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RESUMO

Além de suas ac¢les enddcrinas especificas, a testosterona exerce funcdes
reguladoras, de carater protetor, sobre alteragbes comportamentais e da
excitabilidade cerebral em doencas neuroldgicas, como a epilepsia. Esta pode ser
estudada experimentalmente pelo uso do agente pilocarpina. A desnutricdo modula
acOes neurais da testosterona e da pilocarpina, especialmente durante o
desenvolvimento. Este trabalho avaliou, em ratos adultos, nutridos ou desnutridos
durante a lactacédo, efeitos comportamentais e eletrofisiolégicos da manipulacdo
sistémica de testosterona, da administracdo de pilocarpina, e a interagao entre esses
dois tratamentos. Ratos Wistar machos foram amamentados em ninhadas com 9 ou
15 filhotes (respectivamente nutrido [n=93] e desnutrido [n=96]). Aos 60 dias de vida,
cada grupo nutricional originou 4 subgrupos, sendo 2 castrados e 2 com cirurgia ficticia
(sham). Em cada subgrupo, metade dos animais recebeu testosterona (1 mg/kg/d por
6 dias) e a outra metade recebeu o veiculo (6leo de milho) entre 61 e 67 dia de vida.
Em seguida, cada subgrupo foi dividido em dois, conforme recebessem pilocarpina
(45 mg/kg/d por 21 dias) ou solugao salina entre 69 e 90 dia de vida. O tratamento
com testosterona teve efeito ansiolitico no teste do labirinto em cruz elevado, mas néo
afetou a DAC. O tratamento com pilocarpina foi associado a redu¢do da memoaria no
teste de reconhecimento de objetos, bem como a desaceleracdo da depressao
alastrante cortical (DAC). A desnutricdo agravou negativamente a interacdo dos
tratamentos com testosterona e pilocarpina nos testes de reconhecimento de meméria
e aumentou a velocidade da DAC. Os mecanismos moleculares desses achados

deverao ser futuramente investigados.

Palavras-chave: Testosterona. Desnutricdo. Pilocarpina. Depressao da Atividade

Elétrica Cortical. Memodria. Ansiedade.



ABSTRACT

Androgens may have a neuroprotective role in the brain. Similarly to other
factors such as early malnutrition (EM), testosterone influences brain processes
involved in disturbances of anxiety, memory and excitability. These disturbances are
present in several neurological diseases like migraine and epilepsy. Pilocarpine is a
cholinergic muscarinic agonist that is used to induce seizures in rats and pilocarpine
effects can be modulated by inadequate nutrition. However, the interaction between
these factors has been not investigated in pre-clinical studies. Herein, we investigated
in rats the interactions between testosterone and Pilocarpine on behavioral and
electrophysiological aspects of brain function. In addition, we investigated whether EM
could modulate the testosterone/pilocarpine interaction. Orchiectomy or sham surgery
was performed on postnatal day (PND) 60. Testosterone (1 mg/kg/day) or vehicle was
administered from PND61 to PND67. Chronic administration of a very low dose of
pilocarpine (45/mg/kg/day) occurred from PND69 to PND90. Behavioral tests occurred
at PND91 (elevated plus-maze [EPM]) and PND94-95 (object recognition memory).
From PND96 to PND120, the excitability-related phenomenon known as cortical
spreading depression (CSD) was recorded over a 4-hours period. In well-nourished
animals, testosterone reduced anxiety-like responses, and malnutrition attenuated this
effect. Pilocarpine worsened shape recognition memory, and malnutrition aggravated
this effect. Testosterone treatment did not influence CSD, whereas pilocarpine
decelerated the phenomenon. Data suggest a role for testosterone in anxiety-like and
memory responses, but not in CSD, which might be modulated by pilocarpine and early

malnutrition. The mechanisms of such effects are unknown.

Keywords: Androgens. Postnatal Malnutrition. Pilocarpine. Cortical Spreading

Depression. Memory. Anxiety.
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1 INTRODUCAO

As acdes dos hormbnios sexuais sdo bem conhecidas e, além dos papéis ja bem
descritos sobre a reproducéo, tem sido demonstrado que 0s esteroides sexuais
apresentam uma ampla influéncia no sistema nervoso. A testosterona é um importante
hormdnio anabdlico, que afeta o metabolismo, aumentando a massa muscular e
interferindo no comportamento e na excitabilidade cerebral (ASIH et al.,, 2017,
DOMONKOS et al.,, 2018; REDDY, 2013). Este androgeno, em ratos castrados, é
relacionado a um papel de reducdo da ansiedade em reacdes comportamentais
(FEDOTOVA; HRITCU, 2017). Evidéncias também apontam um papel promissor
desse hormonio, na regeneracdo da mielina (BIELECKI et al., 2016), epilepsia
(REDDY, 2017) e, protecdo em injurias cerebrais (BROCCA; GARCIA-SEGURA,
2018; REDDY; ESTES, 2016). Além disso, a testosterona interfere no aparecimento
da micréglia, astrécitos e fatores neurotréficos no cérebro (ACAZ-FONSECA et al.,
2016; AREVALO et al., 2013). Evidéncias também apontam um papel promissor da
testosterona, na regeneracdo da mielina (BIELECKI et al., 2016), epilepsia (REDDY,
2017) e protecdo em injurias cerebrais (BROCCA; GARCIA-SEGURA, 2018; REDDY;
ESTES, 2016). Embora a literatura apresente importantes aspectos de neuroprotecao
ligados aos esteroides, muito dos aspectos de interagdes com outros fatores, como
administracdo de drogas (pilocarpina) e ma nutricao, ainda ndo foram explorados em

associacao.

A privacao nutricional precoce claramente prejudica o desenvolvimento cerebral,
tanto em ratos quanto em humanos. Os efeitos negativos do insulto peri-natal podem
perdurar por toda a vida, caso medidas de recuperagdo, tais como a nutricao
adequada, ndo forem tomadas. A nutricdo inadequada no periodo peri-natal esta
atrelado a perda de células granulares no hipocampo (ALAMY; BENGELLOUN, 2012).
Com a reabilitacdo alimentar, é possivel reverter mudancas sinapticas do periodo de
ma nutricdo (ALAMY; BENGELLOUN, 2012). A caréncia de nutrientes esta
diretamente associada ao prejuizo na reproducdo, devido ao dano na sintese das
gonadotropinas e outros fatores (IWASA et al., 2015). Accioly e Guedes (2017)
demonstraram uma forte interacdo entre a desnutricio precoce pos-natal e a

administracédo de estradiol e progesterona em parametros eletrofisiolégicos.
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A desnutricdo precoce ainda € um sério problema de saude publica, com diversos
efeitos negativos devido a suas enormes repercussdes (LEE, 2017). O stress
nutricional no inicio da vida, provavelmente, € pior do que durante fases mais tardias,
pois a necessidade de nutrientes especificos para o neurodesenvolvimento € alta
(PRADO; DEWEY, 2014). Além disso, os efeitos deletérios da desnutricdo pds-natal,
como o surgimento de doencas crénicas nao-transmissiveis, obesidade, sindrome
metabolica e dentre outras, por sua vez, podem ser explicados epigeneticamente
(CONRADT et al., 2018; DE LUCA et al., 2017).

A desnutrigdo na infancia resulta em problemas no sistema nervoso, como retardo
de migracdo de células granulares, atraso na astrogénese e regulacédo de respostas
adaptativas. Isto poderia causar futuras doengcas neuropsiquiatricas como
esquizofrenia e epilepsia (SCHWEIGERT et al., 2009; PORTO et al., 2010). Sendo
assim, € de interesse conhecer se outras substancias, além da recuperacao alimentar,
poderiam auxiliar ou, até mesmo, evitar os danos causados pelo insulto nutricional. A
administracdo tardia de testosterona, com seus possiveis efeitos neuroprotetores,
poderia atenuar 0s agravantes nutricionais e restabelecer, em certo grau, as funcdes

neurais.

Existem diversas linhas de investigacao cientifica que mostram uma relacéo entre
as alteragcbes hormonais gonadais e envolvimento com susceptibilidade as
convulsdes, embora os resultados ainda néo sejam claros. A utilizacéo terapéutica de
horménios sexuais, , a0 menos em alguns pacientes, seria benéfica, tanto para evitar
as desordens reprodutivas quanto para reducdo da ocorréncia de convulsées
(STEVENS e HARDEN, 2011). O tratamento crénico com pilocarpina constitui um
modelo experimental de Epilepsia do lobo temporal em animais, sendo afetada pelos
hormoénios gonadais (VALENTE et al., 2002). A castracédo ovariana em ratas adultas,
utilizando o modelo da pilocarpina, diminuiu a laténcia para o inicio do status
epilepticus, elevou a mortalidade dos animais tratados, diminuiu a duragao do periodo
de laténcia para crises esponténeas e elevou a morte celular hipocampal, quando
comparadas com as ratas ndo-castradas (VALENTE et al., 2002). Entretanto, dentre
os diversos esteroides sexuais, pouco se sabe a respeito do efeito da testosterona
sobre a excitabilidade cerebral, visto os poucos trabalhos encontrados a respeito

desse tema.
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Como um modelo experimental eletrofisioldgico de estudo, temos o fenébmeno
conhecido como Depressdo Alastrante Cortical (DAC). Esse fenbmeno pode ser
definido como uma resposta do tecido cortical, a um estimulo de natureza quimica,
mecanica ou elétrica. A resposta a estes estimulos consiste na reducdo da atividade
elétrica espontédnea em ratos e seres humanos. A DAC esté relacionada a algumas
doencas neuroldgicas, como enxaqueca com aura, epilepsia e migranea (GUEDES,
2011).

Assim, este trabalho tem como um dos objetivos descrever, pela primeira vez,
possiveis acfes eletrofisiolégicas da testosterona em adicdo com o tratamento com
pilocarpina em doses sub-convulsivantes, utilizando para isto o0 modelo da DAC; um
outro objetivo refere-se ao estudo das rea¢cdes comportamentais por meio dos testes
de labirinto em cruz elevado e memoria de reconhecimento. Sendo assim, investigou-
se também se a ma nutricdo poderia alterar as interacdes entre testosterona e

pilocarpina, nos modelos acima citados.

E de importancia consolidar os conhecimentos in vivo e in vitro sobre os efeitos da
interag&o testosterona/pilocarpina/desnutricdo no sistema nervoso central na DAC e
nos efeitos sobre comportamento e, a0 mesmo tempo, contribuir para a formacéo de

recursos humanos nessa area do conhecimento.

Toda a manipulacdo experimental in vivo referente a aplicacdo sistémica de
testosterona e pilocarpina, os registros da DAC e testes comportamentais foram
realizados no Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teodosio (LAFINNT) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob orientac&o do professor Dr. Rubem
Guedes e coorientacdo do Professor Dr. Ricardo Abadie Guedes. O resultado pioneiro
deste trabalho esta contido em um artigo original, intitulado: Testosterone influences
anxiety-like and memory responses, but not cortical spreading depression in rats:

modulation by pilocarpine and malnutrition (Apéndice A).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Testosterona: A¢des No Sistema Nervoso

A testosterona (androst-4-ene-17B-ol-3-one), muito além de suas funcdes sexuais
e reprodutivas, apresenta um importante papel no organismo como um todo,
especialmente no sistema nervoso (CELEC; OSTATNIKOVA; HODOSY, 2015). Este
esteroide sexual exerce profundos efeitos no desenvolvimento cerebral, diferenciagcao
sexual, controle nervoso central na puberdade, resposta ao estresse e diversas
funcdes no cérebro maduro, como cognicdo e memoéria (LACREUSE, 2012; SENEY,
2012). A testosterona é sintetizada no cérebro, nas gbnadas e nas glandulas adrenais
(CELEC; OSTATNIKOVA; HODOSY, 2015). A producdo de testosterona periférica
ocorre, principalmente, nos testiculos pelas células de Leydig. Quando a sintese de
testosterona ocorre no cérebro, os horménios sexuais podem ser denominados de
neuroesterdides (HEBERDEN, 2017). A natureza lipossoluvel do horménio permite

facilmente a travessia pela barreira hematoencefalica (ACAZ-FONSECA et al., 2016).

Sobre a fisiologia hipotalamica, o sistema de controle na produ¢cdo dos horménios
sexuais € dado pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal-testiculos (CORRADI et al.,
2016). Sabe-se da existéncia da producdo das Gonadotrofinas (GnRH) na area
hipotalamica do cérebro, a qual, por sua vez, age na hipéfise anterior, para controlar
a liberacdo do horménio foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH)
(CORRADI et al., 2016). Estes ultimos terdo efeito direto nas células de Leydig nos
testiculos para a producao de testosterona. O FSH atua na producéo e maturacao nas
células de Sertoli, nos testiculos (CORRADI et al., 2016). Logo, a testosterona € capaz
de regular seus niveis fisiolégicos por mecanismos de feed-back negativo, reduzindo
0 GnRH, LH e FSH (vide esquema na Figura 1) (CORRADI et al., 2016).
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Figura 1 - Eixo hipotalamico hipofisario gonadal (Retirado de Corredi et al., 2016)

A sintese dos esteroides sexuais ocorre dentro das mitocdndrias e reticulo
endoplasmatico, onde se dao diversas reacfes enzimaticas consecutivas
(SCHIFFER; ARLT; STORBECK, 2018) A testosterona possui um metabolismo
bastante complexo, visto que seus efeitos também podem ocorrer devido a sua
conversdo em estradiol, pela enzima aromatase (REDDY, 2013). A
dihidroepiandrosterona (DHEA), um dos metabdlitos da testosterona, é mais
concentrado no cérebro do que no plasma (HEBERTEN, 2017). Além disso, a
transformacdo em DHEA pela enzima 5-alfa redutase (vide esquema da Figura 2) é
responsavel também pela atuacdo em receptores androgénicos (AR;SCHIFFER;
ARLT; STORBECK, 2018) . A testosterona e seus metabdlitos atuardo nos AR através
dos efeitos gendmicos (lentos) e ndo gendmicos (rapidos) (CELEC; OSTATNIKOVA;
HODOSY, 2015). Os AR podem ser encontrados em diversas partes do nosso
organismo, com receptores para testosterona e estradiol principalmente no sistema

nervoso, especialmente hipocampo e hipotalamo (REDDY, 2017).
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Figura 2 - Metabolismo periférico da testosterona (Retirado de Corredi et al., 2016)

Sobre a forma como o horménio se dispde no organismo humano, sabe-se que a
testosterona total se encontra circulante no plasma distribuida da seguinte maneira:
2% na forma livre, 20 — 40% ligada a albumina e 60 — 80% ligada a SHBG (globulina
de ligacdo de hormonios sexuais (ASIH et al., 2017). Em situacdes de envelhecimento
ou deficiéncia de testosterona, 0s seus niveis séricos apresentam uma tendéncia a
diminuicdo (ZANCAN et al., 2017). Isto normalmente acomete individuos adultos e de
meia idade, para os quais a terapia com testosterona pode trazer inUmeros beneficios
(TRAISH, 2018). Contrariamente, o excesso de testosterona em mulheres, devido a
presenca de ovarios policisticos, € associado a resisténcia a insulina, bem como a
Diabetes Mellitus tipo 2 (ASIH et al., 2017). Desta forma, a administracdo de
testosterona parece ter respostas opostas em funcdo do sexo, tornando necessarios
mais estudos para esclarecimentos sobre os diferentes efeitos desse hormoénio em

homens e mulheres.

Os baixos niveis de testosterona estdo associados a um aumento da resisténcia a

insulina em homens (ASIH et al., 2017). Logo, alguns autores sugerem que isto levaria
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a um aumento na incidéncia de Diabetes Mellitus tipo 2 (ASIH et al., 2017). Além disso,
homens com deficiéncia de testosterona estdo expostos a uma maior incidéncia de
acidentes vasculares cerebrais (REDDY, 2017), aumento da glicemia e sindrome
metabdlica, que podem predispor a um maior risco de doencas
cardio/cerebrovasculares e a mortalidade por essas doencas (KUPELIAN et al., 2008).

Além das causas naturais, como a idade, a reducao da testosterona também pode
ocorrer em pacientes com cancer de prOstata, submetidos a orquidectomia
(MORGENTALER; TRAISH, 2018). Esta remocao aguda dos horménios masculinos
também é acompanhada de efeitos colaterais para o sistema nervoso, COmo um risco
aumentado para doencas cerebrovasculares (AZOULAY et al., 2011). A testosterona
tem sido prescrita, cada vez mais, para homens adultos e de meia idade com

diagnéstico de baixos niveis circulantes deste horménio (SINGH, 2014).

Em um estudo recente, Fanaei et al., (2014) demonstraram que a testosterona foi
capaz de reduzir a severidade do estresse oxidativo em ratos, em um modelo de
isquemia experimental. Neste mesmo estudo, este hormdnio aumentou os niveis de
BDNF (Brain- derived neurotrophic factor) no cérebro e promoveu a neurogénese nos
animais previamente submetidos a isquemia. Sendo assim, pode ser percebida uma
estreita relacéo entre os esteroides e fatores neurotroficos no cérebro, sugerindo um
efeito neuroprotetor em uma faixa fisiologica normal a elevada da testosterona
exogena (0,25 mg — 0,48 mg; PLUCHINO et al., 2013; HUPPENBAUER, 2005).

As acdes neuroprotetoras da testosterona atuam em outros tipos celulares, além
de neurbnios. A micréglia, os astrécitos, oligodendrdcitos e células endoteliais, que
sdo responsaveis pela nutricdo e apoio do SNC (de modo geral) podem ser protegidos
pelos horménios gonadais em situacdes de injuria. Nestes momentos de injdria, ou
dano cerebral, ocorrera uma resposta de ativacao de células, proliferacao, alteracdes
morfoldgicas e expressao de fatores inflamatorios localmente, (ACAZ-FONSECA et
al.,, 2016). A acdo neuroprotetora da testosterona ocorre modificando 0 numero de
astrocitos e microglia reativos e a expressdo de mediadores antiinflamatérios e
proinflamatérios (AREVALO et al., 2013).

Sobre parametros cognitivos, a acdo da testosterona ainda se apresenta
conflitante, embora alguns trabalhos sugiram efeitos protetores da memdaria e contra

a doenca de Alzheimer (ASIH et al., 2017). Essa neuroprotecao foi estudada em
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animais, sugerindo que a testosterona teria um papel em atuar, nas enzimas de
degradacéao das placas beta amiloides (YAN et al., 2019). Além disso, outros trabalhos
reforcam que a utilizacdo de testosterona poderia melhorar a memdéria espacial e a
memoria de referéncia em um teste de Water Maze modificado (SPRITZER et al.,
2011), coordenacdo motora e efeitos antioxidantes cerebrais (ZHANG, 2013;
ARAGNO, 2000) e, ainda, promover a neurogénese no hipocampo (OKAMOTO, 2012;
HEBERDEN, 2017).

Sobre as relagdes de nutricdo e hormdnios gonadais, Levay et al. (2010) mostraram
uma relacao entre a restricdo calorica e os niveis circulantes dos horménios, levando
a um aumento dos niveis de corticosterona e diminui¢cdo da testosterona. Os efeitos
da desnutrigdo peri-natal também séo capazes de repercutir negativamente na sintese
da testosterona, durante a vida adulta (IWASA et al., 2015). Outros trabalhos sugerem
gue o conteudo da dieta (diferentes fontes de proteinas e lipideos) poderia alterar o
metabolismo da testosterona, através da atividade de enzimas esteroidogénicas,
modificando seus niveis circulantes (MCVEY et al., 2008). Portanto, € necessario o
suprimento correto de nutrientes para que nao ocorra prejuizo na sintese dos
hormoénios sexuais, uma vez que a producdo adequada € dependente do estado
nutricional (KACZMAREK; MENDOZA; KOZAK, 2016)

A nutricdo inadequada em adolescentes atletas pode interferir no balanco
hormonal, com atraso ou desregulacdo na menstruacao (MAIMAUN et al., 2014). Esta
condicdo ndo é incomum, pois uma intensidade elevada do exercicio fisico em
situacOes desportivas normalmente eleva o gasto energético (MAIMAUN et al., 2014).
Por isso, uma atividade fisica extenuante associada a uma dieta insuficiente, pode
trazer prejuizo a fertilidade (MAIMAUN et al., 2014). A demanda energética durante
os periodos de crescimento e desenvolvimento também sdo elevadas, necessitando
ainda mais de um suporte nutricional adequado (MAIMAUN et al., 2014). Dessa forma,
a oferta balanceada de nutrientes ou a desnutricdo podem interferir no sistema

hormonal dos individuos, com destaque para os esteroides.
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2.2 Desnutricdo, Desenvolvimento Cerebral E Doencgas Neurologicas

As situacdes de desnutricdo ou restricdo calorica tiveram bastante destaque na |l
Guerra mundial, crises de alimentos em paises asiaticos, desnutricio na Africa e Brasil
e outros paises asiaticos (LEE, 2017). Esse tema, infelizmente, ainda € um problema
mundial, afetando 3,5 milhGes de pessoas, especialmente as maes e criangas
menores de 5 anos de idade (DE ONIS; BRANCA, 2016). A desnutricdo pode ser
definida como uma forma de ma nutricdo, na qual todos os nutrientes estéo
disponiveis, porém em quantidades insuficientes (ALAMY; BENGELLOUN, 2012). E
importante salientar também que a desnutricdo é uma condicdo que afeta diversos

pacientes hospitalares, muitas vezes negligenciados (CORKINS et al., 2014).

Experimentalmente, a desnutricdo ou limitagao de nutrientes pode ser imposta aos
animais, através de dietas pobres em nutrientes especificos (em quantidade ou
gualidade), como é o caso da dieta basica regional (DBR). Esta dieta apresenta, como
vantagem, uma distribuicdo homogénea na pesagem dos animais comparada aos
outros modelos para desnutricdo animal. A restricdo da quantidade de alimento cerca
de 50% do total ofertado aos animais, impedimento as tetas das ratas e técnica de
manipulacédo de grandes ninhadas também sdo alguns dos modelos de desnutricdo
conhecidos (ALAMY; BENGELLOUN, 2012). Neste ultimo, os animais sdo desnutridos
por competicdo, visto que as ninhadas sdo aumentadas, de 9 filhotes (condicéo
controle) para 15 filhotes por rata, limitando o acesso dos filhotes ao leite (ACCIOLY;
GUEDES, 2017). A duracdo da restricdo de nutrientes pds-natal imposta por este
modelo estende-se até a data do desmame (25 dias), sendo classificada como

desnutricdo crénica moderada.

A infancia é um periodo da vida bastante sensivel aos insultos nutricionais,
situacdo em que podem ocorrer disfun¢gdes cognitivas e doencgas neuroldgicas, como
a epilepsia em humanos (SCHWEIGERT et al., 2009). Durante essa fase de
crescimento acelerada, o cérebro em desenvolvimento devera ser capaz de sintetizar
seus componentes celulares, como acidos nucléicos e proteinas, simultaneamente
aos processos de neurogénese, gliogénese, migracdo de neurdnios e glia e
diferenciacdo celular (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Acredita-se que a

desnutricdo, no inicio da vida, aumenta as chances de surgimento de doencas



21

neuroldgicas, na vida adulta (CABRAL et al., 2012). A desnutricdo precoce esti
intimamente relacionada com retardo nos processos de migracdo de células
granulares, atraso na astrocitogénese e neurogénese, implicando em manutencéo de
células anormais (SCHWEIGERT et al., 2009). Dessa maneira, € justificado o modelo

de desnutricdo experimental, no inicio da vida.

Sobre a relagdo entre desnutricdo e comportamento, a literatura mostra que
periodos curtos de inadequacdo dietética, durante a época peri-natal, interferem

negativamente na ansiedade e cogni¢céo (BELLUSCIO et al., 2014)

A relacdo entre desnutricdo e atraso na maturacdo sexual é bastante conhecida.
O eixo hipotdlamo-hipofise-gonadal é bastante sensivel a mudancas nutricionais, visto
gue a desnutricdo afeta, especialmente, a producdo do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) pelo hipotdlamo (IWASA et al.,, 2015) Em ratas, quando
desnutridas precocemente, observa-se um atraso na maturacdo sexual, sendo
marcada por aberturas vaginais mais tardias do que comparadas as ratas bem
alimentadas (MATTOS et al., 1979). Além disso, a desnutricdo, no periodo peri-natal,
também é associada com atraso na maturacdo sexual, distarbios no ciclo estral e
alteracdo do comportamento sexuais nas ratas. A desnutricdo, nesse caso, também
sugere um aumento de risco de doencas metabdlicas (MATSUZAKI et al., 2018).

Estes trabalhos sdo convergentes com as evidéncias em humanos.

Em mulheres atletas, a pouca oferta de nutrientes, por exemplo, pode prejudicar
a fertilidade e levar até a amenorréia. A caréncia de nutrientes, além dos prejuizos na
reproducdo, tem sido relacionada com o aparecimento de doencas neuroldgicas,
como a epilepsia e esquizofrenia (SCHWEIGERT et al., 2009).

2.3 Epileptogénese, Hormbnios Gonadais E Modelo Da Pilocarpina

No mundo inteiro, aproximadamente 65 milhdes de pessoas sofrem de Epilepsia,
sendo a prevaléncia dessa doenca maior nos paises em desenvolvimento (TELLEZ-
ZENTENO e HERNANDEZ-RONQUILLO, 2012). A epilepsia pode ser caracterizada

como uma desordem neurologica cronica, culminando em episédios de crise
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convulsivas (ATIF; SARWAR; SCAHILL, 2016). Esta doenca pode advir de causas
genéticas ou ambientais e, normalmente, € caracterizada por uma série de limitacdes
na qualidade de vida do individuo (REDDY, 2017). Um dos tipos mais comuns de
Epilepsia, na vida adulta, é a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT; REDDY, 2017). AELT
tem inicio especialmente nas regides limbicas do cérebro, dentre elas o hipocampo.
Além disso, a maioria dos casos é farmaco-resistente (REDDY, 2017). A ELT
apresenta-se de maneira diferente entre os sexos, sendo que nos homens esta
associada com anormalidades morfométricas, na regido frontal do cérebro (REDDY,
2017). No caso das mulheres, as alteragOes provocadas pela ELT se concentram em
areas temporais (REDDY, 2017).

Individuos epilépticos apresentam uma forte tendéncia em possuir desregulacdes
enddcrinas (TAUBQLL; SVEBERG; SVALHEIM, 2015). A prépria doenca em si e
alguns dos medicamentos utilizados para tratar a doenca podem inibir ou interferir,
diretamente, na producédo dos hormdnios sexuais. A hiperexcitabilidade elétrica numa
crise convulsiva pode ser capaz de influenciar as regides cerebrais capazes de
produzir hormonios sexuais. Por isso, ha forte relacdo entre a doenca Epilepsia e os
horménios sexuais (PENELL, 2009). Homens e mulheres epilépticos sdo atingidos por
problemas relacionados a disfuncdo sexual, infertilidade, problemas de libido,
sindrome do ovario policistico e irregularidades na menstruacgéo, dentre outros fatores
(PENELL, 2009). As mulheres, devido a natureza ciclica do periodo menstrual, podem
sofrer descontrole da doenga, ou mesmo ter suas crises associadas a oscilacao
hormonal ciclica menstrual (“epilepsia catamenial” ; SIDDIQUI et al., 2016). Neste
grupo especifico, problemas de eficacia quanto ao uso de pilulas anticoncepcionais,
dispositivo intrauterino (DIU) de mirena, injegcBes com metabdlitos sexuais e entre
outros métodos de controle de natalidade s&o frequentes (PENELL, 2009). Nos
individuos do sexo masculino, entretanto, que ndo possuem uma variacdo hormonal
mensal explicita, € mais dificil o estudo das relacdes entre a testosterona e a Epilepsia
(REDDY, 2014).

Dessa forma, alguns estudos sugerem que homens podem apresentar uma maior
susceptibilidade as crises epilépticas, comparados as mulheres (REDDY, 2017), que
teriam a protecao estrogénica. A variacéo do ciclo menstrual, puberdade e menopausa
podem interferir no padrdo de crises epilépticas, como dito anteriormente. Estudos

pré-clinicos sugerem que a administracdo de hormoénios, antes da menstruagéo,
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poderia prevenir a ocorréncia de convulsdes (STEVENS e HARDEN, 2011). Os efeitos
dos hormonios femininos, estradiol e progesterona, exercem um papel excitatorio e
inibitorio, respectivamente. Entretanto, pouco se sabe a respeito da testosterona e

seus metabdlicos androgénicos sobre a excitabilidade cerebral.

Em animais de laboratério, € possivel associar a deficiéncia ou administracao de
horménios com disturbios da excitabilidade cerebral para estudar melhor a epilepsia.
Com base em evidéncias de diferentes laboratérios, 0 modelo da Pilocarpina parece
representar uma importante ferramenta para o estudo experimental da Epilepsia do
lobo temporal (CURIA et al., 2008). Este modelo € utilizado para compreender os
mecanismos basicos da epileptogénese. A pilocarpina atua nos receptores
muscarinicos e provoca convulsées sucessivas (status epilepticus), através de uma
Unica injecao intraperitoneal (300 — 380 mg/kg; GUEDES; CAVALHEIRO, 1997). As
convulsdes sucessivas induzidas pela pilocarpina podem causar dano cerebral
(TURSKI, 1989). Entretanto, doses mais baixas, ou sub-convulsivantes (de 45 a 190
mg/kg) de pilocarpina, administradas de forma aguda (em dose Unica) podem
antagonizar a DAC (GUEDES E VASCONCELOS, 2008). No entanto, nenhuma
informacgé&o esté disponivel, na literatura, acerca da interacao testosterona/pilocarpina
em doses sub-convulsivantes, em relacdo a DAC e a alteracdes de comportamentos

de ansiedade e memoria.

2.4 Depressao Alastrante Cortical

A DAC foi inicialmente descrita por um neurocientista brasileiro, o Dr. Aristides
Ledo (LEAO, 1944), durante seus estudos doutorais no exterior e consiste em uma
diminuicdo (“depressao”) da atividade elétrica do tecido cerebral, que se propaga
(“alastrante”) de forma concéntrica (com velocidade da ordem de 2 a 5 mm/min), a
partir do ponto onde se iniciou, estendendo-se para todo o restante do tecido neuronal.
A depressdo do EEG é acompanhada do aparecimento de uma “variagao lenta de
voltagem” (VLV) na regido do cérebro invadida pelo fendmeno, em consequéncia a
estimulacg&o elétrica, mecanica ou quimica, de um ponto da superficie cerebral (LEAO,
1947). Como regra geral, a recuperacdo completa do tecido cortical é obtida apo6s
alguns minutos (GUEDES, 2011). A VLV possui uma forma de onda bem definida,



24

7

com inicio e fim faceis de identificar; por isso, € muito usada para se calcular a

velocidade com que o fenbmeno se propaga pelo tecido nervoso.

Mecanismo humorais sédo postulados para a propagacéo do fenbmeno. A liberacéo
de um ou mais fatores quimicos pelas células neurais, no momento em que elas
fossem submetidas a DAC, tem sido sugerida como mecanismo que garantiria a sua
propagacado. Tais fatores quimicos, a propor¢ao que fossem se difundindo através do
espago extracelular, ao atingir as células vizinhas, deflagariam nelas o fenébmeno e
assim sucessivamente. Essas células, uma vez “deprimidas” eletricamente, também
passariam a liberar os mesmos fatores que contaminariam outras células, e assim por
diante, dando lugar a uma propagacao automantida e sustentada (LEHMENKUHLER
et al., 1993). Evidéncias também sugerem envolvimento de radicais livres produzidos
pelo tecido nervoso (ABADIE-GUEDES et al., 2008) ou de neurotransmissores, sendo
gue alguns neurotransmissores podem facilitar a propagacdo da DAC, e outros,
podem dificultéa-la (GUEDES, 2011). A figura 3 ilustra o fenébmeno.

v a]

Figura 3 - Esquema da sequéncia temporal ciclica de eventos da depresséo alastrante cortical (DAC;
adaptado de Guedes, 2011). Em “a”, um cdrtex normal e nele o ponto estimulado (x), iniciando a DAC.
Na sequéncia, indicada pelas setas, a propagacao concéntrica do fendmeno da DAC estd ilustrada nos
momentos “b” a “d”. As areas em branco representam porgées do tecido cortical invadidas pelo
fenbmeno em tempos sucessivos. As areas quadriculadas, (nos momentos “c” a “f’) indicam regibes
gue ja sofreram a DAC e agora estédo se recuperando (areas refratarias a uma nova estimulacdo). De
“b” a “f’, observa-se que propagacdo (area branca) e recuperacao (area escura) dao-se de forma

concéntrica, sendo o ponto inicialmente estimulado o primeiro a se recuperar totalmente. Finalmente,
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retorna-se a situagéo inicial (em “a”), em que todo o tecido se mostra completamente recuperado. No
centro da figura, um tracado de registro demonstrando o eletrocorticograma (ECoG) e a variacéo 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.

Em ratos adultos normais, a DAC se alastra com velocidades da ordem de 3 a 4
mm/min. Alteracbes na velocidade de propagacdo indicam modificacdes
neurofisiolégicas, que podem ser provocadas por diversas condigcbes de natureza
ambiental, hormonal, farmacoldgica e nutricional. Assim, o fenbmeno pode ter grande
utilidade como um modelo experimental. A DAC é um fendmeno reversivel e tem sido
registrado em inUmeras espécies de vertebrados (SPONG et al., 2016), inclusive no
homem (LAURITZEN e STRONG, 2017). Ela parece estar envolvida na fisiopatologia
de importantes manifestacdes clinicas neurolégicas, tais como a enxaqueca com aura,
a epilepsia e a isquemia cerebral (LEAO, 1944; LEHMENKUHLER et al., 1993;
GUEDES e CAVALHEIRO, 1997; DREIER et al., 2009). Considerando que seus
mecanismos ainda ndo se encontram completamente esclarecidos, estudos que

envolvem o fendmeno poderiam contribuir para elucida-los.

Estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram, de forma dicotémica,
alteracdes eletrofisiologicas cerebrais (ACCIOLY et al., 2012; Accioly e Guedes, 2017)
e comportamentais (Accioly e Guedes, 2017), em resposta a deficiéncia (ACCIOLY et
al., 2012) ou ao excesso (ACCIOLY e GUEDES, 2017) de hormbnios ovarianos, no
inicio da vida. Este ultimo trabalho mostrou que a administracdo de estradiol e
progesterona no inicio da vida, modulada pela desnutricdo, foi capaz de afetar
negativamente a memoria nas ratas adultas. Sobre o parametro eletrofisiologico, a
administracdo desses hormonios ovarianos foi capaz de acelerar a velocidade de

propagacéo do fenémeno.

Tais resultados confirmam a relevancia dos hormdénios gonadais, em processos
importantes do sistema nervoso e contribuem para mais esclarecimentos a respeito
do fendmeno da DAC. Assim, o fendmeno pode ser usado com grande utilidade como

um modelo experimental.
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Tabela 1 - Algumas condi¢des que facilitam a propagacéo da DAC

Condicao experimental

Autor/Ano

Reducéao do cloreto extracelular

GUEDES e DO CARMO, 1980

Deficiéncia nutricional pela DBR*

ROCHA-DE-MELO e GUEDES,
1997

Hipoglicemia

COSTA-CRUZ E GUEDES,
2001

Privacdo do sono paradoxal

VASCONCELOS et al., 2004

Condicao desfavoravel de lactagédo

ROCHA-DE-MELO et al., 2006

Etanol (cronico)

ABADIE-GUEDES et al., 2008

Hipertermia ambiental

FARIAS-SANTOS et al., 2009

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

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

Tratamento com o0 antagonista serotoninérgico

Tianeptina

AMANCIO-DOS-SANTOS et al.,
2013

Tratamento com glutamato monossoédico (via

subcutanea)

LIMA et al., 2013

Tratamento com dexametasona

LOPES-DE-MORAIS et
2014

al.,

Tratamento com acido sialico

MEDEIROS et al., 2016

Tratamento com Estradiol e Progesterona

ACCIOLY & GUEDES, 2017
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Tabela 2 - Algumas condi¢cBes que dificultam a propagacéo da DAC

Condicao experimental

Autor/Ano

Tratamento dietético com litio

GUEDES et al., 1989

Envelhecimento

GUEDES et al., 1996

Hiperglicemia

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

Estimulacdo ambiental multi-sensorial

SANTOS-MONTEIRO et
2000

al.,

Ativacédo do sistema serotoninérgico

AMANCIO-DOS-SANTOS et al.,
2006

Condicdes favoraveis de aleitamento

ROCHA-DE-MELO et al., 2006

Pilocarpina (doses subconvulsivantes)

GUEDES e VASCONCELOS et
al., 2008
MENDES-DA-SILVA et al., 2018

Tratamento de ratos adultos com triptofano

(precursor da serotonina)

TRINDADE-FILHO et al, 2009

Abolicdo da funcao ovariana (castra¢do) no inicio

da vida

ACCIOLY et al., 2012

Tratamento com o antagonista opi6ide Naloxone

GUEDES et al., 2013

Dieta hiperlipidica

GERMANO et al., 2013

Tratamento com Taurina

FRANCISCO E GUEDES, 2015

Portanto, em virtude do que foi exposto acima, decidimos investigar se a

administracdo (ou reducdo) de testosterona, na vida adulta em ratos nutridos e

desnutridos, associada a pilocarpina, poderia modular o tecido cortical do ponto de

vista eletrofisiolégico. Através do fendmeno da depressao alastrante cortical (DAC),

as caracteristicas de velocidades, duracdes e amplitudes foram avaliadas. Além disso,

investigamos também alguns aspectos comportamentais, nas condicfes acima

citadas, avaliando os parametros de ansiedade e memoria de reconhecimento.
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3 HIPOTESES

A testosterona administrada na vida adulta, em ratos nutridos e desnutridos,

tratados ou ndo com a pilocarpina, ird provocar:

(1) diminuicdo dos indicadores de ansiedade, no teste de labirinto em cruz
elevado (LCE);

(2) beneficio na eficiéncia hipocampal, nos testes de memadria de reconhecimento
de objetos

(3) reducéo na velocidade do fenémeno da depressao alastrante cortical (DAC);
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o papel da testosterona em adi¢ao a pilocarpina, sobre a excitabilidade

cerebral, na depresséo alastrante cortical (DAC) e investigar a memoria e ansiedade,

através de testes de comportamento em ratos Wistar nutridos e desnutridos.

4.2

Objetivos Especificos

Em ratos adultos, amamentados em condi¢cdes normais ou desfavoraveis de

lactacdo, que foram submetidos a castracdo e/ou tratamento com pilocarpina e/ou

testosterona, avaliar:

» A evolucdo ponderal e o peso do cérebro (ao final do registro

eletrofisioldgico) como indicadores de efeitos sobre o desenvolvimento

corporal e cerebral;

Pesos testiculares (ao final do registro, como indicador de eficiéncia na

administracao de testosterona);

Analisar as variaveis da “depresséao alastrante cortical” (velocidade de
propagacdo, amplitude e duragdo), como indicador de efeitos

eletrofisiologicos cerebrais;

Realizar testes comportamentais de memoéria, como indicador de

alteragOes hipocampais;

Avaliar o desempenho no labirinto em cruz elevado, como indicador de

comportamento de ansiedade;

Investigar a interacdo testosterona/pilocarpina, sobre a suscetibilidade
cortical ao fendbmeno da DAC, e;
Comparar os resultados acima com animais previamente desnutridos,

durante a fase de lactacéo.
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5 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais descritos a seguir foram previamente
submetidos a andlise e aprovacéo pela Comissio de Etica em Experimentacdo Animal
da UFPE (Processo n° 23076.015656/2015-33 — ANEXO C) Os experimentos foram
realizados no “Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddsio” (LAFINNT), do
Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) - Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). As normas adotadas sao as 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 e Modelo de Desnutricao

Foram utilizados 189 ratos albinos, machos, da linhagem Wistar, provenientes
do Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Esses animais foram alojados em gaiolas de polipropileno (51 cm x 35,5 cm
x 18,5 cm) mantidos sob condi¢cdes padrdo do biotério. A sala era mantida em
temperatura de 23+1° C, com um ciclo artificial claro-escuro de 12/12 horas (o claro
iniciando-se as seis horas), com livre acesso a agua e comida. Para as determinacdes
experimentais, os ratos foram distribuidos aleatoriamente, vinte e quatro horas apoés
0 parto (primeiro dia de vida: considerou-se o dia de nascimento como dia zero); 0s
filhotes de varias maes foram reunidos e distribuidos para constituir os dois grandes

grupos, nutricionalmente distintos.

O modelo de desnutricdo que utilizamos consistiu no uso de ninhadas formadas
por 15 filhotes de ambos os sexos (desnutricdo por competicdo, com reducdo do
consumo de leite materno). Os animais assim desnutridos foram comparados a ratos
nutridos, amamentados em ninhadas com 9 filhotes por mée. Este modelo de
desnutricdo tem sido utilizado em trabalhos anteriores do LAFINNT (ACCIOLY e
GUEDES, 2017, MEDEIROS et al.,, 2016; BATISTA DE OLIVEIRA et al., 2012;
ROCHA-DE-MELO et al., 2006).

Apoés o desmame (25 dias), os filhotes passaram a receber a dieta padréo do
biotério, com 23% de proteina (PRESENCE-Purina do Brasil Ltda), até o dia do
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registro da DAC. Os animais, quando atingiram a idade de 91 a 95 dias (P91-95),
passaram pela avaliagdo comportamental e, posteriormente, dos dias 96 a 120 de

idade, foi realizado o registro da DAC.

5.2 Delineamento Experimental e Procedimentos Cirlrgicos

Quando os ratos atingiam a idade de 60 dias, foram anestesiados com uma
solucéo de Tribromoetanol (250mg/kg, i.p) para realizacdo da orquidectomia. Apds o
inicio da anestesia, os animais foram submetidos a limpeza na pele escrotal (com
alcool 70%) seguida em uma incisdo de 1 cm nesta regido e os testiculos foram
extraidos, como descrito por Chai et al., (1999). Os grupos SHAM receberam as
incisbes, sem remocao dos testiculos. A taxa de mortalidade, ap6s os procedimentos
cirdargicos, foi baixa (6,3%). Um antisséptico local foi aplicado na pele suturada e os
animais receberam uma injegéo intramuscular de Penicilina Benzatina (30,000 Ul). Os
procedimentos de sutura foram feitos em todos os grupos. Os ratos ficaram em
observacédo durante 1 hora apés a cirurgia, sob o aquecimento com luz para serem
devolvidos ao biotério, com livre acesso a agua e racdo. A eficacia da orquidectomia
era confirmada no dia do sacrificio, quando os testiculos dos grupos SHAM foram
pesados e verificacdo dos animais CAST. Para cada uma das duas condi¢oes

nutricionalmente distintas (nutridos e desnutridos), 4 grupos foram criados:

e (castr+v): grupo com reducdo de testosterona; os animais foram
submetidos a cirurgia de orquidectomia (com remocéao cirdrgica dos
testiculos) e administracédo de solucédo veiculo (6leo de milho);

e (sham+v): grupo controle; os animais foram submetidos a uma
“pseudo” orquidectomia (sem remocao cirdrgica dos testiculos) na idade
adulta (aos 60 dias de idade), como descrito por Valente et al. (2008) e
administracao de solucéo veiculo (6leo de milho);

e (sham+t): grupo com testosterona em excesso; 0s animais foram
submetidos a uma “pseudo” orquidectomia (sem remocéao cirargica dos

testiculos) e receberam solucao de propionato de testosterona;
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e (castr+t): grupo com reposicdo de testosterona; os animais foram
submetidos a cirurgia de orquidectomia (com remocgéao cirdrgica dos

testiculos) e receberam solucéo de propionato de testosterona.

No total, foram formados 16 grupos, sendo 8 nutridos e 8 desnutridos, como

ilustra a figura abaixo:

A Male rats

Well-nourished Malnourished

[v+sal H{ T+Sal | [v+Sal H{ T+Sal | |v+Sal H T+Sal | | v+Sal H{ T+Sal |
[v+Pilo F{T+Pilo | [ V+Pilo | T+Pilo | |V+Pilo F{T+Pilo | | v+Pilo | T+Pilo |
B ' . _ Behavioral CSD
Lactation Testosterone Pilocarpine tests recording
l Ivehicle \ Isalmle l /

" day0-25 61-67 6990 9195  96-120
| | H—H H—H |
60

Castration/ sham

Figura 4 - Representacdo esquematica dos grupos experimentais e linha do tempo de intervencées do

tratamento.
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5.3 Peso Corporal, Cerebral e Testiculares

Os pesos foram aferidos com auxilio de uma balanca eletrénica Filizola, modelo
MF-3/1 (capacidade de 3,0 Kg e escala em divisdo de 0,5g), aos 30, 60 e 90 dias de

vida. Os pesos cerebrais e testiculares foram aferidos no dia do sacrificio.

54 Tratamento com Testosterona

O tratamento com propionato de testosterona ocorreu no dia seguinte apos a
orquidectomia. Os animais foram tratados do 61° ao 67° dia de vida com testosterona,
por via intramuscular, na dose de 1mg/kg/dia (solucdo contendo 0,2 mg testosterona
dissolvida em cada 0,1 ml de 6leo de milho) adaptado de Chai et al. (1999) e

Seyedreza; Alireza; Seyedebrahim (2012).

5.5 Tratamento com Pilocarpina

Em cada um dos quatro grupos descritos (dois castrados e dois sham), metade
dos animais (n=10) recebeu pilocarpina (45mg/kg/dia, i.p.), € a outra metade (n = 10)
recebeu o veiculo (solucdo salina) durante 3 semanas, a partir do 69° dia de vida.
Antes da administracao da pilocarpina (30 min), foi administrado intraperitonealmente
uma injecdo de metil brometo de escopolamina (1 mg/kg) para prevencéao de ativacao
colinérgica periférica (MENDES-DA-SILVA; FRANCISCO; ARAUJO GUEDES, 2018).

5.6 Avaliacdo Comportamental

Todas as sessdes dos testes comportamentais foram filmadas em uma sala
com luz reduzida. A intensidade da luminosidade no teste de labirinto em cruz elevado
foi: 205 lux nos bragos abertos, 53 lux nos bragos fechados e 135 lux no centro do
aparato. Nos testes de memoria, a intensidade da luminosidade foi de 151 lux. Uma

camera de video foi instalada no teto da sala e posteriormente os videos foram
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analisados com o software ANYmaze® (version 4.99 m; Stoelting, Co., Wood Dale,
IL, USA).

5.6.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O teste consiste em colocar o animal em um labirinto em forma de cruz, elevado
do solo (55 cm acima do ché&o), formado por uma regiao central (quadrado, 10 x 10
cm), dois bragos fechados por paredes e dois abertos (cada um medindo 49 cm de
comprimento e 10 cm de largura) - ver figura 6. Neste teste é analisada a frequéncia
de entradas e o tempo gasto em cada tipo de braco. O animal normalmente explora
os dois tipos de braco, porém entra mais e permanece mais tempo nos bracos
fechados. Considera-se a porcentagem da preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos
bracos abertos e pelos fechados um indice fidedigno de ansiedade: quanto maiores
0s niveis de ansiedade, menor a porcentagem de entradas nos bracos abertos e de

tempo gasto nos mesmos, e vice-versa (PELLOW e FILE, 1986).

|

@

0.49m

0,50m

0,55m

Figura 5 - Labirinto em cruz elevado
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O procedimento foi realizado entre as 13:00-15:00, utilizando animais aos 80
dias de vida. No dia do experimento, os ratos eram colocados na sala experimental,
na qual permaneciam por 30 minutos antes do inicio do teste, para adaptacéo ao novo
ambiente. O animal foi colocado no centro do aparato cuidadosamente com o focinho
voltado para um dos bracos fechados, sendo permitida a livre exploragédo por 5
minutos. A cada animal testado, o labirinto foi limpo com alcool a 70%, respeitando

um intervalo de 1 minuto para que secasse completamente.
Posteriormente, foram analisadas as seguintes categorias comportamentais:

a) Numero de entradas nos bracos abertos e fechados: Foi considerada uma
entrada, quando o animal entrava com a cabeca e as quatro patas no braco;

b) Tempo gasto em cada um dos bracos;

(‘ =

089m

A
v

N

Figura 6 — Arena circular para o teste de reconhecimento de objetos
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5.6.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

Ao completar 95 dias de idade, nestes testes foram avaliadas as diferengas entre
0S grupos, na capacidade de identificacdo de objetos, com base na sua localizacéo
(reconhecimento espacial) e formatos (reconhecimentos de formas) utilizando o

mesmo aparato do campo aberto.

Para cada teste, eram realizadas duas tarefas: os animais, em um primeiro
ensaio, exploraram por 5 minutos o aparato. No segundo ensaio, apos 50 minutos,
foram avaliados o reconhecimento das caracteristicas de localizacdo espacial e forma
dos objetos, como descrito adiante. Se, nessa segunda analise, diante de dois objetos,
um conhecido e outro desconhecido, o rato reconheceu o0 objeto apresentado na
primeira analise, ele, entdo, passaria mais tempo explorando o objeto desconhecido,
demonstrando assim reconhecimento do objeto previamente apresentado. Entre as
sessOes, 0s objetos, bem como o campo aberto, foram adequadamente limpos com
alcool a 70%, para eliminar pistas olfativas que pudessem influenciar o ensaio

seguinte.

O critério utilizado para definir exploragéo foi quando o animal estava tocando os
objetos, pelo menos com o focinho (O'CALLAGHAN, et al., 2007). Para avaliar a
distincdo de localizacdo espacial: dois objetos idénticos (A e B) foram colocados em
determinadas posi¢cées no campo aberto. Passados 50 minutos, os animais foram
novamente colocados no campo aberto (segundo ensaio) na presenca dos mesmos
objetos (A e B), todavia, neste segundo momento, a posi¢cao de A se mantém (posicao
conhecida), ja a localizacdo de B modifica-se. Se o animal distingue uma posicao
desconhecida, ele gasta mais tempo explorando o objeto nessa posi¢cdo. Na
discriminagdo das formas: dois objetos idénticos (A e B) foram posicionados na arena
para o primeiro ensaio. Ap6s 50 minutos, os animais foram recolocados no campo
aberto (segundo ensaio) com 0 mesmo objeto A (conhecido), porém, o objeto B foi
substituido por outro, C (desconhecido), da mesma cor, tamanho e cheiro do objeto
A, mas com uma forma diferente. O animal demonstra que pode diferenciar as formas
guando, nessa segunda sessdo, passa mais tempo explorando o objeto com a forma
desconhecida. Similar as andlises de Akkerman et al., (2012) foram utilizados dados

referentes ao indice de discriminacao (%), fundamentado no tempo de exploracdo no
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objeto novo e no objeto familiar (quanto a forma ou localiza¢éo), em relacdo ao tempo

total de exploracdo do animal.

5.7 Registro da Depressao Alastrante Cortical (DAC)

No dia do registro, os animais com idades entre (96 — 120 dias) foram
anestesiados com solucéo de Uretana a 10% e Cloralose a 0,4% na dose de 10ml/Kg
de peso corporal (1g/kg de uretana + 40mg/kg de cloralose) por via intraperitoneal.
Foram trepanados trés orificios no lado direito do cranio, alinhados paralelamente a
linha média. O primeiro orificio de 2-3 mm de diametro, na regiao frontal, foi trepanado
para a estimulacdo necesséria a deflagracdo da DAC. Os outros dois, de 3-4 mm de
didmetro, na regido parietal, foram destinados a colocacdo de dois eletrodos
registradores através dos quais se realizou o registro eletrofisiolégico. Um terceiro
eletrodo, usado como referéncia comum, foi localizado sobre 0 0osso nasal. Durante o
registro, a temperatura retal do animal foi mantida estavel (37+1 grau) por meio de um
aquecedor elétrico. Os eletrodos eram constituidos por pipetas plasticas cénicas (com
5 cm de comprimento e ponta com 0,5 mm de diametro interno maximo), preenchidas
de solucéo ringer solidificada pela adicdo de 0,5% de agar. Nessa solucéao, um fio de
prata que foi previamente submetido a cloretagéo é inserido gerando um sistema do

tipo “prata — cloreto de prata”.

A cada 20 minutos, a DAC foi desencadeada por estimulacdo quimica: uma
pelota de algodao, embebida em solucéo de KCl a 2%, foi colocada em contato com
a superficie cortical, através do orificio de estimulacdo, durante um minuto sobre a
dura-mater intacta. Apos esse tempo, a pelota de algodao é retirada e a regido é

enxugada, a fim de remover o excesso de KCI, interrompendo o estimulo quimico.

Foi calculada a velocidade de propagacao da DAC, dividindo-se a distancia entre
os dois pontos corticais de registro (distancia fixa para cada experimento) pelo tempo
necessario para que uma onda da DAC percorra essa distancia. Foram também
medidas a amplitude (em mV) e a duracéo (em s) do componente negativo da variacao
lenta de voltagem da DAC, como descrito previamente (ACCIOLY e GUEDES, 2017).
Na figura abaixo, encontra-se o esquema do registro eletrofisiologico da DAC.
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J\, P1

Figura 7 - Esquema do registro eletrofisiologico da DAC. Em “A”, desenho do crénio de um rato com a

identificagdo dos trés orificios necessarios ao experimento. O orificio “KCI” corresponde ao local de
estimulagdo (na regido frontal); os orificios “1” e “2” correspondem aos dois pontos de registro da DAC
na regido parietal. Os eletrodos registradores colocados nos pontos 1 e 2 medem as variacdes lentas
de voltagem (VLV) da DAC, em relacdo a um eletrodo de referéncia comum (R), colocado sobre os
0ss0s nasais. Em “B”, dois tracados de registro (VLV) da DAC, em que a barra horizontal representa o
tempo de 1 minuto (referente a presenca 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.

5.8 Eutanasia

Ao final da sesséo de registro, estando o animal ainda anestesiado, era realizada
perfusao transcardial nos animais com solucao de paraformaldeido (4%). Os cérebros

eram pesados e armazenados em geladeira, para analises de imuno-histoquimica.
5.9 Analise Estatistica

As diferencas inter-grupos foram analisadas por meio da analise de variancia
(ANOVA, de duas vias) seguida do teste de Holm-Sidak. Para isto, foi utilizado o
programa “Sigmastat”, versado 3.1. Foram consideradas significantes as diferencas em

que p < 0,05.



6 RESULTADOS

O resultado pioneiro deste trabalho esta contido em um artigo original, intitulado:
Testosterone influences anxiety-like and memory responses, but not cortical

spreading depression in rats: modulation by pilocarpine and malnutrition

39
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Desta maneira, como consideragdes finais, foi demonstrado que: (1) em
animais nutridos, a testosterona reduziu a ansiedade, e a desnutricdo atenuou esse
efeito; (2) a pilocarpina piorou a memoaria de reconhecimento de formas e néo afetou
a memoria espacial, indicando um efeito diferencial em circuitos colinérgicos distintos,
e a desnutricdo agravou esse efeito; (3) o tratamento com testosterona néo influenciou
a propagacao da DAC, enquanto que a pilocarpina desacelerou o fenébmeno. Dessa
forma, estes dados valorizam o potencial terapéutico da testosterona e salientam as
interferéncias das condicbes de nutricdo e excitabilidade. A complexidade destas
interacbes e seus possiveis mecanismos deverdo ser melhor esclarecidas,

futuramente.
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Testosterona e o Agente Convulsivante Pilocarpina: Efeitos Sobre a Depress&o

Alastrante Cortical em Ratos”.
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Diante do exposto,
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Monosodium glutamate and treadmill exercise: anxiety-like behavior and

spreading depression features in young adult rats. Nutritional Neuroscience,
v.10, p. 1 -9, 2017.
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Monosodium glutamate and treadmill
exercise: Anxiety-like behavior and spreading
depression features in young adult rats

Suénia Marcele Vitor-de-Lima, Larissa de Brito Medeiros, Regina de Deus
Lira Benevides, Catarina Nicacio dos Santos, Nahara Oliveira Lima da Silva,
Rubem Carlos Araiijo Guedes *

Department of Nutrition, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE s0670901, Brazil

Objectives: The route of administration is an important factor in determining the action of some drugs. We
previously demonstrated that subcutaneous monosodium glutamate (MSG) accelerated cortical spreading
depression (CSD) in the rat and that treadmill exercise attenuated this effect. This study evaluated whether
other routes of administration exert the same action by testing orogastric (gavage) and topical cortical
MSG administration in treadmill-exercised and sedentary rats. Additionally, in the orogastric treatment we
tested anxiety-like behavior.

Methods: Exercised and sedentary rats received per gavage water or MSG (1 or 2 g/kg) daily from postnatal
(P) day 7 10 27. Behavioral tests {open field and elevated plus-maze) occurred at P53 = 3. At P56 = 3, we
analyzed CSD parameters (velocity, amplitude, and duration of the negative potential change). Other
three groups of rats received an MSG solution (25, 50 or 75 mg/ml) topically to the intact dura mater
during CSD recording.

Results: MSG-gavage increased anxiety-like behavior and the CSD velocities compared with water-treated
controls (P < 0.05). Exercise decelerated CSD. In contrast to gavage, which accelerated CSD, topical
MSG dose-dependently and reversibly impaired CSD propagation, reduced CSD amplitude and
increased CSD duration (P < 0.05).

Conclusions: The exercise-dependent attenuation of the effects of MSG confirms our previcus results in rats
treated subcutaneously with MSG. CSD results suggest two distinct mechanisms for gavage and topical
MSG administration. Additionally, data suggest that exercise can help protact the developing and aduit
brain against the deleterious actions of MSG.

Keyworda: Arcdaty, Drain ¥ gy, Cortical ding depr Maor =3 g PMhysical
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CHAGAS, CAMILA LIMA; BENEVIDES, REGINA DE DEUS LIRA; BEZERRA,
CYNTHIA M. S.; ABADIE-GUEDES, RICARDO; GUEDES, RUBEM CARLOS
ARAUJO. Ponderal, behavioral and brain electrophysiological effects of caffeine on

the immature rat. Journal of caffeine and adenosine research, v. 8, p. 1 -9, 2018.

JOURNAL OF CAFFEINE AND ADENOSINE RESEARCH

DOL: 10.1089/catt 2018 0009

Ponderal, Behavioral, and Brain Electrophysiological
Effects of Caffeine on the Immature Rat

Camila L. Chagas, MS," Regina de Deus L Benevidss, PhD," Cynthia M.S. Bezerra,”
Ricardo Abadie-Guedes, PhD.® and Rubem C A. Guedes, MD, PhD’

Background: Caffeine's effects on body and brain development and function are a matter of debate. Our
aim was to determine the impact of caffeine admi ation on body weight gain, anxiety-like behavior, and
brain electrical activity (by means of the cortical spreading depression phenomenon, CSD) in rats.
Materials and Methods: From postnatal day (PND) 7 1o 27, male Wistar rats received, via gavage, caffeine
(CAF: 15, 30, or 45 mg/kgiday) or vehicle; an additional group received no gavage (naive). Animals were tested
in the elevated plus maze (EPM) and open field (OF) at PND 28-30. CSD recording occurred on PND 35.
Results: CAFAS rats spent longer time per entry in the EPM-open arms, and OF-central area, compared
with the naive and vehicle controls. CAF4S rats also displayed less rearing respoases, in comparison
with the naive controls. In the OF test, the CAF30 group also displayed a lower number of rearings.
Body weight was lower, and CSD propagated faster ( p<0.05) in the CAF30 and CAF4S groups. compared
with the naive, vehicle, and CAF1S groups. In another group of animals, topical cortical caffeine reversibly
increased CSD velocity and amplitude and reduced CSD duration.

Conclustons: We concluded that caffeine impaired body weight gain, exerted a light anxiolytic action, and ac-
celerated CSD propagation. The data indicate a role for caffeine in behavior- and excitabality-dependent func-
tions in the immature bran, suggesting caution in the use of caffeine by lactating mothers and their progenies.

Keywords: anxiety, brain excitability, caffeine, neural development, spreading depression, weight gain
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In adult rats under stress. caffeine seems to improve
cognitive function and anxiety behavior while exerting
a protective effect against chronic stress. ™" The benefi-
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