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RESUMO

O aminoécido glutamina (Gln) atua como precursor dos neurotransmissores glutamato e acido
gama-amino-butirico (GABA). Portanto, supde-se que a sua suplementacdo dietética possa
exercer influéncia sobre a excitabilidade cerebral. Esta dissertacdo originou o artigo intitulado
L-glutamine supplementation during the lactation period facilitates cortical spreading
depression in well-nourished and early-malnourished rats, atualmente submetido para
publicacdo, e que esta apresentado as paginas 25 — 48. O objetivo foi caracterizar em ratos
recém-desmamados, bem-nutridos (N) e desnutridos (D), os efeitos da suplementacdo enteral
com GIn durante o periodo de desenvolvimento do cérebro sobre a depressdo alastrante
cortical (DAC). Ratos Wistar machos, nas condi¢cdes N e D, receberam Gln (500mg/Kg/dia)
por gavagem do 7° ao 27° dia de vida pos-natal. Dos 30 aos 40 dias de vida, foram submetidos
ao registro da DAC durante 4 horas, em dois pontos da superficie cortical parietal do
hemisfério direito. A velocidade de propagacao foi calculada a partir do tempo requerido para
uma onda da DAC atravessar a distancia inter-eletrodos. Nas duas condi¢des nutricionais, os
ratos suplementados com GIn apresentaram velocidades de propagacio da DAC mais
elevadas (p<0,05; N-Gln = 4.22 + 0.23; D-Gln = 4.51 + 0.27 mm/min), quando comparados a
um grupo controle tratado com o veiculo (4gua) usado para dissolver a GIn (N-V = 3.77 +
0.21; D-V = 4.15 + 0.18 mm/min). Este ultimo grupo, ndo diferiu de um outro grupo controle
“ingénuo” (1), que ndo foi submetido ao procedimento de gavagem (N-I = 3.71 £ 0.16; D-1 =
4.10 = 0.11 mm/min). Um quarto grupo, tratado com um aminoacido “placebo” (glicina; Gly),
também apresentou velocidade de propagagdo que ndo diferiu do controle tratado com agua
(N-Gly = 3.59 + 0.24; D-Gly = 4.15 £ 0.18 mm/min). A suplementa¢do com Gln ndo alterou
os pesos corporais e encefilicos dos animais em nenhuma das condi¢gdes nutricionais
estudadas. Os resultados indicam que a suplementacio com Gln durante o periodo de
desenvolvimento do cérebro facilita a propagacdo da DAC e que este efeito ndo ¢ alterado
pela desnutrigdo. Supde-se que a Gln exerce um papel sobre a excitabilidade cerebral,
provavelmente resultante da modulag@o da sintese de neurotransmissores.

Palavras-chave: Desenvolvimento Cerebral, Depressdo Alastrante Cortical, Desnutrigao,
GABA, Glutamato, Glutamina.




ABSTRACT

The glutamine (Gln) serves as a precursor of the neurotransmitters glutamate and gamma-
amino-butyric-acid (GABA). Therefore, the dietary supplementation with Gln is expected to
influence the brain excitability. This MS-work originated the paper entitled L-glutamine
supplementation during the lactation period facilitates cortical spreading depression in
well-nourished and early-malnourished rats, currently submitted, and which is presented at
pages 25 — 48. The aim was to characterize in well-nourished (W) and malnourished (M)
weaned rats the effects of previous Gln enteral supplementation during the brain development
period, on cortical spreading depression (CSD), an excitability-related brain phenomenon.
Male Wistar M- and W-rat pups received Gln (500mg/Kg/day) by gavage during postnatal
days 7 to 27. At 30-40 days of life, CSD was recorded during 4h at two points of the parietal
cortical surface of the right hemisphere. CSD velocity propagation was calculated from the
time required for a CSD-wave to cross the inter-electrode distance. In both nutritional
conditions, Gln-treated rats presented higher (P<0.05) CSD propagation velocities (W-Gln,
4.22 + 0.23; M-Gln, 4.51 £ 0.27 mm/min), as compared to vehicle- (water) treated controls
(W-Wa, 3.77 £ 0.21; M-Wa, 4.15 = 0.18 mm/min). This water control group did not differ
from a naive (Nv) control group that was not submitted to the gavage procedure (W-Nv, 3.71
+ 0.16; M-Nv, 4.10 + 0.11 mm/min). A fourth group, treated with a “placebo amino acid”
(glycine), also displayed CSD-velocities in the control range (W-Gly, 3.59 + 0.24; M-Gly,
4.15 + 0.18 mm/min). The glutamine supplementation did not alter the body- and brain
weights of the animals in any of the nutritional conditions studied. The results indicate that
GIn supplementation during brain development facilitates CSD, and that this effect is not
altered by malnutrition. Data support the idea of a role for Gln in the brain excitability,
probably via neurotransmitters synthesis modulation.

Key words: Brain development, Cortical spreading depression, GABA, Glutamate,
Glutamine, Malnutrition.
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1. APRESENTACAO

A glutamina (Gln) ¢ um aminoécido considerado condicionalmente essencial, que tem
sido amplamente utilizado na pratica clinica, por se acreditar que exerga efeitos fundamentais
sobre o crescimento, a diferenciacdo e o fornecimento de energia para células de répida
proliferagdo, como os enterocitos e as células do sistema imune (HALL et al., 1996). Sua
aplicacdo clinica também tem sido extrapolada para recém-nascidos pré-termos ou de baixo
peso ao nascer, com diversos estudos demonstrando os beneficios desta suplementagdo sobre
a sobrevida, o risco de infecgdes e o tempo de internagdo hospitalar (NEU et al., 1997;
DALLAS et al., 1998; VAN DEN BERG et al., 2007, KORKMAZ et al., 2007). No entanto,
os efeitos da suplementacdo com GIn sobre o sistema nervoso ndo tem sido objeto de
investigacao.

A Gln apresenta fungdes no sistema nervoso central (SNC), atuando como precursora
de neurotransmissores cerebrais e assim influencia a excitabilidade do cérebro (TANI et al.,
2007). Por isso, ¢ razoavel considerar-se a hipotese de que a suplementacdo com Gln durante
o periodo de desenvolvimento do sistema nervoso exerceria efeitos sobre o mesmo e de que
tais efeitos poderiam ser modificados pelo estado nutricional. Para testar esta hipotese,
utilizamos o modelo da Depressao Alastrante Cortical (DAC), um fendmeno relacionado a
excitabilidade cerebral.

Os resultados da presente dissertacdo estdo contidos em um artigo original intitulado
L-glutamine supplementation during the lactation period facilitates cortical spreading
depression in well-nourished and early-malnourished rats, o qual foi submetido a
publicacdo (Anexo A). Este artigo teve o objetivo de descrever os efeitos da suplementacao
enteral com L-GIn durante o desenvolvimento cerebral, sobre a DAC, em ratos recém-

desmamados, bem-nutridos e previamente desnutridos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Nutricao, Desnutricao e Sistema Nervoso

Através do processo da nutrigdo os organismos vivos assimilam nutrientes
imprescindiveis a realizagdo de suas fungdes vitais. Uma alimentagdo equilibrada e que atenda
todos os requerimentos do organismo, ¢ necessaria para a obtencdo de um bom estado
nutricional (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005). O estado nutricional adequado, por sua
vez, ¢ condicdo fundamental para o desenvolvimento e a organizagdo do sistema nervoso,
estando diretamente relacionado com a producdo de energia e de nutrientes necessarios ao
desenvolvimento de suas estruturas celulares e aos seus diversos processos metabolicos
(MORGANE et al., 1993).

A deficiéncia de nutrientes no organismo caracteriza a desnutricdo. Em humanos,
sobretudo na infincia, constitui um dos maiores problemas de saude enfrentado por paises em
desenvolvimento. Apresenta etiologia multifatorial, estando normalmente relacionada ao
baixo nivel social e econdmico (OLIVEIRA et al., 2006). A sua prevaléncia ¢ bem elevada
em algumas regides da Asia e da Africa, exercendo grande impacto sobre as despesas publicas
com a satde (NUBE & SONNEVELD, 2005). Na América Latina, a desnutrigio ¢é
manifestada principalmente como nanismo e deficiéncia de micronutrientes, a despeito da
prevaléncia decrescente da forma aguda severa ou moderada (WEISSTAUB & ARAYA,
2008). No entanto, a desnutricdo aguda ainda resulta em uma alta taxa de letalidade
(MULLER & KRAWINKEL, 2005).

Viérios estudos tém demonstrado as conseqiiéncias da desnutricdo infantil sobre o
sistema nervoso (UDANI et al., 1992; ODEBODE & ODEBODE, 2005; BENTON, 2008).
Além de afetar a maturacdo deste sistema, a desnutricdo promove alteracdes bioquimicas,
fisiologicas e anatomicas no cérebro, podendo causar prejuizos sobre o desenvolvimento
cognitivo e comportamental. Esses efeitos deletérios da desnutrigdo podem persistir por
longo-prazo ou tornarem-se permanentes, dependendo do periodo, da duragao, da intensidade
e do tipo de desnutrigdo (MORGANE et al., 1993; GUEDES et al., 1996).

O periodo da vida em que a desnutricdo ocorre ¢ um fator particularmente importante
na determinacdo do impacto que esta terd sobre o sistema nervoso. Dobbing (1968) relatou

que existem periodos especificamente “criticos”, no inicio da vida, onde o organismo parece
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estar mais vulneravel aos efeitos da desnutricdo. No caso do sistema nervoso, existe apenas
um periodo critico, logo no inicio da vida. Nesse periodo, o peso do cérebro aumenta de
maneira extremamente rapida, como resultado dos processos neuroquimicos e
neuroanatdmicos proprios do seu desenvolvimento. Segundo Morgane et al. (1993), o periodo
critico refere-se ao pico de atividade de eventos especificos da neurogénese, gliogénese,
migragdo celular e diferenciacdo celular. Este periodo de maior vulnerabilidade do cérebro a
desnutri¢do difere entre as espécies de mamiferos. Em humanos, corresponde ao periodo que
vai do terceiro més de gestacdo até o segundo ano de vida (DOBBING, 1968). No rato, ocorre
durante as trés primeiras semanas apos o nascimento (MORGANE et al., 1993), coincidindo
com o periodo de aleitamento. E razoavel supor que, durante esses periodos de crescimento
rapido, as exigéncias de nutrientes necessarios ao desenvolvimento cerebral sdo maiores.
Portanto, a estrutura e a fungdo cerebral estardo comprometidas se a alimentacdo for
inadequada, ocasionando alteracdes estruturais e déficits funcionais, com prejuizo para varios
processos cerebrais (MORGANE et al., 1993; MORGANE et al., 2002).

Um dos efeitos neurais marcantes da desnutrigdo ¢ a reducdo do peso encefalico
(DOBBING, 1968). Segundo Morgane et al. (1993), as estruturas mais afetadas pela
desnutri¢do durante o desenvolvimento do cérebro sdo o bulbo olfatorio, o hipocampo e o
cerebelo.

A natureza do nutriente deficiente determinard o tipo de desnutri¢ao, ou seja, se ¢ uma
deficiéncia de proteinas, de calorias, de vitaminas, de minerais, ou se ¢ uma combinagao
delas. Os efeitos da desnutri¢do protéica sobre o SNC s3o os mais ressaltados na literatura
(DIAZ-CINTRA et al, 1991; ANDRADE et al, 1996; DEBASSIO et al, 1996;
VALADARES & ALMEIDA, 2005; KAR et al, 2008), com prejuizos morfologicos e
neuroquimicos, uma vez que a proteina fornece aminodcidos essenciais para a sintese de
enzimas, de neuropeptideos, de neurotransmissores cerebrais e de proteinas estruturais. Além
da proteina, outros nutrientes isolados, tais como os acidos graxos essenciais (INNIS, 2008), o
acido folico, a vitamina B12 (BLACK, 2008) e o iodo (BERBEL et al., 2008) tém também
sido estudados, no que concerne ao seu papel sobre o desenvolvimento cerebral.

Diversos modelos experimentais vém sendo utilizados para se provocar a desnutricao
em animais de laboratorio. Dentre estes, encontra-se aquele baseado na manipulagdo do
tamanho das ninhadas, método que foi utilizado no presente trabalho. De Lucca et al. (1977),
Fernandez et al. (1993) e Rocha-de-Melo et al. (2006) relataram o uso da técnica das grandes
ninhadas para impor a desnutri¢do, baseando-se no aumento do numero de filhotes que serdo

amamentados por uma Unica mae. Morgane et al. (1978) admitem que neste caso, a qualidade
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do leite é preservada, reduzindo-se a quantidade recebida por cada filhote, levando-os a
deficiéncia nutricional.

A importancia de diversos nutrientes sobre o desenvolvimento do cérebro ja estd bem
documentado na literatura. No entanto, muitos questionamentos ainda precisam ser
esclarecidos, especificamente acerca dos efeitos da suplementacio com determinados
aminoacidos, como a glutamina, durante o periodo de maior vulnerabilidade do

desenvolvimento cerebral.

2.2 Glutamina e Sistema Nervoso

A glutamina (Gln) é o aminoacido livre mais abundante no plasma de mamiferos,
sendo também encontrado em concentragdes relativamente elevadas em muitos tecidos. E um
aminoacido fundamental para o crescimento e a diferenciacdo celular, a transferéncia de
nitrogénio entre os 6rgdos e o fornecimento de energia para células de rapida proliferacao,
como os enterdcitos e as células do sistema imune (HALL et al., 1996). Além disso, atua
como precursora da gliconeogénese hepatica, da amoniogénese renal e de neurotransmissores.
Também fornece nitrogénio para a sintese de purinas, de pirimidinas e de nucleotideos
(YOUNG & AJAMI, 2001).

Em virtude de sua sintese ocorrer em diversos tecidos, a Gln é considerada como um
aminoacido ndo-essencial. Entretanto, apesar da grande reserva muscular, os estoques
endogenos de Gln podem reduzir-se durante insultos catabolicos, como grandes cirurgias,
queimaduras extensas, septicemia e inflamacdo. Assim, em determinadas condi¢des, a
demanda metabolica pode exceder a sua capacidade de sintese, sendo necessaria a
suplementacado pela dieta. Devido a esta particularidade, foi classificada como um aminoacido
condicionalmente essencial (LACEY & WILMORE, 1990).

Atualmente, varios estudos tém demonstrado os efeitos positivos da suplementacio
oral/enteral com GIn durante o tratamento de adultos (CHOI et al., 2007) e de criangas
hospitalizadas (DUGGAN et al., 2004; VAN DEN BERG et al., 2005). Em uma metanalise
realizada por Novak et al. (2002), foi demonstrado que a suplementagdo com este aminoacido
promoveu reducdo de infec¢des e do tempo de internacdo em pacientes cirirgicos e
diminui¢do da mortalidade em doentes criticos. No tratamento de recém-nascidos

hospitalizados, a Gln exdgena tem sido associada a menor risco de infec¢des, melhorias no
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crescimento e reducdo dos custos hospitalares (NEU et al. 1997; DALLAS et al. 1998; VAN
DEN BERG et al., 2007, KORKMAZ et al., 2007). No entanto, esses estudos nao tém
investigado os efeitos desta suplementacdo sobre parametros de neurodesenvolvimento.

No Sistema Nervoso Central (SNC), a concentragdo de GIn é abundante, sendo
superior a de qualquer outro aminoacido no intersticio € no fluido cérebro-espinhal
(ALBRETCH et al., 2007). Essa concentracdo no SNC de mamiferos ¢ de 6-11 mM e difere
pouco entre as diferentes regides cerebrais. Acredita-se que em células da glia, onde a Gln ¢
avidamente sintetizada, sua concentracdo seja maior (ERECINSKA & SILVER, 1990). Esses
mesmos autores afirmaram que no liquido céfalo-raquidiano, a concentra¢do de Gln ¢ de 0,5
mM, sendo muito proéxima a encontrada no plasma. Por sua vez, a concentracdo desse
aminoacido no espago extracelular do tecido neural estd na ordem de 0,13-0,3 mM. Portanto,
a GIn esta localizada principalmente no espago intracelular do cérebro, o que indica que a
captacdo deste aminoacido pelas células neurais ocorre contra um gradiente e deve estar
ligado a processos fornecedores de energia.

No SNC, o conteido de aminodcidos adquire uma importancia que vai além das
necessidades de sintese protéica. O fornecimento de aminodcidos ¢ indispensavel para a
manuten¢cdo do contetido de neurotransmissores, tanto porque alguns aminoacidos sdo o0s
proprios neurotransmissores, Como porque outros servem como precursores para a sintese dos
mesmos (YUDKOFF, 1997). A Gln, por exemplo, atua como precursora do neurotransmissor
excitatorio glutamato (GLU), que por sua vez ¢ precursor do inibitério, acido gama-

aminobutirico — GABA (BAK et al., 2006) — Figura 1.

Glutamina
ADP + Pi ‘\A / H,0
Glutamina sintetase Glutaminase
NH," + ATP NH.*

v H,O CO;
Glutamato \ /‘ » GABA

Glutamato descarboxilase

Figura 1. Reagdes da sintese de glutamato ¢ de GABA a partir da glutamina.
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Como o transporte da Gln sangiiinea para o cérebro ¢ insuficiente para atender a
demanda desse tecido, a sua sintese intra-cerebral ocorre a partir do glutamato (GLU) por
meio da enzima glutamina-sintetase (GS), presente nos astrocitos. A maior parte da Gln
derivada dos astrdcitos € captada pelos neurdnios, onde ¢ degradada pela enzima glutaminase,
originando o GLU. Este ¢ liberado pelos neurdnios, recaptado pelos astrécitos e reconvertido
a Gln, fechando o “ciclo glutamina-glutamato” (BROER & BROOKERS, 2001; ALBRETCH
et al., 2007). Uma porcdo da Gln disponivel no cérebro serve como metabdlito energético e
outra segue para o sangue através de carreadores especificos. O GLU, por sua vez, atua como
precursor do GABA, através de uma reagdo catalizada pela enzima neuronal 4cido glutdmico
descarboxilase — GAD (BAK et al, 2006). Na figura 2 encontra-se a representacao

esquematica do “ciclo glutamina-glutamato/GABA”.

(a} :
v?Pmsvnaptic Neuron ‘.
CYC‘E ) .:"-\ Astroghal cell
:,‘ B
| ONH,e :
¥ » :..‘._
Gl [ - Y
“<pag Gin Ghn
G5 L.__ NH.*
: =
— : -
Postsynaplic Neuron
(b}
Presynaptic Neuran
TCA '_.\
sl Y Astroghial coll
A :'
7 NH,* :
i v 'E::_\
Olu+*5ag~Gln Yy Gln
i GAD| i L
i v i/ GS %
GABA /f
\;.\ A GiU PR fi’KG
= A o e a
% cyde
GABA " GABA-—+=SLiC

Postsynaptic Neuron | §

Figura 2. Representac@o esquematica do ciclo glutamina-glutamato (a) e glutamina-GABA (b) (BAK et al, 2006).



18

O excesso de Gln pode ser toxico para o cérebro, o que pode comprometer a fungdo
neural (COOPER, 2001; ALBRETCH et al., 2007). Assim, a barreira hemato-encefalica esta
organizada para atenuar a entrada de Gln sanguinea no cérebro. Ela atua também para
eliminar do cérebro o excesso de certos compostos ricos em nitrogénio, como a Gln. Esse
efluxo de Gln do cérebro para o sangue constitui um dos mais importantes mecanismos para a
excrecdo do excesso de amodnia cerebral (BAK et al. 2006), uma vez que o ciclo da uréia
inexiste no cérebro.

A administracdo enteral de Gln pode resultar em um aumento dos niveis plasmaticos
(ROGERO et al., 2004) e cerebrais deste aminoacido. No cérebro, um estudo realizado em
ratos mostrou que a elevagdo da Gln circulante, obtida por suplementacdo enteral, resultou no
aumento das concentracdes de GABA e de Gln no tecido estriatal e no fluido extracelular,
sem alteragdes significativas nos niveis de GLU (WANG et al., 2007).

Intimeros autores procuraram mostrar o potencial efeito anabdlico da Gln, bem como
possiveis aplicacdes clinicas de sua suplementagdo como terapia nutricional. No entanto,
poucos trabalhos tém sido dedicados ao estudo do papel fisiolégico da GIn no
desenvolvimento neural e na modulacdo da excitabilidade cerebral. Para estudos sobre
excitabilidade cerebral, a depressdo alastrante cortical (DAC) tem sido utilizada pelo nosso
laboratério, como modelo eletrofisiologico, com resultados muito interessantes (GUEDES,
2005). Recentemente, estudos eletrofisiologicos de outros autores sugeriram uma possivel
relacdo entre os teores de Gln e a DAC (TANI et al., 2007; AN et al., 2008). A seguir, serad

descrito o fendmeno da DAC, que foi empregado nesta dissertagao.

2.3. A Depressao Alastrante Cortical

A DAC foi inicialmente descrita por Ledo (1944), durante estudos sobre epilepsia
experimental, nos quais se registrava a atividade elétrica cortical de coelhos anestesiados. A
DAC consiste em uma resposta reversivel do tecido cortical, provocada por estimulagao
elétrica, mecanica ou quimica de um ponto deste tecido. E caracterizada por uma diminuigao
acentuada da atividade elétrica espontdnea ou evocada, a qual se propaga concentricamente a
partir do ponto estimulado numa velocidade de 2 a 5 mm/min. Em seguida, o local

inicialmente deprimido comeca a se recuperar ¢ em torno de 10 a 15 minutos o tecido
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encontra-se completamente recuperado (LEAO, 1972; MARTINS-FERREIRA, 1983). E,

portanto, um fendémeno absolutamente reversivel (Figura 3).
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Figura 3. A esquerda, esquema (adaptado de MARTINS-FERREIRA, 1954) mostrando a seqiiéncia
temporal ciclica de eventos da depressdo alastrante cortical (DAC). Na etapa 1, um ponto cortical (x)
foi estimulado (Est.), iniciando a DAC. Dois pontos de registro (R1 ¢ R2) s@o igualmente mostrados
nesta e em todas as outras etapas. A propagacdo concéntrica da DAC esta ilustrada nas etapas 2 a 4,
nas quais as areas escuras representam porgdes do tecido cortical invadidas pelo fendmeno em tempos
sucessivos. As areas quadriculadas indicam regides que ja sofreram a DAC e agora estdo se
recuperando (4reas refratarias a uma nova estimulagio). Nas etapas 5 e 6, observa-se que a recuperagao
(areas claras) também se da de forma concéntrica, sendo o ponto onde a DAC se originou o primeiro a
se recuperar totalmente. Finalmente, todo o tecido se recupera, retornando a condicdo inicial (etapa 1).
A direita, mostram-se o eletrocorticograma (ECoG) e a variagdo lenta de voltagem (VLV), a qual
sempre aparece durante a DAC, quando o ECoG diminui sua amplitude. Esses eventos foram
registrados simultaneamente nos pontos R1 ¢ R2. Neste exemplo, a depressio do ECoG recupera-se
totalmente apds cerca de 3 minutos (registros obtidos em nosso laboratoério).

A depressao alastrante ja foi observada em peixes (HIGASHIDA et al., 1977),
anfibios, aves e¢ mamiferos (BURES et al., 1974; MARTINS-FERREIRA et al., 1974;
GUEDES et al, 2005), incluindo o homem (MAYEVSKY et al, 1996; GORJI &
SPECKMANN, 2004; BERGER et al., 2008). Ela ndo se limita ao cortex, mas também pode
ser observada em outras estruturas extra e subcorticais (LEAO, 1972; BURES et al., 1974;
DO CARMO & MARTINS-FERREIRA, 1984; GUEDES et al., 2005).

Viérias hipoteses e evidéncias clinicas tém sugerido o envolvimento da DAC com

algumas neuropatologias humanas, como a epilepsia (LEAO, 1944; LEAO, 1972; GUEDES
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& CAVALHEIRO, 1997), a enxaqueca com aura (RICHTER & LEHMENKUHLER, 2008),
doengas cerebrovasculares, traumatismo craniano e amnésia transitdria global (GORIJI, 2001).

A susceptibilidade cortical ao fendmeno parece ser influenciada pelas condi¢cdes em
que se encontra o tecido cerebral. O cortex pode tornar-se mais vulneravel a DA, situacdo em
que o fendémeno se propaga com velocidades mais altas, ou mais resistente, apresentando
velocidades mais baixas. Determinadas condi¢cdes de importancia clinica podem alterar essa
susceptibilidade ao fendmeno. A desnutricio (GUEDES et al., 1987; ANDRADE et al., 1990;
ROCHA-DE-MELO & GUEDES, 1997; ROCHA-DE-MELO et al., 2006), a diminui¢ao da
concentragdo extracelular de cloreto (GUEDES & DO CARMO, 1980), a privagdo do sono
paradoxal (VASCONCELOS et al., 2004; GUEDES &VASCONCELOS, 2008), o consumo
de etanol (GUEDES & FRADE, 1993; ABADIE-GUEDES et al., 2008), o tratamento com
agonistas do GABA (GUEDES et al., 1992), a hipoglicemia (XIMENES-DA-SILVA &
GUEDES, 1991; COSTA-CRUZ & GUEDES, 2001); o hipertireoidismo (SANTOS, 2000) e
a privagdo sensorial (SANTOS-MONTEIRO, 2002) aumentam a velocidade da DAC.

Por outro lado, o envelhecimento (GUEDES et al., 1996), o tratamento dietético com
litio (GUEDES et al., 1989), a facilitacdo da atividade serotoninérgica (CABRAL-FILHO et
al., 1995; GUEDES et al, 2002; AMANCIO-DOS-SANTOS et al, 2006), o uso de
anestésicos (GUEDES & BARRETO, 1992), o hipotireoidismo (GUEDES & PEREIRA-DA-
SILVA, 1993), a hiperglicemia (XIMENES-DA-SILVA & GUEDES, 1991; COSTA-CRUZ
& GUEDES, 2001; COSTA-CRUZ et al, 2006), a epilepsia cronica provocada pela
pilocarpina (GUEDES & CAVALHEIRO, 1997; COSTA-CRUZ et al., 2006), a estimulagdo
ambiental (SANTOS-MONTEIRO et al, 2000) e a estimulacdo elétrica periférica (DO
MONTE-SILVA et al., 2007) diminuem a velocidade de propaga¢do da DAC.

A desnutricdo modifica a acdo de certas substancias sobre a DAC, o que ja foi
demonstrado com o diazepam (GUEDES et al., 1992), a glicose (XIMENES-SILVA &
GUEDES, 1991; COSTA-CRUZ & GUEDES, 2001) e a L-arginina (FRAZAO et al., 2008).

Poucos estudos foram direcionados a demonstrar a relagao entre a Gln e a DAC e seus
resultados sdo controversos. Inicialmente, a aplicagdo topica de Gln elicitou a DAC em ratos e
em coelhos (BURES et al., 1960; VAN HARREVELD, 1959), mas um outro estudo realizado
posteriormente demonstrou que a Gln ndo possuia tal efeito (DO CARMO & LEAO, 1972).
Subseqiientemente, outros autores relataram que na regido em que a Gln havia sido aplicada
topicamente, a amplitude da variacdo lenta de voltagem e mudangas na impedancia de uma
DAC evocada a distancia estavam reduzidas (DO CARMO & FERREIRA-FILHO, 1976).
Maranhao-Filho & Ledo (1991) mostraram que a aplicacdo topica de Gln (75 mM) sobre a
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superficie dorso-lateral do neocortex de coelhos tornou o tecido reversivelmente refratario a
DAC. Recentemente, Tani et al. (2007) estudando a atividade elétrica em fatias de cortex de
ratos observaram que a adicdo de concentragdes supra-fisiolégicas (2-5mM) de Gln ao
perfusato induziu eventos semelhantes a DAC. Confirmando este achado, An et al. (2008)
investigou os efeitos eletrofisiologicos da adicdo de diferentes concentragdes de Gln na
composicdo do fluido cérebro-espinhal artificial (0,5mM e 2-5mM) e demonstrou o
surgimento de episdédios de DAC quando a concentracdo de Gln foi maior (2-5mM).
Conforme descrito acima, os estudos que mencionam a relacdo entre Gln e DAC sao
escassos € se limitam ao uso topico ou in vitro deste aminoéacido. Portanto, este trabalho sera
o primeiro a investigar in vivo os efeitos da suplementagdo enteral cronica com Gln sobre a
DAC durante o periodo de desenvolvimento do cérebro, bem como avaliar se tais efeitos sdo

afetados pela desnutricao.
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3. METODOS

3.1 Animais

Foram estudados ratos machos, lactentes, da linhagem Wistar (n=81), oriundos da
Coldnia do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Estes
animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, em ambiente com condi¢des padrdes de
iluminacao (ciclo claro/escuro de 12/12 horas; fase clara com inicio as 7:00 h) e temperatura
em torno de 23+1°C.

Os procedimentos descritos para o manejo ¢ o cuidado dos animais cumpriram as
normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use
of Laboratory Animals, sendo os experimentos iniciados apos a aprovacgdo pela Comissdo de
Etica em Experimentagdo Animal da UFPE (Processo n® 004628/2007-81 — Anexo B).

De acordo com o estado nutricional, os animais foram divididos em dois grupos: bem-
nutridos e desnutridos (N e D, respectivamente). O primeiro grupo foi constituido por animais
mantidos em ninhadas com 6 filhotes durante todo o periodo de lactagdo (0 — 25 dias de vida),
enquanto o grupo desnutrido foi formado por animais mantidos em ninhadas com 12 filhotes
durante este mesmo periodo. Apos o desmame, os animais dos dois grupos foram alimentados
com a dieta padrao “Labina” (Purina do Brasil Ltda), a mesma que foi oferecida a mae. A

composic¢do nutricional desta dieta encontra-se no Anexo C.

3.2 Suplementacio com L-glutamina

Do 7° ao 27° dia de vida pos-natal, os animais foram tratados por gavagem com uma
solugdo contendo 500 mg/Kg de peso corporal/dia de L-glutamina (grupo Gln: N-Gln = 10
ratos ¢ M-Gln = 12 ratos) ou com um volume equivalente de dgua destilada, ou seja, o veiculo
que foi utilizado para dissolver a GIn (N-V = 10 e D-V = 10). Duas condi¢des controles
adicionais consistiram em (1) gavagem com L-glicina (Gly, 500 mg/Kg/dia: N-Gly = 9 ¢ M-
Gly = 10), como controle do nitrogénio oferecido e (2) auséncia de gavagem: animais que nao

receberam tratamento (grupo ingénuo: N-I = 10 e D-I = 10), os quais serviram como controle
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do estresse do procedimento de gavagem. Na figura 4 encontra-se a representagao
esquematica dos oito grupos estudados, resultantes da combinagdo das duas condi¢des de
lactag@o e dos quatro tratamentos acima mencionados.

O procedimento de gavagem foi realizado sempre no mesmo horario do dia, entre 12 e
14 horas. Durante os 10 primeiros dias de tratamento, a gavagem foi realizada através de uma
canula de polietileno, flexivel e de pequeno calibre conectada a uma seringa de vidro de 1,0
ml. Nos dias seguintes, este procedimento foi feito através uma canula de metal. Antes da
introducgdo da canula na cavidade oral do animal, a mesma foi demarcada para que atingisse a
por¢do inferior da cavidade gastrica. Em seguida, com o animal contido, a canula foi
introduzida e o liquido injetado lentamente no estdmago do animal.

A L-GIn foi obtida do laboratério Sigma e a L-Gly do laboratério Merck. Os
aminoacidos foram pesados em balanga analitica (Bosch, Modelo S-2000, capacidade de 200g
e sensibilidade de 0,Img) e dissolvidos em agua destilada imediatamente antes da
administracdo. O volume das solugdes de aminoacidos ou da dgua destilada foi de 0,5 ml (do
7° ao 13° dia de vida ou 1* semana de tratamento) ¢ de 1.0 ml/d (do 14° ao 27° dia de vida ou

2% ¢ 3* semanas de tratamento).

GRUPO

NUTRIDO
N)

n=39

GRUPO
DESNUTRIDO
D)
n=42

Ingénuo Veiculo Glicina Glutamina Ingénuo Veiculo Glicina Glutamina
(N-D (N-V) (N-Gly) (N-GlIn) D-D (D-V) (D-Gly) (D-GlIn)
n=10 n=10 n=9 n=10 n=10 n=10 n=10 n=12

Figura 4. Representacdo esquematica dos grupos estudados

3.3 Pesos corporais e encefalicos

A evolucdo ponderal dos animais foi obtida através de uma balancga eletronica da
marca Filizola (capacidade de 3,0 Kg e escala em divisdo de 0,5g) aos 7, 14, 21 e 35 dias de

vida e o peso de cada animal registrado em protocolo individual.
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No término de cada sessdo de registro, os animais tiveram seus encéfalos (incluindo o
cerebelo e excluindo-se o bulbo olfatério) removidos e pesados (peso encefalico umido). Em
seguida, estes encéfalos foram colocados para secar em uma estufa a aproximadamente 100°C
e pesados diariamente até atingirem um peso constante, denominado peso encefalico seco.
Estes encéfalos foram pesados em balanga analitica da marca Bosch, Modelo S-2000,

capacidade de 200g e sensibilidade de 0,1mg.

3.4 Registro da Depressao Alastrante Cortical

Entre o 30° e 0 40° dia de vida, cada animal foi anestesiado com uma mistura de 1000
mg/Kg de uretana + 40 mg/Kg de cloralose (i.p.). Em seguida, submetido a uma
traqueostomia, com introducdo de uma canula de polietileno e mantido sobre um aquecedor
elétrico durante todo o periodo de registro, o que permitiu que a temperatura retal se
mantivesse em torno de 37 + 1° C. A cabecga do animal foi fixada em aparelho esterotéxico, a
fim de permitir a exposi¢do do cranio através da remogao da pele. No lado direito do cranio
foram trepanados trés orificios de 2-3 mm de diametro, sendo dois na regido parietal e um na
regido frontal. Todos foram alinhados paralelamente a linha média.

O registro da DAC foi realizado nos dois pontos da regido parietal durante 4 horas
através de um poligrafo MODELO 7D (Grass Medical Instruments). A DAC foi provocada a
cada 20 minutos por estimula¢do quimica no orificio frontal, sendo utilizada para isto uma
solugdo de cloreto de potéssio (KCI) a 2% (aproximadamente 270mM), aplicada durante 1
min. O célculo da velocidade de propagagdo da DAC foi realizado com base na distancia
entre os dois eletrodos registradores e no tempo gasto para a DAC percorrer essa distancia. A
cada hora de registro, a velocidade média de propaga¢do do fendmeno foi calculada, a partir
das DAC’s deflagradas em cada hora. Ao final do registro, os animais, ainda anestesiados,
foram submetidos a eutanasia por lesdo bulbar, realizada pela introdugdo de uma fina agulha

através da cisterna magna, com subseqiiente parada cardio-respiratoria.
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3.5 Analise estatistica

As comparacdes inter-grupos foram realizadas utilizando-se a ANOVA, seguida,
quando indicado, pelo teste de Tukey-Krammer. Foram aceitas como significantes as

diferencas em que p<0,05.
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Abstract

Aims: Glutamine (GLN) participates in the so-called “brain glutamine-glutamate cycle” and
therefore it is likely to influence brain excitability. Here we investigated, in weaned well-
nourished and early-malnourished rats, the effects of previous GLN oral supplementation,
during the brain development period, on cortical spreading depression (CSD), an excitability-

related brain phenomenon.

Main methods: Male Wistar suckling rat pups, well-nourished (W; litters with 6 pups) and

malnourished during lactation (M; by increasing the litters to 12 pups), received Gln
(500mg/Kg/day) by gavage during postnatal days 7 to 27. At 30-40 days of life, they were
submitted to a cortical spreading depression (CSD) recording session during 4h, on 2 cortical
parietal points of the right hemisphere. CSD velocity propagation was calculated from the

time required for a CSD-wave to cross the inter-electrode distance.

Key findings: In both nutritional condition, Gln rats presented higher (P<0.05) CSD
propagation velocities (W-Gln, 4.22 + 0.23; M-Gln, 4.51 + 0.27 mm/min), as compared to
water-treated controls (W-Wa, 3.77 £ 0.21; M-Wa, 4.15 £+ 0.18 mm/min). This water control
group did not differ from a naive control group that was not submitted to the gavage
procedure. A fourth group, treated with a “placebo amino acid” (glycine), also displayed

CSD-velocities in the control range.

Significance: The results indicate that Gln supplementation during brain development
facilitates cortical spreading depression propagation, as judged by the higher CSD-velocities,
and this effect is not abolished by malnutrition. Data support the idea of Gln-related changes

in brain excitability, during neural development.

Key words: Brain development, Cortical spreading depression, Glutamine, Malnutrition.
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Introduction

Glutamine (Gln) is the most abundant amino acid in the extracellular space of the organism
(Ennis et al. 1998). This includes the cerebrospinal fluid and the brain tissue, where
concentrations are at least one order of magnitude higher than those of any other amino acid
(Albretch et al. 2007). Gln has been classified as a “conditionally essential amino acid”
(Lacey and Wilmore 1990), because under certain conditions, such as major surgery,
extensive burns, sepsis and inflammation, the metabolic demand may exceed the capacity of
synthesis, and thus Gln must be supplemented.

In hospitalized newborns, enteral Gln has been associated to reduction of infectious
morbidity, growth improvement and reduction of hospital costs (Van den Berg et al. 2007;
Korkmaz et al. 2007; Dallas et al. 1998). However, the effects of this supplementation on
neural development and excitability modulation have not been object of much investigation.
In the “brain glutamate-glutamine cycle”, astrocytes convert glutamate released by neurons to
glutamine and release it into the extracellular space. The extracellular glutamine is then taken
up by neurons and is converted back into glutamate or into gamma-aminobutyric acid
(GABA; Broer and Brookes 2001; Patel et al. 2001; Albretch et al. 2007). This cycle can in
all probability be influenced by exogenous Gln administration, which could modulate the
neuronal excitability (Tani et al. 2007).

In order to investigate the possibility of neuronal excitability modulation by Gln, we
analyzed, in the rat, the electrophysiological effects of Gln enteral supplementation on the
propagation of the phenomenon known as cortical spreading depression (CSD). CSD is a fully
reversible, excitability-related neural response first described in the rabbit cortex as a slowly
propagating wave of depression of spontaneous neuronal activity produced by electrical,

mechanical or chemical stimulation of one point on brain tissue, from which it spreads
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concentrically to remote cortical regions, (Ledo 1944). CSD has already been demonstrated in
the human brain (Dohmen et al. 2008). The recovery process is completed 5—10 min
thereafter, rendering again the brain tissue prone to another CSD.

Measuring CSD velocity of propagation along the cortical tissue is a reasonable and easy way
of estimating the brain CSD susceptibility. This has been experimentally characterized in our
laboratory under conditions of environmental, pharmacological, and nutritional manipulations
(Abadie-Guedes et al. 2008; Fregni et al. 2007; Amancio-dos-Santos et al. 2006; Costa-Cruz
et al. 2006). Concerning the nutritional factors, it has been well established that conditions
like early malnutrition (De Luca et al. 1977; Rocha-De-Melo et al. 2006), as well as enteral
administration of the amino acid L-Arginine (Frazao et al. 2008) increase CSD propagation,
but no information is available regarding systemic Gln effects on CSD in vivo.

By using electrophysiological recording of CSD, two questions in the brain of weaned young
rats, subjected to malnutrition during lactation followed by nutritional recovery, have been
presently addressed: (1) How does daily enteral administration of Gln during the brain
development affects CSD propagation, and (2) if so, how would this effect be influenced by

the previous brain nutritional condition.

Materials and Methods

Animals

The Wistar rat pups of this study (n = 81; males only) were handled in accordance with the
“Principles of Laboratory Animal Care” (National Institutes of Health, USA) and with the
norms of the Ethics Committee for Animal Research of the Universidade Federal de

Pernambuco. They were maintained in polyethylene cages (51 cmx35.5 cmx18.5 cm) in a
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room maintained at 21+1°C with a 12:12h light:dark cycle (lights on at 7:00 a.m.). These pups
were divided in two groups, according to the nutritional status consequent to the lactation
conditions: well-nourished and malnourished (respectively W- and M-group). The W-group
originated from litters with six pups whereas in the M-condition the litters were larger, formed
by twelve pups during the entire lactation (0-25 days of life), as described previously (Rocha-
de-Melo et al. 2006). Under this condition of increased demand for the dam’s milk, the pups
suffer a moderate degree of malnutrition during the lactation period. After weaning, both
groups were switched to the maternal lab chow diet (Purina do Brasil Ltda.), with 23%

protein.

L-Glutamine treatment

From the 7th to the 27th postnatal day, the pups were treated by gavage with 500mg/Kg/day
of L-glutamine solution (Gln; 10 W- and 12M-rats) or with an equivalent volume (see below)
of distilled water (Wa; 10 W- and 10 M-rats). Two additional control conditions consisted in
(1) the treatment with L-glycine (Gly; 500 mg/Kg/d; 9W- and 10M rats), as control for the
nitrogen offered with the L-glutamine treatment, and (2) no treatment (gavage-free or “naive”
- Nv; 10W- and 10 M-rats), as control for the stress of the gavage procedure. The L-glutamine
was obtained from the Sigma laboratory and L-glycine from the Merck laboratory. Both
amino acids were dissolved in distilled water immediately before the administration. The
gavage volume of the amino acid solutions or of distilled water ranged from 0.5 ml/d (in the

second week of life) to 1.0 ml/d (in the third and fourth week of life).

Body and brain weights

The body weights were measured at postnatal days 7, 14, 21 and 35.
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At the end of the recording session, the animals had their brains (including the cerebella and
excluding the olfactory bulbs) removed and weighed (wet brain weight). Brains were then
kept in an oven at 100°C and weighed daily until they reached a constant weight (dry brain

weight).

CSD Recording

On the day of CSD recording (30-40 days of life), the rats were anesthetized by i.p. injecting a
mixture of 1,000 mg/kg urethane plus 40 mg/kg chloralose (Sigma; 10ml/kg) and three
trephine holes were drilled on the right side of the skull. These holes were aligned in the
fronto-occipital direction and parallel to the midline. CSD was elicited at 20 min intervals by
1 min application of a cotton ball (1-2 mm diameter), soaked in 2% KCIl solution, to the
anterior hole (2 mm in diameter) drilled at the frontal region. The two other holes (2—3 mm in
diameter) on the parieto-occipital region served as recording places. Both the cortical
spontaneous electrical activity (electrocorticogram; ECoG) and the slow potential change
accompanying CSD were continuously recorded for 4 h, by means of two Ag—AgCl agar-
Ringer electrodes (one in each hole), against a common reference electrode of the same type,
placed on the nasal bone. The CSD velocity of propagation was calculated from the time
required for a CSD wave to pass the distance between the two cortical recording points. The
number of CSDs elicited by each KCI application, amplitudes of the CSD-related slow
potential shifts, rise and recovery times and the durations of the CSDs were also evaluated.
During the recording period, rectal temperature was maintained at 37 + 1°C by means of a
heating blanket. The CSD was recorded by a polygraph MODEL 7D (Grass Medical
Instruments). At the end of the recording session, the still anesthetized animals were subjected
to euthanasia by bulbar injury (provoked by introducing a sharp needle into the cisterna

magna), with subsequent cardio-respiratory arrest.
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Statistics

Inter-group weight- and CSD-differences were compared by using an ANOVA, including as

factors: nutritional status (W and M), and gavage treatment (Nv, Wa, Gly and Gln) followed

by a post-hoc test (Tukey) when indicated. Differences were considered significant when P <

0.05.

Results

Body and brain weights

As shown in Fig. 1, animals of the M-groups presented lower (P<0.05) body and brain
weights, as compared with those of the W-groups. M-rats at 7%, 14", 21* and 35" day of life
weighed on average 17.3, 28.4, 28.7 and 28.4% less than W-rats at the corresponding ages,
irrespective of the gavage treatment.

The brain weights in the M-rats were 10% (wet) and 15.7% (dry) less than W-rats.

A one-way ANOVA showed that the main effect of nutrition condition was significant for the
body weights at 7 days (F[7, 81]=6.351; p<0.001), at 14 days (F=[7, 81]=17.653, p<0.001)
21 days (F[7, 81]=17.531; p<0.001) and 35 days (F[7, 55]=15.687; p<0.001). The main
effect of nutrition condition was also seen on the wet-brain weights (F[7, 61]=15.134;
p<0.001) and on the dry-brain weights (F[7,53]=23.298; p<0.001).

The GIn supplementation did not affect body- and brain weights in neither of the nutritional

conditions.

CSD velocities
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In all groups, topical application of 2% KCI for 1min at the frontal cortex elicited, as a rule, a
single CSD wave, which was recorded by the two electrodes located more posteriorly in the
stimulated hemisphere. In rare ocasions (usually once per rat), after a KCI stimulation two
CSD episodes appeared, instead of one. In the W-groups, this was seen in 3 Nv, 5 Wa, 4 Gly
and 6 Gln rats. In the M-group, 2 Nv, 3 Wa, 2 Gly and 5 Gln rats. Although this has occurred
in a slightly higher number of Gln-treated animals, no intergroup differences were found.
Electrophysiological recordings, on the cortical surface of two well-nourished and two
malnourished animals, showing the ECoG depression and the slow potential change
accompanying CSD are presented in Fig. 2. Both the ECoG and slow potential recordings
confirmed the presence of CSD after each KCl-stimulation.

Concerning CSD velocity of propagation, ANOV A revealed a main effect of the nutrition
condition (F[1, 80]=121.08; p<0.001). A post-hoc (Tukey) test indicated that CSD the
velocities were higher in the malnourished rats, as compared to the corresponding well-
nourished controls. A main effect of the gavage condition was also detected (F[4, 80]=35.239;
p<0.001). The Tukey test revealed that the treatment with Gln significantly increased the CSD
propagation velocities, as compared with the three control groups (Nv, Wa and Gly) and this
effect was independent of the nutrition condition.

In the rats treated with Gln, the CSD propagation velocities in both W- and M nutritional
conditions were respectively 4.22 = 0.23 (W-GIn) and 4.51 £+ 0.27 mm/min (M-Gln), while in
the water-treated controls the mean velocities were 3.77 £ 0.21 (W-Wa) and 4.15 £ 0.18
mm/min (M-Wa). These Wa control groups did not differ from the Nv control groups (W-Nyv,
3.71 £0.16; M-Nv, 4.10 + 0.11 mm/min), or from the fourth control group treated with Gly
(W-Gly, 3.59 + 0.24; M-Gly, 4.15 + 0.18 mm/min). The CSD velocities for all groups are

shown in Fig. 3.
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The amplitudes of the CSD slow potential shifts, as well as their duration and rise- and
recovery times, did not present intergroup significant differences (Table 1).

In some experiments, the appearance of a burst of high-amplitude ECoG waves was detected
(Figure 4). These burst appeared just before the invasion of the recording cortical region by
CSD. No intergroup difference could be could be found, concerning the number of rats
presenting such bursts, neither regarding their duration, although a non-significant tendency to

longer bursts was found in the Gln-treated rats (Table 2).

Discussion

In this study we were able to electrophysiologically identify in rats neural activity changes
produced in vivo by Gln supplementation during the critical period of the nervous system
development. Data demonstrated that during this period the Gln enteral supplementation
facilitated CSD propagation in both well-nourished and malnourished conditions, as indicated
by the higher CSD velocities. It is suggested that early Gln supplementation led to central
nervous system developmental alterations that are involved, at least in part, in the here

described facilitation of CSD propagation.

The Gln is the major precursor of neuronal glutamate, which is the main mediator of
excitatory signals in the central nervous system of mammals (Erecinska and Silver 1990). By
using glutamate as substrate, the neuronal enzyme glutamic acid decarboxylase (GAD) can
catalyze the formation of GABA (Patel et al. 2001). Therefore, one can conclude that in the
brain both glutamatergic and GABAergic neurons rely on Gln from astrocytes to maintain
neurotransmitter homeostasis (Bak et al. 2006). Although in this study amino acid blood

levels have not been monitored, it is reasonable to assume that the present long term Gln
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treatment might in all probability have caused an amino acid imbalance (Jessop 1997), due to
the increase of Gln blood levels (Rogero et al. 2004), which has been shown by others to be
associated to elevated brain Gln and GABA (Wang et al. 2007). The assumed causal link
between Gln treatment and the here described CSD changes cannot be attributed to the gavage
stress since the control groups, treated with distilled water, have been equally submitted to the
same procedure and did not present those CSD alterations. In addition, the “naive” groups,
which were not submitted to the gavage, presented CSD features similar to the water-treated
controls. Moreover, in order to test the possibility that the effects are due to a non-specific
amino acid imbalance (i.e., a Gln-independent effect), two additional groups (one in the W-
and the other in the M-condition) were treated in the same manner with equivalent amounts of
L-glycine, which, in contrast to Gln, has no participation in glutamate/GABA synthesis.

These additional control groups also displayed CSD propagation velocities comparable to the
water-treated groups. Thus, it is reasonable to postulate that the increase in plasma Gln would
lead to an increase in the brain interstitial content of this amino acid, supporting a role for
excessive Gln in modifying the neuronal excitability, probably via modulation of the
glutamate /GABA—glutamine cycle between neurons and astrocytes (Patel et al. 2001).

On the other hand, excessive Gln can be toxic for the brain, and this may impair neuronal
function (Cooper 2001; Albrecht et al. 2007). Thereby, the blood-brain barrier (BBB) is
organized to attenuate the entry of Gln in the brain, as well as to eliminate brain nitrogen-rich
compounds like ammonia and certain amino acids, including Gln. In this way, BBB
participates in the regulation of nitrogen metabolism of the tissue and protects it against
neurotoxicity caused by such nitrogen-rich molecules (Lee et al 1998). The efflux of Gln from
brain to blood constitutes the most important mechanism for excreting the brain excess of
ammonia (Bak et al. 2006). Although we have not measured the blood- or brain Gln levels, it

is tempting to suppose that, under the conditions of daily Gln intake of the present study, this
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amino acid has accumulated in the brain tissue, as it usually does in the blood, as well as in
other tissues, such as muscle and liver (Rogero et al. 2004). This amino acid imbalance could
lead to either neurotoxicity and/or to modulation of the glutamate and GABA synthesis
(Yudkoff et al. 2005). Of note, glutamate- and GABA-mediated mechanisms are important for
the phenomenon of CSD (Guedes et al. 1992; Marrannes et al. 1988).

Few studies have so far addressed the relationship between this amino acid and CSD, with
controversial results. The topical application of Gln was initially said to be effective in
eliciting CSD in rats and in rabbits (Bures et al. 1960; Van Harreveld 1959), but another study
later demonstrated that Gln did not have such effect (Do Carmo and Ledo 1972).
Subsequently other authors reported that, in a cortical region to which Gln had been topically
applied, the amplitude of the slow potential and impedance changes of a CSD evoked at a
distance were decreased (Do Carmo and Ferreira-Filho 1976). Maranhao-Filho and Ledo
(1991) showed that the topical application of Gln (75mM) to the dorsolateral surface of the
neocortex of rabbits renders the tissue reversibly refractory to CSD. Recently, it has been
reported that supraphysiological Gln concentrations (2-5mM) in the ACSF elicit CSD in
neocortical- (Tani et al. 2007) and in hippocampus slices (An et al. 2008). The present Gln-
treatment conditions included a long-term gavage (for 21 days) in a developing organism
(lactating rat). As far as we know, this study constitute the first report documenting CSD-
effects in vivo, under these conditions, which led us to postulate a long-lasting Gln action on
the developing brain.

In this study, malnutrition was confirmed by brain- and body weights, which were
significantly lower in the malnourished groups, when compared to their respective well-
nourished controls. Since the reduction in body and brain weights is one of the marked effects
of early malnutrition (Dobbing 1968), we can conclude that the increase in the number of

pups during the lactation period was effective in producing malnutrition. These data confirm
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previous studies on malnutrition provoked in the rat by manipulation of the litter size (Rocha
de Mello et al. 2006). Such brain weight reduction probably resulted from the decreased
number and/or size of cell elements, as well as from alterations in the events that cause
neuronal maturation. This implies in reduction of processes like dendritic development,
synapse formation and myelination (Morgane et al. 1978; Picango-Diniz et al. 1998).

The adverse effects of prenatal and early postnatal malnutrition on the developing brain
largely depend on the malnutrition timing in relation to various brain developmental events,
as well as on the type and severity of the nutritional deprivation (Morgane et al. 1978).
Malnutrition facilitates CSD in the rat brain (De Luca et al. 1977), and this condition has been
extensively demonstrated in our laboratory (Guedes et al. 1987; Andrade et al. 1990; Rocha-
de-Melo and Guedes 1997; Rocha-de-Melo et al. 2006), and confirmed in the present study,
as indexed by the CSD velocities in the naive condition, which were higher in the
malnourished group, as compared to the well-nourished one (see Fig. 3). As previously
mentioned, malnutrition early in life impairs gliogenesis and myelin formation and increases
brain cell packing density (Morgane et al. 1978). So, compared with the well-nourished brain,
the early-malnourished brain is smaller, with smaller cells packed in a denser manner and
with a reduced extracellular space volume. In addition, as pointed out by Feoli et al. (2006),
malnourished rats present reduced brain glutamate uptake. All these processes have been
considered important in determining the CSD propagation features: less myelination would
represent a reduction of a structure counteracting the humoral CSD propagation (De Luca et
al. 1977); glial cells impairment would also favor CSD propagation (Largo et al. 1997);
furthermore, since a larger extracellular space volume should hinder the elicitation and
propagation of CSDs (Lehmenkiihler et al. 1993a; Richter et al. 2003), the malnourished
small brain with a higher cell packing density and a smaller extracellular space volume would

favor CSD propagation, as found in the malnourished rats of our work. Finally, Diaz-Cintra et
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al. (2007) demonstrated in malnourished rats an increase in the enzyme glutamic acid
decarboxylase. This finding, together with the finding of Feoli (2006) of a reduced brain
glutamate uptake in malnourished rats, implies in an increase in extracellular glutamate,
which also would facilitate CSD propagation.

In the malnourished rat brain, CSD responses to certain substances like diazepam (Guedes et
al. 1992), glucose (Ximenes-da-Silva and Guedes 1991; Costa-Cruz and Guedes 2001) and L-
arginine (Frazao et al. 2008) are reduced, when compared to those responses of well-
nourished animals. In contrast to that, in the present study malnutrition did not alter the
facilitating effect of Gln on the CSD, suggesting a high degree of resistance of the metabolic
pathways involved in the GIn-dependent CSD effects. A similar “high resistance hypothesis”
has also been formulated, concerning the relatively small changes of NADPH-diaphorase
containing neurons to the deleterious action of malnutrition (Pican¢o-Diniz et al. 1998; Borba
et al. 2000).

Concerning the relevance of the present data for the human nutrition, some clinical evidence
deserves discussion. In the last decade, several studies on the beneficial effects of Gln
supplementation in critically ill children (Neu et al. 1997; Thompson et al. 2003; Vaughn et
al. 2003) have shown that this supplementation is safe and not causing toxic levels of
ammonia and glutamate, or changes suggestive of neurotoxicity (Lacey et al. 1996; Anderson
et al. 1998; Thompson et al. 2003). However, in those studies the identification of neural
alterations produced by Gln supplementation did not seem to have been properly addressed.

Further clinical studies are needed to deeply address this issue.

Conclusion
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Our data documented, for the first time, a facilitating effect of enteral Gln supplementation on
CSD propagation in the rat, which was not influenced by malnutrition early in life. CSD has
been viewed as an excitability-related phenomenon in the brain and has causally been
associated to important clinical diseases like migraine with aura and epilepsy (Ledo 1944;
1972; Lehmenkiihler et al. 1993b; Read and Parsons 2000), and the present data can be
considered as novel electrophysiological evidence in favor of Gln effects on the developing
brain. The results advance the knowledge on the comprehension of the neural effects of Gln
and thus might be useful to shed light on the mechanisms of metabolic processes that are
associated with excitability-related neurological diseases such as hepatic encephal opathy,

epilepsy and migraine.
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Figure 1 — Body and brain weights (mean+ts.e.m.; panels A and B, respectively) of well-
nourished (W) and malnourished (M) male Wistar rats treated per gavage from
postnatal day 7 to 27 with water (Wa), glycine (Gly) or glutamine (Gln). A naive

group (Nv), which was gavage-free, is also included as an additional control. Body
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weights were measured on days 7, 14, 21 and 35. Brain weights were measured on the

day of the recording of cortical spreading depression (30-40 days of life). Asterisks

indicate M-values that are significantly different from the corresponding W-groups

(P<0.05; ANOVA plus Tukey test).
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Figure 2 - Electrophysiological recordings (ECoG [E] and slow potential change [P]) in right
hemisphere of two 30-40days-old well-nourished and two malnourished rats, which
were treated per gavage from postnatal day 7 to 27 with water or glutamine. The
horizontal bars in P-trace 1 indicate the period (1 min) in which stimulation with 2%
KClI was applied to the frontal region of the same hemisphere, to elicit SD. The inset
shows the recording positions 1 and 2, from which the traces marked at center with the
same numbers were obtained. The position of the common reference electrode (R) and
the application place of stimulus (KCI) are also shown. Vertical bars correspond to

10mV in P and 1mV in ECoG (negative upwards).
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Figure 3 - Mean (+standard deviation) velocity of propagation of cortical spreading
depression (CSD) of well-nourished and malnourished 30-40 days-old rats. In each
nutritional condition, gavage treatment early-in-life with 500 mg/kg/d of glutamine
(GIn) was associated with higher CSD velocities (#), as compared with the distilled
water- (Wa) or glycine (Gly) treatments, as well as with a gavage-free condition
(naive group; Nv). Asterisks indicate that the CSD velocities in the malnourished
groups are different from the corresponding well-nourished groups (P<0.05; ANOVA

plus Tukey test).



51

I
2
1]
T U —
I
Q
£
£
[1+]
5
(]

Figure 4 — CSD recordings in one control- and one glutamine- rat (gavage-treated
respectively with water and 500mg/kg/d of glutamine) showing a burst of activity (marked
by the thinner horizontal bar under the electrocorticograms) just before the appearance of
CSD (indicated by the slow DC potential change shown in the upper trace for each rat). In
both animals, the recordings were performed at the region marked as “point 2" in the inset
of figure 2. One can note that the ECoG hyperactivity is more intense and lasts longer in
the glutamine treated rat. The thicker horizontal bars indicate the period (1 min) in which
stimulation with 2% KCI was applied to the frontal region to elicit SD. The right vertical
bars correspond to 10mV for the slow DC potential changes and 1mV for the ECoGs

(negative upwards).
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Table 1 — Amplitudes, duration and rise- and recovery times of the CSD slow potential shifts

in the 8 groups (4 well-nourished and 4 malnourished groups). Data are expressed as

meantstandard deviation. No significant intergroup differences could be observed.

GROUPS CSD SLOW POTENTIAL SHIFTS
Well-nourished | Amplitudes (mV) Duration (s) Rise times (s) Recovery times (s)

Naive 7.5+1.9 66.2 +10.5 36.5+4.7 29.7 + 8.8
Water 7.8+2.4 68.5+12.7 364+7.9 32.1+124
Glycine 9.7+1.6 65.7+11.5 37.8+ 7.5 27.9+6.6

Glutamine 7.1+23 76.0 £20.5 44.1 £8.7 31.9+19.3

Malnourished

Naive 9.6+0.4 69.9 +13.8 37.6 £4.5 323+11.6
Water 87+1.3 67.6 +15.0 354 +£6.8 322+114
Glycine 7.4+23 68.9+13.3 388+74 30.1 £8.3

Glutamine 7.7+2.1 66.9 +10.3 36.4+7.1 30.6 £8.2




Table 2 — Number of rats presenting a burst of ECoG hyperactivity just before CSD
appearance, as well as the mean duration of such bursts (documented in Figure 4). In the
glutamine-treated groups, the burst duration behaved with a non-significant tendency to

Increase.

Well-nourished groups n Burst duration (s; means % sd)
Naive 6 47.2+10.4
Water 3 51.4+1.3
Glycine 6 42.5+7.0
Glutamine 5 69.0 + 19.6

Malnourished groups

Naive 5 343+6.2
Water 3 40.0 + 8.7
Glycine 2 39.2£13.0
Glutamine 2 70.8 + 3.5
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5. CONSIDERACOES FINAIS

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

A Gln, quando suplementada enteralmente, durante o periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso, facilitou a propaga¢dao da DAC em ratos recém-

desmamados.

A desnutri¢do, obtida pela manipulagdo do tamanho das ninhadas, ndo aboliu o efeito

facilitatorio da suplementagdo com Gln sobre a DAC.

Em ambas as condi¢des nutricionais, o tratamento com Gln, durante o periodo de

aleitamento, ndo afetou a evolucdo ponderal e nem o peso encefalico dos animais.

O efeito facilitatorio da Gln sobre a DAC ndo pode ser atribuido ao aumento da oferta
de nitrogénio, conseqiiente ao tratamento com esse aminoacido, uma vez que tal efeito
nao foi obtido nos animais que receberam quantidade equivalente de nitrogénio

proveniente da Gly.

A reducdo dos pesos corporal e encefilico, nos animais mantidos em ninhadas

maiores, confirmou a reprodutibilidade desta técnica em promover déficit nutricional.

Visando dar continuidade a este trabalho, pioneiro na demonstragdo dos efeitos da

suplementacdo enteral com Gln sobre a DAC, sugere-se como perspectivas, investigar, no

rato:

Os efeitos da administra¢do da Gln, de forma aguda ou por curto prazo, sobre a DAC.

A permanéncia (ou ndo) dos efeitos da suplementacdo precoce com Gln sobre a DAC

em diferentes fases da vida: animal jovem, adulto e idoso.
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* Modificagdes dos efeitos da Gln sobre a DAC em condi¢des favoraveis de lactagao,

representadas por ninhadas com nimero reduzido de filhotes.

* Os efeitos, sobre a DAC, de diferentes doses de Gln (por meio de uma “curva dose-

resposta”), bem como de diferentes vias de administracdo deste aminoécido.

* A dosagem dos niveis cerebrais de Gln, GLU e GABA em animais suplementados

com Gln, a fim de correlaciond-los com os efeitos eletrofisiologicos ora descritos.
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ANEXO B — Parecer da Comissio de Etica em Experimentacio Animal da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

2126 8351
: (55 81) 2126 B350
www . cch.ufpe.br

Oficio n® 23/07 Recife, 03 de maio de 2007

Da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. Rubem Carlos Aradjo Guedes

Departamento de Nutrigdo - UFPE

Processo n°® 004628/2007- 81

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Efeitos da suplementagio com L-Glutamina sobre o fenémeno da
depressio alastrante cortical em ratos lactentes normais e desnutridos”.

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

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoridvel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,
Jmﬁcfﬁew do Nascimento
Presidente CEEA

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO C - Composi¢ao da dieta Labina

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

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

Enriquecimento por Kg de Produto:

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

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




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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