro e figado, sendo neste Ultimo a sintese mais
representativa. A enzima limitante é a alanina aminotransferase, responsavel pela aminacéo do
piruvato. No processo de transamina¢do o aminoacido glutamato participa como principal fonte
endégena da alanina, doando seu grupamento amino (NHs*), resultando em o—cetoglutarato
(RODWELL, 2003). Em quantidade reduzidas, a alanina também pode ser proveniente do
metabolismo do aspartato, triptofano, 3-sulfino-L-alanina, selenocisteina e timina. Essas
reaces envolvem enzimas que utilizam a P5P (KOHLMEIER, 2003). Na Figura 4, esquema

simplificado das fontes enddgenas de alanina.
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Figura 4. Sintese enddgena de alanina. Adaptada de Kohlmeier, 2003.

Amplamente distribuida no organismo, a alanina exerce diversas funcbes. Como as
reacOes de transaminacdo do piruvato sao reversiveis, a alanina possui uma relacao estreita com
as vias metabdlicos da glicolise, gliconeogénese e do acido tricarboxilico (SCHOUSBOE et al.,
2003). A alanina também participa do ciclo glicose-alanina, transportando o grupamento amino
dos aminoacidos do musculo para o figado, participando assim na remocao da amonia através
da sintese da ureia (RODWELL, 2003).

O aminoécido alanina tem sido relatado como molécula citoprotetora contra lesdes
induzidas pelos radicais livres em diversos tecidos (DADSETAN et al., 2013; ESTACION et
al., 2003). Um dos possiveis mecanismos que podem explicar o papel desse aminoacido foi
estudado por Grosser et al. (2004). Esses autores constataram que a L-alanina em concentragoes
fisioldgicas estimula a expressdo, bem como a atividade enzimatica de proteinas com
propriedades antioxidantes como a heme-oxigenase-1 e ferritina em células endoteliais.

A suplementacédo de alanina pode levar a alteragdes nos niveis plasmaticos e cerebrais

deste aminoacido. Négeli et al (2014) constataram que a infusdo intravenosa de 0,759 de L-
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alanina-L-glutamina em pacientes com les&o cerebral resulta em aumento dos niveis de alanina
no SNC.

2.4 Alanina e sistema nervoso

Além de participar no fornecimento de energia atraves do processo de transaminacéo do
piruvato, a alanina esta envolvida em processos de biossintese molecular (WESTERGAARD
et al. 1993). Em mamiferos, incluindo o homem, a alanina pode ser utilizada para sintese de
glutamato e glutamina (WAAGEPETERSEN et al., 2000), aspartato (RODWELL, 2003) e
acido y-aminobutirico (GABA; SCHOUSBOE et al. 2003).

A alanina também desempenha outros e diferentes papéis nos neurdnios glutamatérgicos
e GABAérgicos (SCHOUSBOE et al., 2003). Westergaard et al (1993) mostraram que tanto
neurbnios glutamatérgicos como GABAEérgicos possuem igual capacidade para absorcdo de
alanina, no entanto neurbnios glutamatérgicos liberam nove vezes mais alanina que 0s
neurdnios GABAérgicos. Em neurdnios glutamatérgicos a demanda na sintese do glutamato a
partir de glutamina produz uma grande quantidade de amoniaco e alanina pode servir como um
portador de nitrogénio amoniacal do compartimento neuronal para o compartimento dos
astrocitos (WAAGEPETERSEN et al., 2000).

A atividade enzimética da alanina aminotransferase € relativamente modesta em
neurdnios glutamatérgicos e GABAérgicos quando comparado aos astrocitos. Considerando o
exposto, é razoavel presumir que o papel da alanina como precursora de glutamato parece
representar uma via de menor importancia para a manutencdo das concentracdes desse
neurotransmissor (WESTERGAARD et al., 1993).

Os neurdnios GABAGérgicos expressam toda a maquinaria enzimatica necessaria para a
reacdo metabdlica, constituindo o GABA shunt. Neste, alanina e glutamato podem ser
utilizados como um combustivel metabdlico para a sintese de GABA. A alanina doa o
grupamento amino para o a-cetoglutarato originando o glutamato que sofre descarboxilagédo
pela glutamato descarboxilase, resultando em GABA (SCHOUSBOE et al., 2003) — Figura 5.
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Figura 5. Sintese do GABA a partir da alanina em neurénio GABAérgico. Adaptada de
Schousboe et al., 2003.

2.5 Desnutricdo e sistema nervoso

A nutricdo é o processo biolégico por meio do qual os organismos vivos assimilam os
nutrientes indispensaveis a realizacdo de suas fungdes vitais (MORGANE et al., 1993). Em
mamiferos, uma nutricdo adequada esta relacionada com a prevencdo de doencas cronicas e
manutencdo 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 assimilacdo adequada de nutrientes, particularmente no inicio da vida, é um dos
principais fatores ndo genéticos capazes de influenciar positivamente o cérebro em
desenvolvimento (MORGANE et al., 2002).

No inicio da vida o sistema nervoso (SN) tem seu crescimento e desenvolvimento
acontecendo intensamente. Processos como a hiperplasia (aumento da quantidade de células
nervosas), a hipertrofia (aumento do seu tamanho), a mielinizacao e a organizacao das sinapses
sdo fundamentais para o desenvolvimento neural. A formacdo de mielina nas fibras nervosas
(mielinizacdo) e uma boa rede de pontos de comunicagdo entre os neurénios (organizacao
sinaptica) sdo essenciais para a transmissdo eficiente das informac@es 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 trimestre gestacional e segue até os primeiros dois
a quatro anos de vida. No rato (o modelo animal mais utilizado para esses estudos), esse periodo
equivale as trés primeiras semanas de vida pds-natal, coincidindo com o periodo de aleitamento
(Figura 6; MORGANE et al., 1993).
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Figura 6. 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.

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 as regides Norte e Nordeste do pais
(BATISTA-FILHO e RISSIN, 2003; OLIVEIRA et al., 2006). A desnutricdo, no periodo
perinatal, pode modificar negativamente parametros estruturais, bioquimicos, e
eletrofisiologicos do cérebro, e esses efeitos podem durar eventualmente até a vida adulta
(MORGANE et al., 1978; FRAZAO et al., 2008; GUEDES, 2011).

Estudos, em humanos e animais, consolidam a influéncia do fator nutricional sobre a
estrutura e funcionamento cerebral e sua importancia para a saude, desenvolvimento de doengas
e sobrevivéncia. O impacto neural do insulto nutricional pode ser mais ou menos severo, a
depender da etapa do desenvolvimento em que ele incide, bem como da sua intensidade e
duracdo (GUEDES, 2011).

A inadequacdo nutricional continua a ser um dos principais fatores ndo genéticos que
afetam o cérebro em desenvolvimento (ALAMY e BENGELLOUN, 2012). O termo
desnutricdo implica 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 em quantidades insuficientes (MORGANE et al., 2002). A
subnutricdo, pode ser induzida experimentalmente através do emprego de alguns modelos

experimentais, tais como: grande ndmero de filhotes por ninhada; restricdo dos filhotes a
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presenca materna; ou redugdo na quantidade de dieta ofertada (ALAMY e BENGELLOUN,
2012).

Ninhadas formadas por uma grande quantidade de filhotes aumentam a competicdo pelo
leite materno, resultando em desnutricio moderada a grave (HERNANDES et al., 2005;
ROCHA-DE-MELDO et al., 2006). Esta condic¢do pode influenciar o desenvolvimento do SNC,
alterando-o do ponto de vista eletrofisiolégico, o que pode ser estudado por meio do fenémeno
da DAC (BATISTA DE OLIVEIRA et al., 2012; MENDES-DA-SILVA et al., 2014).

2.6 Depresséao Alastrante Cortical

A DAC é um fendmeno neural que esta relacionado com a excitabilidade do cérebro. Foi
descrita pela primeira vez pelo pesquisador 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 clrtex) sdo capazes de provocar uma resposta caracterizada por acentuada
reducdo (depressdo) da atividade elétrica espontanea do ponto cortical estimulado. Essa
depressdo 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 onde se originou, 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).

Durante a DAC, simultaneamente a depressdo da atividade elétrica espontanea, é
observada uma variacdo lenta de voltagem (VLV) na regido cortical na qual o fenémeno esta
ocorrendo. O cdrtex torna-se negativo em relacdo a um ponto de voltagem fixa. Essa variacao
negativa, de amplitude entre 5 e 20mV, é geralmente seguida e ocasionalmente precedida de
uma fase positiva de menor amplitude (LEAO, 1951). Além das citadas, varias outras
modificacdes ocorrem, como dilatacdo dos vasos sanguineos da pia-mater (LEAO, 1944b),
alteracdes das concentracdes de certos aminoacidos como taurina e glutamato a nivel
extracelular (SCHELLER et al., 2000), aumento na quantidade de &gua e alteragdes das
concentracdes de ions (HANSEN e OLSEN, 1980; SCHELLER et al., 2000), dentre outros.

Todas essas modificagOes sdo reversiveis (Figura 7).
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Figura 7. Esquema da sequéncia temporal ciclica de eventos da depressdo 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 propagagdo concéntrica do fenomeno da DAC esta
ilustrada. As &reas em branco representam porcoes do tecido cortical invadidas pelo fendmeno em
tempos sucessivos. As areas quadriculadas, “c” a “f” indicam regides que ja sofreram a DAC e agora
estdo se recuperando (areas refratarias a uma nova estimulacao). De “b” a “f””, observa-se que propagacao
(area branca) e recuperagdo (area escura) ddo-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 condicao inicial. No centro da figura, um tracado de registro
demonstrando o eletrocorticograma (ECoG) e a variacdo lenta de voltagem (VLV), 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.

A DAC foi demonstrada em varias espécies de animais (BURES et al., 1974), incluindo
0 homem (MAYEVSKY et al., 1996). Evidéncias clinicas e experimentais tém demonstrado
relacdo do fenémeno da DAC com desordens na excitabilidade cerebral e suas doengas, como
enxaqueca com aura (FERRARI et al., 2015), esclerose multipla (PUSIC et al., 2015) e
epilepsia (FABRICIUS et al., 2008; WElI et al., 2014).

O fendmeno da DAC vem sendo utilizado pelo LAFINNT como modelo experimental
para avaliar o bom funcionamento do tecido neural. No LAFINNT, tem-se demonstrado que

algumas condicdes nutricionais, hormonais, ambientais e farmacologicas podem modificar a
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suscetibilidade cortical ao fendbmeno da DAC, algumas dificultando, e outras, facilitando sua

propagacdo. As tabelas 1 e 2 listam algumas das condi¢es, disponiveis na literatura, envolvidas

na alteracdo da excitabilidade cortical a DAC, seja facilitando ou dificultando sua propagacao.

Tabela 1: Algumas condi¢des que facilitam a propagagdo da DAC

Condicao experimental

Reducéo do cloreto extracelular
Diazepam

Deficiéncia nutricional pela DBR*
Hipoglicemia

Privagdo do sono paradoxal
Condicao desfavoravel de lactacéo
Etanol (crénico)

Arginina durante o desenvolvimento
Hipertermia ambiental

Glutamina durante o desenvolvimento
Uso de dipirona no inicio da vida

Tratamento crénico com acido ascorbico
(60 ou 120 mg/Kg/d)

Tratamento com o antagonista serotoninérgico
Tianeptina

Tratamento com glutamato monossadico

Dexametasona

Autor, Ano

GUEDES e DO CARMO, 1980
GUEDES et al., 1992
ROCHA-DE-MELO e GUEDES, 1997
COSTA-CRUZ; GUEDES, 2001
VASCONCELOS et al., 2004
ROCHA-DE-MELDO et al., 2006
ABADIE-GUEDES et al., 2008;
MAIA et al., 2009
FARIAS-SANTOS et al., 2009
LIMA etal., 2009

AMARAL et al., 2009

MONTE-GUEDES et al., 2011;
MENDES-DA-SILVA et al., 2014

AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2013

LIMA etal., 2013
LOPES-DE-MORAIS et al., 2014

*Dieta Bésica Regional
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Tabela 2. Algumas condigdes que dificultam a propagag¢ao da DAC

Condicao experimental
Tratamento dietético com litio

Hiperglicemia

Anestésicos

Hipotireoidismo

Envelhecimento

Epilepsia cronica provocada pela pilocarpina
Estimulacdo ambiental

Ativacdo do sistema serotoninérgico
Condicoes favoraveis de aleitamento
Pilocarpina (doses subconvulsivantes)

Tratamento de ratos adultos com triptofano
(precursor da serotonina)

Deficiéncia, na dieta, de acidos graxos
essenciais

Abolicdo da funcédo ovariana (castracéo) no
inicio da vida

Dieta hiperlipidica

Tratamento com o antagonista de opioides
Naloxona

Tratamento crénico com 30mg/Kg/d de acido
ascorbico

Autor/Ano
GUEDES et al., 1989

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

GUEDES e BARRETO, 1992

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

COSTA-CRUZ et al., 2006
SANTOS-MONTEIRO et al., 2000
AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006
ROCHA-DE-MELDO et al., 2006
GUEDES e VASCONCELOS et al., 2008
TRINDADE-FILHO et al, 2009

BORBA et al., 2010

ACCIOLY etal., 2012

GERMANO et al., 2013
GUEDES et al., 2013

MENDES-DA-SILVA et al., 2014

A desnutrigdo, seja por manipulagdo da dieta ou do tamanho da ninhada, facilita a
propagacdo da DAC (GUEDES et al., 2013; LIMA et al., 2009; MENDES-DA-SILVA et al,
2014; ROCHA-DE-MELO e GUEDES, 1997; ROCHA-DE-MELO et al., 2006). Estudos em
roedores tém demonstrado que a ingestdo insuficiente de nutrientes, especialmente se no inicio
da vida, fase critica do desenvolvimento do SNC, modifica a acdo de certos compostos no
cérebro, aumentando ou diminuindo as respostas ao fendmeno da DAC. Em animais com o
estado nutricional comprometido, a pilocarpina (Vasconcelos et al., 2004), a dipirona (Amaral

et al. 2009) e o litio (De Aguiar et al. 2011) alteram a DAC mais intensamente do que o fazem
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em animais bem-nutridos. Outros compostos, como o citalopram (Guedes et al., 2002), a
fluoxetina (Amancio-dos-Santos et al., 2006) e a glutamina (Lima et al. 2009) influenciam a
DAC de forma semelhante em animais nutridos e desnutridos. Por outro lado, o diazepam
(Guedes et al., 1992), a glicose (Costa Cruz e Guedes 2001), a L-arginina (Frazéo et al., 2008),
a tianeptina (Amancio-Santos et al. 2013), e 0 antagonista de opidides naloxona (Guedes et al.
2013) afetam a DAC de forma menos intensa em animais desnutridos do que em bem-nutridos.

Com relacdo ao papel de aminoacidos sobre a propagacdo do fenémeno da DAC, a
suplementacéo cronica, durante a fase de maior vulnerabilidade de desenvolvimento do SNC,
com os aminoécidos L-arginina (FRAZAO et al., 2008; MAIA et al., 2009) e L-glutamina
(LIMA et al., 2009) facilitou a propagacdo da DAC, ao passo que o tratamento agudo na idade
adulta com o aminoéacido triptofano desacelerou a propagacdo do fenémeno (TRINDADE-
FILHO et al. 2009).
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3 HIPOTESES

e O tratamento cronico com os aminoacidos taurina e alanina dificultam a propagacéo do

fendmeno da DAC ao longo do tecido cortical;

e A condicdo de lactacdo desfavoravel modula os efeitos destes aminoacidos sobre a
DAC.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar, no rato, o efeito do tratamento crénico com taurina e alanina no inicio da
vida, associada ou ndo a condi¢des desfavoraveis de lactacdo, sobre o fenbmeno dependente

da atividade elétrica cerebral, denominado depressao alastrante cortical (DAC).

4.2 Objetivos especificos

Nas condicdes de tratamento acima descritas:

e Analisar a evolucédo do peso corporal dos filhotes, como indicador do desenvolvimento
do organismo;

e Investigar as modificacdes de parametros da DAC (velocidade de propagacao, bem

como amplitude e duragdo de sua variacdo lenta de voltagem).
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5 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no “Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo Naide Teodosio”
(LAFINNT), do Departamento de Nutricio do Centro de Ciéncias da Salde
(CCS)/Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os procedimentos experimentais
descritos a seguir foram previamente submetidos a anélise e aprovacdo pela Comissdo de Etica
em Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n° 23076.021609/2013-67 — ANEXO B). As
normas adotadas séo sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal e estdo
em consonancia com aquelas estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and
Use of Laboratory Animals (Bethesda, USA).

5.1 Animais

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

Neonatos de ambos os sexos, de mdes distintas, foram reunidos e designados
aleatoriamente para uma das duas condicdes distintas de lactagdo: 1) lactagdo normal (grupo
Lo), ninhadas constituidas por 9 filhotes, e 2) lactacdo desfavoravel (grupo Lis; ninhadas com
15 filhotes). E sabido que a condicdo de lactacdo desfavoravel pelo aumento no tamanho da
ninhada promove competicdo pelo leite materno levando a uma deficiéncia nutricional
(ROCHA-DE-MELDO et al, 2006). O desmame foi realizado, em ambos o0s grupos, no 25° dia
de vida, considerando o dia do nascimento como 0 (zero; LIMA et al., 2009). Ap6s 0 desmane
os filhotes foram alimentados com a dieta padrao materna (“Presence”’; Purina do Brasil Ltda.).

Todo o periodo experimental foi acompanhado de baixa mortalidade dos filhotes. Nos
poucos casos existentes, contornamos com a adicdo de fémeas de mesma data de nascimento
para que a competicao pelo leite materno persistisse até o ultimo dia de aleitamento (25° dia de

vida po6s-natal).
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5.2 Tratamento com taurina e alanina no inicio da vida (jovens)

Do 7° ao 27° dia de vida pos-natal, os neonatos Lg e Lis receberam por gavagem taurina
e/ou L-alanina (Sigma, St. Louis, USA) conforme segue: apenas taurina (300 mg/kg/d; 11-Lge
11-Lss filhotes); apenas alanina (300 mg/kg/d; 11-Lg e 11-L 15 filhotes); taurina + alanina (300
mg/kg/d cada; 10-Lg e 10-Ls filhotes). A dose dos aminoécidos foi baseada na literatura (LIU
etal., 2012). O tratamento foi administrado diretamente no estdmago pela técnica de gavagem.
Esta consiste na inser¢éo de uma sonda orogastrica no animal, conectada a uma seringa de vidro
(MAIA et al., 2009; LIMA et al., 2009; MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Duas condic6es
controle adicionais foram estudadas: (1) ingénuo (os animais nao receberam qualquer gavagem;
11-Lg e 10-Lss filhotes); (2) veiculo (receberam por gavagem o veiculo - 4gua destilada — em
gue os aminoacidos foram dissolvidos; 11-Lg e 10-Ls filhotes). O volume inicial administrado
por sonda orogastrica foi de 0,5 mL/d na segunda e na terceira semanas de vida; e aumentou
para 1,0 mL/d na quarta semana de vida, tal como descrito anteriormente (LIMA et al., 2009).

Na Figura 8 esta a representacdo esquematica dos grupos tratados no inicio da vida.

L, - Jovens
| |
| | | | | | | ] | |
Ingénuo Veiculo Tau Ala Tau+Ala
n=11 n=11 n=11 n=11 n=10
L5 - Jovens
| |
1 1 | | 1 1
Ingénuo Veiculo Tau Ala Tau+Ala
n=10 n=10 n=11 n=11 n=10

Figura 8. Representacdo esquematica dos grupos jovens do desenho experimental

5.3 Tratamento com taurina e alanina na idade adulta (adultos)

Do 90° ao 110° dia de vida pés-natal, um conjunto adicional de quatro grupos de ratos,
na condicao Lo, receberam 300 mg/kg/d taurina (n = 9) ou 300 mg/kg/d de alanina (n =9), ou

veiculo (n = 8), ou nenhum tratamento (condicao ingénuos; n = 9). NOs comparamos esses
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grupos com os quatro grupos Lo correspondentes tratados no inicio da vida. Nestes grupos de
adultos, o volume administrado por sonda gastrica foi de 1,0 mL/100g de peso corporal/dia
(LIU et al., 2012). Na Figura 9 esta a representacdo esquematica dos grupos tratados na idade
adulta.

Para ambos os grupos tratados jovens e adultos, os aminoacidos foram dissolvidos em
agua destilada imediatamente antes da administracdo. O procedimento da gavagem foi

realizado sempre no mesmo horario, entre 12 e 14 horas.

L, - Adultos
1
1 1 1 1
Ingénuo Veiculo Tau Ala
n=09 n=08 n=09 n=09

Figura 9. Representacéo esquematica dos grupos adultos do desenho experimental

5.4 Determinac0es de peso corporal

Os pesos corporais foram aferidos com auxilio de uma balanca eletrénica da marca
Filizola (capacidade de 3,0 kg e escala em divisdo de 0,5 g). Nos grupos jovens aos 7, 14, 21,
28 dias de vida e no dia do registro eletrofisioldgico (33-35 dias de vida); nos grupos adultos,
apenas no dia do registro eletrofisiologico (116-120 dias de vida).

5.5 Registro da Depressao Alastrante Cortical

O registro eletrofisioldgico da DAC foi realizado, sob anestesia com uma mistura de 1
0/Kg de uretana + 40 mg/Kg de alfa-cloralose (i.p.). Foram trepanados 3 orificios no lado direito
do crénio, para expor porcdes da superficie cortical. O orificio anterior (no osso frontal) foi
utilizado para aplicar o estimulo que deflagrou a DAC; esta, ao se propagar, foi registrada nos
outros dois orificios (no osso parietal). Durante 4 horas, a variacdo lenta de voltagem da DAC
foi registrada e gravada em um sistema digital (EMG systems) que permite a visualizacgdo e
registro em computador. A DAC foi provocada a cada 20-30 minutos por estimula¢do quimica
na regido frontal, sendo utilizado para isto o cloreto de potassio (KCI) a 2%. Durante o registro,
a temperatura retal do animal foi mantida em 37,5 °C £ 1°C por meio de um aquecedor elétrico.
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Foram calculados os seguintes pardmetros da DAC: 1) a velocidade média de propagacdo do
fendmeno; 2) a amplitude e a duragcdo da sua variacdo lenta de voltagem (MENDES-DA-
SILVA et al., 2012). A velocidade de propagacdo 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 informacg6es sobre o animal foram anotadas em protocolo individual. Na figura 10

encontra-se esquema do registro eletrofisiologico da DAC.

A B

Figura 10. Esquema do registro eletrofisiologico da DAC. Em “A”, desenho do cranio de um rato com a
identificagdo dos trés orificios necessarios ao experimento. O orificio “KCI” corresponde ao local de
estimulacdo (na regido frontal); os pontos “1” e “2” correspondem aos dois pontos de registro da DAC
propagada até a regido parietal. Os eletrodos registradores colocados nos pontos 1 e 2 mediam as variages
lentas de voltagem (VLV) da DAC, em relagdo a um eletrodo de referéncia comum (R), colocado nos
0ss0s nasais. Em “B”, um tragado de registro em que a barra horizontal representa o tempo de 1 minuto
(referente a presenga do estimulo, KCl a 2%) e “P1” e “P2” correspondem ao registro da VLV nos pontos
“1” e “2” respectivamente. A barra vertical corresponde a -10mV.

4.6 Eutanésia

Ao final da sesséo de registro, estando o animal ainda anestesiado, foi introduzida uma
agulha na regido bulbar, através da cisterna magna, provocando-se leséo dos centros de controle

cardiorrespiratdrios, com imediata parada da respiracao, seguida por parada cardiaca.

4.7 Analise estatistica

As diferencas inter-grupos foram analisadas utilizando-se a ANOVA, seguida, quando
necessario, pelo teste post hoc “Holm Sidak”. Foram consideradas aceitas como significantes

as diferencas em que p < 0,05.
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Abstract

The amino acids taurine and alanine play a role in several physiological processes in the
nervous system, including the electrical activity of the brain. In this study, we investigated the
effect of chronic treatment with taurine or alanine or both on the excitability-dependent
phenomenon known as cortical spreading depression (CSD), using young rats suckled under
normal and unfavorable conditions (respectively litters with 9 and 15 pups; groups Lg and
L1s). From postnatal days 7 to 27, the animals received per gavage 300 mg/kg/d of taurine or
alanine or both. At 33-35 days, under urethane+chloralose anesthesia, we recorded CSD and
analyzed its parameters (velocity of propagation, amplitude, and duration). Compared with
naive- and water-treated controls, the groups chronically treated with taurine and/or alanine
displayed reduced velocity of CSD (p < 0.001). This effect of both amino acids was also
found in four additional Lo groups (naive, water, taurine, and alanine) treated at adulthood
(90-110 days). The Lis condition resulted in smaller durations and higher CSD velocities
compared with the Lo condition and appeared to potentiate the effects of the amino acids on
CSD. These data are the first confirmation that chronic treatment with taurine and/or alanine
decelerates CSD propagation regardless of lactation conditions (normal versus unfavorable
lactation) or age at amino acid administration (young versus adult). The results suggest an
inhibitory role for both amino acids on neuronal electrical activity, which deserves further

investigation.

Keywords Taurine, Alanine, Brain development, Spreading depression, Brain excitability,

Early undernutrition
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Introduction

The amino acids taurine and alanine are abundant in mammals, and experimental evidence
points to a role for both amino acids in several physiological processes in the nervous system
(Wu et al. 2005; Rodriguez-Navarro et al. 2009; Wu and Prentice 2010; Schousboe et al.
2003). Taurine is involved in neuronal proliferation and differentiation (Chen et al. 1998),
regulation of osmotic pressure and neuromodulation processes, and inhibitory
neurotransmission (Wu et al. 2005; Rodriguez-Navarro et al. 2009; Wu and Prentice 2010).
Supplementation with taurine is important because it operates as a scavenger of free radicals
(Oliveira et al. 2010), is neuroprotective against glutamate-induced excitotoxicity (Pan et al.
2010) and ethanol-induced apoptosis (Taranukhin et al. 2010), and is cytoprotective (Wang et
al. 2007).

Alanine is a simple amino acid that is involved in molecular biosynthesis in the central
nervous system (CNS) (Westergaard et al. 1993). It can alleviate damage induced by
oxidative stress (Estacion et al. 2003) and is also cytoprotective (Dadsetan et al. 2013). In
mammals, including humans, alanine participates in the metabolic pathways of glycolysis,
gluconeogenesis, and the tricarboxylic acid cycle (Schousboe et al. 2003). It serves as the
precursor of several substances, including glutamate, glutamine (Waagepetersen et al. 2000),
B-alanine (Tiedje et al. 2010), and y-aminobutyric acid (GABA) (Schousboe et al. 2003).
These substances share a close relationship in the CNS, participating in the fine and
meticulous balance between excitatory and inhibitory mechanisms within the brain
(Schousboe et al. 2003).

Cortical spreading depression (CSD) is a brain excitability—dependent,
electrophysiological phenomenon, first described as a reduction in the spontaneous and
evoked electrical activity of the cerebral cortex in response to a mechanical, electrical, or
chemical stimulation of one point of the cortex (Le&o 1944). It has been demonstrated in

many animal species (Bures et al. 1974), including humans (Dohmen et al. 2008; Fabricius et
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al. 2008). CSD represents a transient neuronal depolarization accompanied by a negative shift
in the DC (direct current) potential and a depression on electroencephalography. The
phenomenon has been linked to brain excitability disorders and their diseases such as
migraine with aura (Ferrari et al. 2015), multiple sclerosis (Petrusic et al. 2014), and epilepsy
(Fabricius et al. 2008; Wei et al. 2014). Thus, CSD is an interesting and useful experimental
model for evaluating the proper functioning of neural tissue (Guedes 2011; Petrusic et al.
2014).

Our group previously described in rats the CSD effects of administration of other amino
acids early in life (Frazdo et al. 2008; Lima et al. 2009; Maia et al. 2009), as well as in
adulthood (Trindade-Filho et al. 2009). In addition, our group has investigated the CSD
effects under conditions of nutritional alterations occurring early in life (Guedes 2011). Proper
nutrition during early life stages is crucial for brain development in humans and other
mammals because at this time point, developmental processes such as hyperplasia,
hypertrophy, myelination, and organization of synapses occur rapidly. The brain is thus more
vulnerable to environmental challenges, including unfavorable lactation conditions (Morgane
et al. 1978; Rocha-de-Melo et al. 2006). In the rat, increasing the number of pups to be
suckled by one dam is an easy way of creating unfavorable lactation conditions (Alamy and
Bengelloun 2012). Litters with an increased number of pups enhance the demand for the
dam’s milk, which can result in a moderate state of malnutrition that can affect the electrical
activity of the brain.

This study aimed to investigate the possible action of taurine and alanine on CSD.
Considering that there is no information in the literature about the influence of neonatal
taurine and alanine administration on the CSD features, we decided to characterize it in the
cerebral cortex of young rats, suckled under normal and unfavorable conditions (respectively
litters with 9 and 15 pups). Additionally, we compared amino acid effects in groups treated

early in life (young groups) and in adulthood (adult groups). Our hypotheses were that
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treatment with taurine and alanine would impair CSD propagation and that the unfavorable

lactation condition would modulate the amino acid effects on CSD.

Material and methods

Animals

All experimental procedures were previously approved by the Institutional Ethics Committee
for Animal Research of our University (Approval protocol no. 23076.021609/2013-67),
whose norms comply with those established by the National Institutes of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals (Bethesda, MD, USA).

Newborn male Wistar rats, born from distinct dams, were pooled and assigned to be
suckled under normal or unfavorable conditions, represented respectively by litters with nine
pups (Lg groups; n = 89) and litters with fifteen pups (Lis groups; n = 52).

After weaning (postnatal day 25), the pups had free access to water and the same
commercial lab chow, with 23% protein, that was offered to their dams (Purina Ltd). They
were housed in polyethylene cages (51 cm x 35.5 cm x 18.5 cm) under controlled temperature

at 22 + 1°C with a 12-h light:12-h dark cycle (lights on at 6:00 AM).

Taurine and alanine treatment early in life (young groups)

From postnatal days 7 to 27, Lo and Lis pups received per gavage taurine and/or L-alanine
(purchased from Sigma, St. Louis, MO, USA), as follows: only taurine (300 mg/kg/d; 11 Lg
and 11 Lis pups); only alanine (300 mg/kg/d; 11 Le and 11 Lis pups); and taurine plus alanine
(300 mg/kg/d each; 10 Lo and 10 L1s pups). Amino acid doses were based on the literature (Liu
et al. 2012). Two additional control groups received no gavage (naive group; 11 Lo and 10 Lss
pups) or vehicle (distilled water; 11 Lg and 10 Lis pups). The initial volume administered per
gavage was 0.5 mL/d in the second and third weeks of life; it was increased to 1.0 mL/d in the

fourth week of life, as previously described (Lima et al. 2009). We measured body weight at
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postnatal days 7, 14, 21, 28, and 33-35 (when we performed the electrophysiological

recordings).

Taurine and alanine treatment at adulthood (adult groups)
From postnatal days 90 to 110, an additional set of four groups of Lo rats received 300 mg/kg/d
taurine (n =9), 300 mg/kg/d L-alanine (n = 9), vehicle (n = 8), or no treatment (naive condition;
n =9). We compared these groups with the four corresponding Lg groups treated early in life.
In these adult groups, the volume administered per gavage was 1.0 mL/100 g body weight/day
(Liu et al. 2012). We measured body weight on the day of the electrophysiological recording
(116-120 days of life).

For treated young and adult groups, amino acids were dissolved in distilled water

immediately before administration. The gavage occurred between 12 AM and 2 PM.

CSD recording

On the day of the electrophysiological recording, each animal was anesthetized with a mixture
of 1 g/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose injected intraperitoneally. Three trephine holes
were drilled on the right side of the skull, aligned in the frontal-to-occipital direction and
parallel to the midline. One hole was positioned on the frontal bone (2 mm in diameter) and
used to apply the stimulus (KCI) to elicit CSD. The other two holes were positioned on the
parietal bone (3—4 mm in diameter) and used to record the propagating CSD wave. CSD was
elicited at 20-min intervals by a 1-min application of a cotton ball (1-2 mm in diameter)
soaked with 2% KCI solution (approximately 270 mM) to the anterior hole drilled at the
frontal region. Rectal temperature was continuously monitored and maintained at 37 £ 1°C by
means of a heating blanket. The DC slow potential change accompanying CSD was recorded
for 4 h using two Ag—AgCl agar—Ringer electrodes (one in each hole) against a common

reference electrode of the same type, placed on the nasal bones. We calculated the CSD
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velocity of propagation from the time required for a CSD wave to pass the distance between
the two cortical electrodes. In the two cortical recording places, we used the initial point of
each DC-negative rising phase as the reference point to calculate the CSD velocities. In
addition, we calculated amplitude and duration of the CSD waves, as previously reported

(Mendes-da-Silva et al. 2014).

Statistics

Results in all groups are expressed as means + standard deviations. Body weights and CSD
propagation rates were compared between groups using ANOVA, including as factors
lactation conditions (Lg and Lis), gavage treatment (naive, water, taurine, alanine, both), and
ages (young and adult Lo condition) followed by a post hoc test (Holm-Sidak), where

indicated. A p value less than 0.05 was considered significant.

Results

Body weight

In the five young groups, ANOVA showed a main effect of the lactation condition for body
weight during the whole suckling period (p < 0.001). The Lis animals presented with lower (p
< 0.001) body weights compared with the Lg groups. The weight reduction ranged from
20.1% to 36.5% and was independent of the gavage treatment. In the animals treated in
adulthood, the mean body weights (in g) were 381.5 + 45.6 for the naive group (n =9), 367.8
+ 24.3 for the water group (n = 8), 391.0 + 20.8 for the taurine group (n =9), and 383.7 £ 20.3
for the alanine group (n = 9). No intergroup difference was observed. Data on body weights

are illustrated in Figure 1.
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Fig. 1 Body weight of young (upper panels) and adult rats (lower panel). Rats were previously
suckled in litters of 9 and 15 pups (respectively Lg and L5 condition). Data are expressed as
mean = S.E.M. for 48 Lg and 45 L5 young rats and 35 Lg adult rats. Asterisks indicate L5
weights that are significantly lower than the corresponding Lo values (p < 0.001; one-way
ANOVA followed by the Holm-Sidak test)
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CSD velocity of propagation

In all groups, stimulation with 2% KCI (approximately 270 mM) at one point of the frontal
cortical surface for 1 min elicited, as a rule, a single CSD wave that propagated without
interruption and was recorded at the two parietal recording points (Figure 2; see the recording
points in the skull diagrams). During the 4-h recording, the appearance of the slow potential

change confirmed the presence of CSD after KCI stimulation.
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Fig. 2 Recordings of the slow potential changes (P) during cortical spreading depression (CSD) at
two cortical points (1 and 2) in 10 young rats (5 Lg rats and 5 Lis rats). The diagram of the skull
shows recording positions 1 and 2 from which the traces marked at the left with the same numbers
were obtained. The position of the common reference electrode (R) on the nasal bones and the
application point of the CSD-eliciting stimulus (KCI) are also shown. Nv, naive group; W, T, A,
and T+A are rats treated per gavage with water, taurine, alanine, and taurine+alanine, respectively.
The vertical bars indicate 10 mV for P (negative upwards). CSD was elicited in the frontal cortex
by chemical stimulation (a 1-2 mm diameter cotton ball soaked with 2% KCI) applied for 1 min on
the intact dura mater, as indicated by the horizontal bars. The vertical dashed lines indicate the
latency for a CSD wave to cross the inter-electrode distance. The latencies were shorter in the Lis
groups compared with the corresponding Lg groups. The latencies were larger in the groups treated
with T, A, and T+A under both lactation conditions when compared with the respective Nv and W
controls
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In the young rats, ANOVA indicated intergroup differences, and post hoc (Holm-Sidak)
test comparisons showed that the velocities were higher (p < 0.001) in the Lis groups
compared to the Ly groups. Concerning gavage treatment, ANOVA detected a main effect,
and post hoc testing revealed that treatment with taurine, alanine, or both significantly
lowered the CSD propagation velocities (p < 0.001) compared with the naive and water
controls. In the early treated groups, the amino acid decelerating effect on CSD propagation
was more intense in Lis than Lo rats (p < 0.001), indicating an interaction between the
treatment with taurine and/or alanine and the lactation condition. In the Ly young animals, the
CSD velocity (mean + SD in mm/min) in the naive and water controls was respectively 3.86 +
0.14 and 3.86 = 0.07. In groups treated with taurine, alanine, or both, the CSD velocity was
significantly lower (respectively 3.34 + 0.15, 3.36 £ 0.12, and 3.36 £ 0.09; p < 0.001). In Lss
young animals, the CSD velocities in the control groups were higher than in the Lo condition
(4.68 £0.21 and 4.54 + 0.13 for the naive and water groups, respectively). Treatment with
taurine, alanine, or both resulted in lower CSD velocity compared with Lis controls (3.56 +
0.25 for the taurine group, 3.56 = 0.10 for the alanine group, and 3.53 + 0.17 for the group
treated with both; p < 0.001). Data on CSD velocity in young animals are in the upper panel

of Figure 3.

The lower panel of Figure 3 shows the CSD velocity of the groups treated in adulthood.
Experiments confirmed the CSD effects of taurine and alanine observed in the young groups.
In the adult rats, the velocity was 3.31 £ 0.07 for the naive condition, 3.32 + 0.07 for the water

group, 2.95 + 0.11 for the taurine-treated animals, and 2.94 + 0.15 for the alanine group.
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Fig. 3 CSD velocity of young rats (3335 days old; upper panel) and adult rats (116-120 days
old; lower panel). At the young age, rats were suckled in two distinct lactation conditions
represented by litters with 9 and 15 pups (respectively Ly and Lis groups). The adult rats were
studied only in the Ly condition. Nv, naive group; W, T, A, and T+A are rats treated per gavage
with water, taurine, alanine, and taurine+alanine, respectively. Data are mean + S.E.M.
Asterisks indicate values that are significantly different from the Nv- and W-control groups (p
< 0.001; ANOVA followed by the Holm-Sidak test). # indicates all L1s groups that were
significantly different from the corresponding Lg groups (p < 0.01). + denotes age difference
(adult < young; p < 0.01)

Amplitude and duration of CSD waves
Tables 1 and 2 respectively show data on amplitude and duration of the negative slow
potential change, the hallmark of CSD. The mean amplitude varied from 9.41 + 1.94 mV to

12.66 + 4.53 mV in the Lo groups and from 10.70 £ 3.12 mV to 14.03 + 2.87 mV in the L5
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groups (Table 1), and no intergroup differences were observed. The mean duration varied
from 68.10 + 2.23 s to 71.30 £ 2.61 s in the Lo groups and from 67.27 + 1.06 s to 69.12 + 1.53
s in the Lis groups (Table 2). ANOVA revealed shorter durations in Lis compared with Lo

rats.

Table 1 Amplitude of the slow potential change of cortical spreading depression in young
(33-35 days of life) and adult rats (116120 days). Nv, naive (no treatment); W, distilled
water; T, 300 mg/kg/d taurine; A, 300 mg/kg/d alanine; T + A, 300 mg/kg/d taurine + 300
mg/kg/d alanine. Treatments were per gavage. Lg and Lis were previously suckled under
normal or unfavorable lactation conditions (respectively in litters with 9 and 15 pups). Data
are expressed as mean + standard deviation, with the number of animals in parentheses. No

intergroup significant differences were observed.

TREATMENT Amplitude (mV)
GROUPS
Lo - Young Lis - Young Lo - Adult
Nv 11.07 +£2.56 (11) 13.20+£3.26 (7) 10.47 +3.15 (7)
w 11.11+4.49 (11) 14.03 +2.87 (8) 9,41+194 (7)
T 12.12+3.71 (11) 12.28£3.62 (7) 10.66 £3.73 (8)
A 12.45+4.42 (11) 12.79£3.57 (8) 9.64+£230 (8)

T+A 1266 +4.53 (10)  10.70+3.12 (10)
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Table 2 Duration of the negative slow potential change of the cortical spreading depression in
young (33-35 days of life) and adult rats (116-120 days). Nv, naive (no treatment); W,
distilled water; T, 300 mg/kg/d taurine; A, 300 mg/kg/d alanine; T + A, 300 mg/kg/d taurine +
300 mg/kg/d alanine. Treatments were per gavage. Lo and Lis groups were previously suckled
under normal or unfavorable lactation conditions (respectively in litters with 9 and 15 pups).
Data are expressed as mean + standard deviation, with the number of animals in parentheses.

Asterisks indicate Lis values that are significantly lower than corresponding Lg values (p <

0.007).
TREATMENT Duration (s)
GROUPS
Lo - Young Lis - Young Lo - Adult
Nv 69.73+4.68 (9) 66.92 + 2.45* (8) 68.10+2.23 (8)
W 71.01+4.63 (8) 69.01 + 1.63* (7) 69.76 + 4.03 (7)
T 69.43£5.63 (10) 68.38 £ 2.46* (9) 69.56 £ 3.59 (7)
A 71,30+ 2.61 (8) 69.12 + 1.53* (7) 69.62+ 6.64 (8)
T+A 70.07+2.73 (7) 67.27 £ 1.06* (7)
Discussion

Our data clearly demonstrate that chronic treatment with taurine and/or alanine reduces the
propagation velocity of CSD regardless of lactation conditions (normal versus unfavorable
lactation) or age at amino acid treatment (young versus adult). The stress of the gavage
procedure cannot be the cause of the CSD deceleration because the groups that received
distilled water by gavage showed a CSD propagation velocity similar to the naive groups that

received no gavage. These results reinforce the importance of these amino acids for the proper
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electrophysiological functioning of the brain and suggest that chronic treatment with taurine
and/or alanine can modulate, at least in part, the brain’s ability to propagate CSD.
Interestingly, no additive effect was observed in the group treated simultaneously with both
amino acids, suggesting that this type of cooperation is not important for the action of both
amino acids on the CSD; indeed, a lack of additive effects has been already reported for
action potentials in cerebellar slices (Okamoto and Quastel 1976).

Although in this study we did not monitor the blood and brain levels of amino acids,
based on evidence in the literature, we consider it reasonable to assume that chronic treatment
with taurine and/or alanine might have caused an imbalance in some cerebral areas in the
concentrations of these and other amino acids. Specifically, the chronic (Murakami and
Furuse 2010) and acute administration of taurine (Molchanova et al. 2007) results in an
increased concentration of taurine and other amino acids in distinct regions of the rat brain.
Notably in humans, continuous L-alanine/L-glutamine infusion (0.75 g/kg/d up to 5 days)
significantly increases levels of both glutamine and alanine in the plasma and brain of patients
with severe traumatic brain injury (N&geli et al. 2014).

Taurine affects the distribution of other amino acids in the brain, acts on GABA
receptors, and modulates synaptic transmission (Wu and Prentice 2010). All of these actions
can affect CSD features (e.g., Miura et al. 2013). However, based on our findings and with
support from the literature, we can speculate about two types of mechanisms that deserve
particular attention: direct mechanisms based on primary actions of the amino acids, and
indirect mechanisms by which taurine and alanine act via a secondary metabolic pathway.

Concerning the direct mechanisms, one possibility is that the amino acids counteract
oxidative stress in the brain. It is important to note that taurine and alanine can protect the
CNS from damage caused by oxidative stress in a variety of conditions (Li et al. 2012;

Rosemberg et al. 2010; Sinha et al. 2008; Grosser et al. 2004). These findings collectively
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lead us to consider a possible role for taurine and alanine in the effective elimination of free
radicals, aiding in promoting an oxidative balance in the organism.

It is interesting to note also that increasing reactive oxygen species levels in the CNS
can elicit CSD both in vitro (Netto and Martins-Ferreira 1989) and in vivo (El-Bacha et al.
1998). Our group has studied the CSD effects of other antioxidant molecules such as
astaxanthin (Abadie-Guedes et al. 2008) and ascorbic acid (Mendes-da-Silva et al. 2014).
Thus, we suggest that taurine and alanine might have contributed to a reduction in the speed
of propagation of CSD because of their possible role as antioxidant molecules in the CNS.
However, further investigation is needed to clarify the role of taurine and alanine as possible
antioxidant molecules in biological systems, including their action via indirect mechanisms.

Concerning indirect mechanisms, both in vitro and in vivo evidence demonstrates the
action of taurine as a regulator of neuronal excitability and activity by interacting with
glycinergic and GABAergic receptors (Okamoto et al. 1983; Wu and Prentice 2010; Song et
al. 2012). Alanine appears to act differentially on glutamatergic and GABAergic neurons
(Schousboe et al. 2003). Although the enzymatic activity of alanine aminotransferase is
relatively modest in glutamatergic neurons (Westergaard et al. 1993), GABAergic neurons
express the entire enzymatic machinery necessary to perform the metabolic reaction
constituting the GABA shunt. In an operating GABA shunt, alanine and glutamate can be
used as metabolic fuel for GABA synthesis; alanine donates the amino group to o-
ketoglutarate, yielding L-glutamic acid, which undergoes decarboxylation by glutamic acid
decarboxylase, resulting in GABA (Schousboe et al. 2003). Therefore, we suggest that
chronic treatment with alanine reduces excitability by increasing synthesis of GABA.

Nutritional inadequacy remains a major non-genetic factor that affects the developing
brain (Alamy and Bengelloun 2012). Nutrient intake in insufficient quantity and/or quality
can disrupt the biochemical and morphological organization of the brain (Morgane et al.

2002) and accelerate CSD propagation (Guedes 2011; Mendes-da-Silva et al. 2014). Our Lis
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CSD data confirm the facilitating action of early malnutrition. Concerning the mechanisms by
which malnutrition facilitates CSD propagation, we know that a larger extracellular space
volume in the brain hinders CSD elicitation and propagation (Mazel et al. 2002). Inadequate
nutrient intake early in life increases cell-packing density and reduces the extracellular space,
leading to facilitation of CSD. Another important factor that modulates CSD propagation is
cortical myelination. Previous work has demonstrated an inverse correlation between the
degree of cortical myelination and CSD propagation velocity (Merkler et al. 2009).
Nutritional deficiency reduces brain myelination and increases CSD propagation velocity (De
Luca et al. 1977; Rocha-de-Melo et al. 2006). Furthermore, malnutrition impairs glial
function (Morgane et al. 1978), and this glial impairment facilitates CSD (Largo et al. 1997).
In addition, malnourished rats present increased levels of the enzyme glutamic acid
decarboxylase (Diaz-Cintra et al. 2007). This condition, in association with reduced brain
glutamate uptake (Feoli et al. 2006), enhances extracellular glutamate in the malnourished
brain, which might contribute to CSD facilitation.

Our findings also suggest that unfavorable lactation itself (Lis condition) can modulate
the action of taurine and alanine on CSD, impairing its velocity of propagation more intensely
than in the Lo condition. This kind of malnutrition-associated CSD modulation has been
previously demonstrated for the convulsant drug pilocarpine (Vasconcelos et al. 2004). We
found that the Lis condition enhanced the effects of taurine and alanine on CSD. Taken
together, these data suggest different responsiveness of the CSD to distinct classes of
compounds. If this inference could be confirmed in the human brain concerning the neural
action of therapeutic drugs, then the effectiveness of such drugs might possibly oscillate as a
function of the early nutritional status of the patient, an idea that warrants further
investigation.

The CSD propagation velocity decreases with age (Guedes et al. 1996), indicating that

the aging process is related to the enhancement of the brain resistance to CSD (Batista-de-
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Oliveira et al. 2012), which the present study confirms. In comparison to young animals, our
adult rats presented lower velocities of propagation of CSD. Although several mechanisms
could explain these findings, we consider that oxidative stress and age-related impairment of
cerebral blood flow are more likely involved, as previously discussed (Batista-de-Oliveira et
al. 2012).

In conclusion, this study describes a novel effect of the amino acids taurine and alanine
on the excitability-related CSD phenomenon in rats. The in vivo data support four
conclusions. First, amino acid administration at either young or adult ages decelerates CSD.
Second, the effects of taurine and alanine are not additive. Third, increasing litter size
accelerates CSD and increasing age decelerates it, confirming previous studies. Fourth, in
young rats, an unfavorable lactation condition intensifies the amino acid effects on CSD. The
present data might advance understanding of the relationship among amino acids, CSD,

neuronal excitability, and nutrition in the brain.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados in vivo da presente dissertacdo nos permitem as seguintes conclusdes:

e O tratamento crénico com taurina e alanina torna o tecido cortical mais resistente a

propagacdo do fendmeno da DAC e esse efeito independe da idade do tratamento.

e O tratamento simultdneo com ambos os aminoacidos ndo resulta em efeito aditivo.

e Em ratos jovens, a condicdo desfavordvel de lactacdo, induzida pelo aumento da

quantidade de filhotes por ninhada, intensifica os efeitos dos aminoéacidos sobre a DAC.

e A condicdo desfavoravel de lactacdo acelera e a idade desacelera a propagacao da DAC,

confirmando trabalhos prévios.
e Os pesos corporais reduzidos, observados na condicdo de lactacdo desfavoravel
corroboram outros estudos, confirmando a eficacia do modelo experimental utilizado para

induzir deficiéncia nutricional.

7.1 Perspectivas

Almejando dar continuidade a estre trabalho, sugere-se como perspectivas, caracterizar:

e Osefeitos da administracdo aguda (ou por curto prazo) dos aminoacidos taurina e alanina,
sobre a DAC.

e Os efeitos da administracdo desses aminoécidos por vias diferentes (intraperitoneal e
topica) sobre a DAC.

e O possivel efeito duradouro da administracdo desses aminoacidos.

e Os efeitos da taurina e da alanina em neonatos amamentado sob condic¢des favoraveis de

lactacdo (ninhadas com numero de filhotes reduzido).
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Os efeitos desses aminoacidos em diferentes modelos de desnutri¢éo.

A relagdo entre doses diferentes de taurina e alanina, e seus efeitos sobre a DAC (“curva

dose-resposta”)

Niveis cerebrais de taurina, alanina, glutamato, GABA em animais tratados com taurina

e alanina, objetivando correlaciona-los com os efeitos eletrofisioldgicos descritos.

A administracao desses aminoacidos associada a modelos experimentais que mimetizem

desordens neuroldgicas, como o modelo da pilocarpina.
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