
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

BIOQUÍMICA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Efeitos da desnutrição protéíca sobre o metabolismo 
cerebral e sistemas glutamatérgico e GABAérgico 
sob condições de excitotoxicidade em SNC de ratos 

Wistar 
 
 
 
 

Ingrid D. Schweigert 
 
 
 

Orientador: Prof. Dr. Marcos Luiz Santos Perry 
Co-orientador: Prof. Dr. Diogo Onofre Gomes de Souza 

 
 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Biológicas-Bioquímica, como requisito parcial à obtenção do grau de 

Doutor em Bioquímica. 
 
 
 

Porto Alegre 
2005 



 

 

ii  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“ ...O acesso à alimentação é um direito humano em si mesmo, na  

medida em que a alimentação constitui-se no próprio direito à vida... 

negar este direito é, antes de mais nada, negar a primeira condição 

para a cidadania, que é a própria vida.” 

 
(Relatório do Brasil para a Cúpula Mundial de Alimentação, Roma, 1994) 
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RESUMO 
 

Para um adequado funcionamento do SNC, são necessárias complexas 
interações entre os sistemas de neurotransmissão inibitório e excitatório. Desequilíbrios 
nos sistemas, e/ou na sua interação, podem acarretar comprometimentos 
neuropsiquiátricos. Várias etapas do desenvolvimento ontogenético cerebral, incluindo 
proliferação e migração neuronal, crescimento cerebral e mielinização, astrocitogênese e 
morte celular programada, são alteradas pela desnutrição protéica.  Alterações no 
sistema glutamatérgico decorrentes de desnutrição, padrões de desenvolvimento 
afetados no sistema GABAérgico como a atividade da glutamato descarboxilase (GAD) e  
mRNA de subunidades de receptores GABAA , alterações  nas reações a fármacos 
envolvendo o sistema GABAérgico, além de estudos epidemiológicos que apontam para 
a maior incidência de doenças neuropsiquiátricas em populações desnutridas 
precocemente e, ainda, os transtornos nas complexas interações entre células neuronais 
e gliais, que acompanham o desenvolvimento destas patologias, levantam 
questionamentos sobre as implicações da desnutrição sobre o metabolismo cerebral e 
parâmetros inibitórios e excitatórios sob condições de excitotoxicidade. Considerando 
estes aspectos, investigou-se a sensibilidade a drogas convulsivantes agindo sobre os 
sistemas glutamatérgico (ácido quinolínico) e GABAérgico (picrotoxina), assim como se 
procurou detectar interferências provocadas pela desnutrição protéica  gestacional e pós-
natal, e/ou drogas em um dos parâmetros, que, além da biossíntese, liberação, interação 
com receptores, determina uma neurotransmissão eficiente, qual seja: na inativação dos 
dois principais neurotransmissores excitatório e inibitório, glutamato e GABA, 
respectivamente, por meio da captação mediada por transportadores localizados nas 
membranas neuronais e gliais de córtex e hipocampo de ratos em desenvolvimento, 
assim como parâmetros ontogenéticos ligados ao transporte de GABA. A sensibilidade à 
picrotoxina foi avaliada ainda segundo parâmetros metabólicos, envolvendo o 
metabolismo da glicose e do acetato, procurando detectar interações neurônio-glia na 
resposta à droga, assim como a ocorrência de peroxidação lipídica, dado o seu 
envolvimento no processo convulsivante. Considerando que o acetato é metabolizado 
predominantemente pelos astrócitos, células que têm importante papel no fluxo de 
substratos energéticos aos neurônios, a sua oxidação foi avaliada em fatias de córtex 
cerebral de ratos adultos, frente a diferentes concentrações extracelulares de potássio. A 
desnutrição acarretou menor sensibilidade à ação convulsivante do ácido quinolínico, em 
ratos de 25 dias de idade, excluindo alterações na captação de glutamato como 
mecanismo envolvido, uma vez que este parâmetro não foi afetado pela desnutrição e/ou 
droga. Contrariamente, a desnutrição induziu maior sensibilidade à ação convulsivante da 
picrotoxina, em ratos de 25 dias, o que pode estar relacionado à maior captação de 
GABA por fatias de córtex cerebral e hipocampo evidenciadas no grupo desnutrido. A 
desnutrição alterou o perfil ontogenético da captação de GABA por fatias de córtex 
cerebral e também o perfil inibitório da β-alanina (inibidor de GAT-3), dando suporte à 
hipótese de que a maior captação de GABA em ratos desnutridos em desenvolvimento 
seja devida predominantemente a este transportador. A maior sensibilidade à picrotoxina 
no grupo desnutrido também foi evidenciada pelo maior estímulo à oxidação da glicose 
em fatias de córtex cerebral (que também é idade dependente) e peroxidação lipídica. 
Enquanto em ratos imaturos a administração de uma única dose de picrotoxina mostrou a 
maior susceptibilidade de ratos desnutridos, no procedimento de “kindling” químico pela 
picrotoxina em ratos em desenvolvimento, a susceptibilidade mostrou-se sexo e 
tratamento nutricional dependente.  A picrotoxina estimulou a oxidação do acetato a CO2, 
mas não a da glicose em período precoce pós picrotoxina (24 horas) em fatias de córtex 
e hipocampo de ratos de 25 dias, indicando o envolvimento astrocitário na resposta ao 
agente convulsivante, independente do tratamento nutricional. A administração crônica de 
picrotoxina acarretou estímulo à oxidação da glicose em fatias de córtex de ratos 
desnutridos, mostrando efeito tempo e tratamento nutricional-dependente sobre o 
metabolismo da glicose, sem alteração da oxidação do acetato. Altas concentrações de 
potássio extracelular aumentaram a oxidação do acetato em fatias de córtex cerebral, em 
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função da redução intracelular de sódio em ratos controle e desnutridos adultos; o 
agravamento do déficit nutricional exacerbou a oxidação do acetato em fatias de 
cerebelo. 

A desnutrição pré e pós-natal afeta respostas envolvendo os sistemas 
GABAérgico e glutamatérgico em situações de excitotoxicidade, provocada por 
antagonista de receptor GABAA, picrotoxina e por hiperestimulador do sistema 
glutamatérgico, ácido quinolínico, em ratos em desenvolvimento, assim como parâmetros 
ontogenéticos ligados ao transporte de GABA. A severidade da restrição nutricional é 
fator determinante da exacerbação do estímulo à oxidação do acetato. Além do mais, a 
desnutrição parece afetar a interação neurônio-glia em condições de excitotoxicidade. 

 
 

Palavras chave: Desnutrição, Sistema Glutamatérgico, Sistema GABAérgico, 
Metabolismo Cerebral, Excitotoxicidade. 
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ABSTRACT 
 

The adequate functioning of the CNS requires a complex interaction between the 
excitatory and inhibitory neurotransmission systems. Imbalances between systems or 
system-interactions can trigger neuropsychiatric damage. Several ontogenetic stages of 
brain development, including neuronal proliferation and migration, brain growth spurt and 
myelination, astrocytogenesis and programmed cell death, are altered by protein 
malnutrition. Malnutrition induced alterations to the glutamatergic system, the significant 
alterations to the GABAergic system in response to malnutrition, including the activity of 
glutamic acid descarboxylase (GAD) and mRNA on subunits of GABAA receptors, reaction 
to drugs involving the GABAergic system, together with epidemiological studies that point 
to a higher incidence of neuropsychiatric disorders in early malnourished populations and, 
also, disturbances to the complex interaction between neuronal and glial cells that occur 
in such situations, provoke questions concerning the effects of malnutrition on cerebral 
metabolism and inhibitory and excitatory parameters under excitotoxic conditions. 
Considering these aspects, sensitivity to convulsant drugs acting on the glutamatergic 
(quinolinic acid) and GABAergic system (picrotoxin) was investigated. At the same time, 
an attempt was made to detect the effects of gestational and postnatal malnutrition and/or 
drugs on one of the parameters which, besides biosynthesis, release and receptor 
interaction, triggers efficient neurotransmission, be it: in glutamate and GABA inactivation 
(respectively, the major excitatory and inhibitory neurotransmitters), via uptake mediated 
by transporters  localized in the glial and neuronal membranes of the cortex and 
hippocampus in developing rats, as well as GABA transport ontogenetic parameters. 
Picrotoxin sensitivity was also evaluated by metabolic parameters, including glucose and 
acetate metabolism, seeking glial-neuronal interaction in response to the drug, and the 
occurrence of lipid peroxidation, given its involvement in convulsive process. As acetate is 
mainly metabolized by astrocytes, cells with an important role in energetic substrate flux to 
neurons, its oxidation was evaluated in slices of cerebral cortex from adult rats, in the 
presence of different extracellular potassium concentrations. Malnutrition caused 
decreased sensitivity to the convulsant action of quinolinic acid in 25 old days rats. It was 
possible to exclude glutamate uptake alteration as the mechanism involved, since this 
parameter was not affected by malnutrition and/or drug. In contrast, malnutrition induced 
greater sensitivity to the convulsant action of picrotoxin at the same age, which could be 
related to the higher GABA uptake by cerebral cortex and hippocampal slices, evidenced 
in the malnourished group. Malnutrition affected the ontogenetic pattern of GABA uptake 
by cerebral cortex slices and also the inhibitory profile from β-alanine (GAT-3 inhibitor), so 
supporting the hypothesis that the higher GABA uptake by developing malnourished rats 
could be mainly attributed to this transporter. The greater sensitivity to picrotoxin in the 
malnourished group was also shown by the enhanced glucose oxidation by cerebral 
cortical slices (which is also age-dependent) and lipid peroxidation. Whereas in immature 
rats the administration of a single picrotoxin dose showed the greater sensitivity of 
malnourished rats, in the chemical “kindling” procedure with picrotoxin in developing rats, 
the susceptibility was shown to be gender and nutritional treatment dependent. In cerebral 
cortical and hippocampal slices from 25 old days rats, picrotoxin stimulated acetate 
oxidation to CO2, but not that of glucose in the early post-picrotoxin period (24 hours), 
pointing to astrocytic involvement in the response to the convulsant agent, independently 
of nutritional treatment. Chronic picrotoxin administration stimulated glucose oxidation in 
cerebral cortex slices from malnourished rats, showing a time and nutritional treatment-
dependent effect on glucose metabolism, without any effect on acetate oxidation.  High 
extracellular concentrations of potassium improved acetate oxidation in cerebral cortex 
slices, by decreasing intracellular sodium in well and malnourished adult rats; the 
aggravated nutritional deficit, exacerbated the acetate oxidation in  cerebral slices. 

Pre and postnatal malnutrition affects responses involving the GABAergic and 
glutamatergic systems in excitotoxic conditions caused by the GABAA antagonist 
picrotoxin and the glutamatergic system overstimulator quinolinic acid in developing rats, 
as well as GABA transport ontogenetic parameters. The severity of the nutritional 

[TD1] Comentário: Pode 
escolher 



 

 

ix  

restriction is a determinant factor in the exacerbation of acetate oxidation. In addition, 
malnutrition seems to affect neuronal-glial interaction in excitotoxicity. 

 
    

Key-words: Malnutrition, Glutamatergic System, GABAergic System, Cerebral 
Metabolism, Excitotoxicity . 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Considerações gerais 

A nutrição desempenha um papel central, ligando os campos da neurobiologia, do 

desenvolvimento e da neurociência cognitiva, exercendo um profundo impacto no 

desenvolvimento das estruturas e funções cerebrais. Evidências consideráveis de estudos 

em humanos e em outras espécies animais mostram que a desnutrição1 pré e pós-natal 

precoce influenciam estes aspectos e o desempenho cognitivo posterior. Várias patologias 

ligadas ao desenvolvimento neural podem estar relacionadas a injúrias, como a hipóxia, 

viroses, exposição a drogas ou desnutrição durante o período intra-uterino. Recentes 

avanços na neurobiologia do desenvolvimento e neurociência cognitiva sugerem 

mecanismos que medeiam estes efeitos (DAUNCEY e BICKNELL, 1999). 

O interesse na determinação da extensão pela qual condições sub-otimizadas de 

saúde e enfermidades na vida adulta, cujo rastreamento remete ao período de experiências 

ambientais precoces, tais como a injúria nutricional, renovou-se e intensificou-se nos últimos 

anos. Para além da conhecida “programação metabólica” induzida pela desnutrição fetal 

com propósito de aumentar as chances de sobrevivência do feto e na vida pós-natal, como 

uma resposta adaptativa do organismo ao déficit nutricional (HALES e BARKER, 1992), 

vários estudos apontam a deficiência nutricional pré-natal como fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças neurológicas (HACKET e IYPE, 2001; DIOP et al., 2003) e 

psiquiátricas (SUSSER e LIN, 1992; SUSSER et al., 1996; HOECK et al., 1998).  Entre 

estes, recentes estudos epidemiológicos baseados no “inverno de fome holandês”2 mostram 

                                                 
1   O termo desnutrição foi usado genericamente para discriminar deficiências nutricionais (PNAN, 
MS, 2000) ou ainda como sinônimo de “deficiência nutricional”, definida como “doença decorrente do 
aporte alimentar insuficiente em energia e nutrientes ou ainda do inadequado aproveitamento 
biológico dos alimentos ingeridos” (MONTEIRO, 2003). 
2   Estudos de coorte em população cujas mães sofreram privação alimentar durante a gestação no 
período epidêmico de fome na Holanda, de 1944-45, durante a Segunda Guerra Mundial. 
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que fetos expostos à condição de privação alimentar (peak famine- fome aguda epidêmica) 

durante o primeiro trimestre da vida intrauterina apresentam risco de desenvolver doenças 

neuropsiquiátricas  na vida adulta (SUSSER e LIN, 1992; HOECK et al., 1998; SUSSER et 

al., 1996). 

O acentuado interesse na busca do estabelecimento de correlações entre a 

desnutrição e, entre outros efeitos deletérios ao longo prazo, os relacionados às disfunções 

cerebrais, encontra ressonância no fato de que, apesar da caracterização de períodos de 

transição nutricional3 (MONTEIRO, 2000) e de projeções de redução da prevalência da 

desnutrição para algumas regiões do globo, noutras a expectativa ainda é alarmante (de 

ONIS et al., 2004). Embora do outro lado da escala da má nutrição, a obesidade tenha 

emergido em todas as idades e grupos sócio-econômicos, tornando-se problema de saúde 

pública, ela convive paradoxalmente com a desnutrição na mesma população (POPKIN, 

1994; NISHIDA et al., 2004).  

A desnutrição humana é uma condição que afeta populações de todas as nações, 

sejam elas subdesenvolvidas ou tecnologicamente avançadas (WHO, 2003). A desnutrição 

infantil é internacionalmente reconhecida como um importante problema de saúde pública e 

seus efeitos devastadores sobre a saúde e a sobrevivência estão bem estabelecidos. A 

distribuição geográfica global de crianças com baixo peso, menores de cinco anos de idade, 

baseada no último levantamento da Organização Mundial da Saúde (WHO, 2003) 

caracteriza prevalências extremamente elevadas em países africanos e asiáticos (figura 

1.1). Enquanto globalmente a projeção da prevalência do baixo peso infantil4 é de declínio 

de 26,5 para 17,6% entre 1990 e 2015, em países em desenvolvimento, a estimativa é de 

decréscimo de 30,2 para 19,3%. Paradoxalmente, na África a projeção é de aumento de 

24,0 para 26,8%. Globalmente, a projeção do número de crianças de baixo peso aponta 

                                                 
3    O conceito de transição nutricional diz respeito a mudanças seculares em padrões nutricionais que 
resultam de modificações na estrutura da dieta dos indivíduos e que se correlacionam com mudanças 
econômicas, sociais, demográficas e relacionadas à saúde (POPKIN et al., 1993). 
4   O reconhecimento da relevância da nutrição como pilar básico para o desenvolvimento social e 
econômico colocou a desnutrição infantil entre os objetivos de desenvolvimento do milênio para a 
erradicação da pobreza extrema e da fome (United Nations, 2002 apud de ONIS et al., 2004), com o 
objetivo de reduzir 50% da prevalência do baixo peso entre crianças menores de 5 anos [definida 
como 2DP abaixo do peso para a idade da população referência da OMS e NCHS (National Center 
for Health Statistics)] entre 1990 e 2015. 
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para uma diminuição de 163,8 milhões em 1990 e para 113,4 milhões em 2015.  Na América 

Latina, de 4,8 milhões, a projeção é de declínio para 1,9 milhões. Embora uma melhora 

geral na situação global possa ser vislumbrada, nem mesmo globalmente, e sequer em 

regiões desenvolvidas, o objetivo de redução de 50% na prevalência do baixo peso entre 

crianças até cinco de idade, estabelecido pelas Nações Unidas (United Nations, 2002), será 

alcançado até 2015 (de ONIS et al., 2004). 

No Brasil, a exemplo de várias outras regiões do globo, a leitura comparativa dos três 

estudos transversais realizados nas décadas de 70, 80 e 90, em âmbito nacional e 

microrregional, (Estudo Nacional de Despesas Familiares – ENDEF, 1974/1975; Pesquisa 

Nacional de Saúde e Nutrição – PNSN, 1989; Pesquisa Nacional de Demografia e Saúde – 

PNDS 1995-1996), caracteriza um período de transição nutricional, podendo-se inferir um 

declínio na prevalência da desnutrição em crianças menores de cinco anos e, por outro lado, 

a elevação da prevalência de sobrepeso/obesidade em adultos. Há que se considerar, 

porém, que as características do declínio na prevalência da desnutrição no Brasil se 

apresentam assimétricas no que se refere ao meio urbano e rural e distribuições regionais 

(BATISTA FILHO e RISSIN, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1.1 – Distribuição geográfica de crianças de baixo peso < de 5 anos. Percentagem representa 
crianças com peso 2DP abaixo da média para a idade segundo referência do NCHS (National Center 
for Health Statistics) e OMS. Fonte: Adaptado de de Onis (2004). 
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A desnutrição humana está associada a  uma  série de fatores que incluem a 

pobreza,  a  negligência  e  abuso  de  drogas, e  consiste  de  aspectos biológicos, 

psicológicos e sociológicos (MORGANE et al., 2002). Um fator agravante associado aos 

efeitos de longa duração ou até mesmo permanentes é o de que estes vários dispositivos e 

práticas comportamentais, associados com a desnutrição, tendem a ser transmitidos de 

geração a geração. A extensão pela qual estes efeitos se tornam perpetuados, e mesmo 

cumulativos sobre várias gerações, demonstra que reabilitação educacional, econômica, 

comportamental e nutricional extensiva para além de uma única geração é necessária para 

mitigar os efeitos residuais da desnutrição multigeneracional (MORGANE et al., 2002). 

 Considerações a respeito dos efeitos subliminares ou expressivos das doenças 

neuropsiquiátricas sobre a qualidade de vida, e, também, sobre o próprio sistema de saúde 

pública, consolidam a importância do desenvolvimento de pesquisas que se dirijam à 

compreensão e elucidação dos impactos e mecanismos que modulam os efeitos da 

desnutrição precoce sobre o neurodesenvolvimento.    

 

1.2 Maturação cerebral, injúria e período críticos  

 A maturação do Sistema Nervoso Central (SNC) depende de diretrizes genéticas, da 

complexidade e grau da estimulação ambiental e de alimentação adequada (MORGANE et 

al., 1993), sendo a desnutrição um dos principais fatores não genéticos que afetam o 

desenvolvimento cerebral (MORGANE et al., 2002). A maturação cerebral envolve uma 

série de estágios sobrepostos temporalmente e que seguem uma seqüência precisa, que 

difere de região para região cerebral e mesmo dentro de uma região em particular, variando 

temporalmente de uma espécie animal para outra (MORGANE et al., 2002). 

O conceito relativo ao impacto da injúria precoce ao cérebro está baseado na 

concepção de que há períodos do desenvolvimento durante os quais o organismo é 

particularmente vulnerável. Este denominado período crítico representa uma única “janela 

de desenvolvimento” que não pode ser revertida ou repetida em um período posterior.  
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Simplificações quantitativas a respeito do denominado período de rápido crescimento 

cerebral (brain growth spurt - período no qual os processos organizacionais estão sendo 

modificados mais rapidamente) podem derivar da omissão das complexas inter-relações 

temporais seguidas pelas sub-regiões do cérebro.  Enquanto cada sub-região segue uma 

cuidadosa e intrincada programação seqüencial de desenvolvimento, deve sincronizar-se 

temporalmente com outras regiões interligadas, de tal forma que o produto final resulte 

intacto e apto na estrutura madura. O desenvolvimento normal também depende da 

formação e diferenciação de células neurais, ocorrendo de forma inter-relacionada. Uma das 

maiores incumbências no cérebro em desenvolvimento é estabelecer padrões corretos de 

conexões em um determinado período de tempo (windows of opportunity) (MORGANE et al., 

2002). Distorções na maturação coordenada de diferentes componentes cerebrais poderão 

romper o crescimento ordenado e elaboração do circuito neural (KAWAGUCHI e HAMA, 

1988, apud MORGANE et al., 2002). Atraso em apenas poucos eventos neurológicos 

isolados resultantes da desnutrição, pode ser causa de reação em cadeia, amplificando 

erros funcionais. Interferências temporais na progressão dos processos morfológicos, 

fisiológicos e bioquímicos de desenvolvimento do SNC, podem levar a déficit funcional 

permanente (MORGANE et al., 2002).   

São fatores críticos na determinação do como e em que extensão a injúria afetará o 

cérebro, a idade na qual a desnutrição ocorre associada à duração e severidade da mesma 

(MORGANE et al., 1993). A depender do período de desnutrição (fase embrionária, fetal, 

pós-natal precoce ou tardia), os efeitos na proliferação de diferentes tipos de neurônios 

(macro e micro) ou células gliais (astroglia e oligodendroglia) serão diferentes (MORGANE 

et al., 2002). Embora a desnutrição em período específico pré ou pós-natal, por exemplo, 

possa causar alterações específicas no SNC determinadas pela fase na qual a injúria é 

imposta, em combinação os efeitos podem ser aditivos (KEHOE et al., 2001), como 

demonstrado em estudos em animais e humanos. A maior parte dos estudos, porém, mostra 

que a desnutrição pré-natal resulta em deficiências mentais mais importantes e 

permanentes que a desnutrição pós-natal (SMART, 1993 apud MORGANE et al., 2002). 
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 A depender do grau da injúria nutricional, período e tempo de imposição 

(MORGANE et al., 2002) e de eventual posterior reabilitação nutricional (GRESSENS et al., 

1997), nem alterações anatômicas ou até mesmo patologias focais equivalentes a lesões 

microscópicas, nem mesmo retardo mental expressivo ou psicopatologias são detectáveis. 

Poderão resultar, porém, condições sub-otimizadas permanentes do desenvolvimento 

intelectual e comportamental Desequilíbrios no sistema de neurotransmissores, por 

exemplo, mais do que lesões focais aparentes, contribuem significativamente para 

alterações funcionais tardias (MORGANE et al., 2002). 

 Por outro lado, déficits de desenvolvimento devido à injúria nutricional não levam 

necessariamente a disfunções cerebrais imediatas. A maior parte dos fenômenos biológicos 

opera em um princípio de excesso, com um nível de substrato além do que aquele 

necessário para encontrar a velocidade máxima ou manter as condições de equilíbrio. 

Portanto, as conseqüências de uma limitação anormal durante um período específico do 

desenvolvimento cerebral podem permanecer subliminarmente, ou podem apenas 

manifestar-se como uma predisposição, até que o sistema seja estressado por 

circunstâncias emocionais ou ambientais não usuais. Em outras palavras, o estresse 

adicional rompe um sistema já fragilizado (MORGANE et al., 2002).  

 Como conseqüência da desnutrição em um período crítico, apenas uma limitada 

plasticidade pode permanecer no sistema. É este nível residual de plasticidade que permite 

que a reabilitação nutricional, associada a outros fatores ambientais, exerça algum efeito de 

melhora após a injúria nutricional (MORGANE et al., 2002).  

Partindo do pressuposto que alterações no desenvolvimento cerebral têm 

implicações funcionais a longo prazo, o estudo sobre efeitos da inadequação nutricional 

sobre este desenvolvimento, subsidia, principalmente, estratégias de prevenção dos efeitos 

deletérios na organização e funções cerebrais precoces, e,  de otimização de condições 

ambientais que possam melhorar as funções cerebrais comprometidas (MORGANE et al., 

2002).  
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1.3 Mecanismos adaptativos, compensatórios e/ou homeostáticos da desnutrição: efeitos 

transitórios, permanentes ou atraso no desenvolvimento? 

Caracterizados como sendo de ordem adaptativa, compensatória, homeostática, de 

programação ou reprogramação, os efeitos da desnutrição precoce sobre o SNC são 

enfocados também sob os aspectos de caráter de longo prazo, permanente ou ainda 

multigeneracional. Noções de meros atrasos e evolução para normalização, envolvendo 

conceito de prolongamento da imaturidade, convivem com comprometimentos acentuados 

ou menos expressivos na vida adulta.    

Embora a natureza dos mecanismos propostos não seja de todo excludente e haja 

necessidade de considerar modelos de desnutrição impostos (grau, período, extensão, 

reabilitação), assim como parâmetros avaliados, as considerações a seguir propõem-se a 

enfocar congruências e disparidades entre pesquisadores, preservando terminologia original 

dos mesmos (grifo nosso).  

Em 1962, Neel propôs a hipótese de que a seleção natural, operando durante 

milhares de anos de alimentação precária e intermitente, selecionou genes que conferem 

um estado metabólico econômico, que auxiliaria na sobrevivência (hipótese do “gene 

econômico”). Já em 1992, Hales e Barker propuseram a teoria do “fenótipo econômico” que 

propõe que o desenvolvimento fetal é sensível ao ambiente nutricional. Quando este é 

precário, uma resposta adaptativa é instigada para otimizar o crescimento de órgãos como o 

cérebro, em detrimento de outros, como as vísceras. Esta programação fetal teria a 

finalidade de melhorar as chances de sobrevivência do feto e levaria ao alterado 

metabolismo pós-natal, o qual, igualmente, teria a função de aumentar as chances de 

sobrevivência sob condições de nutrição precária e intermitente, mas que, segundo Petry et 

al. (2001), se torna deletéria quando a nutrição é excessiva ou mesmo adequada. Wu et al. 

(2004) apontam a nutrição como o fator intrauterino mais importante, que altera a expressão 

do genoma fetal e pode ter conseqüências de longo prazo. Este fenômeno pode resultar em 

adaptações no desenvolvimento, as quais alteram permanentemente a estrutura, fisiologia e 

metabolismo, predispondo, portanto, a enfermidades metabólicas, endócrinas e 
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cardiovasculares na vida adulta. Há crescentes evidências de que a desnutrição materna 

pode alterar o estado epigenético do genoma fetal. Isto pode prover um mecanismo 

molecular para o impacto da nutrição materna em ambos: programação fetal e impressão 

genômica. 

Especificamente em relação ao cérebro, Morgane et al. (2002) enfocam a 

necessidade de distinguir entre retardo do desenvolvimento normal (desenvolvimento 

normal que apenas se lentificou) e desenvolvimento anormal. Para os autores, a desnutrição 

resulta em desenvolvimento anormal considerável, incluindo desequilíbrio de 

neurotransmissores, e não meramente um atraso no desenvolvimento normal.  

Em populações humanas, períodos moderados a severos de desnutrição antes dos 

dois primeiros anos de vida, são associados com retardos no desenvolvimento cognitivo e 

desempenho escolar em crianças (HALL et al. , 2001; GALLER e ROSS, 1993 apud 

FIACCO et al., 2003). 

 Modelos de desnutrição animal durante o período pré-natal levam à alteração do 

desenvolvimento pós-natal do cérebro apesar de reabilitação nutricional ao nascimento. 

Alterações no comportamento, anatomia, química e fisiologia estendem-se após o período 

pós-natal, continuando até a vida adulta (FIACCO et al., 2003).  

Del Angel-Meza (2001) mostram um retardo na migração de células granulares em 

córtex de cerebelo de ratos de 21 dias submetidos à desnutrição pré e pós-natal. Aos 30 

dias, os dendritos das células granulares apresentam-se maiores e, aos 60 dias, a 

arborização das células de Purkinje é mais profusa em comparação aos ratos controle. O 

retardo na migração das células granulares poderia, segundo os autores, ser parcialmente 

devida à imaturidade das células gliais de Bergmann. Conseqüentemente, vários eventos 

plásticos, e possivelmente compensatórios, poderiam ter ocorrido em células granulares e 

de Purkinje. 

Segundo Gressens et al. (1997), a desnutrição protéica precoce durante o período de 

desenvolvimento embrionário induz múltiplas e transitórias alterações no desenvolvimento 

cerebral. O atraso na astrocitogênese, a diminuída programação da morte celular, 
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sinaptogênese e diferenciação neuronal anormal em ratos em desenvolvimento e a quase 

completa normalização de parâmetros de desenvolvimento cerebral em animais adultos 

(citoarquitetura, diferenciação neuronal e glial), sugerem ao menos duas possibilidades, 

segundo os autores:  

1. As anormalidades transitórias observadas poderiam representar as bases morfológicas de 

distúrbios do circuito e funcionamento neuronal mais duradouros e profundos que poderiam 

persistir nos animais adultos. Este paradigma poderia representar um modelo animal para 

casos humanos de retardo mental ou distúrbios de comportamento associados com 

tamanho cerebral normal e exames neuropatológicos normais ou sub-normais. A retardada 

astrocitogênese poderia representar um mecanismo fisiopatológico crítico, pelos múltiplos 

papéis dos astrócitos, e a reduzida morte neuronal (para compensar o estoque neuronal 

inicial reduzido), poderia levar à manutenção de células anormais e/ou redução da 

diversidade neuronal. 

2. A normalização da histologia e tamanho do cérebro poderiam refletir a importante 

plasticidade do cérebro em desenvolvimento e sua habilidade em adaptar-se ao estresse 

precoce severo. Neste caso, a retardada gliogênese, a reduzida morte celular e o distúrbio 

transitório na diferenciação neuronal, poderiam ser considerados como eficientes 

mecanismos compensatórios que levariam ao cérebro adulto normal ou levemente sub-

normal.  

 Evidências mostram também que a desnutrição precoce afeta mecanismos 

neuronais, implicando em alterações adaptativas em resposta a diferentes eventos 

experimentais e/ou tratamentos. Ratos privados nutricionalmente em período perinatal 

falharam em desenvolver tolerância ao efeito do diazepan (DZP) e pentobarbital (PTB) 

(BORGHESE et al., 1998), e também a tolerância farmacológica à administração crônica do 

etanol (CÓRDOBA et al., 1997), efeitos que são evidentes em animais controle. Estes 

resultados remarcam a influência da desnutrição precoce na regulação de respostas 

adaptativas induzidas por estresse crônico ou tratamento farmacológico prolongados, 
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indicando que a desnutrição altera mecanismos subjacentes a mudanças adaptativas a 

estímulos repetidos.  

 A manutenção da homeostase apontada, entre outros, por Steiger et al. (2003) como 

motivo da resposta compensatória do genoma ao alterar, por exemplo, os níveis de mRNA 

de subunidade de receptores GABAA
 na desnutrição pré-natal, como descrito no item 1.6.2, 

constitui interessante perspectiva, na qual sistemas lançam mão de mecanismos reacionais 

frente à agressão em busca de “um novo ponto de equilíbrio”.  

 Embora a natureza dos mecanismos propostos não seja de todo excludente e haja 

necessidade de considerar modelos de desnutrição impostos, assim como parâmetros 

avaliados, as congruências e também disparidades entre pesquisadores, refletem fatos 

derivados da desnutrição precoce, que apontam, em sua maioria, caráter permanente em 

algum grau, se não imediato, prospectivo e comprometedor da performance bioquímica, 

fisiológica e comportamental. Apesar dos evidenciados e assim denominados “atrasos” no 

desenvolvimento de parâmetros neurológicos, incorporando os conceitos explorados por 

Morgane et al. (2002), estes não constituem apenas erros funcionais isolados, uma vez que 

as inter-relações e conexões ideais são influenciadas, ampliando os erros temporais de 

ocorrência de eventos. A impressão da marca da desnutrição em nível de código genético, 

possibilidade considerada, ao aumentar os horizontes dos efeitos da desnutrição em uma 

perspectiva multigeneracional, amplifica os seus efeitos. 

Aspectos caracterizados como mecanismos compensatórios, se, por um lado 

apontam para uma habilidade em adaptar-se ao estresse precoce severo, o que levaria a 

um cérebro adulto normal ou sub-normal, em uma das proposições de Gressens et al. 

(1997), por outro poderiam ser comprometidos na contingência de estresse adicional de 

ordem ambiental ou emocional. 

 Além disso, alterações adaptativas que ocorrem em ratos normais frente ao uso de 

determinadas drogas, e que não ocorrem em ratos desnutridos, sugerem a necessidade de 

maiores estudos sobre a especificidade da farmacologia do desnutrido. Da mesma forma, 

fármacos cuja posologia ou composição sejam benéficas para indivíduos que não sofreram 



 

 

11

desnutrição, poderiam, eventualmente, ter efeitos minimizados ou acentuados quando 

utilizados em indivíduos com agressão nutricional anterior. Além do que, poderiam constituir 

um estresse adicional ao desnutrido, caracterizando-se como circunstância ambiental não 

usual, rompendo um sistema já fragilizado conforme proposição de Morgane et al. (2002). 

 

1.4 Desnutrição e doenças neuropsiquiátricas 

Há hipóteses de que a esquizofrenia seja uma enfermidade no desenvolvimento 

neural que ocorre, em parte, como decorrência de eventos primários no útero e cujas 

manifestações ocorrem mais tardiamente na vida (WEISS e FELDON, 2001). Estudos 

epidemiológicos do “Inverno de Fome Holandês” mostram que fetos expostos à condição de 

desnutrição (peak famine) durante o primeiro trimestre de vida intrauterina, apresentam risco 

de desenvolver esquizofrenia (SUSSER e LIN, 1992; SUSSER et al., 1996; HOEK et al., 

1998). Análises “post-mortem” do cérebro de pacientes esquizofrênicos mostram evidências 

da migração neuronal anormal (AKBARIAN et al., 1996; RIOUX et al., 2003), corroborando 

com a hipótese de que eventos pré-natais contribuem para a gênese da esquizofrenia 

(PALMER et al., 2004). 

 Já a epilepsia, que se caracteriza por episódios recorrentes de disfunções cerebrais 

paroxísticas devido à súbita, desordenada e excessiva descarga neuronal (ADAMS et al., 

1997), representa um dos principais distúrbios cerebrais crônicos em países em 

desenvolvimento (DIOP et al., 2003). Dos 40 a 50 milhões de pessoas epilépticas, nos quais 

50% dos casos inicia na infância ou na adolescência, há estimativas de que 85% residem 

nos países em desenvolvimento (WHO, 2001). A incidência em países em desenvolvimento 

praticamente dobra comparativamente aos países desenvolvidos e uma das razões para 

essa maior incidência é o maior risco de experienciar condições que podem levar a dano 

cerebral permanente (BALE, 1993; GAJANA, et al., 1995; WHO, 2001).  

Embora a desnutrição e a epilepsia sejam problemas prevalentes em países em 

desenvolvimento (de BITTENCOURT et al, 1996; WHO, 2001, 2003; DIOP et al., 2003), 

sendo uma relação causa-efeito, sugerida em vários estudos com modelo animal (STERN et 
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al., 1974; TABER et al., 1980; BRONZINO et al., 1986, 1990; GIETZEN et al, 1996; 

PALENCIA et al., 1996), até o presente não se demonstrou que a desnutrição per se 

aumenta o risco de epilepsia. A alta prevalência da epilepsia infantil nesses países é 

apontada por estudos epidemiológicos (de BITTENCOURT et al, 1996; HACKET et al., 

1997).  Infecções que acometem o SNC e complicações perinatais, infecções tipicamente 

tropicais como a malária, infecções como a meningite bacteriana (MATUJA, 1989, AZIZ et 

al., 1994, WARUIRU et al., 1996, LEARY e MORRIS, 1988, apud HACKET e IYPE, 2001), 

parasitoses como a neurocisticercose que, embora não tipicamente tropical, está 

relacionada à pobreza (BERN et al., 1999; PAL et al., 2000), a desnutrição (WHO, 2001) e 

ainda a diminuição da imunidade e resistência a infecções por vírus que apresentam 

tropismo pelo SNC causadores de epilepsia que a mesma acarreta (CHANDRA, 1997), são 

sugeridas como fatores etiológicos. A maior parte destes estudos, porém, usa um modelo 

etiológico monofatorial, mas é provável que haja interação com fatores subjacentes (tais 

como a predisposição genética, segundo Schauman, 1994), predispondo à epilepsia  

(HACKET e IYPE, 2001).   A desnutrição e a epilepsia podem, portanto, coexistir 

constituindo importante problema de saúde pública (SHORVON e BARUCHA, 1993 apud 

HUANG et al., 2003; HACKET e IYPE, 2001). 

No Brasil, onde dados epidemiológicos mostram prevalência da epilepsia semelhante 

aos países em desenvolvimento (MARINO et al., 1986 e FERNANDES et al., 1992 apud 

BORGES et al., 2001; BORGES et al., 2004), um estudo sobre a prevalência da epilepsia na 

população urbana de São José do Rio Preto, SP (figura 1.2), mostra uma forte associação 

entre a epilepsia e as classes sociais. As prevalências de epilepsia acumulada das classes 

econômicas A e B são baixas, semelhantes às dos países desenvolvidos e nas classes C e 

D são elevadas, semelhantes às observadas em países em desenvolvimento (BORGES, 

2002). 

Em ratos desnutridos, vários estudos sugerem uma diminuição nos limiares de 

susceptibilidade para crise convulsiva em modelos de convulsão (STERN et al., 1974; 

TABER et al., 1980; BRONZINO et al.,1986, 1990; GIETZEN  et al,  1996;  PALENCIA et al., 
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Figura 1.2 - Relação entre a prevalência da epilepsia e as classes econômicas em São José do Rio 
Preto, Brasil. Fonte: Borges (2002). 

 

1996), inclusive sem reversão de resposta quando da reabilitação nutricional (STERN et al., 

1974). Em contraposição, uma menor susceptibilidade a convulsões é sugerida por Rotta et 

al. (2003a), Bronzino et al. (1991), Austin-LaFrance et al.(1991), enquanto  nos trabalhos de 

Nunes et al. (2002), Schultz et al. (1996) e Forbes et al. (1978) a desnutrição não modificou 

a resposta comparativamente aos animais controle.   

As aparentes contradições encontradas na literatura sugerem que os efeitos da 

desnutrição sejam específicos para o modelo de convulsão. A ampla documentação de que 

a desnutrição em roedores altera significativamente a sensibilidade a uma variedade de 

drogas atuando em diversos sistemas de neurotransmissores (BUTLER et al., 1994; 

ALMEIDA et al., 1996), sugere uma sensibilidade específica sujeita às propriedades das 

drogas sendo seletivamente modificada pela desnutrição.   

 

1.5 Doenças neuropsiquiátricas: efeitos sobre a interação neurônio-glia   

A avaliação do metabolismo cerebral durante convulsões e períodos interictais é 

utilizada para identificar estruturas cerebrais responsáveis pela geração, propagação e 

controle da atividade epileptiforme (SOKOLLOFF et al., 1977; SCORZA et al., 2002). Da 

mesma forma, estudos sobre o metabolismo cerebral em situações fisiológicas e/ou frente a 

acometimentos de ordem patológica ou injúrias ambientais são de relevância na avaliação 
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da utilização específica de nutrientes e interação glial e neuronal (SONNEWALD e 

KONDZIELLA, 2003; ELOQAYLI et al., 2004). 

Foi demonstrado que o metabolismo cerebral está compartimentalizado em nível 

celular e intracelular (WAAGEPETERSEN, 2003). O metabolismo cerebral do acetato 

também é compartimentalizado e ocorre na glia (WANIEWSKI e MARTIN, 1998). O acetato 

extracelular no cérebro pode ser derivado de, ao menos, três fontes: (1) o acetato é 

produzido por bactérias no intestino e está presente a 0,2-0,3mM no sangue (ORREGO et 

al., 1988); (2) o etanol é metabolizado a acetato, podendo aumentar de 0,3 a 1,0mM no 

plasma após uma única dose intravenosa de etanol em humanos (McNEIL, 1984) e, (3) no 

cérebro a acetilcolina é rapidamente metabolizada pela colinestarase extracelular a acetato 

e colina (KISELEVSKI et al., 2003). No cérebro, o acetato é seletivamente captado pelos 

astrócitos através de um sistema especializado de transporte que está ausente ou é menos 

ativo em neurônios, onde se sugere que a glicose seja mais metabolizada no ciclo do ácido 

tricarboxílico neuronal (SONNEWALD et al., 1991; WANIEWSKI e MARTIN, 1998; QU et al., 

2000) (figura 1.3). Por meio de estudos usando 13C NMR espectroscopia, calcula-se que 

65% do acetil-CoA derivado da glicose seja metabolizado no ciclo do ácido tricarboxílico 

neuronal (HASSEL et al, 1995; QU et al, 2000). 

Figura 1.3 - Interação metabólica entre neurônios e astrócitos. 
Fonte: Sonnewald e Kondziella (2003).  

 

A determinação da metabolização cerebral da glicose (LCMRglc- local cerebral 

metabolic rates of glucose) em tecido neural por meio de método autoradiográfico, utilizando 



 

 

15

[14C]deoxiglicose ( [14C]DG ) (HERTZ e PENG, 2002), evidencia claramente que a ativação 

funcional aumenta  as  concentrações  extracelulares  de K+   ( [K+]e )   e o metabolismo 

energético nas regiões ativadas (SOKOLOFF, 1981; 1993). O descrito aumento é 

evidenciado predominantemente em neuropilos ou regiões ricas em sinapses (KADEKARO 

et al., 1983). Porém,  a resolução espacial do método autoradiográfico utilizando [14C]DG é 

limitado a 100-200μm (TAKAHASHI et al., 1997) e é insuficiente para identificar os 

elementos celulares específicos no neuropilo que contribuem para o aumento da LCMRglc, 

permanecendo, portanto, indefinido se a função envolvida no aumento do metabolismo 

energético é confinada aos processos axonais e /ou dendríticos ou inclui processos 

astrocitários envolvendo as sinapses.  

A estimulação do metabolismo por meio da ativação funcional é dependente da 

atividade da Na+, K+-ATPase, a qual contribui para a manutenção de concentrações basais  

extracelulares de K+, que, no cérebro “in vivo”, situam-se normalmente em torno de 3mM, 

podendo aumentar durante períodos de ativação neuronal para 12mM (SOMJEN 1975, 

1979). Estes valores podem atingir 50 a 80mM durante a convulsão, isquemia, hipoglicemia 

ou depressão cortical alastrante (HERTZ, 1977; ERECINSKA e SILVER, 1994). 

A manutenção das [K+]e em tecidos neurais dentro de limites estreitos é 

desempenhada essencialmente pelas células gliais (MODDEL et al., 2003). Potenciais de 

ação refletem o influxo de Na+ e o efluxo de K+ em neurônios, e o metabolismo energético 

aumenta em proporção direta às suas freqüências, o que resulta em aumento na 

concentração intracelular e extracelular de Na+ e K+, respectivamente, assim como o 

aumento da atividade da bomba Na+,K+-ATPase e do metabolismo energético com 

finalidade de restaurar os gradientes iônicos aos níveis normais. Pode-se inferir que a 

restauração dos gradientes iônicos ocorre nos neurônios (onde os potenciais de ação são 

gerados), porém, os astrócitos envolvidos nas sinapses locais podem também estar 

envolvidos na resposta metabólica, regulando a [K+]e por difusão passiva e/ou transporte 

ativo (SOKOLOFF et al., 1996).  Astrócitos em cultura captam K+ avidamente do  meio, e a 

velocidade de captação é maior do que aquela para neurônios. Os astrócitos também 
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podem captar K+ de áreas com estimulação neuronal para áreas com menor concentração 

de K+ extracelular (tamponamento espacial do K+). 

Os neurônios podem responder com elevada utilização da glicose a mudanças no 

meio iônico extracelular (SOKOLOFF et al. 1996). Não está totalmente esclarecido se o 

aumento nas [K]e estimula o metabolismo energético em astrócitos, porém, ao aumentar a 

liberação de neurotransmissores, incluindo o glutamato, promove o aumento do Na+ 

intracelular mediante a liberação de neurotransmissores. Após interagir com receptores 

específicos, o glutamato é recaptado por meio de transportadores localizados em astrócitos 

e neurônios (PELLERIN e MAGISTRETTI, 1994; SOKOLOFF et al., 1996; ZIGMOND et al., 

1999). O glutamato avidamente captado do espaço extracelular desempenha um papel 

importante como sinal acoplador da atividade neuronal com o metabolismo da glicose em 

astrócitos (MAGISTRETTI et al., 1999). A captação de glutamato é acompanhada por 

substancial carregamento de Na+ no astrócito, levando ao aumento da atividade da Na+/K+ -

ATPase, consumo de ATP, e a um aumento da glicólise com concomitante aumento da 

produção de lactato (PELLERIN e MAGISTRETTI, 1994; CHATTON et al., 2000), 

postulando-se que o lactato produzido por este mecanismo poderia servir como fonte 

metabólica para o neurônio ativado (MAGISTRETTI, et al., 1999). A estequiometria do 

transporte de glutamato é de três íons Na+ por glutamato (DANBOLT, 2001), (ou dois Na+ e 

um H+) em troca de um K+ e uma OH- (ou um HCO3
-), o que leva a um aumento na 

concentração intracelular de Na+, acompanhada por uma acidificação intracelular e 

alcalinização extracelular. A demanda metabólica aumentada ligada ao rompimento da 

homeostase do Na+
i , ativa a captação de glicose e a  glicólise em astrócitos. Parece, então, 

que os astrócitos participam no metabolismo energético aumentado associado com 

atividade funcional, mas, ao contrário dos neurônios, a estimulação por aumento na  [K+]e é 

de menor relevância do que outros mecanismos, tais como a liberação neuronal de 

glutamato e possivelmente outros neurotransmissores que promovam a entrada de Na+ nas 

células. 
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Para avaliar o metabolismo glial no cérebro, o acetato é amplamente utilizado. A 

aplicação de [14C]acetato a tecidos cerebrais resulta em rápida incorporação do precursor 

radioativo em glutamina, com uma maior atividade específica que o glutamato. Por outro 

lado, experimentos com [14C]glicose resultam em uma rápida incorporação em glutamato e 

com menor atividade específica em glutamina (O’NEAL e KOEPPE, 1966; VAN DEN BERG 

et al., 1969). Como a glutamina é sintetizada em astrócitos (NORENBERG e MARTINEZ-

HERNANDEZ, 1979), foi proposto que o acetato é preferencialmente utilizado pelos 

astrócitos (FONNUN, 1985). Estudos de ressonância nuclear magnética utilizando 

[13C]acetato estabeleceram o metabolismo seletivo do acetato pelos astrócitos (BADAR-

GOOFER et al., 1990; CERDAN et al., 1990; CHAPA et al., 1995). Corroborando com a 

argumentação da compartimentalização do metabolismo do acetato, Waniewski e Martin 

(1998) mostraram que a oxidação de [14C]acetato a CO2 por astrócitos corticais é 10 vezes 

maior do que por sinaptossomas, nos quais o transporte de acetato é insignificante.  

A regulação de ambiente extracelular e gradiente iônico é essencial para a 

manutenção da função neuronal normal e da excitabilidade (GORGI et al., 2001). Variações 

nas [K+]e  podem induzir a alterações de funções fisiológicas essenciais em neurônios e 

estão implicadas na patofisiologia de várias enfermidades, tais como a epilepsia (PEDLEY et 

al., 1976; MOULARD et al., 2001).  A relação entre as concentrações de potássio e os 

mecanismos de clearance de potássio e a epileptogênese foi descrita por  Psarropoulou et 

al. (1993) e D’Ambrosio et al. (2002), havendo evidências de que disfunções nos canais de 

potássio estão associadas com a epilepsia em humanos (BIERVERT et al., 1998; ZUBERI et 

al., 1999). Estudos mostram evidências de um papel dos canais de K+ ATP-sensíveis (KATP) 

no controle e excitabilidade neuronal e propagação das convulsões (HERNANDEZ-

SANCHEZ et al., 2001; YAMADA et al., 2001).  Canais de K+ ATP-sensíveis são expressos 

pré e pós-sinapticamente em muitas regiões cerebrais. A função dos canais de KATP é 

controlada pelo status metabólico do neurônio. Uma diminuição na relação ATP-ADP ativa 

os canais de KATP, limitando a excitabilidade celular e liberação de transmissores durante 

períodos de estresse metabólico.  Foram descritos efeitos neuroprotetores induzidos pela 
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abertura de canais de KATP em vários estudos “in vitro” e “in vivo”  (MATTIA et al., 1994; 

TAKABA et al., 1997; WIND et al., 1997; DOMOKI et al., 1999, NISHADI et al., 2002), dando 

suporte a possível utilização futura de promotores da abertura de canais de KATP, como 

drogas anti-epilépticas (AEDs). De fato, a ativação de canais de KATP ou mitocondrial 

(mKATP) resulta na redução da liberação de neurotransmissores (AMOROSO et al., 1990; 

ASHCROFT e ASHCROFT, 1990). Em outros estudos, fatias cerebrais de tecidos de 

pacientes epilépticos mostram uma diminuída habilidade no transporte de K+ através da 

membrana (TOWER, 1965 apud GORGI et al., 2001). Também está descrito que a atividade 

da Na+, K+-ATPase está alterada na epilepsia humana e que a afinidade da subunidade 

catalítica para o K+ está reduzida (GRISAR et al., 1992).  

Durante o “status epilepticus”, a utilização cerebral local de glicose se altera 

drasticamente (EVANS e MELDRUM, 1984; FOLBERGROVA et al., 1985; INGVAR, 1986) e 

o hipermetabolismo regional está correlacionado com o desenvolvimento de dano neuronal 

em vários modelos de convulsões em roedores e primatas (INGVAR, 1986; HANDFORTH e 

TREIMAN, 1995). As dramáticas mudanças metabólicas e bioenergéticas ocorrem em 

episódios agudos de convulsões na epilepsia crônica (FERNANDES et al., 1999 ; 

MELDRUM, 2002) e as conseqüências agudas  são um aumento na captação e 

metabolismo da glicose (MELDRUM, 1983; THEODORE, 1999; CORNFORD et al., 2002). O 

fluxo sanguíneo é aumentado para dar vazão a este hipermetabolismo (MELDRUM, 1983; 

FRANCK et al., 1986) e a aumentada glicólise excede à utilização do piruvato pela piruvato 

desidrogenase, resultando em aumentada formação de lactato. Enquanto o 

hipermetabolismo ocorre no foco epiléptico em humanos durante a fase ictal, o 

hipometabolismo é prevalente durante fases interictais (THEODORE, 1999).  

Já os astrócitos estão envolvidos na homeostase dos aminoácidos e desempenham 

papel significativo no foco epileptogênico, onde a sua proliferação (astrogliose) é um 

fenômeno conhecido (HERTZ, 1979; KHURGEL e IVY, 1996).  

 Mediante análise de espectroscopia de ressonância nuclear magnética [13C], na 

utilização de pentilenotetrazol, foi observado por Eloqayli et al. (2003) que após uma única 
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injeção de PTZ, seguida 30 minutos após por [1-13C]glicose e [1,2-13C]acetato e decapitação 

após 15 minutos, a maior parte dos neurônios glutamatérgicos estava afetado, porém o 

metabolismo dos astrócitos estava inalterado neste período pós-ictal precoce. 

 Já em modelo de epilepsia induzido por cainato, 24 horas ou 14 dias após sua 

administração i.p., foi injetado [1-13C]glicose e [1,2-13C]acetato. A avaliação dos metabólitos 

mediante 13C NMR espectroscopia mostrou que, 24 horas após a convulsão, alterações 

ocorreram predominantemente nos metabólitos do acetato, enquanto que duas semanas 

após a convulsão, apenas os metabólitos da glicose foram afetados. A análise dos 

metabólitos (HPLC) levou a concluir que apenas precoce e temporariamente a aumentada 

atividade astrocitária levou ao subseqüente alterado metabolismo nos neurônios, com um 

importante aumento do “turnover” de aminoácidos como GABA e glutamato (MÜLLER et al., 

2000; QU et al., 2003). Da mesma forma, em modelo de hidrocéfalo, as análises de [1-

13C]glicose mais [1,2-13C]acetato por meio de 13C NMR espectroscopia, mostraram distúrbios 

do metabolismo dos astrócitos mais precocemente, prolongando-se cronicamente e, só 

então, os primeiros sinais de alteração metabólica neuronal começam a aparecer 

(KONDZIELLA, et al., 2002). Sonnewald e Kondziella (2003) ressaltam o fato de que em 

ambos os estudos, o metabolismo astrocitário é afetado primeiramente, o que, segundo 

eles, poderia indicar que as células gliais protegem os neurônios inicialmente, ou, 

alternativamente, as células gliais afetadas induzem hipermetabolismo neuronal atrasado. 

  

1.6 Efeitos da desnutrição sobre os sistemas glutamatérgico e GABAérgico 

 A desnutrição protéica afeta diversos sistemas de neurotransmissores. É conhecida 

a sua influência sobre os sistemas catecolaminérgico, colinérgico, serotoninérgico 

(WIGGINS et al., 1984), glutamatérgico (ROTTA el al., 2003a) e GABAérgico (LUEBKE et 

al., 2000; STEIGER et al., 2002, 2003). 

 Uma vez que as funções cerebrais dependem da interação dinâmica entre “inputs” 

excitatórios e inibitórios, a modulação da liberação de GABA por terminais GABAérgicos 

e/ou glutamatérgicos contendo receptores de glutamato é de extrema importância na 
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manutenção do balanço entre excitação e inibição. A modulação da transmissão sináptica 

GABAérgica induzida por receptores de glutamato é descrita como estando envolvida nas 

convulsões induzidas por glutamato e dano neuronal  (BELAN e KOSTYUK, 2002). 

Saransaari e Oja (2003) mostraram que os agonistas do receptor ionotrópico cainato, o 

NMDA e o AMPA aumentam a liberação basal de GABA mediada pelo receptor, sem efeito 

na liberação de GABA estimulada por K+. 

 

1.6.1 Sistema glutamatérgico 

 Vários processos fisiológicos e plásticos do SNC, tais como a memória (IZQUIERDO 

e MEDINA, 1997), adaptação ambiental (OZAWA et al., 1998), desenvolvimento e 

envelhecimento (SEGOVIA et al., 2001), proliferação e migração celular (MCDONALD e 

JOHNSTON, 1990), são modulados pelo glutamato, principal neurotransmissor excitatório 

do SNC de mamíferos. O glutamato é sintetizado nos terminais pré-sinápticos a partir da 

glutamina, por meio da ação da enzima glutaminase, podendo também provir do α-

cetoglutarato, via glutamato desidrogenase e α-cetoglutarato aminotransferases 

(SCHOUSBOE et al., 1997). É armazenado num “pool”  vesicular onde pode chegar a 

concentrações de 100mM (NEDERGAARD, 2002). A captação vesicular é Na+-independente 

através da ação de transportadores de membrana, sendo sua incorporação possível devido 

a um potencial interno de membrana positivo que é gerado por uma H+-ATPase vacuolar, a 

qual medeia o transporte de H+ para dentro da vesícula (NAITO e UEDA, 1985). 

Na despolarização dos terminais pré-sinápticos glutamatérgicos, ocorre a liberação 

do glutamato das vesículas para a fenda sináptica por exocitose dependente da 

concentração de cálcio citosólico (NICHOLLS e ATWELL, 1990; VESCE et al., 1999), 

interagindo com receptores glutamatérgicos (GluRs) ionotrópicos (iGluRs) e/ou 

metabotrópicos (mGluRs) localizados nas membranas pós-sinápticas e gliais (GALLO e 

GHIANI, 2000; MELDRUM, 2000). A concentração de glutamato na  sinapse no período pré-

liberação é de 2-5µmol/L, podendo chegar a 5-100µmol/L depois da despolarização 

(DAIKHIN e YUDKOFF, 2000). 
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Após a promoção do influxo iônico nas células gliais e neuronais, e a modulação da 

produção de segundos mensageiros, o glutamato é removido da fenda sináptica  por 

sistemas de transporte dependentes de sódio, localizados predominantemente nas células 

gliais (DANBOLT, 2001; AMARA e FONTANA, 2002; ANDERSON e SWANSON, 2000). 

A captação de glutamato tem vital importância na manutenção de baixas 

concentrações extracelulares deste neurotransmisssor (ANDERSON e SWANSON, 2000; 

DAIKHIN e YUDKOFF, 2000), além de prover glutamato para síntese de GABA 

(TILLAKARATNE et al., 1995), glutationa e para a liberação de energia (DANBOLT, 2001). A 

captação de glutamato desempenha papel importante como acoplador da atividade neuronal 

com o metabolismo da glicose em astrócitos (MAGISTRETTI et al., 1999), como descrito no 

item 1.5.2. 

Após a captação astrocitária, o glutamato é transformado pela glutamina sintetase 

em glutamina. Esta é transportada para os neurônios, convertida pela glutaminase a 

glutamato, que pode ser captado pelas vesículas sinápticas e liberado novamente, 

recomeçando o processo (SCHOUSBOE et al., 1997; ANDERSON e SWANSON, 2000; 

DANBOLT, 2001; AMARA e FONTANA, 2002). A regeneração do glutamato a partir da 

glutamina, fecha o chamado ciclo glutamato-glutamina que, promove, portanto, os seguintes 

eventos: (1) rápida remoção de glutamato da sinapse; (2) conversão no astrócito do 

glutamato em glutamina, um composto não neuro-ativo que serve de “carreador” do 

glutamato de volta para os neurônios; (3) mecanismo para a regeneração do glutamato no 

compartimento neuronal; (4) provisão dos neurônios com substrato metabólico, uma vez que 

a glutamina  pode ser usada como fonte energética em potencial; (5) mecanismo para 

tamponamento da amônia, espécie potencialmente neurotóxica, via glutamina sintetase 

(DAIKHIN e YUDKOFF, 2000). 

 

1.6.1.1. Receptores glutamatérgicos 

Os receptores metabotrópicos (mGluRs), acoplados a mecanismos de transdução de 

sinal via  proteínas G, modulam a produção intracelular de segundos mensageiros e são 
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divididos em 8 subtipos (mGluR1-8) (OZAWA et al., 1998).  Os mGluR1 e mGluR5 (Grupo I) 

são ligados via proteínas G à ativação da fosfolipase C. Os mGluR2 e mGluR3 (Grupo II)  e 

os mGluR4, mGluR6, mGluR7, mGluR8 (Grupo III) estão negativamente correlacionados à 

ativação da adenilato ciclase (CHAPMAN, 2000). 

Por outro lado, os receptores ionotrópicos (iGluRs), responsáveis pela iniciação, 

propagação e ampliação do sinal glutamatérgico (COTMAN et al., 1995), são canais iônicos 

cátion-específicos e são subdivididos em três subtipos: α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropionato (AMPA), cainato e N-metil-D-aspartato (NMDA), sendo os dois 

primeiros denominados coletivamente de receptores não-NMDA (OZAWA et al., 1998). 

Enquanto os receptores AMPA e cainato estão associados primariamente a canais 

independentes de voltagem e são permeáveis a Na+ e K+, sendo que algumas subunidades 

apresentam permeabilidade ao Ca2+ (COTMAN et al., 1995), os receptores NMDA são 

dependentes de voltagem, altamente permeáveis ao Ca2+ e de baixa permeabilidade ao Na+ 

e K+ , mediando a transmissão sináptica excitatória lenta (OZAWA et al., 1998). O complexo 

do receptor apresenta sítios para ligantes que regulam a abertura do canal: um sítio para o 

glutamato ou NMDA, um sítio para o co-agonista endógeno glicina, um sítio para a união 

dos inibidores não competitivos (MK-801; PCP) no interior do canal e sítios modulatórios, 

tais como um sítio para o zinco, outro para poliaminas, um sensível à modulação redox 

(modulado tanto por oxidantes quanto por redutores) e um sensível a prótons (PIGGOTT et 

al., 1992; EULER e LIU, 1993; GOSLAN e BEM-ARI, 1995; MARTIN et al., 1995; OZAWA et 

al., 1998) (figura 1.4). 

O canal do receptor NMDA é bloqueado por Mg2+ em neurônios em potencial de 

repouso, e a ativação deste receptor só ocorre se a membrana neuronal for despolarizada 

pela ativação dos receptores AMPA, permitindo a saída do Mg2+ do interior do canal 

(EDMONS et al., 1995). O bloqueio voltagem-dependente do canal NMDA por Mg2+ pode 

ser visto como um mecanismo protetor intrínseco contra o influxo excessivo de Ca2+ na 

célula e a conseqüente toxicidade neuronal (SCATTON et al., 1993). 
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Figura 1.4 - Representação esquemática do receptor NMDA. 
Fonte: ZIGMOND et al. (2003) 

 

A ativação do receptor NMDA contribui para a plasticidade neuronal e para a indução 

da potenciação de longa duração (LTP) e, por outro lado, a sua estimulação excessiva leva 

ao aumento de Ca2+ intracelular e morte celular (MODY e MacDONALD, 1995).  

Os receptores NMDA são encontrados tanto em células neuronais quanto gliais 

(CONTI et al., 1996, 1997). A expressão de suas diferentes subunidades varia muito no 

SNC, sendo o hipocampo e o córtex cerebrais estruturas particularmente ricas neste 

receptor (WATKINS et al., 1990). 

 

1.6.1.2.Transportadores de glutamato 

Foram clonados cinco transportadores de glutamato em mamíferos, GLAST/EAAT1 

(STORCK et al., 1992) e GLT-1/EAAT2 (PINES et al., 1992), quantitativamente os dois 

principais transportadores de glutamato e responsáveis pela maior parte da atividade de 

captação (ANDERSON e SWANSON, 2000; DANBOLT, 2001), localizam-se 

predominantemente em astrócitos (ROTHSTEIN et al., 1994; LEHRE e DANBOLT, 1998). 

Enquanto que, EAAC1 (KANAI e HEDIGER, 1992), EAAT4 (FAIRMAN et al., 1995) e EAAT5 

(ARRIZA et al., 1997) são localizados neuronalmente (GEGELASHVILI e SCHOUSBOE, 

1998) (figura 1.5). Os cinco transportadores de glutamato apresentam entre 50 e 60% de 

semelhança na seqüência de aminoácidos (AMARA e ARRIZA, 1993). A distribuição de 

GLAST e GLT-1 no SNC é dependente da região do cérebro e da idade do animal (FURUTA 
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et al., 1997; ULLENSVANG et al., 1997; GEGELASHVILI e SCHOUSBOE, 1998; DANBOLT, 

2001; MARAGAKIS e ROTHSTEIN, 2001). O GLAST é encontrado principalmente na glia 

cerebelar de Bergman (ROTHSTEIN et al., 1994; LEHRE e DANBOLT, 1998) e sua 

expressão é maior do que a de GLT-1 em telencéfalo em estágios precoces do 

desenvolvimento (ULLENSVANG et al., 1997). Já o GLT-1, transportador de glutamato 

predominante em todas as regiões do cérebro, não é detectável em ratos neonatos (LEVY et 

al., 1995), atingindo valores adultos no mesmo período que o GLAST, ou seja, na quinta 

semana pós-natal (ULLENSVANG et al., 1997). Quando presente em altas concentrações 

na fenda sináptica, mediante estímulos endógenos e exógenos, por um longo período, o 

glutamato pode ser uma potente neurotoxina (OBRENOVITCH et al., 2000) e sua 

excitoxicidade tem implicações na patogênese de inúmeros transtornos agudos e crônicos 

do SNC como doenças neurodegenerativas, convulsões, isquemia e trauma cerebral 

(CARLSON, 1992; DURING e SPENCER, 1993; LIPTON e ROSENBERG, 1994; 

MELDRUM, 1994, 2000; BRADFORD, 1995; OZAWA et al., 1998; PRICE, 1999; 

CHAPMAN, 2000; MARAGAKIS e ROTHSTEIN, 2001, 2004).  Estudos em humanos 

(MARAGAKIS e ROTHSTEIN, 2004) e em ratos transgênicos (MELDRUM et al., 1999) 

mostram que alterações nos transportadores de glutamato podem resultar em fenótipos 

epilépticos; estudos em ratos knock-out para o GLT-1 mostraram que estes apresentam 

convulsões letais nas primeiras horas de vida (TANAKA et al., 1997) assim como uma maior 

susceptibilidade à injúria cerebelar e cortical e redução da coordenação motora (WATASE et 

al., 1998); a perda do transportador neuronal EAAC1 e resultante epilepsia (ROTHSTEIN et 

al., 1996) e anormalidades de comportamento (DANBOLT, 2001), indicam também que 

disfunções na captação de glutamato podem desempenhar um importante papel no 

processo epileptogênico.  

 

1.6.1.3 Ação convulsivante do ácido quinolínico  

O ácido quinolínico é um metabólito do triptofano estruturalmente análogo ao 

glutamato, normalmente presente em concentrações nanomolares no fluido cérebro-
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espinhal e no cérebro humano, aumentando em várias patologias cerebrais. Há relatos de 

seu envolvimento na etiopatogenia de síndromes neuropsiquiátricas como a SIDA e 

Huntington (STONE, 2001) e epilepsia (HEYES et al., 1990; NAKANO et al., 1993; STONE, 

2001). Em animais experimentais, a administração intracerebroventricular (i.c.v.) de ácido 

quinolínico induz a convulsões (SCHMIDT et al., 2000; LARA et al., 2001). O ácido 

quinolínico, ligando-se aos receptores NMDA (STONE e PERKINS, 1981; STONE, 2001) 

promove a sua ativação (MCLARNON e CURRY, 1990), o que causa aumento do Ca2+ 

intracelular (DANIELL, 1991). Além disso, a hiper estimulação do sistema glutamatérgico 

pelo ácido quinolínico, causa alteração em parâmetros glutamatérgicos como a estimulação 

da liberação de glutamato em preparações sinaptossomais e em fatias (STONE, 2001; 

TAVARES et al., 2002) e a inibição da captação de glutamato em cultura de astrócitos 

(TAVARES et al., 2002) e vesículas sinápticas (TAVARES et al., 2000).  

 

 
 

Figura 1.5 - Transportadores de glutamato e sua localização na sinapse glutamatérgica. GLT-1 e 
GLAST - Transportadores de glutamato presentes na membrana celular de células gliais; EAAC-1 - 
em todo o cérebro; EAAT-4 - somente nos dendritos das células de Purkinge - Transportadores de 
glutamato presentes na membrana celular pós-sináptica de neurônios; ? - Transportadores de 
glutamato presentes na membrana celular pré-sináptica de neurônios. A identidade molecular e a 
estequiometria destes transportadores não são conhecidos. Fonte: Adaptado de Danbolt (2001). 
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1.6.1.4 Efeitos da desnutrição sobre o sistema glutamatérgico 

 Embora os relatos dos efeitos da desnutrição sobre o sistema glutamatérgico 

considerando os aspectos fisiológicos e a toxicidade do glutamato sejam escassos, a 

participação deste sistema em vários processos plásticos do cérebro (OZAWA et al., 1998) e 

sobre a memória e aprendizado (IZQUIERDO e MEDINA, 1997), processos que são 

afetados pela desnutrição (MORGANE et al., 2002), são amplamente descritos. Tonkiss et 

al. (1998) mostraram evidências comportamentais de que o sistema envolvendo 

aminoácidos excitatórios pode estar alterado em ratos que sofreram desnutrição protéica 

pré-natal. Fiacco et al. (2003), demonstraram aumentada densidade de receptores 

hipocampais de cainato em ratos adultos, porém densidade normal de receptores NMDA e 

AMPA em um modelo de desnutrição protéica pré-natal em ratos, sugerindo que o aumento 

na densidade poderia ser compensatório à diminuída liberação de glutamato em função da 

redução das fibras musgosas hipocampais, relatada em ratos desnutridos por Cintra et al. 

(1997). Concentrações cerebrais aumentadas de glutamato foram relatadas por Colombo et 

al. (1992) e Nayak e Chatterjee (2003) em resposta à desnutrição protéica. Recentemente, 

Rotta et al. (2003a), mostraram que a desnutrição pré e pós-natal afeta alguns parâmetros 

glutamatérgicos tais como: a sensibilidade de ratos adultos a convulsões induzidas por ácido 

quinolínico; diminui a ligação Na+- independente de glutamato ao seu receptor em 

membranas sinápticas e  a liberação basal de glutamato de preparações sinaptossomais, 

porém não a estimulada por K+.  

 

1.6.2 Sistema GABAérgico 

 O ácido γ-amino-butírico (GABA), principal neurotransmissor inibitório do SNC adulto, 

é sintetizado em 20 a 30 % dos neurônios, pelos chamados neurônios GABAérgicos e é 

indispensável para o controle de funções do SNC como atividade locomotora, aprendizado e 

ritmo circadiano (VARJU et al., 2001). No SNC de vertebrados o GABA é o principal 

neurotransmissor inibitório (SILVILOTTI e NISTRI, 1991). Está localizado em interneurônios 

de axônios curtos que fazem sinapse com o corpo celular e axônios proximais, e mantém o 
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tônus inibitório que contrabalança a excitação neuronal. Quando este balanço é perturbado, 

pode ocorrer a convulsão (TREIMAN, 2001). O GABA é formado dentro dos terminais dos 

axônios GABAérgicos por meio da transaminação do α-cetoglutarato a ácido glutâmico 

(TREIMAN, 2001), que é descarboxilado a GABA pelas duas isoformas da ácido glutâmico 

descarboxilase GAD65 e GAD67 (ERLANDER e TOBIN, 1991;YAMASAKI et al., 1999) (figura 

1.6). Ambas as isoformas estão presentes em “pools” de GAD solúvel e associadas à 

membrana (DIRKX et al., 1995; SHEIKH e MARTIN, 1996; KANAANI et al., 1999). A 

distribuição preferencial da GAD65 em terminais nervosos e sua associação com vesículas 

sinápticas, sugere que possa estar envolvida na síntese de GABA vesicular que medeia a 

comunicação sináptica rápida (SHEIKH e MARTIN, 1996). Já a GAD67, predominantemente 

citoplasmática, poderia ser principalmente responsável pela síntese do “pool” não sináptico 

ou metabólico de GABA, que é conectado ao ciclo do ácido tricarboxílico e ao “shunt” de 

GABA (SOGOHOMONIAN e MARTIN, 1998; WAAGEPETERSEN et al., 1999). 

Observações de que camundongos que não expressam GAD65 podem apresentar 

crescimento relativamente normal, porém com maior susceptibilidade a convulsões (ASADA 

et al., 1997), aumento da ansiedade (STORK et al., 2000) e falha de plasticidade cortical 

(MATAGA et al., 2002), enquanto que a não expressão de GAD67 é letal (ASADA et al., 

1997; CONDIE et al., 1997), são compatíveis com a noção de que GAD65 é primariamente 

responsável pela síntese de GABA a ser usado como neurotransmissor, enquanto a GAD67 

é responsável pela síntese de GABA a ser usado para funções tais como molécula de 

sinalização no desenvolvimento, fonte de energia e fonte de GABA liberado via mecanismo 

não vesicular (JIN et al., 2003). 

 Antes da liberação na fenda sináptica, o GABA é transferido para vesículas 

sinápticas por ação de proteínas integrais de membrana, denominadas transportadores 

vesiculares de GABA (VGAT), as quais são cruciais para a função GABAérgica (McINTIRE 

et al., 1993; RAND et al., 2000; SHINGAI, 2000; TAKAMORI et al., 2000) e cuja atividade 

depende do pH e de gradientes elétricos (McINTIRE et al., 1997; SAGNÉ et al., 1997). No 

cérebro e medula espinhal de ratos adultos, VGAT está localizado em axônios inibitórios 
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terminais em neurônios GABAérgicos e glicininérgicos, onde está associado a vesículas 

sinápticas (CHAUNDRY et al., 1998; DUMOULIN et al., 1999).  

A liberação pré-sináptica de GABA pode ser vesicular, cálcio dependente e 

estimulada por altas concentrações de potássio e não vesicular, cálcio independente e 

secundária à despolarização da membrana celular e influxo de sódio. A liberação não 

vesicular de GABA depende do transporte reverso de GABA (veja item 1.6.2.3.2) 

(TREIMAN, 2001). Depois da liberação de GABA dos terminais dos axônios e ação sobre 

receptores ionotrópicos e metabotrópicos (BORMANN, 2000), esta é terminada pela sua 

rápida recaptação via transportadores Na+/Cl- dependentes, ligados a membranas pré e pós-

sinápticas de neurônios e também em células gliais (MINELLI et al, 1995, 1996), sendo 

então catabolizado pela GABA transaminase (GABA-T) a semialdeído succínico, que é 

convertido a ácido succínico pela semialdeído ácido succínico desidrogenase, entrando, 

então, no ciclo de Krebs (TREIMAN, 2001) (figura 1.6). O aumento da atividade da enzima 

GABA-T no cérebro, diminui as concentrações de GABA e pode levar a convulsões, coma e 

óbito. A inibição desta enzima aumenta consideravelmente as concentrações de GABA 

(JAYAKUMAR et al., 1999). 

Enquanto o glutamato induz respostas metabólicas potentes nos astrócitos 

(diminuição do ATP e estimulação da captação de glicose - item 1.5.2), o GABA não acopla 

a atividade neuronal inibitória com a utilização de glicose, sugerindo, portanto, que o 

mecanismo de reciclagem de GABA não esteja ligado intrinsecamente à utilização da 

glicose em astrócitos (CHATTON et al., 2003). 

 

1.6.2.1 Sinalização GABAérgica durante o desenvolvimento 

Amplas evidências na neurociência do desenvolvimento mostram que o sistema 

GABAérgico apresenta importante papel na maturação das redes neurais. Precocemente no 

desenvolvimento, o GABA atua como neurotransmissor excitatório, o que  foi  descrito   em  

várias estruturas do SNC como o hipocampo (LEINEKUGEL et al., 1999; DZHALA et al., 

2003),  córtex  (OWENS  et al.,  1996),  hipotálamo  (CHEN et al.,  1996),  tronco  encefálico  
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Figura 1.6 – Síntese de GABA a partir de glutamato no citosol neuronal pelas duas isoformas de 
glutamato descarboxilase. Embora GABA sintetizado pelas duas isoformas aparentemente possa ser 
usado para a transmissão sináptica, GAD65 parece estar concentrada em terminais nervosos e 
associada com vesículas e pode sintetizar a maior parte do transmissor GABA sob condições 
normais. GAD67 está distribuída mais uniformemente em neurônios e pode sintetizar a maior parte do 
GABA citoplasmático. GABA citoplasmático pode ser liberdo pelo transporte reverso de GABA (linha 
pontilhada) e ativar receptores extra sinápticos. “Pools” vesicular e citoplasmático de GABA são 
mostrados em vermelho e azul, respectivamente. O precursor glutamato (Glu) é sintetizado a partir da 
glutamina (Gln) pela glutaminase ativada por fosfato (PAG) e de α-cetoglutarato (α-KG) por várias 
enzimas, incluindo a GABA transaminase (GABA-T). GABA é degradado na mitocôndria em ambos, 
neurônios e astrócitos pela GABA-T, que produz semialdeído succínico (SSA); o SSA é então 
convertido a succinato, um intermediário do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA). A glutamina é 
sintetizada em astrócitos e exportada para os neurônios. Fonte: Soghomonian e Martin (1998). 

 

 

(RITTER e ZHANG, 2000) e medula espinhal (WU et al., 1992). A despolarização induzida 

por GABA leva ao amplo aumento nas concentrações intracelulares de Ca2+ (KULLMANN et 

al., 2002; WHITE e PLATT, 2002), o que pode estar ligado aos efeitos neurotróficos do  

GABA (ZISKIND-CONHAIM, 1998), ao estimular um aumento do BNDF no SNC (MARTY et 

al., 1996). 

Durante   o    desenvolvimento    precoce,  período    no    qual   a   neurotransmissão 

GABAérgica é menos proeminente, o GABA pode ser sintetizado mediante uma rota 

alternativa envolvendo a ornitina (SEILER,1980), o que é reiterado por Waagepetersen et al. 

(1999), ao analisar o fato de em retina de aves o GABA ser encontrado antes da detecção 

de GAD (HOKOC et al., 1990) e a ornitina descarboxilase, enzima chave na síntese de 
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GABA a partir de poliaminas, estar presente na retina durante a ontogênese precoce (De 

Mello et al., 1976). A acumulação e liberação de GABA mediada por GATs (HATTEN et al., 

1984 e TAYLOR e GORDON-WEEKS, 1989 apud VARJU et al., 2001) foi observada em 

cérebro perinatal bem antes das sinapses serem formadas. O GABA pode ser liberado de 

cones de crescimento mediante estimulação por altas concentrações de K+ por meio de 

mecanismo independente de Ca2+ devido ao transporte reverso  dos GATs (TAYLOR et al., 

1990; TAYLOR e GORDON-WEEKS, 1991). Durante o desenvolvimento embrionário, o  

aparecimento de GABA bem antes do início da sinaptogênese inibitória e a concomitante 

presença de fibras GABAérgicas, mecanismos de liberação de GABA e receptores, implica 

no fato de que ele atua como fator neurotrófico durante a neurogênese (VARJU, et al., 

2001). 

 

1.6.2.2 Receptores de GABA 

Os receptores GABAA são ionotrópicos, constituindo-se de um complexo de estrutura 

hetero-oligômera, cujas subunidades formam um canal de cloreto, o qual, ao aumentar o 

influxo,  hiperpolariza o neurônio. Estes receptores medeiam a resposta inibitória rápida em 

cérebro de mamíferos (KORPI et al., 2002). A inibição é um processo fundamental na 

atividade cerebral, e, portanto, a maior parte das células neuronais expressam estes 

receptores nas suas membranas celulares (KORPI et al., 2002).  Os receptores GABAA 

apresentam sítios de ligação para GABA, benzodiazepínicos, barbitúricos, neuroesteróides, 

picrotoxina e etanol (figura 1.7a) (BORMANN, 1988; MacDONALD e OLSEN, 1994; KORPI 

et al., 2002).  

Foram isoladas várias subunidades do complexo GABAA (α1-6, β1-4, γ1-4, δ, π, ε, 

segundo BORMANN, 2000). Segundo Treiman (2001), além destes existem as subunidades 

ρ. Parecem existir múltiplos subtipos de receptores (TREIMAN, 2001). As conjugações mais 

freqüentes são compostas de subunidades α1 β2 γ2 (BORMANN, 2000). Receptores 

compostos de subunidades α, β, γ, contém duas subunidades α, duas β e uma única  

subunidade γ (IM et al., 1995; CHANG et al., 1996; FARRAR et al., 1999). Na posição 2 de 
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receptores GABAA, a subunidade α1 tem uma valina, a subunidade  β tem uma alanina, e a 

subunidade γ tem uma serina (TYNDALE et al., 1995 apud BELL-HORNER, 2000). Em um 

receptor expressando as três subunidades, modelos estequiométricos sugerem que na 

posição 2 do canal existam 2 valinas (da subunidade α), duas alaninas (da subunidade β) e 

uma serina (da subunidade γ). Embora a estequiometria dos receptores GABAA 

expressando subunidade β e γ não seja conhecida, e muitas possibilidades possam existir,  

presume-se que, pelo menos, duas  a três ou mais das subunidades sejam β (BELL-

HORNER, 2000). 

Os subtipos de receptores GABAA são formados por diferentes combinações de 

subunidades, cuja expressão em diferentes células e regiões do cérebro e propriedades 

farmacológicas variam (KORPI et al., 2002). Sperk et al. (1997) sugerem que a distribuição 

das subunidades de receptores GABAA difere entre células e mesmo entre regiões do 

mesmo neurônio. Mudanças na expressão das subunidades ocorrem em resposta a 

tratamento com drogas, como, por exemplo, o etanol, barbitúricos, neuroesteróides e 

benzodiazepínicos. Portanto, a densidade relativa de subtipos de receptores e sua eficácia 

funcional no cérebro adapta-se a um ambiente interno alterado (KORPI et al., 2002).  

Um segundo tipo de receptores ionotrópicos foi descrito em retina de vertebrados. 

Compostos de sub-unidades ρ, estes receptores de GABA, insensíveis à bicuculina e 

baclofen, são frequentemente denominados de receptores GABAC (BORMANN, 2000; 

ALAKUIJALA et al., 2005) (figura 1.7c), embora não seja esta a recomendação do “IUPHAR 

Committee on Receptor Nomenclature and Drug Classification”, que sub-classifica estes 

receptores como GABAA0r (BARNARD et al., 1998).  

Já os receptores GABAB ligados a proteínas G, hiperpolarizam o neurônio 

aumentando a condutância do potássio e diminuindo o influxo de cálcio, tendo efeito 

inibitório lento. Estão presentes em terminais de axônios excitatórios e inibitórios e são 

ativados por baclofen e resistentes a drogas que modulam os receptores GABAA 

(SCHWARTZWELDER et al., 1986; BORMANN, 1988; BOWERY, 1989; MARSHAL et al., 

1999).   A ativação está associada à diminuição  na liberação do neurotransmissor, e, 
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portanto, agonistas de receptor GABAB, como o baclofen, sob certas circunstâncias, podem 

ser anticonvulsivantes (SCHWARTZWELDER et al., 1986), e, em outros paradigmas 

experimentais, ser pró-convulsivantes (MOTT et al., 1989). 

Figura 1.7 – Receptores ionotrópicos de GABA. (a) Receptor GABAA (canal de Cl- de 5Ǻ de diâmetro 
e sítios ligantes modulatórios para benzoadizepínicos, barbituratos e neuroesteróides): As respostas 
ao GABA são bloqueadas competitivamente por bicuculina e não competitivamente por picrotoxinina; 
são modulados intracelularmente por proteinas cinases, tais como as proteína cinase A e C.  O 
agonista do receptor GABAC CACA (ácido cis-4-aminocrotônico) e o antagonista do receptor GABAC 
TPMPA [1,2,5,6-tetrahidropyridn-4-il(metilphosphinic acid)] não têm efeito. Da mesma forma, o 
agonista de receptor GABAC baclofen é inativo. O complexo do receptor GABAA de vertebrados 
constitui-se de 5 subunidades, pertencendo a diferentes famílias (α 1-6, β 1-4, γ 1-4, δ, ε e π) (b) 
Cada subunidade compreende quatro domínios transmembrana (TM1-TM4). A alça maior entre TM3 
e TM4 contém sítios de consenso para fosforilação por proteínas cinases (P). O receptor GABAA mais 
abundante no cérebro está na isoforma α1 β2 γ2. (c) Assume-se que a topologia de membrana do 
receptor GABAC  seja muito similar à dos receptores GABAA , porém, receptores GABAC são 
compostos exclusivamente de subunidades ρ (ρ1-3), que podem ser expressas em receptores homo 
oligoméricos ou pseudo homo-oligoméricos. O receptor GABAC, também composto de canais Cl- e 
ativado seletivamente por CACA, é bloqueado competitivamente por TPMPA e não competitivamente 
por picrotoxinina. Bicuculina, baclofen, assim como drogas que modulam o receptor GABAA são todas 
inativas neste receptor. As repostas de GABAC são “down” reguladas por meio de fosforilação 
intracelular pela proteína cinase C. 
Fonte: Bormann (2000). 
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1.6.2.3 Transporte de GABA  

Dado o papel crucial da transmissão GABAérgica no funcionamento cerebral, 

grandes esforços de pesquisa foram direcionados para este tema nas últimas décadas. A 

maior parte dos estudos enfocando fatores pré e pós-sinápticos (em particular, receptores 

de GABA), gerando amplo escopo de dados sobre o seu papel no processamento de 

informações e na fisiopatologia (e, em alguns casos, na terapia) nas enfermidades em 

humanos. Os estudos sobre os GATs permaneceram em plano secundário, apesar da sua 

óbvia importância. Revisões da literatura mostram um complexo e heterogêneo sistema 

mediando a captação de GABA. O complexo e assincrônico padrão de maturação dos    

GATs, por sua vez,  sugere    que   o transporte de GABA pode contribuir para a cascata de 

eventos levando à sinaptogênese inibitória e à maturação neuronal durante o 

desenvolvimento precoce.  

 Enquanto na neurotransmissão glutamatérgica, os transportadores astrocitários são 

os mais proeminentes, na neurotransmissão GABAérgica a captação em terminais nervosos 

pré-sinápticos prevalece sobre a captação pelos astrócitos (SCHOUSBOE, 2003), o que dá 

suporte à noção de que a neurotransmissão GABAérgica está preferencialmente baseada 

na reciclagem de GABA (SCHOUSBOE et al., 2004). Isto não implica no fato de que o 

transporte glial não tenha importância funcional. Pelo contrário, inibidores do transporte 

astroglial de GABA são capazes de aumentar a disponibilidade de GABA no “pool” dos 

neurotransmissores (SCHOUSBOE, 2003; SARUP et al, 2003 a,b), sugerindo que a 

captação glial de GABA constitui importante fator regulador da disponibilidade de GABA na 

sinapse (SCHOUSBOE et al., 2004).  

Levando em consideração que o tônus GABAérgico diminuído relativamente ao da 

neurotransmissão excitatória, pode resultar em atividade convulsivante (MELDRUM, 1975; 

WOOD, 1975), uma série de drogas anticonvulsivantes atuando na neurotransmissão 

GABAégica foi desenvolvida (LÖSCHER, 1998). Enquanto o GABA captado pelos neurônios 

GABAérgicos pode ser reutilizado como neurotransmissor, o captado em células gliais 

circunvizinhas é consumido no metabolismo via GABA transaminase e ciclo do ácido 
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tricarboxílico (SCHOUSBOE et al., 1983, 2003). Partindo deste princípio e baseados no fato 

de que existe uma correlação estabelecida entre atividade anticonvulsivante de inibidores de 

transporte astroglial de GABA, enquanto que esta correlação parece não existir para a 

inibição neuronal de captação de GABA (WHITE et al., 2002), o desenvolvimento de drogas 

antiepilépticas, cuja ação é baseada na inibição seletiva do transporte astrocitário, é de 

grande importância farmacológica. 

 

1.6.2.3.1 Transportadores de GABA em membrana celular de cérebro de mamíferos: sub-

tipos, localização e desenvolvimento  

Além da biossíntese, liberação e interação com seu receptor, a inativação de 

neurotransmissores é condição para garantir adequadas funções cerebrais. Na finalização 

da atividade GABAérgica são responsáveis transportadores de alta afinidade, localizados no 

terminal pré-sináptico de interneurônios, em processos gliais adjacentes (CHERUBINI e 

CONTI, 2001; GADEA E LOPEZ-COLOME, 2001) e, possivelmente, também em 

membranas celulares pós-sinápticas (FRAHM e DRAGUHN, 2001). Foram caracterizados e 

clonados quatro transportadores de GABA ligados à membrana5, dependentes de Na+/Cl- 

(GUASTELLA et al., 1990; LOPÉZ-CORCUERA et al., 1992; LIU et al., 1992, 1993; 

BORDEN, 1996; BORDEN et al., 1992, 1994, 1995; CLARK et al. 1992): GAT-1, GAT-2, 

GAT-3  (de alta afinidade) e BGT-1 (de baixa afinidade) (GADEA e LOPEZ-COLOME, 2001), 

os quais apresentam diferentes afinidades por GABA. Em ordem decrescente de afinidade 

GAT-3 ≥ GAT-1= GAT-2 >> BGT-1. Um Km para GABA próximo de 100μM foi calculado para 

BGT-1, uma a duas ordens de magnitude superiores do que para GAT-1, 2 e 3 (0,8-12μM ) 

(LIU et al., 1993; THOMSEN et al., 1997). 

                                                 
5   Foi utilizada a nomenclatura de Guastella et al. (1990) e Borden  (1996) que se referem ao cDNA 
de cérebro de ratos. A clonagem dos GATs na década de 1990 trouxe uma discrepância na 
nomenclatura de transportadores homólogos entre espécies, tornando-se confusa, devido ao fato do 
GAT2 de camundongos (mGAT2) ser o homólogo de BGT-1 de outras espécies (ratos, cães e 
humanos). Liu et al. (1993) introduziram uma nomenclatura que identifica cDNA clones de cérebro de 
camundongos que codificam quatro GATs, denominando-os de GAT1 – GAT4 (não sendo usado o 
hífen entre GAT e o número). Enquanto mGAT1 de camundongo é homólogo de rGAT-1, mGAT2, 
mGAT3 e mGAT4 são homólogos de BGT-1, rGAT-2 e rGAT-3, respectivamente. Além disso rGAT-3 
é idêntico  ao clone denominado GAT-B por Clark et al. (1992). 
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GAT-1 e GAT-3 são os principais GATs no SNC (IKEGAKI et al., 1994; DURKIN et 

al., 1995; MINELLI et al., 1995, 1996; YAN e RIBAK, 1998), onde são expressos com 

exclusividade (DALBY, 2003; CHATTON, et al., 2003; LIU, 1993). Uma vez que o BGT-1, 

presente no cérebro em neurônios e glia (BORDEN, 1996; NORENBERG et al., 2000), exibe 

baixa afinidade por GABA (LIU et al., 1993), sua efetividade em regular os níveis de GABA 

no cérebro é dúbia (DALBY, 2003). Da mesma forma os efeitos do GAT-2 sobre as 

respostas mediadas por GABA parecem ser de menor importância (CONTI et al, 2004) dada 

à escassa expressão neuronal e astrocitária do GAT-2 durante o desenvolvimento (EVANS 

et al., 1996; MINELLI et al., 2003a). 

Dados farmacológicos controversos, quando da utilização de inibidores seletivos de 

transportadores (SARUP et al., 2003 a,b), apontam para a possibilidade de que possam 

existir outros transportadores de GABA ainda não clonados (SCHOUSBOE, 2003, 2004). 

 GAT-1, o mais expresso transportador de GABA em córtex cerebral de rato adulto, 

localiza-se principalmente em neurônios, estando também presente em células gliais 

(MINELLI et al., 1995; GADEA e LOPEZ-COLOME, 2001). GAT-3 , por sua vez, embora 

também esteja presente em neurônios, é preferencialmente expresso em células astrogliais 

(MINELLI et al., 1996, 2003a; RIBAK et al., 1996a, b ; DeBIASI, 1998) (figura 1.8).  

Figura 1.8- Representação esquemática da localização dos Transportadores de GABA em    sinapses 
corticais. GAT-1 é representado em azul, GAT-2 em vermelho e GAT3 em amarelo. Fonte: Adaptado 
de de Conti et al. (2004). 
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Enquanto que o GAT-3 é encontrado em astrócitos em neocortex adulto, no período 

perinatal ele é encontrado de forma expressiva em neurônios corticais GABAérgicos 

(MINELLI et al., 2003a), sugerindo que a liberação de GABA seja mediada pelo GAT-3  via 

transporte reverso (CONTI et al., 2004), propiciando, ao menos em parte, a liberação de 

GABA não vesicular (MINELLI et al., 2003b). As concentrações de GABA nesta fase são 

relativamente altas (figura 1.9) e ele atua de forma parácrina (DEMARQUE et al., 2002; 

OWENS e KRIEGSTEIN, 2002ab; NGUYEN et al., 2003) como fator trófico influenciando a 

maturação neuronal (BEHAR et al., 1994; LaMANTIA, 1995) mediante mecanismos 

mediados via receptor (SORIA e VALDELMILLOS, 2002). Uma vez que o GAT-3 é o 

transportador mais expresso onde os receptores GABAA também estão mais densamente 

representados (POULTER et al., 1992, 1993; FRITSCHY, et al., 1994), ele poderia estar 

envolvido na modulação da ação trófica do GABA (CONTI et al., 2004). Por outro lado, é 

sugerido um papel na formação e maturação de sinapses corticais GABAérgicas, mediado 

pelo GAT-1 (CONTI et al., 2004), haja visto que o  desenvolvimento da sua expressão  é 

coordenado com o de outras proteínas pré-sinápticas GABAérgicas, quais sejam, a enzima 

sintetizadora GAD (WOLFF et al., 1984; HACHIYA e TAKASHIMA, 2001) e o transportador 

vesicular VGAT (MINELLI et al., 2003b). Além disso, o desenvolvimento do GAT-1 é paralelo 

ao da subunidade α1 do receptor GABAA  (LAURIE et al., 1992; FRITSCHY et al., 1994), 

que participa na transmissão GABAérgica madura. 

Em ratos, o perfil de desenvolvimento dos GATs pode contribuir para a determinação 

de fatores que regulam o desenvolvimento dos sinais mediados por GABA. Há evidências 

de que a maturação do GAT-1 atinge padrões adultos somente em P30-45 (YAN et al., 

1997) e de que o  mRNA e proteína do GAT-1 são detectados apenas no período 

embrionário tardio. Sua expressão em córtex neonatal é pequena e aumenta gradualmente 

nas duas primeiras semanas de vida pós-natal (EVANS et al., 1996; JURSKY e NELSON, 

1996; MINELLI et al., 2003b). Em P1, o mRNA de GAT-1 perfaz 28% dos níveis do adulto e 

entre P10-30, excede os valores de adulto em 25-40% (XIA et al., 1993).            A expressão  
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transitória maior de GAT-1 em corpo celular de neurônios e astrócitos relatada (YAN et al., 

1997), e o pico acima dos valores de adulto no período intermediário e fases tardias da 

maturação cortical (HACHIYA e TAKASHIMA, 2001; MINELLI et al., 2003b; XIA et al., 1993; 

YAN et al., 1997), está em consonância com estudos que mostram que em córtex em 

desenvolvimento, a captação de GABA transitoriamente excede valores de adultos. O perfil 

Figura1.9 - Representação 
esquemática da maturação pós-
natal dos GATs e outros 
marcadores GABAérgicos em 
córtex cerebral de roedores. * 
Dados relativos ao cérebro total. 
Fonte: Adaptado de : de Conti et 
al. ( 2004).
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de captação de GABA durante o desenvolvimento é descrito como perfazendo 170-190% 

dos valores de adulto, aproximadamente no 15º dia de vida pós-natal (WONG e McGEER, 

1981); como próximo aos valores de adultos ao nascimento, com um pico acima destes 

entre uma a duas semanas após o nascimento e declínio aos valores do adulto na quarta 

semana (COYLE e ENNA, 1976) ou 21 dias (HITZEMAN e LOH, 1978); como aumento 

progressivo em telencéfalo a partir do terceiro dia após o nascimento e, no tronco 

encefálico, valores excedentes ao de adultos em P10 (BLAKELY, 1991); e como valores 

excedentes aos de adultos já em P7 (REDBURN, 1977 apud CONTI et al., 2004). 

Relativamente ao GAT-2, ele é pouco expresso no período pós-natal precoce, o que 

não se altera significativamente durante o desenvolvimento pós-natal (MINELLI et al., 

2003a). O GAT-3 aumenta rapidamente na primeira semana, atingindo padrões adultos em 

P20. Portanto, no período precoce de desenvolvimento, o GAT-3 provavelmente responde 

pela maior fração do transporte de GABA no córtex neonatal (MINELLI et al., 2003a).  

 

1.6.2.3.2 Fisiologia do transporte, regulação da expressão, sítios de união e especificidade 

de substrato dos GATs 

  Foi proposto que transportadores de neurotransmissores Na+/Cl- dependentes são 

compostos por 12 domínios transmembrana ligados por 6 alças hidrofílicas com os terminais 

amino e carboxil, localizados intracelularmente (GUASTELLA et al., 1990) no lado 

citoplasmático da membrana (AMARA e KUHAR, 1993) (figura 1.10). Estudos mutagênicos, 

em particular com o GAT1, mas também com outros membros da família, sugerem a 

importância dos domínios transmembrana I e III na interação do transportador com os 

neurotransmissores, assim como com o sódio e o cloreto (MAGER et al., 1996; BISMITH et 

al., 1997; CHIN et al.,1997; BARKER et al., 1999). Segundo Zomot e Kanner (2003), as 

alças extracelulares III, IV e V contêm determinantes para a seletividade e afinidade por 

GABA.  

Relativamente aos terminais intracelulares N e C, enquanto é sugerido que domínios 

intracelulares do transportador regulem o transporte do substrato, em função de que a 
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sintaxina 1A liga-se ao terminal N do GAT-1(BENETT et al., 2000), o papel funcional do 

terminal C ainda não está bem estabelecido (MABJEESH e KANNER, 1992). 

 

Figura 1.10 – Representação esquemática do GAT-1.  
Fonte: Tamura et al. (1995). 

 

O principal fator que diferencia GAT-1 dos outros três transportadores é a 

especificidade de substrato. Enquanto GAT-1 exclusivamente transporta GABA, os outros 

transportadores também são capazes de transportar β-alanina e taurina (GUASTELLA et al., 

1990; KANNER e BENDAHAN, 1990; NELSON et al., 1990; RADIAN et al., 1990; BORDEN 

et al., 1992; CLARK et al., 1992; LÓPEZ-CORCUERA et al., 1992; LIU et al., 1993; JURSKY 

et al., 1994).  Conseqüentemente, a β-alanina e a taurina inibem o transporte de GABA  pelo 

GAT-2, GAT-3 e BGT-1 (denominados GAT2,3 e 4 pelos autores), mas não tem efeito sobre 

o transporte de GABA por GAT-1 (TAMURA et al., 1995). A seqüência de aminoácidos das 

seis alças externas de vários tamanhos é aproximadamente similar entre GAT-2,-3 e BGT-1 

e significativamente diferente no GAT-1. Nas regiões III, IV, V e VI a seqüência de 

aminoácidos de GAT1 é exclusiva e, segundo proposição de Tamura et al. (1995), são três 

aminoácidos na alça V que participam no domínio de ligação da β-alanina. 

O transporte de GABA é eletrogênico, com uma estequiometria para o co-transporte 

de Na+:Cl-:GABA de 2:1:1 (GUASTELLA et al., 1990; KAVANAUGH et al., 1992; MAGER et 

al., 1993; CLARK e AMARA, 1994; CAMMACK et al., 1994; LU e HILGEMANN, 1999), 
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embora a estequiometria para o BGT-1 expresso em Xenopus oocytes possa ser de 3:2 – 

1:1 para Na+:Cl--:GABA (MATSKEVITCH et al., 1999). Controversamente, foi proposto 

também que, durante o transporte acoplado de GABA e sódio, obrigatoriamente ocorre a 

troca de cloreto intra e extra celular (LOO et al., 2000). Dada a estequiometria do transporte 

de GABA, e estabelecido um potencial de membrana despolarizada e suficiente 

concentração intracelular de Na+, Cl- e GABA, é possível o transporte reverso (ATWELL et 

al., 1993; CAMMACK et al., 1994). Portanto, transportadores de GABA agem de forma 

bidirecional e podem mediar o efluxo, assim como influxo, de GABA a depender do 

ambiente iônico (NELSON e BLAUSTEIN, 1982). Ou seja, adicionalmente à função de 

remoção de GABA, liberado espontaneamente ou por impulsos pré-sinápticos, outra função 

dos transportadores inclui, além da reposição de suprimento de GABA em neurônios 

inibitórios, a liberação de GABA em um mecanismo voltagem dependente, porém, Ca2+ 

independente (LESTER et al., 1996). Por longo tempo afirmou-se que o transporte reverso 

ocorre em resposta a estímulos patológicos, mas novos dados mostram que alguns 

transportadores podem também reverter em resposta a estímulos fisiológicos relevantes 

(SZERB, 1979; BERNATH e ZIGMOND, 1988; RICHERSON e WU, 2003). 

 Em geral, a regulação funcional dos transportadores ocorre ou pela alteração da 

velocidade da translocação de substrato por meio do transportador, ou pela alteração do 

número funcional de transportadores na superfície celular (QUICK et al., 2004). As 

moléculas de GAT-1 apresentam uma densidade de 800 a 1300 por μm2 em botões pré-

sinápticos, porém, 61-63% destas moléculas estão na superfície da membrana, enquanto os 

remanescentes estão a poucos centenas de nanômetros, dentro do citoplasma (CHIU et al., 

2002) em pequenas vesículas de 50nm de diâmetro (DEKEN et al., 2003). A modulação da 

rápida redistribuição do transportador, entre localização intracelular e a membrana 

plasmática, pode ocorrer em parte por fatores como pH, segundos mensageiros como as 

cinases e fosfatases (CASADO et al., 1993; CONRADT e STOFFEL, 1997; HUFF et al., 

1997; RAMAMOORTHY et al., 1998) ou pela regulação da interação do transportador com 

outras proteínas sinápticas, como, por exemplo, a sintaxina (BECKMAN et al. 1998). 
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 Os GATs são regulados por fosforilação pela proteína cinase C (PKC) ou tirosina 

cinase (BECKMANN et al., 1999; BERNSTEIN e QUICK, 1999; LAW et al., 2000). No caso 

do GAT-1, mais extensivamente estudado, a ativação da proteína cinase C por ésteres de 

forbol e receptores acoplados a proteínas G envolvidas na ativação da PKC (GOMEZA et 

al., 1991; COREY et al, 1994; OSAWA et al. 1994; SATO et al., 1995; BECKMAN et al., 

1999) causa uma redução do número de transportadores na membrana celular, o que é 

presumivelmente mediado por uma interação de GAT-1 com o aparelho vesicular de 

exocitose (BECKMAN e QUICK, 1998), com subseqüente redistribuição do transportador da 

superfície celular para localização intracelular (BECKMAN et al. 1998; LAW et al., 2000). 

Portanto, uma inibição da PKC aumenta a captação de GABA (MAUS et al., 2002). Por outro 

lado, a fosforilação da tirosina no GAT-1, mediada por BDNF, aumenta o número de 

transportadores na superfície da membrana celular (LAW et al., 2000), devido a uma 

lentificação na taxa de internalização deste transportador (WHITWORTH e QUICK, 2001).  

As ações opostas da atividade da tirosina cinase e da PKC, possibilitam que a distribuição 

subcelular de GAT-1 esteja associada com eventos de fosforilação dos transportadores 

mutuamente excludentes e que a abundância relativa destes estados determina, em parte, a 

distribuição deste transportador (QUICK et al., 2004). 

 O GAT-1 está associado com, e é regulado por (DEKEN et al., 2003) SNARE 

(soluble N-ethyl maleimide-sensitive factor attachment protein receptor) que é, parte do 

aparato envolvido no acoplamento e fusão das vesículas sinápticas contendo 

neurotransmissores na membrana plasmática (SÜDHOFF, 1995). A interação com a 

sintaxina 1A aumenta a expressão de GAT-1 na superfície celular (HORTON e QUICK,  

2001). Já a internalização está associada com processos clatrina e dinamina- dependentes 

(DEKEN et al., 2000) e aproximadamente 5% dos GAT-1 localizados na superfície são 

internalizados a cada minuto no estado basal (WITHWORTH e QUICK, 2001). Portanto, um 

balanço de recorrentes exocitose e endocitose determina a expressão de GAT-1. Contudo, 

vários fatores podem alterar este balanço. Substratos dos transportadores aumentam a 
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expressão na superfície, enquanto antagonistas dos transportadores os diminuem 

(BERNSTEIN e QUICK, 1999). 

A redistribuição dos transportadores de, e para, a membrana plasmática sugere, 

segundo Deken et al. (2003), um papel  para este tráfego na regulação de níveis de 

neutrotransmissores na fenda sináptica. Um método para controlar os níveis de 

neurotransmissores poderia ser a regulação da redistribuição de transportadores, em 

paralelo com a liberação de neurotransmissores. 

 

1.6.2.3.3 Expressão de GATs em doenças neuropsiquiátricas 

 Embora vários relatos de alterações no transporte de GABA em enfermidades 

neuropsiquiátricas tenham sido feitos, nos deteremos sinteticamente na abordagem de 

alterações mais evidentes e que estejam no escopo do tema desta tese, quais sejam, a 

esquizofrenia pela relatada relação com a desnutrição (HOECK et al., 1998, SUSSER et al., 

1996, SUSSER e LIN, 1992); a isquemia como forma de injúria que reverte a expressão de 

GAT-3 ao padrão imaturo (MELONE et al., 2003), possibilidade que será abordada 

posteriormente em relação à desnutrição e epilepsia, em função do modelo de convulsão 

utilizado nesta tese. 

 Na esquizofrenia a redução da imunoreatividade para o GAT-1 em um grupo de 

neurônios inibitórios (LEWIS et al., 1999), parece ser devida a alterações na expressão 

gênica, resultando em alterações na neurotransmissão GABAérgica e contribuindo para a 

disfunção cortical pré-frontal, característica da esquizofrenia (VOLK  et al., 2001). 

Em modelo experimental de isquemia, Melone et al. (2003) mostraram uma marcada 

alteração seletiva na expressão de GAT-3 na região perilesional, enquanto a expressão de 

GAT-1 permanece inalterada. GAT-3 em processos distais astrocíticos é reduzido em córtex 

perilesional e numerosos neurônios corticais, a grande maioria dos quais piramidais, tornam-

se GAT-3 positivos, particularmente no córtex perilesional. Estes neurônios não são 

apoptóticos (são TUNEL negativos) e expressam HSP70. Estes dados sugerem que GAT-3 

em neurônios não representem um evento pré-terminal e que os neurônios GAT-3 positivos, 
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portanto, contribuem para os mecanismos adaptativos que ocorrem no córtex perilesional 

(MELONE et al., 2003).  

Neurônios corticais expressando GAT-3 constituem uma conhecida instância 

fisiológica no desenvolvimento precoce (MINELLI et al., 2003), indicando que durante a 

isquemia a expressão de GAT-3 possa sofrer uma reversão a seus padrões imaturos. A 

reativação de padrões da expressão gênica embrionária pode ocorrer no cérebro após 

injúria induzida pela hipóxia (KIETZMANN et al., 2001). Embora GAT-3 neuronal no cérebro 

isquêmico possa desempenhar funções com diferentes conseqüências para o organismo 

quando comparado ao neocortex em desenvolvimento, Conti et al.(2004) especulam sobre a 

possibilidade de que esta seja parte de uma reprogramação genética, ocorrendo em 

resposta à injúria. 

Em ratos, um aumento de mRNA de GAT-1 em neocortex (OROZCO-SUAREZ et al., 

2000) e de GAT-1 e –3 em hipocampo (HIRAO et al., 1998 ; UEDA e WILLMORE, 2000a; 

SPERK et al, 2003) foi relatado em diferentes modelos de convulsão. Os aumentos foram 

tempo e região-dependentes. Estes dados sugerem que a atividade convulsivante está 

associada a um aumento da expressão de GATs. Dados mostrando que camundongos 

transgênicos hiperexpressando GAT-1 (HUA et al., 2001), apresentam aumentada 

susceptibilidade a convulsões induzidas quimicamente por drogas relacionadas ao sistema 

GABAérgico, como a picrotoxina e o pentilenotetrazol (ZHAO et al., 2003), e também por 

ácido caínico (ZHAO et al., 2003; HUA et al., 2001),  assim como dados que mostram o 

aumento do transporte de GABA mediado pelo GAT-1, em associação com convulsões em 

cepa de camundongos geneticamente epilépticos (FUETA et al., 2003), dão suporte a esta 

possibilidade.  Corroborando com esta hipótese, Mathern et al. (1999) relatam diferenciada 

imunoreatividade para os transportadores de GABA, GAT-1 e GAT-3, e de glutamato, 

EAAT1, EAAT2 e EAAT3 em hipocampo de pacientes com epilepsia lobo-temporal, quando 

comparados com autópsias de pacientes não epilépticos. Em hipocampo de “gerbils” 

(Meriones unguiculatus), Kang et al. (2001), relatam uma forte imunoreatividade para GAT-1 

no complexo hipocampal, em um grupo de “gerbils” suscetíveis à convulsão no período pré-
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convulsão, diminuída no período pós-ictal (30 min), com retorno aos níveis pré-convulsão 12 

horas após.  

 Por outro lado, vários estudos em modelos animais de epilepsia sugerem uma 

“down-regulation” da captação de GABA, em nível da expressão ou função dos 

transportadores (JANJUA et al, 1991; JEFFWERYS et al., 1991; AKBAR et al., 1998; 

SUTCH et al., 1999; ANDRE et al., 2001; PATRYLO et al., 2001). A captação cortical de 

GABA é reduzida em diferentes modelos genéticos de ratos e camundongos epilépticos 

(CORDERO et al, 1994; SUCHT el al., 1999), e a expressão do mRNA do GAT-1 é reduzida 

em neocortex de ratos geneticamente propensos à epilepsia (AKBAR et al., 1998) e em 

córtex sensório motor de ratos em modelo de epilepsia lobo temporal, induzido por 

pilocarpina (SILVA et al., 2002). Alguns estudos evidenciam uma diminuição na expressão 

ou eficácia de transportadores de GABA em humanos com epilepsia lobo-temporal crônica 

(DURING et al., 1995; PATRYLO et al., 2001). Além da redução, Spreafico et al. (2000) 

relatam distribuição anormal de GAT-1 em neocórtex de pacientes com epilepsia lobo 

temporal e displasia focal.    

A inerente dificuldade em isolar modificações primárias da expressão dos GATs, das 

mudanças adaptativas secundárias, assim como o emprego dos diferentes modelos  tornam 

a interpretação destes dados dificultosa (CONTI et al., 2004). A aumentada expressão dos 

GATs poderia ocasionar maior recaptação de GABA para o pool e diminuir níveis 

extracelulares de GABA, contribuindo, portanto para, a origem e disseminação da atividade 

epiléptica. Nesta linha de evidências, bloqueadores seletivos de GAT-1 (ADKINS e NOBLE, 

1998; LEACH e BRODIE, 1998; LUER e RHONEY, 1998;   MELDRUM e CHAPMAN, 1999;  

SOUDIJN e van WIJNGAARDEN, 2000) e gliais (DALBY, 2000; GADEA e LOPEZ-

COLOME, 2001; SARUP et al., 2003a; WHITE et al., 2002), possivelmente mediados por 

GAT-3, mostram ter atividade anticonvulsivante. Alternativamente, uma vez que os 

transportadores de GABA podem trabalhar em reverso (ATTWELL et al., 1993; JAFFE e 

FIGUEROA, 2001, WU et al, 2003; RICHERSON e WU, 2003), um aumento dos GATs, após 

continuada atividade neuronal pode induzir uma compensatória  liberação de GABA via 
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mecanismo não vesicular mediado por transportador (DURING et al., 1995; GASPARY et 

al., 1998; WU et al., 2003), ou seja, estas alterações podem ser parte da ação bidirecional 

dos GATs como resposta à convulsão (ictal) que resulta em aumento da liberação de GABA 

não vesicular (UEDA e WILLMORE, 2000a).  Aumentos na expressão de GAT-3, após 

convulsão em modelo envolvendo neurodegeneração do complexo hipocampal (HIRAO et 

al., 1998; UEDA e WiLLMORE, 2000a) são associados à possível gliose reativa ao dano ou 

morte neuronal. 

Por outro lado, a redução do transporte de GABA e expressão dos GATs poderia 

representar uma resposta compensatória, modulando homeostaticamente a hiperexcitação 

neuronal (SOUDIJN e van WIJNGAARDEN, 2000). Alternativamente, a reduzida expressão 

de GATs em tecidos epilépticos pode exacerbar a  atividade epileptiforme ao diminuir o  

heterotransporte de GABA (DURING et al., 1995; GASPARY et al., 1998; PATRYLO et al., 

2001).  

A alteração da expressão dos GATs, descrita na literatura, parece ser dependente do 

período considerado para a avaliação, do modelo (geneticamente predispostos ou não), do 

tipo de indução de convulsão (aguda ou kindling), do fator convulsivante e da região do 

cérebro estudada. Embora estes estudos não forneçam respostas definitivas sobre as 

implicações fisiopatológicas das alterações encontradas, mostram que estas alterações são 

compatíveis com um papel dos GATs nas disfunções cerebrais. 

 

1.6.2.4 Ação convulsivante do antagonista GABAérgico picrotoxina  

 A picrotoxina (uma mistura racêmica de picrotina e o agente ativo picrotoxinina, 

isolada da semente da Anamirta cocculus L.) liga-se a um sítio localizado dentro do canal de 

Cl- acloplado aos receptores GABAA (NEWLAND e CULL-CANDY, 1992; GURLEY et al., 

1995), bloqueando estes por meio da (BELL-HORNER et al., 2000) diminuição do tempo 

(SIERRA-PAREDES et al., 1998) e da freqüência de abertura (TWYMAN et al., 1989). Isto 

acarreta um desequilíbrio entre as funções excitatórias e inibitórias no SNC (SIERRA-

PAREDES et al., 1998). Este modelo de convulsões, relacionado ao sistema GABAérgico, é 
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utilizado freqüentemente para avaliar a efetividade de drogas anticonvulsivantes e também 

para avaliar o estado funcional do sistema GABAérgico, ou seja, alterações na 

neurotransmissão mediada por GABA seguida à diferentes drogas e/ou manipulações  

(PERICIC et al., 1996). 

 Conhecida por décadas como antagonista de receptores GABAA (CONSTANTI, 

1978; BARKER et al., 1983), em anos mais recentes mostrou-se também que a picrotoxina 

inibe o fluxo de Cl- em receptores da glicina (SCHMIEDEN et al., 1989), GABAC (ZHANG et 

al., 1995) e receptores de glutamato acloplados a canais de Cl- (ETTER et al., 1999), 

inibindo todos os membros da super família de ligantes de canais iônicos ânion seletivos, 

sendo este espectro extendido inclusive ao ligante de canais iônicos, cátion seletivo,  

receptor 5-HT3a (DAS et al., 2003). 

Embora seu sítio exato de ligação não seja conhecido, há evidências indicando que a 

picrotoxina atue no aspecto citoplasmático do domínio TM2 do receptor GABAA (BUHR et 

al., 2001; DIBAS et al., 2002). Estudos indicam alguma seletividade relativa a subunidades 

de receptores GABAA.. A habilidade da picrotoxina em bloquear receptores GABAA não 

muda significativamente em receptores expressando diferentes isoformas das subunidades 

α, porém, receptores que não contêm esta subunidade são mais sensíveis ao bloqueio por 

picrotoxina do que receptores expressando subunidades αβγ. Por outro lado, foi 

demonstrada a importância da presença da alanina na posição 2, para a sensibilidade à 

picrotoxina em receptores GABAA de mamíferos.  A mutação da valina para alanina, na 

posição equivalente na subunidade α1, aumenta a sensibilidade dos receptores α1β2 para a 

picrotoxina em aproximadamente 20 vezes. Um fator adicional que pode fazer os receptores 

αβγ relativamente menos sensíveis à picrotoxina, do que receptores expressando 

subunidades βγ, talvez seja a presença da valina na posição 2 (subunidade α), nos 

receptores que expressam subunidades αβγ. A presença destas duas valinas, que são 

relativamente maiores quando comparadas à serina ou alanina, poderia diminuir a 

habilidade da picrotoxina no acesso ao seu sítio de ligação. Se a sensibilidade à picrotoxina 

é influenciada mais pela presença de resíduos de alanina per se na posição 2, ou pela falta 
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de resíduos de valina, não é conhecido. Além disso, não se pode excluir a possibilidade de 

que interações entre as diversas subunidades possam existir em receptores (BELL-

HORNER et al., 2000).  

Alternativamente Rajasekaran et al. (2003) e Willoughby et al. (1995) sugerem um 

padrão de envolvimento neuronal regional distinto nas convulsões induzidas por picrotoxina. 

Ainda segundo Rajasekaran et al. (2003), a atividade epileptogênica da picrotoxina pode 

envolver  o óxido nítrico (NO), produzido neuronalmente. O óxido nítrico produzido estimula 

guanilato ciclase (GC) solúvel, que aumenta as concentrações intracelulares de GMPc 

(RAJASEKARAN et al., 2003) e este suprime a atividade de receptores GABAA (ROBELLO 

et al., 1996; WEXLER et al., 1998). Aumentados níveis de GMPc ocorrem durante 

convulsões induzidas por picrotoxina (FERRENDELLI et al., 1980), sendo que  Rajasekaran 

et al. (2003.) propõem que o aumento de GMPc induzido pela picrotoxina envolva ativação 

prévia da nNOS, com subseqüente ativação da GC pelo NO. 

 A inibição da atividade sináptica através de antagonistas GABAA (HERRON et al., 

1985), e especificamente da picrotoxinina (FORMAN et al. 1998), foi correlacionada com a 

facilitação da ativação de receptores NMDA, através do aumento (FORMAN et al. 1998) e 

potencialização (SIERRA-PAREDES et al., 2000, 1998) das concentrações intersticiais de 

glutamato. Não é conhecido, porém, se este aumento está relacionado à ativação do nNOS, 

uma vez que NO atua como um neurotransmissor retrógrado que causa a liberação 

adicional de glutamato (MCNAUGHT e BROWN, 1998). Uma vez que o glutamato induz o 

influxo de Ca2+, é possível que o ciclo de despolarização, influxo de Ca2+, formação de NO, 

e liberação de glutamato levem à adicional despolarização e ao desenvolvimento do foco 

epiléptico no cérebro (RAJASEKARAN et al., 2003). 

  Já em estudo desenvolvido por Jayakumar et al. (1999), a administração de 

picrotoxina aumentou a atividade da enzima GABA-T, diminuiu as concentrações de GABA 

e não alterou a concentração de glutamato e atividade da enzima GAD em córtex cerebral 

de ratos em avaliação 10 minutos após a administração de picrotoxina.  
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Na resposta à administração de drogas que interferem na transmissão GABAérgica, 

foram descritas diferenças relativas ao sexo (PEREZ et al., 1986; MANEV et al., 1987; 

THOMAS e YANG, 1991; KOKKA et al., 1992; FINN e GEE, 1994), o que está em 

consonância com estudos sugerindo que a neurotransmissão GABAérgica é sexualmente 

dimórfica (FRANKFURT et al., 1984; MANEV e PERICIC, 1987; JÜPTER e HEMKE, 1990). 

A presença de hormônios gonadais parece ser determinante quanto à diferenciada resposta 

convulsivante entre os sexos, uma vez que as mesmas são detectáveis somente em 

animais sexualmente maduros e gonadectomizados (SCHWARTZ-GIBLIN et al., 1989, 

WILSON, 1992), e não em animais imaturos ou velhos (MANEV et al., 1987).  

Pericic et al. (1996), mostraram que, em ratos jovens, a picrotoxina é igualmente 

potente em ratos machos e fêmeas de 20 dias de idade. Ao contrário, ratos sexualmente 

maduros apresentam diferenças relativas ao sexo.  A mesma dose, subconvulsivante em 

ratos machos adultos, é convulsivante em fêmeas da mesma idade. Além deste fato, fêmeas 

adultas tendem a ser mais (PERICIC et al., 1996), enquanto machos adultos tendem a ser 

menos sensíveis à picrotoxina do que ratos jovens (VELISKOVÁ et al., 1992; PERICIC et al., 

1996).Tratamento crônico de ratos machos com benzoato de estradiol, assim como a 

gonadectomia, aumentam sua susceptibilidade à picrotoxina. Estes resultados sugerem uma 

potência pró-convulsivante dos estrogênios e uma potência anticonvulsivante da 

testosterona  (PERICIC et al., 1996).  

 Diferenças entre os sexos na resposta à utilização da picrotoxina em diferentes rotas 

de administração são atribuíveis, segundo Pericic e Bujas (1997) a prováveis diferenças 

sexuais quanto a farmacocinética (i.p.) ou farmacodinâmica ( e.v.). 

 

1.6.2.5 Desnutrição e sistema GABAérgico 

Relativamente ao sistema GABAérgico há substanciais evidências de alterações 

significativas em resposta à desnutrição em várias regiões do cérebro.  

Steiger et al. (2002) mostraram que os efeitos da desnutrição pré-natal podem incluir 

alterações na regulação das sub-unidades γ e β de receptores GABAA em septo, com 



 

 

49

diminuição da expressão do mRNA das sub-unidades γ2L em septo medial, porém não em 

septo lateral e redução das sub-unidades  β2 e β3 em septo lateral. Os autores associam 

alterações nos níveis de mRNA das sub-unidades β2 e β3 a modificações nas propriedades 

dos canais (BUREAU e OLSEN, 1990) e representação dos receptores na superfície celular 

(CONNOLLY, 1996).  O estado funcional do complexo dos receptores GABAA, de ratos 

desnutridos pré-natalmente, também foi avaliado por Borghese et al.(1998) por meio da 

observação do influxo de 36Cl- em sinaptossomas de córtex cerebral. O estudo evidenciou 

uma menor captação de 36Cl- por córtex de ratos desnutridos, quando comparado com ratos 

controle. 

Em estudo posterior, Steiger et al. (2003) mostraram aumento no mRNA das 

subunidades α3 dos receptores GABAA em estrutura hipocampal de ratos  em P15 e P90, e 

subunidade α1 diminuída em P90, em conseqüência de desnutrição protéica pré-natal, em 

contraposição à expressão mais abundante de α3 no período pós-natal precoce. Há declínio 

da mesma quando o mRNA da subunidade α1  aumenta após P12 (LAURIE et al., 1992) em 

ratos normais, o que é apontado pelos autores como um possível reflexo de atraso na 

expressão pós-natal do sistema de receptores GABAA. Confere suporte a esta teoria o fato 

de que em ratos desnutridos ocorre diminuição na neurogênese de células granulares do 

giro denteado (DIAZ-CINTRA et al., 1991), com correspondente redução de ramificações 

dendríticas e na densidade de espinhas dendríticas em células granulares e piramidais da 

região CA3 (DIAZ-CINTRA et al., 1994, 1991). Da mesma forma, o declínio do mRNA da 

subunidades β2 e α1  em hipocampo adulto dos ratos desnutridos pré-natalmente, é sugerido 

pelos autores como sendo uma resposta adaptativa à aumentada inibição que envolve a 

diminuição da expressão gênica do receptor GABAA. Por outro lado, os aumentados níveis 

de mRNA de  α3  , são sugeridos como uma resposta compensatória  do genoma para 

manter a homeostase. 

Em um modelo de desnutrição protéica e/ou de restrição de triptofano nos períodos 

pré-gestacional, gestacional e pós-natal, Del Angel-Meza et al. (2002) mostraram atividade 

diminuída da GAD aos 14 e 21 dias de idade em córtex cerebral e hipocampo de ratos 
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Wistar, e reversão dos padrões aos 30 dias de idade, mostrando um atraso de 

aproximadamente uma semana no desenvolvimento. A liberação basal de GABA das duas 

estruturas cerebrais estudadas, foi menor nos grupos com restrições na dieta, em todas as 

idades estudadas, enquanto que a liberação estimulada de GABA era correspondente aos 

níveis de atividade da GAD na mesma idade, levando os autores a interpretarem os 

resultados como respostas neuroquímicas plásticas, de natureza aparentemente 

compensatória. 

 Telang et al. (1984) mostraram que a desnutrição precoce influenciou 

significativamente a união específica de [3H]GABA ao seus receptores em  córtex cerebral e 

hipocampo. Análises de saturação revelaram componentes de alta e de baixa afinidade em 

ratos desnutridos, enquanto que ratos controle possuíam apenas sítios de baixa afinidade, 

sendo que a concentração de sítios de baixa afinidade era maior nos ratos desnutridos. A 

reabilitação nutricional aboliu as diferenças entre os grupos.  Ao tratar as membranas com 

Triton X-100, os dois sítios, de alta e de baixa afinidade, foram observados em ambos os 

grupos de ratos, embora os de baixa afinidade se mantivessem  mais expressos no grupo  

desnutrido. Os autores sugerem que as diferenças, quanto aos sítios de alta afinidade,  

sejam decorrentes  de reduzidos inibidores endógenos dos sítios de alta afinidade nos ratos 

desnutridos.       

Em estudo de Luebke et al. (2000), a desnutrição pré-natal, embora não tenha 

afetado as características das correntes sinápticas espontâneas em fatias de hipocampo de 

ratos adultos, assim como não afetou a amplitude e cinética das mini correntes inibitórias 

pós-sinápticas (mIPSCs) mediadas pelo receptor GABAA, afetou, contudo, a freqüência das 

mesmas em células piramidais da região CA1 em ratos desnutridos, aumentando-a. A 

ausência de diferenças no efeito do agonista do receptor benzodiazepínico, clordiazepoxide 

sobre as características das mIPSC, juntamente com a falta de mudança na amplitude, 

cinética e modulação das mIPSC pelos benzodiazepínicos, em resposta à desnutrição, 

indica, segundo os autores, um locus pré-sináptico dos efeitos da injúria nutricional. 
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Em modelo de desnutrição lactacional, por sua vez, Almeida et al. (2001), 

encontraram uma diminuição de cerca de 40% dos neurônios GABAérgicos em retina de 

ratos em P8, sendo que em P13 e 21 o percentual destes neurônios aumenta e é compatível 

com o valor de animais controle adultos. Já na atividade da GAD, não foram observadas 

diferenças durante o desenvolvimento relativamente aos animais controle. 

Relativamente às concentrações cerebrais de GABA na desnutrição, enquanto 

Colombo et al. (1992) não encontraram diferenças entre ratos controle e desnutridos, 

Wapnir e Lifshitz (1977) apud Nayak e Chatterjee (2003) relatam aumento nas 

concentrações de GABA, causado pela restrição protéica. 

Alterações na reatividade a drogas atuando via receptor GABAA  tais como o etanol 

(BORGHESE et al., 1998; CÓRDOBA et al., 1992,1997) e benzodiazepínicos (ALMEIDA et 

al., 1996; BRIONI et al., 1989;TONKISS et al, 2000), induzidas por desnutrição precoce, 

ampliam as evidências sobre os efeitos da desnutrição sobre o sistema GABAérgico, e 

levantam questionamentos quanto à reatividade afetada em desnutridos a outras drogas.  

 

1.7 Objetivos 

                                                                                                                                                                       

Considerando:  

i) que as funções cerebrais estão baseadas na interação dinâmica entre os sistemas 

inibitórios e excitatórios, os quais, por sua vez, estão envolvidos em vários distúrbios 

neuropsiquiátricos, incluindo convulsões e epilepsia;  

ii) que estudos epidemiológicos mostram uma correlação entre desnutrição e 

doenças neuropsiquiátricas; 

iii) as evidências de significativas alterações no sistema GABAérgico em resposta à 

desnutrição, incluindo a reatividade a drogas que atuam  via receptor GABAA, como 

benzodiazepínicos e etanol; 
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iv) as alterações no sistema glutamatérgico, recentemente descritas, envolvendo 

liberação de glutamato, união Na+- independente de glutamato aos seus receptores, em 

membranas sinápticas, induzidas pela desnutrição;  

v) que, além da biossíntese, liberação e interação com os receptores, a captação de 

neurotransmissores constitui condição para garantir adequada atividade funcional do 

cérebro; 

vi) que a captação de GABA apresenta perfil ontogenético diferenciado, tanto na 

quantidade de GABA captado quanto na expressão dos diferentes tipos de transportadores, 

e na sua expressão neuronal e/ou glial; 

vii) que o perfil de desenvolvimento da expressão dos GATs (GAT-1) é coordenado 

com o de outras proteínas pré sinápticas como da GAD e VGAT, e paralela à expressão da 

subunidade α1 do receptor GABAA, que participa da neurotransmissão GABAérgica madura;  

viii)  que o perfil de desenvolvimento dos GATs pode contribuir para a determinação 

de fatores que regulam o desenvolvimento de sinais mediados por GABA e que, além do 

sistema GABAérgico ser o principal sistema inibitório do SNC, desempenha também 

importante papel na maturação neuronal em ratos em fase de desenvolvimento;  

ix) que vários passos ontogenéticos no desenvolvimento neuronal, incluindo 

proliferação e migração, mielinização e astrocitogênese, assim como mudanças na atividade 

da GAD e mRNA de receptores GABAA são alteradas pela desnutrição; 

x) que estudos sobre a complexa interação neurônio-glia no cérebro são importantes 

para a compreensão dos aspectos fisiológicos, uma vez que o desenvolvimento de doenças 

neurológicas/psiquiátricas é acompanhado de alterações nestes processos; 

xi) que a compartimentalização do metabolismo cerebral permite inferir alterações 

metabólicas também através do estudo da metabolização do acetato e da glicose; 

xii) que o acetato é predominantemente metabolizado nos astrócitos, células que têm 

papel determinante no fluxo de substratos energéticos para os neurônios, especialmente em 

condições de ativação neuronal; 
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xiii) que altas concentrações de potássio extracelular constituem estímulo para o uso 

de nutrientes energéticos pelo SNC (e mimetizam condição resultante de excitotoxicidade);e  

xiv) que o grande aumento da utilização energética está associado a dano neuronal 

em vários modelos de convulsão e que os astrócitos estão envolvidos na homeostase dos 

aminoácidos desempenhando um papel significativo no foco epileptogênico, onde a 

astrogliose é um fenômeno conhecido, o presente estudo foi realizado com os seguintes 

objetivos: 

 

 OBJETIVO GERAL: 

- Investigar os efeitos da desnutrição pré e pós-natal sobre parâmetros GABAérgicos 

e glutamatérgicos e sobre o metabolismo energético do SNC em condições de 

excitotoxicidade em ratos Wistar.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 - Avaliar a sensibilidade “in vivo” de ratos Wistar jovens, controle e desnutridos,  

frente à ação convulsivante do antagonista GABAérgico picrotoxina e à hiperestimulação do 

sistema glutamatérgico pelo ácido quinolínico;  

 - Verificar o efeito da desnutrição sobre a sensibilidade ao procedimento de “kindling” 

(abrasamento) químico por picrotoxina em ratos em desenvolvimento; 

  - Verificar o efeito da picrotoxina “in vitro” sobre o metabolismo da glicose em fatias 

de córtex cerebral de ratos jovens e adultos, controle e desnutridos, com finalidade de 

avaliar alterações  frente ao uso da droga; 

 - Avaliar os efeitos da picrotoxina sobre a peroxidação lipídica em córtex cerebral e 

cerebelo de ratos controle e desnutridos,  de 25 dias de idade;  

 - Investigar os efeitos da desnutrição, sobre a captação de GABA e glutamato, em 

fatias de córtex cerebral e hipocampo de ratos de 25 dias de idade, frente à utilização das 

drogas convulsivantes picrotoxina e ácido quinolínico, respectivamente; 
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 - Avaliar o perfil ontogenético da captação de GABA por fatias de córtex cerebral em 

ratos desnutridos; 

 - Avaliar a captação de GABA por fatias de córtex cerebral de ratos desnutridos, em 

uma perspectiva ontogenética, frente ao uso de inibidores seletivos de captação de GABA; 

- Verificar os efeitos da picrotoxina injetada “in vivo” sobre o metabolismo “ex vivo” do 

acetato e da glicose, em fatias de estruturas cerebrais de ratos controle e desnutridos, com 

o objetivo de avaliar alterações neuronais e astrocitárias frente aos agentes estressores 

desnutrição e picrotoxina; 

- Avaliar os efeitos de altas concentrações extracelulares de potássio sobre o 

metabolismo do acetato, da glicose e do lactato em fatias de estruturas cerebrais de ratos 

adultos jovens, controle e desnutridos gestacional e pós natalmente. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Reagentes 

• [2,3-3]ácido gama-aminobutírico ([3H]GABA) - Amersham Pharmacia Biotech (UK) - 

atividade específica 94 Ci/mmol  

• [U-14C]ácido acético, sal de sódio - Amersham Pharmacia Biotech (UK) - atividade 

específica 57mCi/mmol 

• D-[U-14C]glicose - Amersham Pharmacia Biotech (UK) - atividade específica 2-

4mCi/mmol  

• L-[2,3-3]ácido glutâmico ([3H]Glu) - Amersham Pharmacia Biotech (UK) - atividade 

específica 49 Ci/mmol  

• L-[U-14C]ácido láctico, sal de sódio -  Amersham Pharmacia Biotech (UK)- atividade 

específica 157mCi/mmol 

• β-Alanina (ácido 3-aminopropiônico) - Sigma (St. Louis, MO, USA) 

• Ácido glutâmico - Sigma (St. Louis, MO, USA) 

• Ácido quinolínico - Sigma (St. Louis, MO, USA) 

• Ácido γ-amino-butírico - Sigma (St. Louis, MO, USA) 

• Ácido tiobarbitúrico - Sigma (St. Louis, MO, USA) 

• Ácido L- 2,4-Diamino-n-butírico (L-DABA )– Sigma (St. Louis, MO, USA) 

• Hidróxido de hiamina - J.T. Baker (Chemical Company, Phillipsburg-USA) 

• Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) – Sigma (St. Louis, MO, USA)  

• Monensina - Sigma (St. Louis, MO, USA) 
• N-Metil-D-glucamina - Sigma (St. Louis, MO, USA) 
• Ouabaína - Sigma (St. Louis, MO, USA) 
• Picrotoxina - Sigma (St. Louis, MO, USA) 
 
Todos os demais reagentes e solventes utilizados foram de pureza “pró-análise”. 

 

2.2 Animais experimentais e paradigma de desnutrição 

 Considerando que os nutrientes em geral exercem influências sobre a maturação 

cerebral, porém, que a proteína é um dos componentes mais críticos no desenvolvimento 
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das funções cerebrais, o modelo de desnutrição utilizado no presente trabalho foi o de 

restrição protéica nos períodos gestacional e pós-natal. Para o período de imposição da 

restrição utilizado, foi considerada a alta incidência de desnutrição intra-uterina, severa ou 

moderada, e a constatação da continuidade do processo na lactação e na infância em 

muitos casos. Estudos em humanos e animais experimentais indicam que a combinação de 

desnutrição pré e pós-natal é mais deletéria do que a injúria nutricional em apenas um dos 

períodos (MORGANE et al., 2002). A opção pela fonte protéica, caseína, assim como o 

percentual de proteína na composição das rações do grupo controle e desnutrido, levou em 

consideração a possibilidade de estabelecimento de comparativos com desenhos 

experimentais amplamente descritos na literatura (TELANG et al.,1984; BRONZINO et 

al.,1991;GRESSENS et al., 1997; BORGHESE et al., 1998; LUEBKE et al., 2000;  

MORGANE et al. 1993, 2002; STEIGER et al., 2002, 2003;TONKISS et al., 1998, 2000), 

trabalhos do próprio grupo de pesquisa (ROTTA et al., 2003a; DE SOUZA et al., 2004) e, 

ainda, as necessidades mínimas de 12% de proteína apontadas por Morgane et al., (1993).  

Acrescido a estes elementos, a utilização da caseína pautou-se na sua qualidade (EGWIN 

et al., 1986; YOKOGOSHI et al., 1992), evitando-se influência de variáveis adicionais 

resultantes da utilização de proteína de baixa qualidade. 

 A desnutrição pré-natal e lactacional foi induzida mediante restrição de proteína 

(caseína) a 7% na dieta das mães durante a gestação e período lactacional, sendo 

caracterizada, portanto, pela restrição da quantidade total de nutrientes acessíveis aos 

filhotes (PINE et al., 1994; PASSOS et al., 2000). A desnutrição pós-lactacional, 

caracterizada pelo decréscimo de proteína na dieta dos filhotes, foi induzida por meio da 

manutenção da mesma dieta até os 75-80 dias de idade. No grupo controle, o percentual de 

proteína (caseína) perfez 25%. Ambas as dietas, oferecidas durante o período gestacional e 

pós-natal, foram suplementadas com 0,15% de L-metionina, sendo isocalóricas e contendo 

quantidades similares de lipídios (15%), celulose (1%), minerais (4%) e vitaminas (1,5%), 

como recomendado pela “Association of Official Analytical Chemists” (HORWITZ, 1980) 

(tabela 2.1). Após o nascimento (as primeiras 24 horas de vida foram consideradas como 
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dia 0), no dia 1 pós-natal, o tamanho da ninhada foi mensurado, as ninhadas foram 

ajustadas para 8 filhotes por mãe, e, aos 21 dias de idade, os filhotes foram desmamados, 

passando a alimentar-se exclusivamente da respectiva dieta (25% ou 7% de caseína). Aos 

30 dias, os filhotes foram separados por sexo e mantidos em gaiolas de plástico em número 

de 5 por gaiola.   

 Para os experimentos de avaliação dos efeitos da desnutrição sobre a oxidação da 

glicose, lactato e acetato a CO2 em fatias de cerebelo (item 2.9.3), os animais foram 

submetidos às mesmas condições descritas acima, exceto no que se refere à 

suplementação de L-metionina na dieta com restrição protéica (tabela 2.1). 

 

Tabela 2.1 – Composição das rações (g/kg/ração). 

Composição 25% de proteína 
 (G25) 

7% de proteína 
 (G7) 

7% de proteína sem 
suplementação de L-

metionina 
(G7SSMET) 

Caseína (87%)a 287,0 80,5 80,5 
L-metioninab                  1,5   1,5 -,- 
Óleo de soja 150,0             150,0             150,0 
Amido de milho  501,5             708,0             709,5 
Mistura salinac    40,0  40,0 40,0 
Mistura vitamínicad    10,0  10,0 10,0 
Fibras    10,0  10,0 10,0 
Composição das misturas salina e vitamínica de acordo com Horwitz (1980). Rações isocalóricas (4,3 
kcal/g ração).  
 

a Caseína, pureza 87% (Farmaquímica, Porto Alegre, Brasil)  
b L-metionina (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) 
c Mistura de minerais (Roche, São Paulo, Brasil) mg/100g de ração: NaCl, 557; KI, 3.2; KH2PO4, 1556; 
MgSO4, 229; CaCO3, 1526; FeSO4.7H20, 108; MnSO4.H2O, 16; ZnSO4.7H2O, 2.2; CuSO4.5H2O, 1.9; 
CoCl2.6H2O, 0.09. 
d Mistura vitamínica (Roche, São Paulo, Brasil) mg/100g de ração: Vitamina A, 4; Vitamina D, 0.5; 
Vitamina E, 10; Menadiona, 0.5; Colina, 200; PABA, 10; Inositol, 10; Niacina, 4; Ácido Pantotênico, 4; 
Riboflavina, 0.8; Tiamina, 0.5; Piridoxina, 0.5; Ácido Fólico, 0.2; Biotina, 0.04; Vitamina B12, 0.003. 

 

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Biotério do Departamento de 

Bioquímica do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio 

grande do Sul – UFRGS. Para os experimentos envolvendo animais até 25 dias de idade, 

foram utilizados ratos de ambos os sexos, uma vez que, nos diversos parâmetros testados, 

não houve diferença sexo-dependente. Para os experimentos envolvendo animais a partir 

dessa idade, foram utilizados exclusivamente animais machos, exceto para o procedimento 
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de “kindling” por picrotoxina (item 2.10), no qual foram usados animais fêmeas e machos. 

Todos os animais experimentais foram mantidos a 22 ± 1ºC, em um ciclo claro-escuro de 12 

horas, com ração e água ad libitum.  A manipulação e cuidado dos animais foi conduzida de 

acordo com as diretrizes do Comitê de Cuidados e Usos de Recursos Animais 

Experimentais, Escola de Medicina Veterinária e Ciências Animais da Universidade de São 

Paulo, SP, Brasil.  

Os grupos experimentais, alimentados com rações contendo 25% de caseína, 7% de 

caseína e 7% de caseína sem suplementação de L-metionina, passarão a ser denominados 

como G25, G7 e G7SSMET, respectivamente.  

 

2.3 Massa corporal e de estruturas cerebrais 

A evolução do ganho da massa corporal dos animais pertencentes aos grupos 

experimentais G25 e G7 foi avaliada nos dias 1, 7, 21, 25 e 75 pós-natal (P1, P7, P21, P25 e 

P75). A massa cerebral, de cerebelo e hipocampo foi avaliada aos 7, 25 e 75 dias de idade, 

em ambos os grupos (n=40 para a massa corporal; n=14 para a massa das estruturas 

cerebrais). 

Nos animais submetidos a procedimento de “kindling” por picrotoxina (item 2.10), a 

verificação da massa corporal foi realizada diariamente a partir dos 25 dias de idade (n=9 

animais/grupo para os injetados com picrotoxina e 6 para os injetados com o veículo). 

 

2.4 Concentração protéica de estruturas cerebrais 

 Para a estimativa da concentração protéica do córtex cerebral, cerebelo e hipocampo 

dos animais pertencentes aos grupos experimentais G25 e G7, (n=8 por grupo), foi utilizado o 

método de Lowry (LOWRY et al., 1951). 

 

2.5 Convulsões induzidas por picrotoxina 

 Como estratégia farmacológica experimental, com finalidade de avaliar o sistema 

GABAérgico em ratos desnutridos jovens, foi utilizada a picrotoxina. Para tanto, a mesma foi 
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diluída em solução salina, pH 7,4 e injetada em P25 (1mL/kg), subcutâneamente (s.c.) na 

região dorsal dos animais, nas doses de 2,3; 4,0; 4,8; 5,6 e 6,4mg/kg, procurando-se 

identificar a menor dose que induz ao “status epilepticus” em 100% dos ratos (n=9-10 por 

grupo). Os animais foram observados quanto a sinais de convulsão, por 60 minutos. Os 

mesmos foram classificados como: (1) clonismos dos músculos da cabeça e membros 

anteriores, com preservação do equilíbrio; (2) “running” seguido de perda postural 

acompanhada de fase tônica e, após alguns segundos, ocorrência de convulsões clônicas 

de longa duração (VELISKOVA e VELISEK, 1992). 

 Para a curva de convulsão dose-resposta, apenas convulsões enquadradas no item 

2 da classificação de Veliskova e Velisek (1992) foram consideradas. A latência para 

convulsão foi considerada como o tempo para o início de manifestação de convulsões 

clônicas de todos os membros (n=9-10 animais por grupo). 

 

2.6 Convulsões induzidas por ácido quinolínico 

 Para avaliar os efeitos da desnutrição sobre o sistema glutamatérgico em ratos 

desnutridos jovens, foi realizada uma curva dose-resposta utilizando o ácido quinolínico 

injetado intracerebroventricularmente (i.c.v) nas quantidades de 36, 72, 145, 194 e 242nmol, 

procurando-se identificar a menor dose capaz de convulsionar 100% dos animais (n=8-10 

por grupo). Para tanto, foi realizada cirurgia em ambos os grupos (G25 e G7) em P23. Os 

animais foram anestesiados com quetamina (G25=90mg/kg; G7=70mg/kg) e xilasina 

(12mg/kg para ambos os grupos) e posicionados em aparelho estereotáxico. A pele da 

cabeça foi removida, e uma cânula guia de 6mm (27-Gauge) foi posicionada a 1mm acima 

do ventrículo lateral (AP: -0,5mm; L: -1,5mm; V: -3,0mm da superfície do crânio). A cânula 

foi fixada com cimento acrílico, foi aplicada xilocaína em torno da incisão e os animais 

permaneceram em recuperação por 48 horas. Para a administração i.c.v. de ácido 

quinolínico (1,0μl) em P25, uma cânula de infusão 7mm (30-Gauge) foi acoplada à cânula 

guia e conectada por um tubo de polietileno a uma micro seringa de 5μl (micro seringa 

Hamilton). Os animais foram observados após a administração, durante 10 minutos, em 
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gaiolas de plástico, para a ocorrência de convulsões tônico-clônicas. Após a observação, foi 

injetado azul de metileno (0,5μl) e os animais sem coloração no ventrículo cerebral lateral 

foram descartados. 

 

2.7 Ensaios de captação de [3H]GABA e de [3H]Glutamato por fatias de córtex cerebral e 

hipocampo 

 Considerando que, além da biossíntese, liberação e interação com seu receptor, a 

recaptação de neurotransmissores é condição para garantir adequadas funções cerebrais, 

foram realizados ensaios de captação de GABA e glutamato, com fatias de córtex cerebral e 

hipocampo, com finalidade de avaliar efeitos da desnutrição e/ou droga quanto a este 

parâmetro em animais de 25 dias de idade.  

Para determinar as concentrações adequadas de GABA, assim como o tempo de 

incubação, fatias de hipocampo e de córtex parietal de ratos de 25 dias de idade foram 

incubadas com 25, 50 e 100μM de GABA por 5, 10, 15 e 30 minutos. Com base nestes 

dados, a concentração de GABA e o período de incubação usados nos ensaios de captação 

de GABA, foram de 25μM e de 15 minutos, respectivamente, exceto nos experimentos 

realizados com finalidade de avaliar a captação em perspectiva ontogenética, assim como a 

inibição da captação frente à utilização de β-alanina e L-DABA descritos em item posterior 

(2.8), nos quais foi utilizada adicionalmente a concentração de 100μM de GABA.  

Para os experimentos cuja finalidade foi avaliar efeitos da desnutrição e/ou 

administração da picrotoxina, assim como o efeito do tempo pós-aplicação da picrotoxina 

sobre a captação de GABA por fatias de córtex e hipocampo, em animais de 25 dias de 

idade, os grupos experimentais foram delineados da seguinte forma: G25-veículo; G25-

picrotoxina; G7- veículo; G7-picrotoxina. Os animais foram injetados com veículo ou 

picrotoxina subcutâneamente (menor concentração capaz de convulsionar 100% dos 

animais, detectada em experimento anterior – item 2.5), foram sacrificados por decapitação 

15, 25 ou 60 minutos após a administração de picrotoxina ou veículo (n=6-8 por grupo). Os 

cérebros foram rapidamente removidos e submergidos em Solução Salina Balanceada de 
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HANK (HBSS contendo 137mM de NaCl; 0,63mM de Na2HPO4; 4,17mM de NaHCO3; 

5,36mM de KCl; 0,44mM de KH2PO4; 1,26mM de CaCl2; 0,41mM de MgSO4; 0,49mM de 

MgCl2 e 5,5mM de glicose),  pH 7,2. Os córtices parietais foram dissecados e fatias coronais 

(0,4 mm) foram obtidas da área parietal usando um fatiador de tecidos (McIlwain). As fatias 

foram transferidas para uma placa de cultura de 24 poços, e o meio de transferência foi 

substituído por 1,0mL de HBSS a 37ºC para pré-incubação por 15 minutos para a 

estabilização das  mesmas. O meio foi novamente substituído por 300μL de HBSS contendo 

25μM de [3H]GABA. A incubação foi interrompida após 15 minutos, por meio de substituição 

do meio por 1,0mL de HBSS a 4ºC por três vezes subseqüentes, seguida de adição de 

300μL de NaOH 0,5N para a solubilização do tecido. Alíquotas do lisado foram tomadas 

para determinação da concentração protéica (PETERSON, 1977) e do conteúdo intracelular 

de [3H]GABA por meio de contador de cintilação líquida. Para a determinação da captação 

sódio-dependente, os valores obtidos na captação total foram subtraídos da captação sódio-

independente. Esta, foi realizada utilizando os mesmos procedimentos descritos acima, 

exceto pela substituição de cloreto de sódio por N-metil-D-glucamina no meio de incubação 

e pela temperatura da incubação (placa e tampão foram mantidos em gelo). Os 

experimentos foram feitos em triplicata. Os resultados foram expressos em pmol de GABA 

captado por mg proteína por minuto. 

O mesmo procedimento foi realizado para os ensaios de captação de GABA por 

fatias de hipocampo, exceto que a dissecção hipocampal e a incubação das fatias foram 

realizadas apenas 60 minutos após a administração subcutânea de picrotoxina. 

Para avaliação dos efeitos do ácido quinolínico e/ou do tratamento nutricional sobre a 

captação de glutamato, os animais experimentais foram divididos em seis grupos: G25-naive; 

G25-veículo; G25-ácido quinolínico; G7-naive; G7-veículo e G7-ácido quinolínico. Os animais 

dos grupos submetidos à administração i.c.v. de ácido quinolínico ou veículo, foram 

previamente submetidos à cirurgia, conforme descrito no item 2.6. Aos 25 dias, foram 

sacrificados por decapitação, 10 minutos após a administração de ácido quinolínico (menor 

dose capaz de causar convulsões em 100% dos animais, determinada anteriormente, 
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conforme descrito no item 2.6) ou veículo, os cérebros foram imediatamente removidos e 

submergidos em HBSS.  Fatias de córtices parietais (n=12 por grupo) e hipocampais (n=6 

por grupo) foram dissecados como descrito acima para os experimentos de captação de 

GABA. A captação de glutamato, realizada de acordo com Frizzo et al. (2002) e Thomazi et 

al. (2004) foi iniciada pela adição de 100μM de [3H]Glutamato em 300μL de HBSS a 37ºC. A 

incubação foi interrompida depois de 7 minutos para as fatias de córtex e após  5 minutos 

para as fatias de hipocampo, da mesma forma descrita para a captação de GABA, assim 

como a determinação da captação independente de sódio e a determinação da 

concentração de proteínas. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados 

foram expressos em pmol de glutamato captado por mg de proteína por minuto. 

 

2.8 Ensaios de captação de [3H]GABA por fatias de córtex cerebral frente à utilização de 

inibidores – estudo ontogenético 

Considerando a localização predominantemente glial ou neuronal dos GATs 

(MINELLI et al., 1995; 1996, 2003a; DeBIASI, 1998; RIBAK et al., 1996 a, b; GADEA e 

LOPEZ-COLOME, 2001), o descrito perfil ontogenético diferenciado dos mesmos (YAN et 

al., 1997; HACHIYA e TAKASHIMA, 2001; MINELLI et al., 2003b) e da captação de GABA, 

estabelecido previamente por pesquisadores (COYLE e ENNA, 1976; HITZEMANN e LOH, 

1978; REDBURN et al., 1978; WONG e McGEER, 1981; BLAKELY et al., 1991), foram 

realizados experimentos de captação de GABA por fatias de córtex cerebral de ratos 

controle e desnutridos (G25 e G7), aos 7, 25 e 75-80 dias de idade, com a finalidade de 

avaliar efeitos da desnutrição sobre a captação de GABA nesta perspectiva. Além disso, 

foram verificados efeitos da desnutrição gestacional e pós-natal sobre a captação de GABA 

por fatias de córtex cerebral de ratos nas mesmas idades (7, 25 e 75-80 dias) em presença 

de ß-alanina (antagonista de GAT-3) e L-DABA (clássico inibidor neuronal do transporte de 

GABA com alta afinidade por – GAT-1, GAT-2 e bem menos expressiva afinidade por GAT-

3) com a finalidade de estabelecer um perfil preliminar de desenvolvimento dos GATs.  
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Nas idades explicitadas acima, os animais dos grupos G25 e G7 foram sacrificados 

por decapitação, seus cérebros rapidamente removidos e submergidos em HBSS a 4ºC, 

conforme descrito no item anterior. Córtices parietais cerebrais foram dissecados e fatias 

coronais de 0,4mm foram obtidas. As fatias foram transferidas para placas de cultura e o 

meio substituído por 1,0mL de HBSS a 37ºC, sendo deixadas por 15 minutos para 

estabilização. Após terem sido pré-incubadas em 300 μL de HBSS contendo 1mM de L-

DABA ou β-Alanina durante 15 minutos (37ºC), as fatias foram submetidas à incubação por 

mais 15 minutos a 37ºC ao adicionar HBSS contendo 25 ou 100 μM de [3H]GABA. A reação 

foi interrompida pela adição de HBSS a 4ºC e as fatias  lavadas rapidamente por mais três 

vezes com HBSS a 4ºC e deixadas por um período de 12 horas em NaOH 0,5N em 

temperatura ambiente para solubilização. Alíquotas do lisado foram retiradas para estimar a 

concentração de proteínas (PETERSON, 1977), e a determinação de GABA captado foi feita 

mediante contador de cintilação líquida. A captação independente de sódio foi determinada 

usando N-metil-D-glucamina, no lugar de cloreto de sódio no meio de incubação, conforme 

descrito no item anterior, sendo subtraído da captação total para obter a captação 

dependente de sódio. Para poder expressar o percentual de inibição relativamente ao seu 

controle, fatias de córtex do mesmo animal foram incubadas nas mesmas condições 

descritas acima, na ausência de inibidores. Os experimentos foram realizados em triplicata 

para cada condição de incubação (n=12 animais por grupo e idade). 

 

2.8.1 Mensuração da atividade da lactato desidrogenase (LDH) liberada nas condições de 

incubação     

 Para avaliar a integridade e das fatias após o período de pré-incubação/incubação, 

uma alíquota do sobrenadante em cada condição de incubação descrita nos itens 2.7 e 2.8, 

foi coletada para a determinação da atividade da lactato desidrogenase (LDH) liberada, 

usando método espectrofotométrico (510nm) que mensura a quantidade de complexo 

colorimétrico derivado de NADH formado por reação enzimática (Doles Reagents, São 

Paulo, Brasil).  
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2.9 Ensaios de oxidação de nutrientes energéticos por estruturas cerebrais 

 A utilização de fatias de tecido cerebral nos experimentos descritos a seguir foi 

realizada no intuito de manter as interações anatômicas e funcionais entre astrócitos e 

neurônios. O período de incubação das estruturas cerebrais com os diferentes nutrientes 

energéticos utilizado foi de 1 hora, em função da linearidade da produção de CO2 obtida em 

períodos de 30 a 120 minutos. 

 

2.9.1 Efeitos da picrotoxina “in vitro” sobre o metabolismo da glicose em córtex cerebral de 

ratos Wistar controle e desnutridos  

Para avaliar as diferenças na susceptibilidade frente a drogas convulsivantes, 

modelos “in vitro” são descritos como especialmente interessantes, em função da possível 

eliminação de variáveis sistêmicas interferentes que modelos “in vivo” podem acarretar, 

além do que, oferecem vantagens técnicas para manipulações bioquímicas (WONG e 

YAMADA, 2001).  

Enquanto vários estudos “in vitro” utilizam fatias hipocampais para estudar as 

mudanças na atividade epileptiforme que ocorrem durante o desenvolvimento (AVOLI, 1990; 

FUETA e AVOLI, 1992; CHESNUT e SWANN, 1998), no presente trabalho optou-se por 

verificar os efeitos da picrotoxina “in vitro” sobre parâmetros metabólicos em fatias de córtex 

cerebral, considerando também que, enquanto que a epilepsia em adultos freqüentemente 

resulta de esclerose hipocampal, crianças raramente apresentam esclerose hipocampal 

(BOURGEOIS, 1998) e que, em fatias de córtex de ratos incubados com picrotoxina, foi 

demonstrada atividade epileptiforme (WONG e YAMADA, 2001). Modelos neocorticais 

podem ser mais apropriados para estudar a atividade epileptiforme em cérebro em 

desenvolvimento (WONG e YAMADA, 2001), sendo vários estudos “in vitro” estabelecidos 

em fatias de neocórtex (AVOLI et al., 1987; HABLITZ e HEINEMANN, 1987, 1989).  

Sabendo-se que a utilização cerebral de glicose muda drasticamente durante o 

“status epilepticus” (FERNANDES et al., 1999; MELDRUM, 2002), estes experimentos foram 

realizados com a finalidade de avaliar os efeitos do tratamento nutricional sobre alterações 
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metabólicas da glicose “in vitro”, decorrentes da estimulação pelo efeito epileptiforme da 

picrotoxina, descrito na literatura também para experimentos “in vitro” (WONG e YAMADA, 

2001) em ratos de 25 e de 75-80 dias, em função da alteração da sensibilidade à droga 

idade-dependente (VELISKOVA e VELISEK, 1992; PERICIC et al.,1996). 

 

2.9.1.1 Isolamento do córtex cerebral e condições de incubação com precursor radioativo 

para determinação de CO2 

 Ratos de 25 dias, de ambos os sexos, e de 75-80 dias, machos, submetidos à dieta 

contendo 7% ou 25% de proteína (modelo descrito no item 2.2), foram sacrificados por 

decapitação. Seus cérebros foram rapidamente removidos, os córtices cerebrais isolados, 

colocados sobre placas de Petry invertidas, acondicionadas sobre gelo e cobertas com 

papel filtro umedecido com solução tampão Dulbecco, pH 7,2 (tabela 2.2 – página 72, 

tampão B). Para determinar a produção de CO2 a partir do precursor  radioativo, 50mg de 

córtex cerebral, previamente fatiados em 0,3mm por meio de fatiador de tecidos (McIlwain), 

com a finalidade de aumentar a superfície de contato do tecido com o nutriente energético, 

foram incubados em 0,8mL de solução tampão Dulbecco Na+-Fosfato, pH 7,2, contendo 

5,0mM de D-glicose + 0,2μCi de D-[U-14C]Glicose na ausência ou presença de 2,5; 5,0 ou 

10μM de picrotoxina.  

O meio de incubação pipetado em frascos de vidro de 10mL, foi levado a 35ºC antes 

da adição das estruturas. Após o conteúdo dos frascos ter sido aerado por 1 minuto com  

O2, as estruturas foram adicionadas, os frascos foram fechados com tampas de borracha 

contendo poços de vidro com papel-filtro dobrado em forma de “W” e vedados com 

parafilme. 

O sistema foi incubado a 35ºC por 1 hora, em banho metabólico com agitação 

(Dubnoff a 60 ciclos/minuto), de acordo com o método de Dunlop et al. (1975).  

 

2.9.1.2 Captação de CO2 

Finalizado o período de incubação, as  reações  foram  interrompidas pela adição de 
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0,2mL de ácido tricloroacético (TCA), a 50%, no meio de incubação em cada frasco, através 

das tampas de borracha,  por meio de seringa. Foram injetados 0,2mL de hidróxido de sódio 

(NaOH 2N) no pocinho central, sendo os frascos novamente vedados com parafilme e 

submetidos à agitação em banho metabólico por 30 minutos, para a captação de CO2. 

 Após este procedimento, o conteúdo dos pocinhos foi transferido para tubos 

Eppendorf com o auxílio de pinça e pipeta automática. Em cada Eppendorf foi adicionado 

1,5mL de líquido de cintilação  (Perkin Elmers-Optiphase “HiSafe”3). Os tubos foram 

agitados em vórtex e a radioatividade incorporada a CO2 foi medida em contador de 

cintilação líquida (Wallac 1409). Os resultados foram expressos em pmoles de glicose 

oxidada a CO2 por mg de córtex cerebral por hora (n=10 por grupo e idade). 

 

 2.9.2 Efeitos da picrotoxina injetada “in vivo” sobre a oxidação “ex vivo” do acetato e da 

glicose em córtex cerebral de ratos controle e desnutridos 

Com a finalidade de investigar o envolvimento neuronal e astrocitário nos efeitos 

agudos da picrotoxina em ratos em desenvolvimento (24 horas após a aplicação de uma 

dose subconvulsivante), foi avaliada a metabolização do acetato e da glicose a CO2 em 

fatias de córtex e hipocampo.  Este estudo foi realizado considerando a 

compartimentalização do metabolismo cerebral (WAAGEPETERSEN et al., 2003), a 

exemplo dos estudos sobre os metabólitos do acetato e da glicose por meio da 13C NMRS 

espectroscopia (HASSEL et al., 1995; QU et al., 2000; TAYLOR et al., 1996; SONNEWALD 

e KONDZIELLA, 2003) e a astrogliose descrita em função de foco epileptogênico (HERTZ, 

1979; KHURGEL e IVY, 1996). Para tanto, ratos Wistar controle (G25) e submetidos ao 

modelo de desnutrição (G7), descritos no item 2.2, foram injetados intraperitonialmente (i.p.) 

com 1,5mg de picrotoxina por kg/rato, invariavelmente entre 9 e 11 horas, aos 25 dias de 

idade. A opção pela dose utilizada baseou-se em observação prévia, em estudo piloto e em 

dados da literatura (TIAN et al., 2001; SHANDRA et al., 1996; KRYZHANOVSKY et al., 

1989). A picrotoxina foi diluída em solução salina, pH 7,4, imediatamente antes dos 

experimentos, observando-se a manipulação da solução em ambiente protegido da luz. Os 
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animais foram observados por 1 hora após a aplicação. Animais com manifestações visíveis 

de alterações convulsivantes foram descartados. Após 24 horas da aplicação dessa dose 

única, os animais foram sacrificados por decapitação (n=11 animais por grupo), seus 

cérebros rapidamente removidos e os córtices cerebrais e hipocampos isolados e 

acondicionados conforme descrito no item 2.9.1.1. Foram incubados entre 45 a 50 mg de 

córtex e de hipocampo, previamente fatiados a 0,3mm (McIlwain) e incubados em 0,8mL de 

tampão Dulbecco, 2,7mM de K+ , pH 7,2  (tabela 2.2 - tampão A e B), contendo, 

respectivamente: 

a)  1,0mM de acetato de sódio + 0,2μCi de [U-14C] Acetato 

b) 5,0mM de D-glicose +  0,2μCi de D-[U-14C]Glicose 

Para avaliar os efeitos decorrentes de processo crônico de administração de 

picrotoxina sobre o metabolismo neuronal e astrocitário, animais dos mesmos grupos foram 

submetidos a 1 dose diária de picrotoxina (1,5mg/kg) durante 30 dias, a partir dos 25 dias de 

idade, e, 24 horas após a última aplicação, foram sacrificados por decapitação (n=8 por 

grupo), seus cérebros removidos e os córtices dissecados. Pedaços entre 45 a 50 mg dessa 

estrutura foram fatiados em 300μm e incubados, igualmente, em tampão Dulbecco, 2,7mM 

de K+, contendo os mesmos precursores radioativos e nutrientes energéticos  descritos 

acima. 

As condições de incubação, ressalvadas as especificidades dos nutrientes 

energéticos e precursores radioativos, seguiram os procedimentos descritos no item 2.9.1.1. 

Para a captação de CO2, igualmente, foram observados os procedimentos descritos no item 

2.9.1.2, sendo os resultados expressos em pmoles de nutriente energético oxidado a CO2 

por mg de córtex cerebral por hora (acetato e glicose, respectivamente). 

 

2.9.3 Efeitos de altas concentrações extracelulares de potássio sobre o metabolismo 

cerebral do acetato, lactato e glicose em ratos controle e desnutridos 

 Sabendo-se  que altas  concentrações  de   potássio extracelular constituem estímulo 
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para a utilização de nutrientes energéticos pelo SNC (PENG et al., 1996; SOKOLOFF et al., 

1996; McDOUGAL et al., 1997; HASSEL e SONNEWALD, 2002; HERTZ e PENG, 2002), a 

oxidação do acetato, da glicose e do lactato foi avaliada em estruturas cerebrais de ratos 

controle (G25) e submetidos a diferentes modelos de desnutrição (G7 e G7SSMET). 

Para tanto, ratos dos grupos G25 e G7 foram sacrificados por decapitação aos 75-80 

dias de idade (n=8 animais por grupo e condição de incubação), seus cérebros retirados e 

seus córtices dissecados, acondicionados e fatiados conforme descrito no item 2.9.1.1. As 

estruturas foram incubadas nas mesmas condições descritas acima para os outros 

experimentos, porém em meio contendo 1,0mL de tampão Dulbecco, pH 7,2 e diferentes 

concentrações de potássio, como descrito a seguir: 

a) Objetivo do experimento: avaliar o efeito de [K+]e fisiológicas e supra-fisiológicas 

sobre o metabolismo do acetato em córtex cerebral de animais normo e desnutridos  

 Meios de incubação:  

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão A) 2,7mM de potássio,1mM de acetato de 

sódio+ 0,2μCi de [U-14C] Acetato   

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão F) 20mM de potássio,1mM de acetato de 

sódio+ 0,2μCi de U-14C] Acetato 

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão G) 50mM de potássio,1mM de acetato de 

sódio+ 0,2 μCi de U-14C] Acetato 

Nos meios nos quais a concentração de KCl foi aumentada para valores acima de 

2,7mM, a concentração de NaCl foi reduzida de forma a manter a osmolaridade (tabela 2.2 – 

tampão F e G). 

 

       b) Objetivo do experimento: avaliar o efeito do sódio extra e intracelular sobre o 

metabolismo do acetato, frente a altas concentrações de potássio extracelular, por meio (1). 

de ouabaína (1mM), inibidor da Na+,K+-ATPase (CLAUSEN et al., 1987),  objetivando 

aumentar o [Na+]i ; (2). da monensina (10 μM), um ionóforo de Na+ (PRESSMAN e FAHIM, 
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1982; TAKAHASHI et al., 1997), com intenção de aumentar o [Na+]i , e,  (3). da diminuição 

do [Na+]e  

Meios de incubação: 

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 - tampão A) 2,7mM de potássio,1mM de acetato de 

sódio+ 0,2μCi de [U-14C] Acetato 

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão A) 2,7mM de potássio,1mM de acetato de 

sódio+ 0,2μCi de [U-14C] Acetato + monensina 10μM 

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão C) 2,7mM de potássio sem NaCl,1mM de 

acetato de sódio+ 0,2μCi de [U-14C] Acetato 

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão E) 12mM de potássio,1mM de acetato de 

sódio+ 0,2μCi de [U-14C] Acetato  

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão E)12mM de potássio,1mM de acetato de 

sódio+ 0,2μCi de [U-14C] Acetato + ouabaína 1mM 

No meio com baixa concentração de sódio, o NaCl foi substituído por sacarose, em 

função da manutenção da osmolaridade (tabela 2.2 – tampão C). No meio com 12mM de K+, 

a concentração de NaCl foi reduzida com a mesma finalidade (tabela 2.2 – tampão E). 

 

c) Objetivos do experimento: - investigar o efeito do Ca2+ sobre o metabolismo 

do acetato em córtex cerebral de ratos, em meio contendo altas concentrações 

extracelulares de potássio (altas concentrações de potássio promovem influxo de Ca2+), por 

intermédio de (1). meio isento de Ca2+, (2). pela utilização de nifedipina (10μM), inibidor dos 

canais L-voltagem sensíveis (HERTZ e CODE, 1993 apud HUANG et al., 1994);  

                  - investigar o envolvimento do co-transportador 

Na+/K+/2Cl- no estímulo à oxidação do acetato por altas [K+]e , por meio da utilização do 

inibidor  bumetanide (100μM) (HUANG et al., 1994; WALZ, 2000) . 

Meios de incubação: 

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão A) 2,7mM de potássio, 1mM de acetato de 

sódio + 0,2μCi de [U-14C] Acetato 
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Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão H) 50mM de potássio sem Ca 2+, 1mM de 

acetato de sódio + 0,2μCi de [U-14C] Acetato  

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão G) 50mM de potássio, 1mM de acetato de 

sódio + 0,2μCi de [U-14C] Acetato + nifedipina 10μM 

Tampão Dulbecco (tabela 2.2 – tampão G) 50mM de potássio, 1mM de acetato de 

sódio + 0,2μCi de [U-14C] Acetato + bumetanide 100μM 

No meio de incubação isento de CaCl2, o MgCl2 foi aumentado para 1,39mM (tabela 

2.2 – tampão H) e EGTA (100μM) foi acrescido. 

  

Para os experimentos a, b e c, o meio de incubação, a exemplo do descrito no item 

2.9.1, foi pipetado em frascos de vidro de 10mL e levado a 35ºC antes da adição das 

estruturas. Após o conteúdo dos frascos ter sido aerado por 1 minuto com O2 (100%), as 

estruturas foram adicionadas, os frascos foram fechados com tampas de borracha contendo 

poços de vidro com papel-filtro dobrado em forma de “W” e vedados com parafilme. As fatias 

dos córtices cerebrais foram incubadas a 35ºC por 1 hora, em banho metabólico com 

agitação (Dubnoff a 60 ciclos/minuto). Para a captação de CO2, foram observados os 

procedimentos descritos no item 2.9.1.2, exceto que, em vez de NaOH, foi injetado hidróxido 

de hiamina no pocinho central e o líquido de cintilação utilizado foi o POP-POPOP (4g/50mg 

em tolueno q.s.p. 1000mL). Os resultados foram expressos em pmoles de acetato oxidado a 

CO2 por mg de córtex cerebral por hora. 

 

Objetivando avaliar os efeitos das concentrações extracelulares de potássio ([K+]e) 

sobre a oxidação do acetato, glicose e lactato a CO2, em modelo mais agressivo de 

desnutrição, pedaços entre 45 a 50mg de cerebelo de animais submetidos a dietas 

contendo 25% de caseína (G25) ou 7% de caseína sem suplementação de L-metionina 

(G7SSMET), desde o período gestacional e pós-natal até os 75-80 dias, e dissecados 

conforme descrito nos itens anteriores, foram fatiados em 0,3mm e incubados por 1 hora em 

tampão Dulbecco, pH 7,2,  2,7 mM ou 50mM de potássio, contendo, respectivamente: 
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a) 1,0mM de acetato de sódio + 0,2μCi de [U-14C] Acetato (tabela 2.2 – tampão A e 

G) 

b) 5,0mM de D-glicose + 0,2μCi de D-[U-14C]Glicose (tabela 2.2 – tampão B e I) 

c)   10mM de L-lactato +  0,2μCi de L-[U-14C]Lactato (tabela 2.2 – tampão D e J) 

 

As condições de incubação e de captação de CO2 observadas foram as mesmas 

descritas no item 2.9.1.1. e 2.9.1.2 (com exceção da observação feita no parágrafo anterior 

quanto à utilização do hidróxido de hiamina no pocinho central), sendo os resultados 

expressos em pmoles de acetato, glicose ou lactato oxidado a CO2 por mg de cerebelo por 

hora (n=10 animais por grupo). 

 

2.10 Procedimento de “kindling” por picrotoxina 

 O “kindling” químico é amplamente utilizado como modelo experimental de epilepsia 

e epileptogênese. Este fenômeno é caracterizado pela progressiva intensificação de 

atividade convulsivante, após administrações repetidas de doses subconvulsivantes de 

diferentes estimulantes do SNC (MASON e COOPER, 1972; BRUNO et al., 2003), incluindo 

a picrotoxina (SHANDRA et al., 1996; MAZARATI  et al., 1993). Procedimento de “kindling” 

químico foi induzido através da administração i.p. diária de picrotoxina, em uma dose de 1,5 

mg/kg, até o alcance do estágio 5 descrito abaixo, ou por até 60 dias, com a finalidade de 

avaliar se ratos em desenvolvimento, controle e desnutridos apresentavam diferenças no 

padrão de desenvolvimento do “kindling”. A dose diária de picrotoxina (diluída em solução 

salina, pH 7,4) foi determinada a partir de estudo piloto (dados não mostrados) e a partir de 

dados  da  literatura   que  mostram  a  dose  de 1,5mg/kg como dose adequada para induzir 

“kindling” sem uma elevada mortalidade dos animais (KRYZHANOVSKY et al., 1989; 

SHANDRA et al., 1996;TIAN et al., 2001). 

As injeções diárias de picrotoxina iniciaram aos 25 dias de idade dos animais 

machos e fêmeas, submetidos às dietas contendo 25 (G25) ou 7% (G7) de proteína, descritas 

no item 2.2 (n= 9 animais por grupo e sexo).    Por se tratar de animais em desenvolvimento,



 

 
 
 
 
 
Tabela 2.2 – Composição do Tampão Dulbecco  
 
 A B C D E F G H I J 

Sais e 

nutrientes 

energéticos 

2,7mM K+ 

acetato/ 

sódio 

2,7mM K+ 

glicose 

2,7mM K+ 

baixo Na+

2,7mM K+ 

lactato 

12mM K+ 

acetato/ 

sódio 

20mM K+ 

acetato 

sódio 

50mM K+ 

acetato 

sódio 

50mM K+ 

s/Ca++ 

50mM K+ 

glicose 

50mM K+ 

lactato 

NaH2PO4 17,7mM 17,7mM 17,7mM 17,7mM 17,7mM 17,7mM 17,7mM 17,7mM 17,7mM 17,7mM 

CaCl2 0,9mM 0,9mM 0,9mM 0,9mM 0,9mM 0,9mM 0,9mM - 0,9mM 0,9mM 

MgCl2 0,49mM 0,49mM 0,49mM 0,49mM 0,49mM 0,49mM 0,49mM 1,39mM 0,49mM 0,49mM 

KCl 2,7mM 2,7mM 2,7mM 2,7mM 12,0mM 20,0mM 50,0mM 50,0mM 50,0mM 50,0mM 

NaCl 113,3mM 113,3mM - 113,3mM 104,0mM 96,0mM 66,0mM 66,0mM 66,0mM 66,0mM 

Acetato de 

sódio 

1mM - 1,0mM - 1,0mM 1,0mM 1,0mM 1,0mM - - 

Glicose - 5,0mM - - - - - - 5,0mM - 

Lactato - - - 10,0mM - - - - - 10,0mM 

EGTA - - - - - - - 0,1mM - - 

Sacarose - - 113,3mM - - - - - - - 

 



os mesmos foram pesados diariamente, objetivando avaliar a interferência da droga, ou 

procedimento de “kindling”, sobre o ganho de massa corporal, além da re-adequação diária 

da dose proporcional à massa corporal. Controles dos diversos grupos foram injetados 

diariamente com salina. 

 Para a determinação da atividade convulsivante, animais foram pesados, injetados, 

posicionados individualmente em caixas de plástico e observados por 60 minutos, para a 

evolução da severidade das convulsões, de acordo com a seguinte escala comportamental: 

(0) ausência de sinais: (1) tremores faciais e corporais (2) mioclonismos do corpo inteiro 

“myoclonic jerks” (3) convulsões clônicas (4) convulsões tônico-clônicas generalizadas com 

”rearing” e “falling” e flexão de membros posteriores (5) repetidas convulsões tônico-clônicas 

generalizadas, com distensão de membros anteriores e posteriores, seguida, por vezes, de 

óbito (adaptado de SHANDRA et al., 1996 e RAJASEKARAN et al., 2003 ).  

 Os experimentos foram realizados invariavelmente entre 9:00 e 12:00 horas, sendo 

ratos machos e fêmeas (G25 e G7) submetidos aos procedimentos e observados nos 

mesmos dias. 

  

2.11 Efeitos da picrotoxina sobre o peroxidação lipídica em cérebro de ratos controle e 

desnutridos 

Considerando o efeito convulsivante da picrotoxina (BELL-HORNER et al., 2000) e a 

relação das convulsões com a peroxidação lipídica (BRUCE e BAUDRY, 1995), a avaliação 

de ratos controle e desnutridos frente a parâmetros envolvendo a peroxidação lipídica em 

estruturas cerebrais na utilização da picrotoxina, constitui modelo relacionado ao sistema 

GABAérgico, passível de complementar parâmetros de susceptibilidade avaliados em itens 

anteriores (itens 2.5; 2.9.1; 2.9.2 e 2.10). 

Como índice de peroxidação lipídica, foi utilizado a formação de espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), durante reação ácida a quente, conforme descrito previamente 

por Draper e Hadley (1990). Alíquotas das amostras de córtex cerebral e cerebelo, 

coletadas 1 hora após aplicação de picrotoxina (menor dose capaz de convulsionar 100% 
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dos animais detectada conforme descrito no item 2.5), em ratos G25 e G7 de 25 dias de 

idade, foram incubadas em 1mL de ácido tricloroacético 10% e 1mL de ácido tiobarbitúrico 

0,67% e aquecidas em banho-maria com água fervente por 15 minutos. Malondildeído 

(MDA), um produto intermediário da lipoperoxidação, foi determinado a 532nm. Os 

resultados foram expressos como equivalentes de malondialdeído (MDA) 

(nmol/mg/proteína), sendo a proteína determinada por meio do método de Lowry et al. 

(1951) (n=6-8 animais por grupo e dose). 

Para determinar se a picrotoxina é capaz de gerar sozinha danos à biomoléculas, foi 

utilizada a formação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), contendo .no 

meio reacional  100μL de gema de ovo 0,1%m/v, como substrato para ser oxidado (sonicado 

2x segundos), 100μL do agente gerador de radicais livres AAPH 0,07M e 1000μL Tampão 

Fosfato (PBS). Depois de homogeneizados os compostos (100 μl) foram incubados a 

temperatura ambiente por 10 minutos, colocados em reação com 1ml TCA 10% e 1mL de 

ácido tiobarbitúrico 0,67% (TBA), em banho-maria com água fervente por 15 minutos. Após 

centrifugação (800g/5 minutos) as espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico foram 

determinadas a 532nm.  As concentrações crescentes de picrotoxina no meio reacional 

perfizeram 1,38; 1,84; 2,76; 3,22 e 3,68μg/mL. 

Para determinar se a picrotoxina é capaz de atuar como um antioxidante, foi avaliado 

o PPootteenncciiaall  AAnnttiiooxxiiddaannttee  TToottaall  ((TTRRAAPP))  ““iinn  vviittrroo””  ((WWAAYYNNEERR  eett  aall..,,  11998855  mmooddiiffiiccaaddoo)) Este teste 

é determinado pela quimiluminescência da reação entre o Luminol com radicais peroxil 

gerados pelo reagente AAPH, em um meio tamponado. Para tanto, 100μL do composto em 

estudo (1,38; 1,84; 2,76; 3,22 e 3,68μg/mL) foram adicionados em 4mL de Tampão Glicina 

160mM, pH 8,6, juntamente com 10μL de Luminol 4mM e 10μL de AAPH 10mM. A 

quimiluminescência foi mensurada em contador de cintilação líquida (Wallac1409) em seis 

ciclos de 10 segundos para cada amostra, e o resultado expresso como uma cinética das 

contagens por minutos (CPM).  
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2.12 Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi feita utilizando os seguintes testes: (1) Teste 

Exato de Fisher para comparação da ocorrência de convulsões; (2) Coeficiente de 

Correlação de Pearson para a latência para as convulsões; (3) ANOVA de uma via seguida 

de teste post hoc Duncan para a captação de neurotransmisssores, para a oxidação de 

nutrientes energéticos e para a peroxidação lipídica; 4) teste t-Student para o tempo de 

latência para convulsões entre as doses, massa corporal e de estruturas cerebrais, 

concentração protéica das estruturas cerebrais e tamanho das ninhadas; (5) ANOVA-

Kruskal Wallis para o “kindling” por picrotoxina.  O nível de significância considerado está 

referido junto aos resultados específicos. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

76

 
 
 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Efeitos da desnutrição sobre a evolução do ganho de massa corporal, cerebral, 

cerebelar e hipocampal e concentração protéica de estruturas cerebrais 

No primeiro dia de vida pós-natal, a verificação da massa corporal dos ratos 

evidenciou média significativamente menor no grupo desnutrido em relação ao grupo 

controle (p<0,05). A diferença evidenciou-se mais acentuada durante o período lactacional e 

pós-lactacional (p<0,01) (tabela 3.1). Da mesma forma, a massa do cérebro e cerebelo 

apresentou-se menor no grupo desnutrido em todas as idades consideradas, acentuando-se 

a partir de P25 (p<0,01), enquanto que a diferença relativa à massa do hipocampo foi 

observada apenas em P25 e 75-80 (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) (tabela 3.1). A 

desnutrição não afetou a concentração de proteína nas estruturas cerebrais avaliadas nas 

idades consideradas, exceto em hipocampo de ratos desnutridos de 7 dias de idade 

(p<0,05; teste t-Student) (tabela 3.2), assim como não influenciou a média do número de 

filhotes nascidos por ninhada, com 10,90 ± 0,37 filhotes/ninhada no grupo G25 e 9,90 ± 0,83 

no grupo G7 (n=20 em cada grupo; teste t-Student). 

 

3.2 Sensibilidade à picrotoxina  

3.2.1 Ação convulsivante da picrotoxina e captação de [3H]GABA em córtex cerebral e 

hipocampo em ratos jovens  

Com a finalidade de investigar os efeitos da desnutrição sobre a ação convulsivante 

da picrotoxina, foi realizada uma curva dose-resposta para a picrotoxina  em ratos controle e 

desnutridos de 25 dias de  idade, de ambos os sexos. A picrotoxina foi injetada 

subcutaneamente (s.c.) nas doses de 2,3 ; 4,0 ; 4,8 ; 5,6 e 6,4mg/kg (figura 3.1). A menor 

dose que induziu ao status epilepticus em 100% dos ratos, diferiu entre os grupos: 4,8mg/kg 
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em ratos desnutridos e 5,6mg/kg em ratos controle (p<0,05; teste exato de Fisher) (figura 

3.1). 

 

Tabela 3.1- Efeitos da desnutrição sobre a evolução do ganho de massa corporal e cerebral. 

                                                                 G25           G7 
Massa corporal P1       6,25 ± 0,63     5,41 ± 0,57* 

(g) P7     16,02 ± 1,70     9,13 ± 1,14** 
 P14     31,77 ± 2,65   13,14 ± 3,98** 
 P21     49,03 ± 4,11   19,03 ± 5,81** 

 P25     67,37 ± 4,99   23,17 ± 5,49** 
 P75-80 365,40 ± 29,50   95,00 ± 7,58** 

Massa cerebral P7     587,8 ± 50,0   537,0 ± 39,9* 
(mg)  P25 1245,0 ± 139,3  799,0 ± 182,8** 

 P75-80  1415,0 ±  63,4  1050,0 ± 60,8** 
Massa cerebelar P7         83,2 ± 4,3      71,0 ± 13,7* 

(mg) P25     235,0 ± 49,3    175,0 ± 26,3** 
 P75-80     323,0 ± 21,2    260,0 ± 23,7** 

Massa hipocampal P7         40,3 ± 7,6       39,1 ±  4,3 
(mg) P25         74,8 ± 7,2       66,4 ±  5,0* 

 P75-80     248,7 ± 26,5    160,5 ± 27,8** 
Nota: Os dados foram expressos como média ± D.P.M. (n=40 para a massa corporal; n=14 para a 
massa das estruturas cerebrais). Nas aferições até os 25 dias foram considerados animais de ambos 
os sexos, enquanto aos 75 dias de idade foram considerados somente os machos. *  Difere de G25 
na  mesma idade (p<0,05 teste t-Student); ** Difere de G25 na mesma idade (p<0,01 teste t-Student). 
 
 
Tabela 3.2- Efeitos da desnutrição sobre a concentração protéica de estruturas cerebrais.  

                                                G25                               G7 
 P7     10,20 ± 1,39      9,76 ± 2,18 

Córtex P25     12,27 ± 1,05    13,57 ± 2,61 
(mg%) P75-80     13,12 ± 0,57    11,96 ±1,59 

 P7     10,58 ± 1,90      8,90 ± 1,51 
Cerebelo P25     13,06 ± 1,19    11,70 ± 1,67 

(mg%) P75-80     13,61 ± 1,01    13,16 ± 1,56 
 P7     12,33 ± 2,70      9,68 ± 0,87* 

Hipocampo P25     14,79 ± 1,75    12,05 ± 2,59 
(mg%) P75-80     12,08 ± 0,89    12,94 ± 0,47 

Nota: Nas aferições até os 25 dias foram considerados animais de ambos os sexos, enquanto aos 75 
dias de idade foram considerados somente os machos.Os dados foram expressos como média ± 

D.P.M. * p<0,05 comparado a G25 (teste t-Student) (n= 8-10 em cada grupo).  
 

 

A latência para a convulsão também foi menor no grupo desnutrido (p<0,05; teste t-

Student) (figura 3.2). Ambos os grupos apresentaram um período de latência dose-

dependente (r=0,723, p<0,001, G25; r=0,386, p<0,05, G7 - Coeficiente de Correlação de 

Pearson) (figura 3.2). 
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Figura 3.1– Convulsões induzidas por picrotoxina. Os ratos controle e submetidos à desnutrição 
gestacional e pós-natal, de ambos os sexos, foram injetados com picrotoxina (s.c.) aos 25 dias de 
idade e observados por 60 minutos quanto à ocorrência de convulsões. n=9-10 animais/grupo.           
# p<0,05 quando comparado com G25 (3,2; 4,0; 4,8 mg/kg). * p<0,05 quando comparado com G7 (3,2 
e 4,0mg/kg). ** p<0,05 quando comparado com G7 (4,8mg/kg). Os dados foram expressos como 
percentual de ratos que apresentaram convulsões. A análise estatística dos dados foi realizada 
utilizando o teste exato de Fisher. 
  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3.2– Latência para convulsões induzidas por picrotoxina. Os ratos controle e submetidos à 
desnutrição gestacional e pós-natal, de ambos os sexos, foram injetados com picrotoxina aos 25 dias 
de idade. Na latência para as convulsões foi considerado o tempo para o início das convulsões 
clônicas de todos os membros. n=9 -10 animais/grupo. A latência foi expressa como média ± E.P.M.  
* Significativamente diferente de G7 para a mesma dose (p<0,05, teste t-Student). Linhas contínua 
(G25) e pontilhada (G7) indicam o Coeficiente de Correlação de Pearson relativo à latência para 
convulsões dose-dependentes. 

 

Para determinar a concentração de GABA e o tempo de incubação adequado para 

os ensaios de captação de GABA, fatias de hipocampo e córtex parietal foram incubadas 

com 25, 50 e 100μM GABA por 5, 10, 15 e 30 minutos. Com base nestes dados prévios, a 

concentração de GABA e período de incubação, utilizados nos experimentos, foram de 

25μM e 15 minutos, respectivamente, em função da linearidade da curva manifesta nestas 

condições de incubação (figura 3.3 A e B). 
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Figura 3.3 – Curva de captação de GABA por fatias de (A) córtex cerebral parietal e (B) hipocampo 
de ratos de 25 dias. 
  

 Os ensaios de captação de GABA por fatias de córtex cerebral parietal e hipocampo 

foram realizados com a finalidade de verificar se a desnutrição e/ou administração de 

picrotoxina  influenciam a captação de GABA por estas estruturas cerebrais. Além disso, 

curvas de tempo pós-administração de picrotoxina (s.c.) foram realizadas com finalidade de 

observar o efeito do mesmo sobre a captação de GABA em fatias de córtex cerebral. 

 Em córtex cerebral, a desnutrição aumentou a captação de GABA (p<0,05; ANOVA 

de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan) em todos os tempos pós-picrotoxina 

/veículo considerados. Já a picrotoxina não teve efeito sobre ambos os grupos (figura 3.4 A). 

Não houve diferença na captação de GABA para o mesmo grupo em diferentes tempos de 

incubação pós-picrotoxina/veículo, exceto para o grupo G7-picrotoxina, ou seja, o efeito da 

picrotoxina foi maior em fatias de córtex cerebral de ratos desnutridos as quais foram 

A 

B 
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incubadas 60 minutos após a injeção de picrotoxina, em comparação com aquelas fatias 

incubadas 15 minutos pós-picrotoxina (figura 3.4 A). 

Em fatias de hipocampo (incubadas apenas 60 minutos após a injeção de 

picrotoxina/veículo), a desnutrição também induziu ao aumento da captação de GABA 

(p<0,05; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan). Nesta estrutura, 

contudo, a picrotoxina causou aumento na captação de GABA em ambos os grupos 

(p<0,05) (figura 3.4 B). 
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Figura 3.4 – (A) Captação de GABA por fatias de córtex cerebral parietal de ratos controle (G25) e 
desnutridos (G7) de 25 dias de ambos os sexos. Os dados estão representados como média ± E.P.M. 
(barras) para 6 a 8 animais/grupo, cujas fatias de córtex foram incubadas 15, 25 e 60 minutos após a 
injeção de picrotoxina. Experimentos foram feitos em triplicata. Significância das diferenças (ANOVA 
de uma via seguida pelo teste de múltipla amplitude de Duncan): * p<0,05 comparado com G25-
veículo e -picrotoxina 15 minutos; # p<0,05 comparado com G25-veículo e -picrotoxina 25 minutos; $ 
p<0,05 comparado com G25-veículo 60 minutos; ** p<0,05 comparado com G25-veículo e –picrotoxina 
60 minutos; & p<0,05 comparado com G7-picrotoxina 15 minutos. (B) Captação de GABA por fatias de 
hipocampo de ratos controle (G25) e desnutridos (G7) após 60 minutos da injeção de 
veículo/picrotoxina. Os dados estão representados como média ± E.P.M. (barras) e foram obtidos a 
partir de três experimentos independentes, realizados em triplicata para oito animais por grupo. 
Significância de diferenças (ANOVA de uma via seguida pelo teste de múltipla amplitude de Duncan): 
* p<0,05 comparado com G25-veículo; # p<0,05 comparado com G7- e G25-veículo. 
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3.2.2 Efeitos da picrotoxina “in vitro” sobre o metabolismo da glicose em córtex cerebral de 

ratos Wistar controle e desnutridos  

Considerando que “in vitro” é relatada atividade epileptiforme em estruturas cerebrais 

incubadas com picrotoxina (WONG e YAMADA, 2001), e que mudanças metabólicas e 

bioenergéticas ocorrem em episódios agudos de convulsões na epilepsia crônica 

(FERNANDES et al., 1999; MELDRUM, 2002), com conseqüências agudas sobre o 

metabolismo da glicose (MELDRUM, 1983; THEODORE, 1999; CORNFORD et al., 2002), 

avaliações do metabolismo da glicose nestas condições podem constituir indicativo de 

sensibilidade à picrotoxina. 

 As figuras 3.5 A e B  mostram que a picrotoxina estimula a oxidação da glicose em 

fatias de córtex cerebral de ratos controle e desnutridos de 25 dias de idade, havendo, 

porém, estímulo à oxidação já em concentração de 2,5μM no meio de incubação nos 

animais desnutridos (p<0,05; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan), 

enquanto  nos animais controle a dose necessária para estimulação à oxidação da glicose é 

de 5,0μM (p<0,05; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan). Embora para 

os animais desnutridos a estimulação se mantenha aos 75-80 dias (os ratos controle não 

apresentam resposta à picrotoxina nas concentrações estudadas), o aumento da oxidação 

da glicose ocorre apenas frente ao uso de 10μM de picrotoxina no meio de incubação 

(p<0,05; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan), o que poderia 

configurar, também nos desnutridos, uma alteração da susceptibilidade idade-dependente 

(figuras 3.5 A e B). 

 

3.2.3 Efeitos da picrotoxina sobre o peroxidação lipídica em cérebro de ratos controle e 

desnutridos 

Considerando que a proteína da dieta é importante para os mecanismos 

antioxidantes e que a desnutrição protéica pode levar ao aumento do dano oxidativo ao 

diminuir defesas antioxidantes do organismo (WANG et al., 2002), a avaliação da 

susceptibilidade de ratos controle e desnutridos frente a parâmetros envolvendo a 
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peroxidação lipídica na utilização da picrotoxina, constitui modelo relacionado ao sistema 

GABAérgico passível de avaliar mecanismos e/ou conseqüências da maior susceptibilidade 

à droga evidenciada em itens anteriores (3.2.1 e 3.2.2). 

Figura 3.5 - Efeitos de diferentes concentrações de picrotoxina (PCT) “in vitro” sobre a oxidação de D-
[U-14C]Glicose a CO2 em  fatias de córtex cerebral de ratos de 25 dias (de ambos os sexos) e 75-80 
dias (machos)  submetidos a dieta contendo (A) 25% de caseína (G25) e (B) 7% de caseína (G7) 
durante os períodos gestacional e pós-natal. Cada barra representa a média ± E.P.M., para 10 
animais. Sobrescritos de letras diferentes expressam médias estatisticamente diferentes nas 
respectivas idades (p<0,05; ANOVA/Duncan). 
 
 
 

Houve expressivo aumento da peroxidação lipídica em cérebro e cerebelo de ratos 

desnutridos previamente injetados com concentrações crescentes de picrotoxina (figura 3.6 

A e B) (p<0,01; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan), 

comparativamente ao seu controle sem picrotoxina, enquanto o efeito inverso foi 
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observado nos ratos controle (p<0,05; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de 

Duncan).  
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Figura 3.6 – Efeitos da picrotoxina sobre a peroxidação lipídica em cérebro (A) e cerebelo (B) de 
ratos de 25 dias, controle (G25) e desnutridos pré e pós-natalmente (G7). Animais foram sacrificados 
por decapitação (1 hora após a administração de picrotoxina/veículo via intraperitoneal nas 
concentrações de 2,4; 3,2; 4,8; 5,6 e 6,4mg/kg), o cérebro isolado e o conteúdo de TBARS foi 
determinado e expresso como nmol de equivalentes MDA/mg proteína. Dados representam a média ± 
D.P.M. para 6-8 animais por grupo/dose de picrotoxina. # Estatisticamente diferente dos demais (p < 
0,01; ANOVA/Duncan). * Estatisticamente diferente de G25 e G7 sem picrotoxina (p<0,05; 
ANOVA/Duncan). 
 

 
 Como evidenciado em itens anteriores, a manifestação convulsivante e a latência 

são dose-dependentes para os grupos (figuras 3.1 e 3.2).   Na análise dos resultados 

expressos na figura 3.6 A e B, observa-se que tanto em ratos controle quanto desnutridos, 

os efeitos da droga são observados em todas as doses de picrotoxina utilizadas, levando a 

questionar se os efeitos observados estão correlacionados com a severidade das 

manifestações convulsivantes ou são devidos a eventuais propriedades pró-oxidantes da 

picrotoxina. A avaliação in vitro das propriedades oxidantes da droga, mediante as técnicas 
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do TRAP e TBA, demonstrou que a própria droga possui capacidade de gerar danos 

oxidativos e que esta propriedade já é expressa nas menores concentrações de picrotoxina 

avaliadas (figura 3.7 A e B) (p<0,05; ANOVA/Duncan). 
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Figura 3.7 – (A)  Espécies Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico geradas em um sistema contendo gema 
de ovo como substrato lipídico e AAPH como gerador de dano oxidativo. As barras representam 
média ± E.P.M. para três experimentos independentes. * difere do controle (p<0,05; ANOVA/Duncan)  
(B) Potencial Antioxidante Total (TRAP) “in vitro”. Dados representados com média ± E.P.M. para três 
experimentos independentes (concentrações de picrotoxina no meio reacional= 1,38; 1,84; 2,76; 3,22 
e 3,68μg/mL). Em todas as concentrações de picrotoxina há diferença estatisticamente significativa 
em relação ao controle (    ), exceto nos tempos 15 e 20, nas concentrações de 1,38 e 1,84μg/mL, 
respectivamente (p<0,05; ANOVA/Duncan). 
 
  
 
3.2.4 Efeitos da picrotoxina injetada “in vivo” sobre a oxidação “ex vivo” do acetato e da 

glicose em fatias córtex cerebral e hipocampo de ratos controle e desnutridos 

Ao avaliar os efeitos da desnutrição sobre a oxidação do acetato e da glicose pós 

tratamento agudo e crônico com picrotoxina, este estudo objetivou verificar alterações 

interações metabólicas neuronais e astrocitárias nestas condições, em período precoce pós 
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aplicação (24 horas) de uma única dose e após aplicações diárias (30 dias) de dose 

subconvulsivante de picrotoxina. 

Embora a oxidação da glicose não tenha sido afetada 24 horas após a aplicação de 

uma única dose de picrotoxina em ambos os grupos (G25 e G7), a oxidação do acetato 

aumentou significativamente em fatias de córtex e hipocampo de ratos imaturos controle e 

desnutridos (figura 3.8 A e B).  
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Figura 3.8 – Efeitos da picrotoxina sobre a oxidação de D-[U-14C]Glicose (A) e [U-14C] Acetato a CO2 
(B) em fatias de córtex cerebral e hipocampo de ratos de 25 dias de idade,  controle (G25) e 
submetidos à desnutrição gestacional e pós-natal (G7), em período precoce pós dose única de 
picrotoxina. Avaliações foram feitas 24 horas após a aplicação i.p. da picrotoxina (1,5mg/kg) para 11 
animais por grupo em dois experimentos independentes. Foram considerados apenas animais 
machos. Os dados foram expressos como média ± E.P.M. * Estatisticamente diferente de G25 e G7 
veículo em cada estrutura (p<0,05; ANOVA/Duncan). 
 

 

Já a administração crônica de picrotoxina ocasionou efeito sobre a oxidação da 

glicose em fatias de córtex cerebral, única estrutura avaliada sob estas condições, apenas 

em ratos desnutridos (figura 3.9 A e B), sem evidenciar diferenças na oxidação do acetato a 

CO2. 
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Figura 3.9 – Efeitos da aplicação crônica da picrotoxina  sobre a oxidação de (A) D-[U-14C]Glicose a 
CO2  e (B) [U-14C]Acetato em fatias de córtex cerebral  de ratos controle (G25) e ratos submetidos à 
desnutrição gestacional e pós-natal (G7). Avaliações foram feitas após aplicações diárias de 
picrotoxina (1,5mg/kg) durante 30 dias para 8 animais por grupo em dois experimentos 
independentes. Foram utilizados apenas animais machos. Os dados foram expressos como média ± 
E.P.M. * Estatisticamente diferente (p < 0,05; ANOVA/Duncan). 
 

 

3.2.5 Efeitos da desnutrição sobre o “kindling” induzido por picrotoxina  

 Em se tratando de ratos em desenvolvimento, controle e desnutridos gestacional e 

pós-natalmente, o padrão de ganho de massa corporal foi observado com a finalidade de 

avaliar eventuais interferências da droga e/ou “kindling”. Apesar da tendência a menor 

ganho na massa corporal dos ratos submetidos ao procedimento, estes dados não se 

configuram em significância estatística, exceto no grupo G25 no qual a massa corporal difere 

significativamente apenas quando ocorre o agravamento do quadro convulsivante (p<0,05; 

Teste t-Student) (figura 3.10 A e B). 

 A repetida administração de picrotoxina (1,5mg/kg/rato/dia) resultou em progressivo 

desenvolvimento das características convulsivantes. Observa-se uma diferença entre os 

grupos em relação ao primeiro dia de manifestação de cada estágio (ANOVA de Kruskal 
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Wallis; χ2 > 18,6; df=3; p<0,001). O grupo G25-Fêmeas atingiu os diversos estágios mais 

rapidamente (Mann-Whitney, p<0,01). O grupo G7-Machos atingiu os estágios 1 e 3 mais 

precocemente do que o grupo G25-Machos (Mann-Whitney, p<0,05), sendo que, neste último 

grupo, o estágio 3 não foi observado. Os animais do grupo G7-Fêmeas foram mais rápidos do 

que G7-Machos no alcance dos diferentes estágios (Mann-Whitney, p<0,05), exceto para o 

estágio 2 (Mann-Whitney, p<0,052), onde houve uma tendência estatística para a mesma 

diferença. Portanto, o tratamento nutricional caracteriza efeitos opostos em animais machos 

e fêmeas no que se refere ao início dos estágios 1 e 3. Além disso, as fêmeas manifestam 

os diversos estágios mais precocemente do que os machos (Mann-Whitney , p<0,01) (figura  

3.11). 

Figura 3.10 - Evolução do ganho de massa corporal de ratos machos (A) e fêmeas (B) em 
desenvolvimento, submetidos à administração diária de veículo/picrotoxina (i.p.). Dados foram 
expressos como média ± DPM para 9 animais/grupo para os injetados com picrotoxina e 6 para os 
injetados com o veículo. * Expressa média estatisticamente diferente do grupo G25-Machos veículo 
(A) e G25-Fêmeas veículo (B ) (p<0, 05; Teste t-Student). 
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Figura 3.11 – Mediana (intervalo interquartil) das latências (dias) para a manifestação dos estágios de 
convulsão em ratos controle e desnutridos submetidos ao procedimento de “kindling” por picrotoxina 
(1,5mg/kg/rato, i.p.). Os ratos foram injetados diariamente até alcance do estágio 5, ou durante 60 
dias, a partir do 25º dia de vida pós-natal e foram observados por 60 minutos após a injeção de 
picrotoxina para detecção de sinais convulsivantes. Os procedimentos ocorreram invariavelmente 
entre 9:00 e 12:00 horas. (n = 9 por grupo). Os dados foram censurados no 61º dia (ou seja, valores 
acima de 60 foram considerados como sendo 61). Asterisco indica que os machos são mais 
resistentes ao tratamento (Mann-Whitney, p<0,01). Cores mostram, dentro do mesmo sexo, a 
diferença na resistência ao tratamento de acordo com o estado nutricional (Mann-Whitney, p<0,05). 
Observa-se efeito oposto em cada sexo. 
 
 

3.3 Convulsões induzidas por ácido quinolínico e captação de [3H]glutamato 

 Para investigar os efeitos da desnutrição sobre a ação convulsivante do ácido 

quinolínico, foi realizada uma curva dose-resposta nas doses de 36, 72, 145, 194 e 

242nmol, conforme figura 3.12. Foram utilizados ratos de ambos os sexos. A menor dose de 

ácido quinolínico que causou convulsões em todos os animais desnutridos foi de 242nmol, 

enquanto que no grupo controle foi de 145nmol (teste exato de Fisher) (figura 3.12).  

 

3.3.1 Captação de [3H]glutamato 

Considerando que o transporte astrocitário sódio-dependente de glutamato é o mais 

importante processo para a manutenção de concentrações extracelulares de glutamato 

abaixo de níveis tóxicos (ANDERSON e SWANSON, 2000; DANBOLT, 2001) e que as 

convulsões induzidas por ácido quinolínico constituem estratégia farmacológica para avaliar 

a excitotoxicidade por meio de estimulação do sistema glutamatérgico (STONE, 

2001;TAVARES et al., 2000, 2002), foram investigados os efeitos da desnutrição sobre a 
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captação de [3H]glutamato por fatias de córtex cerebral e hipocampo, 10 minutos após a 

injeção de ácido quinolínico. Não houve efeito da desnutrição, assim como não houve efeito 

do ácido quinolínico sobre as estruturas cerebrais avaliadas (figura 3.13). 
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Figura 3.12 – Convulsões induzidas por AQ em ratos controle (G25) e desnutridos (G7) de 25 dias de 
idade. Os ratos (de ambos os sexos por não haver sido encontrada diferença entre eles quanto a este 
parâmetro) foram injetados (i.c.v.) com AQ e observados por 10 minutos. Dados estão representados 
como percentual de ratos que apresentaram convulsões tônico-clônicas (n = 8-10 animais por grupo). 
Foram utilizados os dados referentes a ambos os sexos, por não haver sido observada diferença 
entre eles quanto a este parâmetro. # p<0,05 comparado a G25 (72 e 36nmol); * p<0,05 comparado 
com G7 (72 e 145 nmol); ** p<0,05 comparado com G25 (a partir de145nmol) (Teste exato de Fisher).   

Figura 3.13 – Captação de glutamato por fatias de córtex cerebral parietal e hipocampo de ratos 
controle (G25) e desnutridos (G7) de 25 dias), 10 minutos após a administração de AQ ou salina (i.c.v.) 
e ratos que não foram submetidos à cirurgia (naive). Período de incubação: 7 e 5 minutos, em córtex 
e hipocampo, respectivamente. Grupos: G25-naive; G25-veículo; G25-AQ; G7-naive; G7 veículo; G7-AQ. 
Os dados representam as médias ± E.P.M. e foram obtidos a partir de quatro experimentos 
independentes, feitos em triplicata para 12 animais/grupo para a captação por fatias de córtex. 
Experimentos para a captação de glutamato por fatias de hipocampo foram feitos em triplicata com 6 
animais/grupo, em dois experimentos independentes. Foram utilizados dados referentes a ambos os 
sexos, por não haver sido encontrada diferença entre eles quanto a este parâmetro. Não houve 
diferença entre os grupos na mesma estrutura cerebral usando ANOVA de uma via seguida pelo teste 
de múltipla amplitude de Duncan. 
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3.4 Captação de GABA e ontogenia 

Com a finalidade de avaliar o perfil de desenvolvimento dos GATs em modelo de 

desnutrição,  a captação de GABA por fatias de córtex cerebral foi avaliada frente à 

utilização de inibidores de GAT-3 (β-alanina) e GAT-1 e 2 (L-DABA). A integridade e 

viabilidade das fatias avaliadas por meio de atividade da lactato desidrogenase em todas as 

condições de incubação, mostrou não haver liberação significativa (LDH citosólico < 3%), 

indicando ausência de dano celular (KOH, J. e CHOI, D.W., 1987 apud TAKAHASHI et al., 

2000) nas condições de incubação utilizadas. 

  

Em córtex em desenvolvimento, a captação de GABA transitoriamente excedeu os 

valores de adultos em ratos controle, declinando a valores similares aos dos ratos adultos 

nas avaliações feitas aos 25 dias de idade. A desnutrição ocasionou um perfil diferenciado, 

com manutenção de maior captação de GABA até P25. Embora tenha sido observado um 

declínio na captação de GABA de P7 a P25 neste grupo, este não atinge valores dos 

adultos (figura 3.14 A e B). A maior captação de GABA por ratos desnutridos em P25, em 

comparação com o grupo controle na mesma idade (figura 3.14 A e B), também é 

observada em P7 em condição de incubação contendo  25μM [3H]GABA (figura 3.14 A), 

chegando a um padrão similar entre os grupos em P75 (figura 3.14 A e B). O perfil de 

captação proporcional com diferentes concentrações de GABA no meio de incubação (25 e 

100μM) foi de aproximadamente 3,1 vezes maior nas fatias incubadas com 100μM de 

GABA, em ambos os grupos (G25 e G7). 

 

A inibição da captação de GABA por meio de β-alanina, um potente antagonista de 

GAT-3 (BORDEN et al., 1992), foi maior no grupo controle aos 7 dias, comparado aos 25 e 

75 dias, quando o percentual de inibição diminuiu significativamente, exibindo valores 

similares. Já em ratos desnutridos foi detectada alta inibição da captação de GABA ainda 

aos 25 dias, e redução para valores similares ao do controle apenas aos 75 dias (figura 3.15 

A e B).  A inibição induzida por β-alanina aos 25 dias de idade foi significativamente 
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diferente entre os grupos, sendo que o percentual é maior no grupo desnutrido (figura 3.15 A 

e B). 

 

Por outro lado, L-DABA  apresenta a mesma capacidade de inibição, tanto no mesmo 

grupo em diferentes idades quanto na mesma idade em diferentes grupos de dieta (figura 

3.16 A e B). 
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Figura 3.14 – Captação de GABA por fatias de córtex cerebral de ratos controle (G25) e desnutridos 
(G7) aos 7, 25 e 75-80 dias de idade,  incubados por 15 minutos com 25μM (A) ou 100μM [3H]GABA 
(B). Os dados representam a média ± E.P.M. e foram obtidos a partir de três experimentos 
independentes, feitos em triplicata para 12 animais por grupo e idade. Nas idades de 7 e 25 dias 
foram utilizados animais de ambos os sexos nos experimentos, enquanto que aos 75 dias de idade 
foram utilizados somente animais machos. Sobrescritos de letras diferentes expressam médias 
estatisticamente diferentes (ANOVA/Duncan, p<0,05). 
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Figura 3.15 – Percentual de inibição da captação de GABA por fatias de córtex cerebral de ratos 
controle (G25) e desnutridos (G7), pré-incubadas/incubadas com β-alanina (1mM) e incubadas com 
25μM (A) ou 100μM de [3H]GABA (B). Os dados representam a média ± E.P.M. e foram obtidos a 
partir de três experimentos independentes, que foram feitos em triplicata para 12 animais por grupo e 
idade. Nas idades de 7 e 25 dias foram utilizados animais de ambos os sexos nos experimentos, 
enquanto que aos 75 dias de idade foram utilizados somente animais machos. Sobrescritos de letras 
diferentes expressam médias estatisticamente diferentes (ANOVA/Duncan; p<0,05). 
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Figura 3.16 – Percentual de inibição da captação de GABA por fatias de córtex parietal cerebral de 
ratos controle (G25) e desnutridos (G7), pré-incubadas/incubadas com L-DABA (1mM) e incubadas 
com 25 μM (A) ou 100μM de [3H]GABA (B). Os dados representam a média ± E.P.M. e foram obtidos 
a partir de três experimentos independentes, feitos em triplicata para 12 animais por grupo e idade. 
Nas idades de 7 e 25 dias foram utilizados animais de ambos os sexos nos experimentos, enquanto 
que aos 75 dias de idade foram utilizados somente animais machos. Não há diferença estatística 
entre os grupos (ANOVA/Duncan).  

 
 

3.5 Efeitos de altas concentrações extracelulares de potássio sobre o metabolismo cerebral 

do acetato, lactato e glicose em ratos controle e desnutridos 

Sabendo-se que altas concentrações de potássio extracelular constituem estímulo 

para a utilização de nutrientes energéticos pelo SNC (PENG et al., 1996; SOKOLOFF et al., 

1996; McDOUGAL et al., 1997; HASSEL e SONNEWALD, 2002; HERTZ e PENG, 2002), a 

oxidação do acetato, da glicose e do lactato foi avaliada em estruturas cerebrais de ratos 

controle e submetidos a diferentes modelos de desnutrição. 

Como mostra a figura 3.17, a oxidação do acetato a CO2 não foi modificada pela 

dieta. Por outro lado, as concentrações extracelulares de potássio de 12, 20 e 50mM 

aumentaram a oxidação do acetato, comparadas com o meio contendo 2,7mM [K+]e (p<0,01; 

ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan) (figuras 3.17 e 3.18). A adição 

do inibidor da Na+,K+-ATPase  (ouabaína 1mM) ao sistema de incubação contendo 12mM 

[K+]e , diminuiu a oxidação do acetato  a CO2 em fatias de tecido cerebral de ratos controle e 

desnutridos (p<0,01; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan) (figura 
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3.18). Considerando estes resultados, foi averiguado o efeito da monensina (ionóforo de 

Na+) sobre a oxidação do acetato em um sistema de incubação contendo 2,7mM [K+]e. 

Como mostra a figura 3.18 a monensina (10μM) diminuiu a oxidação do acetato a CO2 em 

córtex cerebral de ratos de ambos os grupos (p<0,01; ANOVA de uma via/teste de múltipla 

amplitude de Duncan). 

0

100

200

300

400

2,7 mM K+ 20 mM K+ 50 mM K+

 (p
m

ol
 m

g-1
 te

ci
do

 h
-1

)

G25
G7

* *

# #

 
Figura 3.17 – Efeito de altas concentrações extracelulares de K+ sobre a oxidação de [U-14C]Acetato  
a CO2  em fatias de córtex cerebral de ratos machos de 75 dias, controle (G25) e desnutridos (G7) 
gestacional e pós-natalmente. As barras representam a média ± D.P.M. de 2 experimentos 
independentes (n = 8 em cada grupo). * Diferente de 2,7mM K+ (p<0,01); # Diferente de 2,7mM e 
20mM K+ (ANOVA/Duncan, p<0,01). 

 
 
Figura 3.18 - Efeito da monensina (10µM) e da ouabaína (1mM) sobre a oxidação de [U-14C]Acetato  
a CO2 em fatias de córtex cerebral de ratos machos de 75 dias, controle (G25) e desnutridos (G7) no 
período gestacional e pós-natal. Resultados foram expressos como média ± D.P.M. para dois 
experimentos independentes (n = 8 em cada grupo). # Estatisticamente diferente de 2,7mM 
K+ sem monensina (p<0,01); & diferente de 2,7mM K+ (p<0,01); * diferente de 12mM K+ sem ouabaína 
(p<0,01) (ANOVA/Duncan). 
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A oxidação do acetato a CO2 em um sistema contendo 2,7mM [K+]e e baixas 

concentrações de Na+, aumentou expressivamente em relação ao meio com a mesma [K+]e, 

porém com concentração normal de Na+ em fatias cerebrais de ambos os grupos (p<0,01; 

ANOVA/teste de múltipla amplitude de Duncan) (figura 3.19). 

 

Figura 3.19 – Efeito de baixas concentrações de Na+ sobre a oxidação de [U-14C]Acetato a CO2 em 
fatias de córtex cerebral de ratos machos de 75 dias, controle (G25) e desnutridos (G7) no período 
gestacional e pós-natal. Dados representam a média ± D.P.M. (n= 8 em cada grupo) para dois 
experimentos independentes. ** Diferente de 2,7mM K+ (p<0,01). 
 

  

Com a finalidade de verificar a influência do Ca2+ extracelular sobre a oxidação do 

acetato, foi avaliada a produção de CO2 a partir do acetato em um meio sem Ca2+ e 

contendo 50 mM[K+]e . Não houve diferença na oxidação do acetato comparando com o 

meio contendo concentrações fisiológicas de Ca2+ (figura 3.20). A  presença da nifedipina,  

inibidor dos canais L voltagem-sensíveis (HERTZ e CODE, 1993 apud HUANG et al., 1994),  

na concentração de 10μM  no meio de incubação, não modificou o estímulo  das altas [K+]e  

sobre o metabolismo do acetato. Avaliando a possibilidade do envolvimento do 

transportador Na+/K+/2Cl- na estimulação da oxidação do acetato pelas altas [K+]e, ao utilizar 

bumetanide (100μM) no meio de incubação, inibidor do co-transportador Na+/K+/2Cl- 

(HUANG et al., 1994; WALZ, 2000), não se observou alteração da oxidação do acetato 

(figura 3.20) . 
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Figura 3.20 – Efeitos de altas concentrações extracelulares de K+ , da nifedipina (10μM), da ausência 
de Ca2+ (EGTA 100μM) e de bumetanide (100μM) sobre a oxidação de [U-14C]Acetato por fatias de 
córtex cerebral de ratos de 75-80 dias. Foram utilizados apenas animais machos. As barras 
representam a média ± D.P.M. (n = 8 animais). * Expressa diferença estatisticamente significativa de 
2,7mM K+ (ANOVA/Duncan, p<0,01).  

 

 

Por outro lado, em modelo de desnutrição mais agressivo, sem suplementação de L-

metionina na ração dos animais, ao avaliar o efeito sobre o metabolismo do acetato foi 

constatado um aumento da oxidação relativamente ao grupo controle já em concentrações 

fisiológicas de [K+]e  em fatias de cerebelo (p<0,05; ANOVA de uma via/teste de múltipla 

amplitude de Duncan) (figura 3.21 A). Quanto ao metabolismo da glicose e do lactato foram 

ambos estimulados nos grupos G7/SSMET e G25 pelas altas [K+]e , ocorrendo maior oxidação do 

lactato relativamente à glicose já em concentrações fisiológicas de potássio extracelular 

(p<0,05; ANOVA de uma via/teste de múltipla amplitude de Duncan) (figura 3.21 B). A 

oxidação da glicose e do lactato não foi afetada pela diminuição da L-metionina. 
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Figura 3.21 – Efeito de altas concentrações extracelulares de K+ sobre a oxidação de (A) [U-
14C]Acetato  e (B) D-[U-14C]Glicose e L-[U-14C]Lactato a CO2  em fatias de cerebelo obtidas de ratos 
machos de 75-80 dias, controle (G25) e submetidos à desnutrição protéica gestacional e pós-natal (7% 
de caseína sem suplementação de L-metionina - G7/SSMet). Resultados foram expressos como 
média ± D.P.M. para 3 experimentos independentes (n=10 em cada grupo).  * Estatisticamente 
diferente de (A) G25  2,7mM K+ e (B) G25 e G7 2,7mM K+ no respectivo nutriente (ANOVA/Duncan, 
p<0,05). 
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4 DISCUSSÃO 

 

4.1 Sensibilidade à picrotoxina  

 A sensibilidade à ação excitotóxica da picrotoxina (antagonista de receptores 

GABAA), ao ser utilizada como estratégia farmacológica para avaliar o sistema GABAérgico, 

permite verificar alterações na neurotransmissão mediada por GABA seguidas à condição 

de manipulação dietética composta de restrição protéica utilizada neste trabalho.  

  

4.1.1 Ação convulsivante da picrotoxina e captação de GABA em córtex e hipocampo em 

ratos jovens 

Vários estudos com recombinantes específicos de receptores GABAA (SIEGEL et al, 

1990; McDONALD e OLSEN, 1994; WHITE e GURLEY, 1995) ou modelos animais 

utilizando estratégias de “gene-knockout” ou “knock-in” (LOW et al., 2000; McKERNAN et 

al., 2000; SUR et al., 2001; KRALIC et al., 2002), indicam que a composição das 

subunidades dos receptores GABAA confere um perfil farmacológico exclusivo, e que 

alterações na expressão de genes em subunidades específicas pode contribuir para 

alterações nas funções dos receptores GABAA (STEIGER et al., 2003).   

A sensibilidade à picrotoxina aumenta expressivamente em receptores GABAA que 

não contêm a sub-unidade α; receptores expressando as sub-unidades α β γ são 

relativamente menos sensíveis à picrotoxina do que receptores expressando as sub-

unidades  β γ. Além disso, a presença da alanina (sub-unidade β) na posição 2’ é 

considerada de importância para a sensibilidade à picrotoxina em receptores GABAA em 

mamíferos. A presença da valina na posição 2’ (sub-unidade α) pode dificultar a habilidade 

da picrotoxina em acessar o seu sítio de ligação. Não está claro, porém, se a sensibilidade à 

picrotoxina é mais influenciada pela presença de resíduos de alanina ou pela falta de 

resíduos de valina (BELL-HORNER et al., 2000). 
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Além disso, alterações seletivas no mRNA das subunidades de receptores GABAA 

em hipocampo e septo, mas não em neocórtex, foram detectadas em ratos desnutridos no 

período pré-natal (STEIGER et al. 2002,2003). Embora diferenças na expressão das 

subunidades α em hipocampo não tenham sido observadas em ratos de 30 dias, e apenas 

em ratos adultos, um significativo aumento da expressão da sub-unidade β2 foi detectada 

nesses ratos (STEIGER et al., 2003). 

No intuito de explicar a maior sensibilidade dos ratos desnutridos à picrotoxina, 

detectada neste trabalho e evidenciada pela menor dose convulsivante e menor período de 

latência para convulsões (figuras 3.1 e 3.2), é possível especular que as descritas 

alterações, induzidas pela desnutrição protéica nas subunidades de receptores GABAA  

(STEIGER et al., 2002,2003), e que os diferentes perfis das características inibitórias da 

picrotoxina nas diversas configurações de subunidades de receptores (BELL-HORNER et 

al., 2000; SEMYANOV e KULLMANN, 2002), possam ser subjacentes aos presentes 

resultados. A maior sensibilidade à picrotoxina em ratos desnutridos de 25 dias de idade, 

portanto, poderia estar relacionada ao aumento da expressão da subunidade β2 descrita por 

Steiger et al. (2003). Contudo, esta interpretação deve ser analisada com precaução, uma 

vez que as diferenças regionais e ontogenéticas mostradas por Steiger et al. (2002, 2003) 

em ratos desnutridos, podem não ser reproduzidas em outras estruturas cerebrais e outros 

fatores podem estar envolvidos.   

 Além do mais, a maior sensibilidade à ação convulsivante da picrotoxina em ratos 

desnutridos (figura 3.1) poderia estar associada com a maior captação basal de GABA por 

fatias de córtex e hipocampo induzida pela desnutrição (figura 3.4 A e B), uma vez que a 

aumentada captação poderia diminuir as concentrações extracelulares de GABA, levando 

ao observado aumento na sensibilidade à picrotoxina. Relativamente a esta consideração, 

Zhao et al. (2003) mostraram aumento das convulsões induzidas por picrotoxina em 

camundongos transgênicos com expressão aumentada de GAT-1, o que sugere que os 

transportadores de GABA desempenhem importante papel na epileptogênese.  
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 Afora o efeito intrínseco do tratamento nutricional sobre a maior captação de GABA, 

tanto em córtex quanto em hipocampo, evidenciado neste trabalho (figura 3.4 A e B) e 

discutido em item posterior (4.3), o efeito da picrotoxina em hipocampo nos dois grupos e 

ausência do efeito em córtex cerebral, são passíveis de algumas considerações: (1). a 

desnutrição afeta diferentes estruturas de diversas maneiras e/ou intensidade, sendo o 

hipocampo severamente afetado (CINTRA et al., 1990; BEDI,1991ab; LEVITSKY e 

STRUPP, 1995; MORGANE et al., 2002) e, (2). há relato de um padrão regional diferenciado 

de envolvimento neuronal da picrotoxina (WILLOUGHBY et al., 1995; RAJASEKARAN et al., 

2003). Além disso, o efeito da convulsão “per se” poderia ter afetado transitoriamente a 

expressão de transportadores, resultando na maior captação de GABA evidenciada uma 

hora após a administração de picrotoxina. Conferem suporte à esta hipótese, relatos da 

literatura referentes a modelos experimentais utilizando “gerbils” (Meriones unguiculatus) 

sensíveis a convulsões espontâneas (KANG et al., 2001), assim como análises de pacientes 

apresentando epilepsia lobo temporal (MATHERN et al., 1999) e ratos induzidos 

quimicamente a convulsões (HIRAO et al., 1998; UEDA e WILLMORE, 2000), os quais 

mostram alterações tempo e região dependentes na expressão de GAT-1 (HIRAO et al., 

1998; MATHERN et al., 1999; KANG et al., 2001; UEDA e WILLMORE, 2000) e GAT-3 

(HIRAO et al, 1998; MATHERN et al., 1999; UEDA e WILLMORE, 2000) em hipocampo. 

Estudos recentes em modelos de “kindling” por picrotoxina que mostram um decréscimo de 

mRNA  de VGAT e uma elevação no mRNA de GAT-1 em hipocampo de ratos nos períodos 

entre as convulsões, reforçam a possibilidade de que tanto os ratos do grupo controle (G25) 

quanto os do grupo desnutrido (G7) apresentam maior captação de GABA em hipocampo, 

frente ao uso da picrotoxina, em função da alteração na expressão dos transportadores 

GAT-1 (HIRAO et al.,1998; MATHERN et al. 1999; KANG et al., 2001; UEDA e WILLMORE, 

2000) e eventualmente também de GAT-3 (HIRAO et al., 1998; MATHERN et al, 1999; 

UEDA e WILLMORE, 2000) induzida pela convulsão pós-picrotoxina. 

Outra possibilidade de correlação do efeito da picrotoxina associado à expressão de 

GATs é a de que, durante convulsões em humanos (DURING,1995) e em modelos de 
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“kindling” (SUSDAK e JANSEN, 1995; UEDA e TSURU, 1995), a concentração de GABA 

aumenta gradualmente, chegando a um platô em 15 a 20 minutos, que permanece por 

várias horas após a estimulação (UEDA e TSURU, 1995). Este aumento de GAT-1, paralelo 

ao aumento de GABA extracelular, poderia refletir uma medida compensatória para a maior 

recaptação de GABA (maior recaptação evidenciada em nosso estudo em modelo de 

convulsão induzido por picrotoxina), ou, poderia fazer parte da ação bidirecional dos GATs 

como resposta à convulsão que resulta em aumento da liberação não vesicular de GABA 

(UEDA e WILLMORE, 2000). Portanto, o efeito protetor dos GATs dependeria do transporte 

reverso e da recaptação de GABA nos neurônios (UEDA e WILLMORE, 2000).  

 Partindo do relato de que ocorre aumento da concentração extracelular de GABA 

pós-convulsão (DURING, 1995; SUSDAK e JANSEN, 1995; UEDA e TSURU, 1995), e que 

este aumento é gradual e relativamente persistente, poder-se-ia supor que, em resposta às 

maiores concentrações de GABA no meio extracelular, ocorreria maior expressão de 

transportadores na superfície, como descrito por Bernstein e Quick (1999). Deken et al. 

(2003) ao sugerir que um método para controlar os níveis de neurotransmissores poderia 

ser a regulação da redistribuição de transportadores (cuja internalização e reinserção na 

superfície da membrana ocorre em minutos) em paralelo com a liberação de 

neurotransmissores, corroboram com esta suposição.  

Já no grupo desnutrido, no presente estudo, a picrotoxina e subsequente convulsão, 

poderiam ter potencializado o efeito da desnutrição “per se” sobre a captação de GABA. 

 

4.1.2 Efeitos da picrotoxina “in vitro” sobre o metabolismo da glicose em córtex cerebral de 

ratos Wistar controle e desnutridos  

Considerando que mudanças metabólicas e bioenergéticas expressivas ocorrem em 

episódios agudos de convulsões (FERNANDES et al., 1999; MELDRUM, 2002); que o 

hipermetabolismo regional está correlacionado com o desenvolvimento de dano neuronal 

em vários modelos de convulsão em roedores e primatas (INGVAR, 1986; HANDFORTH e 

TREIMANN, 1995); que a glicose é proporcionalmente mais metabolizada no ciclo do ácido 
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tricarboxílico neuronal (SONNEWALD et al., 1991; SONNEWALD e KONDZIELLA, 2003), e 

que, em sistema de incubação de fatias de estruturas cerebrais de ratos, contendo 

picrotoxina, é detectada atividade epileptiforme (WONG e YAMADA, 2001), o presente 

estudo avaliou alterações no metabolismo da glicose em fatias de córtex cerebral de ratos 

controle e desnutridos, com finalidade de verificar se os diferentes efeitos do tratamento 

nutricional frente à resposta à picrotoxina “in vivo”, refletem alterações metabólicas “in vitro”. 

Considerando ainda, que referências da literatura mostram menor sensibilidade de ratos 

adultos frente a convulsões induzidas por picrotoxina “in vivo” (VELISKOVA e VELISEK, 

1992; PERICIC et al.,1996), quando comparados a ratos jovens, os mesmos parâmetros 

foram avaliados em ratos  de 25 e 80 dias. 

A observação de que a picrotoxina induz a um aumento da oxidação da glicose a 

CO2 em fatias de córtex cerebral de ratos, e que esta estimulação é concentração, estado 

nutricional e idade-dependente (figura 3.5 A e B), reflete, no que se refere aos dois primeiros 

itens, o perfil encontrado no presente trabalho quanto aos parâmetros convulsivantes da 

picrotoxina “in vivo”. A maior sensibilidade ao estímulo da picrotoxina à oxidação da glicose, 

é evidenciada nos ratos desnutridos mediante um aumento da oxidação relativamente ao 

seu controle (G7 veículo), em concentrações menores de picrotoxina no meio de incubação 

do que a concentração necessária de picrotoxina para estimular a oxidação da glicose em 

ratos do grupo G25.  Considerando as referências da literatura, as quais mostram maior 

susceptibilidade à picrotoxina em ratos jovens (VELISKOVA e VELISEK, 1992; PERICIC et 

al.,1996), é possível concluir que o perfil ontogênético para os parâmetros convulsivantes, 

causados pela picrotoxina “in vivo”, parece manter-se para as observadas alterações no 

metabolismo da glicose “in vitro”.  Na fase adulta, embora se preserve no estudo “in vitro” 

um aumento da oxidação da glicose, com concentrações menores de picrotoxina no grupo 

desnutrido, quando comparado com o grupo G25 (que não apresentou aumento da oxidação 

de glicose com as concentrações de picrotoxina estudadas), mesmo o grupo desnutrido 

necessita de concentrações maiores de picrotoxina quando comparado ao desnutrido 
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imaturo, configurando também no desnutrido, uma alteração da susceptibilidade idade-

dependente.   

 

4.1.3 Efeitos da picrotoxina sobre o peroxidação lipídica em cérebro de ratos controle e 

desnutridos 

Estudos mostram que a proteína da dieta é importante para os mecanismos 

antioxidantes e que a desnutrição protéica pode levar ao aumento do dano oxidativo ao 

diminuir defesas antioxidantes do organismo (WANG et al., 2002).  

Pela sua suceptibilidade à injúria, o tecido cerebral parece ser particularmente 

vulnerável, especialmente durante o desenvolvimento (ROUGEMONT et al., 2002). 

O expressivo aumento da peroxidação lipídica observado, neste trabalho, em cérebro 

e cerebelo de ratos desnutridos, previamente injetados com picrotoxina (figura 3.6 AB), 

comparativamente ao seu controle sem picrotoxina, reforça a reação diferenciada dos ratos 

desnutridos quanto aos efeitos oxidantes da mesma (figura 3.7 AB). É possível que o maior 

metabolismo energético induzido pela droga/convulsão nos ratos desnutridos, conforme 

evidenciado pela maior oxidação da glicose “in vitro” (figura 3.5 AB), tenha aumentado a 

produção de espécies reativas de oxigênio e, associada à provável insuficiência de ativação 

de mecanismos de defesa, tenha levado, portanto, à aumentada peroxidação. Por outro 

lado, em ratos controle, foi observado efeito inverso, apontando para a possível mobilização 

de mecanismos antioxidantes (figura 3.6 AB). 

A observação de que, em situação basal, ambos os grupos não apresentam 

diferenças significativas quanto à peroxidação lipídica, contribui para o fortalecimento das 

constatações de que, em alguns parâmetros, em situações basais, parece manter-se o 

equilíbrio na desnutrição. As conseqüências de uma limitação anormal de nutrientes durante 

um período específico do desenvolvimento cerebral podem permanecer subliminarmente, ou 

apenas manifestar-se como uma predisposição, até que o sistema seja estressado por 

circunstâncias emocionais ou ambientais não usuais (MORGANE et al., 2002).   
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4.1.4 Efeitos da picrotoxina injetada ”in vivo” sobre a oxidação “ex vivo” do acetato e da 

glicose em córtex cerebral de ratos controle e desnutridos 

 Estudos sobre as complexas interações neurônio-glia no cérebro são importantes 

para a compreensão dos aspectos fisiológicos normais, uma vez que o desenvolvimento de 

doenças psiquiátricas e neurológicas é acompanhado de alterações nestes processos 

(SONNEWALD e KONDZIELLA, 2003). Em função dos comprovados efeitos da desnutrição 

sobre o SNC e sua possível relação com o desenvolvimento de doenças neuropsiquiátricas 

(SUSSER e LIN, 1992; SUSSER et al., 1996; HOEK et al., 1998; HACKET e IYPE, 2001; 

DIOP et al., 2003), avaliar interações neuronais e gliais frente à desnutrição pode contribuir 

para o esclarecimento de mecanismos envolvidos nos descritos efeitos.   

A compartimentalização do metabolismo cerebral (WAAGEPETERSEN et al., 2003), 

a exemplo dos estudos sobre os metabólitos do acetato e da glicose por meio da 13C NMRS 

espectroscopia (HASSEL et al., 1995; QU et al., 2000; TAYLOR et al., 1996; SONNEWALD 

e KONDZIELLA, 2003), permite inferir alterações metabólicas também mediante estudo da 

oxidação do acetato e da glicose. 

 Ao avaliar os efeitos da picrotoxina sobre a oxidação do acetato e da glicose em 

fatias de córtex cerebral e de hipocampo, este estudo objetivou verificar alterações 

metabólicas neuronais e astrocitárias, nestas condições, em ratos controle e desnutridos. A 

picrotoxina injetada 24 horas antes da avaliação do efeito sobre o metabolismo do acetato 

(parâmetro glial) e da glicose (provavelmente mais neuronal) em ratos imaturos (P25), 

embora não tenha interferido na oxidação da glicose a CO2 em ambos os grupos (G25 e G7), 

ocasionou um aumento na oxidação do acetato (figura 3.8 A e B), sugerindo uma 

aumentada atividade astrocitária, sem alteração do metabolismo da glicose, o que, 

adicionalmente, poderia representar que os neurônios não foram afetados nesta fase pós-

administração da picrotoxina. Estudos desenvolvidos com cainato (MÜLLER et al., 2000; QU 

et al., 2003) evidenciam que nesta fase ocorrem maiores alterações no metabolismo do 

acetato e que, em fase mais tardia (2 semanas após a convulsão), ocorrem alterações do 

metabolismo da glicose, o que é apontado como efeito tempo-dependente da convulsão 
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sobre os metabólitos do acetato e da glicose. Estas respostas são sugeridas por Sonnewald 

e Kondziella (2003) como sendo de efeito protetor das células gliais sobre o neurônio em 

uma fase precoce (24 horas após a convulsão), ou, alternativamente, como um atraso do 

hipermetabolismo neuronal decorrente de dano glial.  

 A não observação de efeito adicional da desnutrição sobre o metabolismo do acetato 

e da glicose, 24 horas após a aplicação da picrotoxina, sugere não haver alterações 

metabólicas neuronais e astrocitáias diferenciadas entre os grupos no período considerado.   

Já a administração crônica de picrotoxina ocasionou efeitos sobre a oxidação da 

glicose em fatias de córtex apenas em ratos desnutridos no período avaliado (figura 3.9 A e 

B), sem evidenciar diferenças na oxidação do acetato em ambos os grupos. Estes 

resultados poderiam ser interpretados como uma maior sensibilidade dos ratos desnutridos 

à picrotoxina, já evidenciada em outros parâmetros. Além disso, concordando com a 

proposição de Sonnewald e Kondziella (2003) que consideram que as células gliais 

poderiam inicialmente estar prevenindo dano neuronal, em fases mais precoces pós-

administração de convulsivantes, com aumento da metabolização do acetato, o efeito tardio 

sobre o aumento do metabolismo da glicose em ratos desnutridos no presente trabalho,  em 

fase na qual ainda não se detectou aumento da atividade neuronal em ratos controle, 

poderia indicar que a capacidade de proteção glial dos ratos controle excede a dos 

desnutridos.  

Obviamente, apenas a oxidação do acetato e da glicose não constitui parâmetro 

conclusivo quanto aos efeitos da picrotoxina e da desnutrição sobre as interações neurônio-

glia. Análises de espectroscopia de ressonância nuclear magnética poderiam avaliar os 

metabólitos de ambos os nutrientes, e contribuir mais significativamente para evidenciar as 

inter-relações metabólicas. 

 

4.1.5 Efeitos da desnutrição sobre o “kindling” induzido por picrotoxina  

O “kindling” químico é amplamente utilizado como modelo experimental de epilepsia 

e epileptogênese. Este fenômeno é caracterizado pela progressiva intensificação de 
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atividade convulsivante após administrações repetidas de doses subconvulsivantes de 

diferentes estimulantes do SNC (MASON e COOPER, 1972; BRUNO et al., 2003), incluindo 

a picrotoxina (SHANDRA et al., 1996). 

O uso do procedimento de “kindling” foi realizado na proposição de verificar se a 

encontrada sensibilidade aumentada à picrotoxina, em modelo agudo de convulsão em ratos 

de 25 dias, e discutida no item 4.1.1, é mantida para este modelo em ratos em 

desenvolvimento. 

A administração diária de picrotoxina (i.p.) em dose sub-convulsivante, não interferiu 

no ganho de massa corporal de ratos em desenvolvimento (figura 3.10), não caracterizando, 

portanto, o efeito direto do antagonista GABAA sobre este parâmetro de desenvolvimento 

dos ratos.  

A diferença na susceptibilidade à picrotoxina em ratos, relacionada ao sexo, é 

descrita na literatura, que mostra que fêmeas adultas apresentam maior susceptibilidade 

(PERICIC et al., 1986, 1996) do que machos e do que ratos imaturos de ambos os sexos. Já 

em ratos jovens, de ambos os sexos, não se observa diferença. Ratos adultos machos, por 

sua vez, apresentam menor susceptibilidade do que ratos imaturos (VELISKOVA e 

VELISEK, 1992) de ambos os sexos (PERICIC et al., 1996). Estes dados sugerem que as 

diferenças na sensibilidade à picrotoxina relacionada ao sexo, sejam idade-dependentes. 

As diferenças, encontradas no presente trabalho, mostram uma dependência do 

tratamento nutricional e do sexo na susceptibilidade ao “kindling”, em ratos em 

desenvolvimento (figura 3.11). Ratas do grupo controle (G25) em desenvolvimento 

apresentam maior susceptibilidade à picrotoxina, demonstrada pela rápida indução do 

“kindling” comparativamente aos ratos machos (figura 3.11). O amadurecimento hormonal 

de ambos os grupos poderia, justamente, ter provocado estes efeitos, já descritos para 

indução aguda de convulsão por picrotoxina para ratos adultos, uma vez que hormônios 

gonadais afetam o limiar para convulsões induzidas por picrotoxina (PERICIC et al., 1996). 

Assim como o desenvolvimento da puberdade e do processo maturacional em ratas controle 

pode ter levado ao aumento da expressão de estrógenos [descrita como pró convulsivante 
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(MAGGI e PEREZ, 1985)], o amadurecimento dos ratos controle e consequente aumento da 

expressão da testosterona [descrita como anticonvulsivante (SCHWARTZ-GIBLIN et al., 

1989)] pode haver retardado o processo de sensibilização e “kindling” nos ratos machos.  

Já as fêmeas desnutridas apresentam uma diferença menos acentuada, embora 

estatisticamente significativa, em relação aos machos desnutridos. Em ambas as situações 

o retardamento da puberdade poderia, por sua vez, haver causado estes efeitos e, também 

as diferenças relativamente aos seus controles normonutridos. Diferentemente do padrão de 

indução aguda de convulsão, identificado em ratos de 25 dias, no qual ratos desnutridos de 

ambos os sexos são mais sensíveis à picrotoxina (figura 3.1), no procedimento do “kindling”, 

ratas cotrole são mais rapidamente sensibilizadas do que ratas desnutridas, enquanto que 

nos ratos machos a maior sensibilidade, relativamente ao controle, se mantém também 

neste procedimento (figura 3.11). 

Vários pesquisadores mostram o retardamento da puberdade em função da 

desnutrição. Em modelo de desnutrição intrauterina, foram identificados padrões de 

puberdade retardados, medidos classicamente pelos sinais clínicos, tais como separação 

balano-prepucial, (ENGELBREGT et al., 2000) e alterada função testicular, mostrada por 

diminuídos níveis de testosterona (DELEMARRE-van de WAAL, 2002) em ratos machos, e 

retardamento da abertura vaginal em ratas submetidas ao modelo de desnutrição intra-

uterina (ENGELBREGT et al., 2000), mostrando que a desnutrição precoce durante um 

período crítico de desenvolvimento, pode ter efeitos a longo prazo sobre o desenvolvimento 

da puberdade, incluindo maturação gonadal (DELEMARRE-van de WAAL, 2002). 

Adicionalmente, é conhecido que o estresse pré-natal rompe o ambiente materno 

normal, resultando na supressão do surgimento da testosterona fetal nos dias 18 e 19 da 

gestação, o qual é necessário para a expressão posterior e manutenção do comportamento 

sexual (WARD e WEISZ, 1980, 1984; WARNER et al., 1991). Outro período para a 

diferenciação cerebral masculina situa-se entre os dias P1-10, quando o hormônio liberador 

de gonadotropina (GnRH) do leite  tem importante papel neste processo no rato 

(GROSVENOR  et al., 1993; KOLDOVSKY e THORNBURG, 1987). Ratos privados da 
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lactação precoce exibem, quando adultos, reduzida fertilidade, diminuição do peso dos 

ductos deferentes e vesícula seminífera, reduzidos níveis de frutose na vesícula seminal e 

próstata e alterado comportamento sexual (CARLOS et al., 1996). 

Embora nosso modelo de desnutrição não constitua privação do aleitamento 

precoce, a composição lactacional, em termos protéicos, e o volume, são afetados 

negativamente pela desnutrição protéica materna (PINE et al., 1994; PASSOS et al., 2000). 

Diferenças relativas ao sexo na resposta de administração de drogas que interferem 

na transmissão GABAérgica, foram descritas na literatura (PEREZ, 1986; MANEV et al., 

1987; THOMAS e YANG, 1991; KOKKA et al.,1992; FINN e GEE, 1994).  A existência de 

diferenças sexuais na farmacodinâmica de convulsivantes relacionados ao sistema 

GABAérgico, está em consonância com estudos sugerindo que a neurotransmissão 

GABAérgica é sexualmente dimórfica (FRANKFURT et al., 1984; MANEV e PERICIC, 1987; 

JÜPTNER e HIEMKE, 1990). Além disso, não se pode excluir totalmente que as diferenças 

encontradas entre os sexos possam ser atribuídas também à possibilidade de diferenças 

farmacocinéticas, como sugerido por Pericic e Bujas (1997) para ratos adultos. 

Além de remeter novamente às implicações para compreensão de mecanismos 

convulsivantes relativamente aos sexos, os presentes resultados reforçam as possíveis 

conseqüências terapêuticas ligadas ao dimorfismo sexual/nutricional sobrepostos. 

 

4.2 Sensibilidade ao ácido quinolínico 

 Em contraposição à maior sensibilidade ao antagonista de receptor GABAA 

picrotoxina (figura 3.1 e 3.2), a desnutrição ocasionou menor sensibilidade à ação 

convulsivante do ácido quinolínico (figura 3.12). Ratos desnutridos aos 25 dias de idade 

requerem maiores doses para promover efeito convulsivante do que ratos controle (figura 

3.12). Dados de Rotta et al. (2003a) mostrando que a desnutrição crônica diminui a 

sensibilidade a convulsões induzidas por ácido quinolínico aos 75 dias de idade, denotam 

que os efeitos da desnutrição precoce sobre este parâmetro, não são revertidos pela idade 

em situação de manutenção de déficit nutricional. Considerando ambos os estudos, não é 
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possível afirmar que o efeito da desnutrição perinatal sobre este parâmetro seja 

permanente, porém, é possível que este período seja decisivo para desencadeá-lo.  

A diminuída união de glutamato Na+ independente, em membranas sinápticas de 

córtex cerebral em ratos desnutridos de 75 dias, também descrita por Rotta et al. (2003a), 

aponta para uma diminuição da atividade glutamatérgica, o que, por sua vez, poderia 

explicar a menor sensibilidade dos ratos adultos ao ácido quinolínico. Este resultado poderia 

ser considerado como uma explanação possível para os dados encontrados em ratos de 25 

dias de idade, uma vez que uma diminuída união Na+-independente de [3H]glutamato em 

membranas celulares também foi observada em ratos de 21 dias de idade (ROTTA, 2003b). 

A captação de glutamato não foi afetada pela desnutrição, assim como observado 

também em ratos de 21 dias de idade, em fatias de córtex cerebral (ROTTA, 2003b), nem 

pela administração i.c.v. de ácido quinolínico em fatias de córtex cerebral e em fatias de 

hipocampo (figura 3.13), aparentemente excluindo este parâmetro como uma causa da 

alterada sensibilidade ao ácido quinolínico. A captação de glutamato por fatias de 

hipocampo foi mais elevada do que em fatias de córtex cerebral, em todos os grupos 

estudados (figura 3.13), podendo estar relacionada à maior expressão de GLT-1 em 

hipocampo do que em córtex cerebral, como descrito por LEHRE et al. (1995).  

Este trabalho evidenciou um diferenciado perfil farmacológico induzido pela 

desnutrição, demonstrado pela maior sensibilidade à ação convulsivante da picrotoxina e 

menor sensibilidade à ação convulsivante do ácido quinolínico, em ratos de 25 dias de 

idade, sugerindo uma sensibilidade específica sujeita às propriedades das drogas, sendo 

seletivamente modificada pela desnutrição. É amplamente documentado o fato de que a 

desnutrição em roedores altera significativa e seletivamente a sensibilidade a uma variedade 

de drogas atuando mediante diversos sistemas de neurotransmissores (BUTLER et al., 

1994; ALMEIDA et al., 1996). Portanto, o polimorfismo encontrado na literatura sugere que o 

efeito da desnutrição é específico para o modelo de convulsão, isto é, pode ser devido às 

diferentes alterações provocadas nos diversos sistemas de neurotransmissores pela 

desnutrição e/ou na interação dos sistemas; das propriedades e foco de ação dos diferentes 
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agentes neurotóxicos ou procedimentos convulsivantes, assim como no período que é 

imposta a restrição nutricional ou período experimental. 

 

4.3 Captação de GABA e ontogenia 

A estabilização dos circuitos neuronais durante o desenvolvimento pós-natal 

depende de uma série de fatores envolvendo a orientação dos processos neuronais pré e 

pós-sinápticos, e da especialização e estabilização de elementos sinápticos. A 

transformação dos cones de crescimento para um elemento sináptico envolve a maturação 

da maquinaria bioquímica dos neurotransmissores (VARJU et al., 2001). A transição entre 

os padrões de sinalização GABAérgicos embrionários para adultos, pode ser mediada, em 

parte, por mudanças nas subunidades de receptores GABAA (MARIC et al., 1997; OWENS 

et al., 1999) e, provavelmente envolva alterações na expressão de componentes 

relacionados à síntese, armazenamento, liberação (SZABÓ et al., 1994; SOMOGYI et al., 

1995) e recaptação de GABA.  

 A expressão ontogenética dos GATs, assim como o transitório aumento da 

expressão de GAT-1 em células neuronais e astrocitárias (YAN et al., 1997), e o pico acima 

de níveis adultos em fases mais tardias da maturação cortical (YAN et al., 1997; HACHIYA e 

TAKASHIMA, 2001; MINELLI et al., 2003b) está em consonância com outros estudos 

demonstrando que, em córtex cerebral de ratos em desenvolvimento, a captação de GABA 

excede transitóriamente os níveis encontrados em adultos (COYLE e ENNA, 1976; 

HITZEMANN e LOH, 1978; REDBURN et al., 1978; WONG e McGEER, 1981; BLAKELY et 

al., 1991). A maturação do GAT-1 segue a mesma ordenação espacial da sinaptogênese 

inibitória e precede o total estabelecimento dos padrões morfológicos das sinapses 

simétricas (YAN et al., 1997; MINELLI et al, 2003b), sugerindo um papel para o transporte 

de GABA mediado por GAT-1 na formação e maturação das sinapses GABAérgicas 

corticais (CONTI et al., 2004). Corrobora com esta idéia, o fato de que o desenvolvimento da 

sua expressão é coordenado com o de outras proteínas pré-sinápticas GABAérgicas, tais 

como, a enzima sintetizadora GAD (HACHIYA e TAKASHIMA, 2001; WOLFF et al., 1984) e 
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o transportador vesicular VGAT (MINELLI et al., 2003b). Além disso, o seu desenvolvimento 

é paralelo ao da subunidade α1 do receptor GABAA (LAURIE et al., 1992; FRITSCHY et al., 

1994) que participa na transmissão GABAérgica madura (CONTI et al., 2004). 

 Os resultados deste trabalho, relativamente à captação de GABA em ratos controle 

(figura 3.14 A e B), estão em consonância com estes estudos prévios, nos quais, em córtex 

em desenvolvimento, a captação de GABA transitoriamente excede os valores de adultos 

(COYLE e ENNA, 1976; REDBURN, 1977 apud CONTI, 2004; BLAKELY et al., 1991), 

declinando a valores similares aos ratos adultos entre a terceira e quarta semanas de vida 

(COYLE e ENNA, 1976; HITZEMANN e LOH, 1978). 

 A desnutrição causa um perfil diferenciado, com os ratos mantendo uma captação 

maior de GABA até P25, e, um declínio aparentemente mais lento para os valores de 

adultos. A maior captação de GABA por ratos desnutridos em P25, em comparação com o 

grupo controle na mesma idade, também é mostrada em P7, em condição de incubação 

contendo  25μM [3H]GABA, chegando a um padrão similar entre os grupos em P75, o que 

também pode indicar um atraso no perfil de desenvolvimento no grupo desnutrido (figura 

3.14 A e B). 

 A utilização da β-alanina, um potente antagonista de GAT-3 (BORDEN et al., 1992), 

no meio de incubação, inibe a captação de GABA significativamente em ratos controle em 

P7, e este percentual diminui à medida que a maturação se processa (figura 3.15 A e B). Os 

maiores efeitos da β-alanina no período perinatal, descritos previamente por Wong e 

McGeer (1981), sugerem que o GAT-3 seja responsável pela maior parte do transporte de 

GABA em neocórtex. Esta conclusão está associada com o conhecimento de que GAT-1 é 

pouco expresso em idade pós-natal precoce, aumentando nas duas primeiras semanas de 

vida pós-natal para chegar a um padrão adulto aproximadamente em P30 (YAN et al., 1997; 

MINELLI et al., 2003a). 

 A detecção do alto percentual de inibição em fatias de córtex cerebral de ratos 

desnutridos em P7 e P25 (figura 3.15 A e B), pode indicar que o GAT-3 ainda seja altamente 

representado, ou tenha maior funcionalidade, diferindo dos controles, onde o perfil de 
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inibição induzido pelo antagonista de GAT-3, β-alanina, é menor em P25 e já atinge nesta 

idade o padrão adulto de inibição, indicando que nesta idade, GAT-1 já seja 

proporcionalmente mais expresso relativamente ao GAT-3 no grupo normonutrido, o que 

confere com a literatura (MINELLI et al., 2003a; CONTI et al, 2004). 

 Por outro lado, não houve diferença entre os grupos G25 e G7 na inibição da captação 

de GABA por L-DABA (figura 3.16 A e B).  Os percentuais de inibição não diferiram, 

considerando a perspectiva ontogenética, como já descrito por Balcar e Johnston (1989), 

para ratos alimentados com ração comercial, assim como não diferiram considerando a 

perspectiva nutricional. 

 Analisando o percentual de inibição por L-DABA (figura 3.16 A e B) e β-alanina em 

P25 (figura 3.15 A e B), em ambos os grupos, como pode ser observado, embora os 

percentuais de inibição ocasionada por L-DABA não difiram entre os grupos, o percentual de 

inibição ocasionado por β-alanina é mais elevado no grupo desnutrido. Tomando estes 

dados conjuntamente, e considerando também que a captação de GABA é mais elevada no 

grupo desnutrido nas idades consideradas (figura 3.14 A e B), podemos deduzir que, a 

maior captação de GABA pelo grupo desnutrido provavelmente possa ser atribuída 

majoritariamente ao transporte através do GAT-3 em vez de GAT-1.  

 Um fato a ser considerado é o de que os GATs são sujeitos a mecanismos 

regulatórios, com um aumento no transporte correlacionado, entre outros fatores, a um 

aumento na expressão do transportador na superfície da membrana em resposta ao 

aumento da concentração extracelular de GABA (BERNSTEIN e QUICK, 1999; DEKEN et 

al., 2003). Mesmo que as concentrações de GABA utilizadas no meio de incubação tenham 

ocasionado este efeito, [o que aparentemente ocorreu,  detectável pela observação do efeito 

das diferentes concentrações de GABA utilizadas sobre a captação de GABA (figura 3.14 A 

e B), assim como pelo percentual de inibição (figura 3.15 A e B)], não é possível deixar de 

observar que o grupo desnutrido reage diferentemente. Embora no modelo experimental 

utilizado seja difícil isolar modificações primárias dos GATs de mudanças adaptativas 

secundárias, induzida pelas concentrações de GABA extracelulares, torna-se plausível 
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especular que as diferenças observadas entre os grupos possam fazer parte de uma 

“reprogramação”, assim como sugerido para outros parâmetros (GRESSENS et al., 1997; 

DEL ANGEL-MEZA et al., 2001, 2002; STEIGER et al., 2002,2003), com manutenção do 

padrão imaturo de expressão dos transportadores em resposta à desnutrição. 

 São conhecidas as instâncias fisiológicas da expressão de GAT-3 em neurônios 

corticais no período precoce de desenvolvimento, em detrimento da localização 

predominantemente astrocitária, mais expressa em períodos posteriores (MINELLI et al., 

2003a; CONTI et al, 2004). Sabe-se também, que a expressão de transportadores GAT-3 é 

mais intensa nos locais onde os receptores GABAA também o são (POULTER et al., 1992; 

FRITSCHY et al., 1994), receptores que, segundo Conti et al. (2004), estariam envolvidos na 

modulação da ação trófica de GABA, conferindo ao transportador GAT-3 um provável 

envolvimento nesta modulação. Vários autores estabeleceram uma correlação entre o papel 

neurotrófico de GABA no desenvolvimento precoce, com a conhecida ação excitatória do 

GABA neste período (ZISKIND-CONHAIM, 1998). A despolarização induzida por GABA leva 

a expressivo aumento nas concentrações de Ca2+ intracelular (BEN-Ari, 2001) o que pode 

levar aos efeitos tróficos de GABA ao estimular um aumento no BDNF (MARTY et al., 1996). 

O GABA também desempenha importante papel regulatório durante a maturação da 

atividade neural e é necessário para a alteração de excitatório para inibitório em retina ou 

rede hipocampal (GANGULY et al., 2001; SERNAGOR et al., 2003). 

Já em neurônios maduros, ao abrir os canais de Cl-, o GABA hiperpolariza o 

potencial de membrana, diminuindo a atividade neuronal, e reduz Ca2+ intracelular (van den 

POL, 1996). Porém, em situação de diferentes tipos de trauma neuronal, o GABA liberado 

na sinapse, assim como o aplicado exógenamente, exerce um efeito oposto, despolarizando 

neurônios e aumentando o Ca2+ intracelular cerebral, aparentemente por um potencial 

despolarizante de Cl- reverso, o que resulta mais na entrada do que no movimento de saída 

de Cl-. Esta capacidade de aumentar o Ca2+, pode conferir ao GABA um papel durante a 

recuperação do trauma na modulação da expressão gênica (como segundo mensageiro na 

informação intracelular) (VACCARINO et al., 1992; BADING et al., 1993), direcionando e 
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aumentando o crescimento de neuritos regenerados ou influenciando os cones de 

crescimento (MATTSON e KATER, 1987; OBRIETAN e van den POL, 1996) [crescimento de 

neuritos é dependente de Ca2+ (MATTSON e KATER, 1989)], e, possivelmente reduzindo a 

morte celular por concentrações citosólicas sub ótimas (FRANKLIN e JOHNSON, 1992). O 

GABA está relacionado com o aumento de crescimento e maturação sináptica no 

desenvolvimento precoce (SPOERRI, 1988; MICHLER, 1990; BARBIN et al., 1993) e pode 

desempenhar um papel após a injúria (van den POL, 1996). 

  Além disso, em situação de injúria isquêmica, Melone et al. (2003) mostraram a 

ocorrência da expressão de GAT-3 em neurônios corticais piramidais, sem alteração na 

expressão de GAT-1, indicando que durante a isquemia, a expressão de GAT-3 sofre uma 

reversão aos seus padrões imaturos (CONTI et al., 2004). A analogia sugere que a 

programação genética governando o desenvolvimento precoce possa ser reativada por 

condições patofisiológicas, como a isquemia, embora com conseqüências diferentes para o 

organismo (MELONE et al., 2003). 

Se o efeito de maior inibição da β-alanina em ratos desnutridos  jovens, observado 

neste trabalho (figura 3.15 AB), é atribuível aos GATs-3 localizados predominantemente nos 

padrões de expressão maduros, isto é, em astrócitos, ou em padrões imaturos, isto é, em 

neurônios, ainda permanece a esclarecer.  

Embora GAT-3 neuronal no cérebro isquêmico (MELONE et al., 2003) possa 

desempenhar funções com diferentes conseqüências para o organismo, quando comparado 

ao neocortex em desenvolvimento (CONTI et al., 2004) e estes, por sua vez, também 

possam diferir das funções do GAT-3 expresso na desnutrição, o estabelecimento de 

algumas relações permite algumas especulações. Com base na noção de que o GABA 

captado por neurônios GABAérgicos pode ser reutilizado como neurotransmissor, enquanto 

que o captado pela circunvizinha glia é metabolizado via GABA transaminase e ciclo do 

ácido tricarboxílico (SCHOUSBOE et al., 1983; SCHOUSBOE, 2003), e no provável 

envolvimento dos GAT-3 neuronais (no modelo mais imaturo) na modulação da ação trófica 

de GABA, seria plausível pensar que a maior inibição da β-alanina evidenciada neste 
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estudo, provavelmente atribuível à maior expressão de GAT-3 em ratos em 

desenvolvimento, constituiria uma resposta de característica adaptativa compensatória à 

agressão nutricional, modulando maturação neuronal e a formação de sinapses funcionais, 

mediante a reutilização do neurotransmissor GABA neste processo. Vários relatos mostram 

que a desnutrição precoce ocasiona anormalidades nos processos de diferenciação 

neuronal e sinaptogênese (GRESSENS et al., 1997), retardamento na migração das células 

granulares em córtex de ratos (DEL ANGEL-MEZA et al., 2001) e atraso no 

desenvolvimento dos padrões de atividade da GAD (DEL ANGEL-MEZA et al., 2002). A 

maior captação de GABA em ratos desnutridos de 25 dias e a provável maior 

expressão/funcionalidade de GAT-3, que, segundo Fritschy et al. (1994) e Poulter et al. 

(1992) é intensamente expresso em locais onde os receptores GABAA também estão mais 

densamente representados (receptores que, segundo Conti et al., 2004 estariam envolvidos 

na modulação da ação trófica de GABA), poderia ser um mecanismo 

adaptativo/compensatório na modulação da ação trófica de GABA em ratos desnutridos 

ainda nesta idade. 

Na fase adulta (P75), os ratos desnutridos não apresentam níveis de captação 

diferenciados dos animais controle (figura 3.14 AB), assim como o percentual de inibição 

ocasionado por β-alanina é similarmente reduzido (figura 3.15 AB), indicando uma maior 

expressão de GAT-1 em detrimento de GAT-3, o que, se por um lado pode ser um indicador 

de que a sinalização GABAérgica tenha atingido o padrão maduro de desenvolvimento, por 

outro, pode não representar que a desnutrição ocasione apenas um atraso nos processos 

de maturação. A maturação cerebral envolve uma série de estágios sobrepostos 

temporalmente e que seguem uma seqüência precisa (MORGANE et al, 2002). O conceito 

relativo ao impacto da injúria precoce ao cérebro está baseado na concepção de que há 

períodos do desenvolvimento durante os quais o cérebro é particularmente vulnerável. Este 

período crítico representa uma única janela (“window of opportunity”) de desenvolvimento 

que não pode ser revertida ou repetida em um período posterior, e no qual o cérebro em 

desenvolvimento precisa produzir o padrão correto de conecções durante um período 
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limitado de tempo (MORGANE et al, 2002).  Em vista da importância da programação 

cronológica do desenvolvimento em relação à organização integrada do SNC, desequilíbrios 

no desenvolvimento coordenado de neurotransmissores, por exemplo, mais do que lesões 

focais aparentes contribuem para alterações funcionais tardias (MORGANE et al., 2002). 

Por estas razões, associadas a indícios de que haja comprometimento permanente de 

padrões farmacológicos envolvendo o sistema GABAérgico, tais como reações ao etanol 

(CORDOBA et al., 1997; BORGHESE et al., 1998) e benzodiazepínicos (BRIONI et al., 

1989; ALMEIDA et al., 1996; TONKISS et al., 2000), a aparente normalização dos níveis de 

captação de GABA em ratos adultos desnutridos, assim como a provável normalização da 

distribuição entre os dois tipos de GATs mais expressos no SNC, quais sejam GAT-1 e 

GAT-3 (demonstrada pelo percentual de inibição seletiva  similar entre os grupos), constitui 

apenas um parâmetro a ser considerado no complexo sistema de neurotransmissão, e 

vários outros mecanismos podem estar relacionados à alterada neurotransmissão 

GABAérgica em ratos adultos. 

 Estudos sobre os efeitos da injúria nutricional, envolvendo a expressão ontogenética 

dos transportadores, sua localização (astrocitária ou neuronal) e sua implicação no 

processos de maturação neuronal, assim como, na gênese e/ou  manutenção e/ou 

agravamento de acometimentos neurológicos, reforçam novamente a importância do foco na 

terapia farmacológica específica do desnutrido, associada à fase de desenvolvimento, dada 

a ênfase atual, por exemplo, no bloqueio seletivo de transportadores de GABA na epilepsia 

descrito por Schousboe (2003). 

 

4.4 Efeitos de altas concentrações extracelulares de potássio sobre o metabolismo cerebral 

do acetato, lactato e glicose em ratos controle e desnutridos 

A ativação funcional em tecidos neurais aumenta a concentração [K+]e   e o 

metabolismo energético em regiões ativadas (SOKOLOFF, 1981; 1993). A estimulação do 

metabolismo por meio da ativação funcional é dependente da atividade da Na+, K+-ATPase, 

que contribui para a manutenção de concentrações basais de K+, que no cérebro “in vivo”, 
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situa-se normalmente em torno de 3mM. Este valor pode aumentar durante períodos de 

ativação neuronal para 12mM em excitação neuronal fisiológica (SOMJEN 1975, 1979) e 

pode atingir 50 a 80mM durante a convulsão, isquemia, hipoglicemia ou depressão cortical 

alastrante (HERTZ, 1977; ERECINSKA e SILVER, 1994). 

Sabendo-se que altas concentrações de potássio extracelular constituem estímulo 

para o uso de nutrientes energéticos pelo SNC (PENG et al., 1996; SOKOLOFF et al., 1996; 

McDOUGAL et al., 1997; HASSEL e SONNEWALD, 2002; HERTZ e PENG, 2002) e 

mimetizam “in vitro” condição resultante de excitotoxicidade, e que o acetato é 

predominantemente metabolizado pelos astrócitos (BADAR-GOFFER et al., 1990; CERDAN 

et al., 1990, WANIEWSKI e MARTIN, 1998), células que desempenham papel crucial no 

fluxo de substratos energéticos para os neurônios, especialmente em condições de ativação 

neuronal (PELLERIN e MAGISTRETTI, 2003), ao avaliar o efeito das altas concentrações de 

potássio extracelular sobre o metabolismo do acetato, objetivou-se avaliar interferências da 

desnutrição sobre o metabolismo glial, sob condições de excitotoxicidade em fatias de 

estruturas cerebrais de ratos adultos.  

A utilização de fatias de tecido cerebral, feita com o intuito de manter as interações 

anatômicas e funcionais entre astrócitos e neurônios, mostrou-se efetiva na captação e 

oxidação do acetato (figura 3.17 e 3.21), indicando que esta preparação preserva a 

atividade astrocitária. 

Embora não se tenha observado efeito da desnutrição sobre a oxidação do acetato a 

CO2 (figura 3.17) em fatias de córtex cerebral, as concentrações fisiológicas mais elevadas 

(12mM) e supra-fisiológicas (20 e 50mM) de potássio, estimularam a oxidação do acetato 

quando comparadas com um meio contendo 2,7mM de potássio extracelular (figuras 3.17 e 

3.18). Para investigar os mecanismos envolvidos nesta estimulação, foram feitas avaliações 

quanto à influência das concentrações extracelulares de Ca2+ sobre a oxidação do acetato 

em um meio sem Ca2+ e contendo 50mM de [K+]e, uma vez que é conhecido que altas [K+]e   

aumentam o influxo celular de Ca2+ (HERTZ e CODE, 1993 apud HUANG et al., 1994). 

Como não foram encontradas alterações na oxidação do acetato, comparando os meios 
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com concentrações fisiológicas de Ca2+ e meio sem Ca2+ (figura 3.20), a hipótese de que o 

efeito das altas [K+]e  seja devido à ativação intracelular de enzimas pelo Ca2+ é 

inconsistente. Da mesma forma, na utilização da nifedipina (10μM), inibidor dos canais L 

voltagem-sensíveis (HERTZ e CODE, 1993 apud HUANG et al., 1994) e decorrente inibição 

da entrada de Ca2+ através dos canais que constituem a base para o grande aumento de 

[Ca2+]i na presença de [K+]e  nos astrócitos (HUANG et al., 1994), não se observou alteração 

da  estimulação do metabolismo do acetato pelas altas [K+]e  (figura 3.20), reforçando a 

exclusão do Ca2+ como mecanismo.  

Pelo fato de que a utilização de bumetanide (100μM), inibidor do co-transportador 

Na+/K+/2Cl- (HUANG et al., 1994; WALZ, 2000) não haver provocado alterações na oxidação 

do acetato, é possível concluir também a não participação do transportador no estímulo à 

oxidação do acetato em altas [K+]e (figura 3.20). 

Está bem estabelecido que altas [K+]e  diminuem o [Na+]i astrocitário (TAKAHASHI et 

al., 1997), e que baixas [Na+]i estimulam a acetil-CoA-sintetase (CARROL, 1997). Com base 

nestas informações, para avaliar os efeitos do [Na+]i sobre a oxidação do acetato, foram 

verificados os efeitos da ouabaína (1mM), inibidor da Na+,K+-ATPase (CLAUSEN et al., 

1987) sobre a oxidação do acetato, objetivando inibir a Na+-K+-ATPase e aumentar o [Na+]i . 

Em presença de altas [K+]e  , a ouabaína diminui a oxidação do acetato (figura 3.18), o que 

sugere que as altas [K+]e   estimulam a oxidação do acetato ao diminuir [Na+]i . Corroborando 

com esta proposição, ao utilizar a monensina (10μM), um ionóforo de Na+ (PRESSMAN e 

FAHIM, 1982; TAKAHASHI et al., 1997) no meio de incubação, com intenção de aumentar o 

[Na+]i , a monensina inibiu a oxidação do acetato (figura 3.18).  Adicionalmente, ao diminuir o 

[Na+]e a oxidação foi estimulada (figura3.19). Tomados conjuntamente, estes resultados 

sugerem que altas [K+]e  estimulam a oxidação astrocitária de acetato, provavelmente ao 

diminuir as [Na+]i , e que a desnutrição, embora afete vários outros parâmetros  cerebrais, 

não parece  ter afetado o metabolismo do acetato frente a altas [K+]e  em ratos adultos. 

Por outro lado, no modelo de desnutrição mais agressivo utilizado, no qual não houve 

suplementação de L-metionina na ração dos animais, foi constatado um aumento da 
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oxidação do acetato, relativamente ao grupo normonutrido já em concentrações fisiológicas 

de [K+]e  em fatias de cerebelo (figura 3.21 A), mostrando que o efeito da desnutrição  sobre 

o metabolismo do acetato é dependente da severidade do modelo de desnutrição utilizado e 

da estrutura. Sabe-se que a diferenciação glial e neuronal e a sinaptogênese dependem da 

região do cérebro envolvida e seus períodos críticos de desenvolvimento (DEL ANGEL-

MEZA et al., 2001). A maturação cerebelar ocorre predominantemente no período pós-natal, 

e há relatos de que o cerebelo é mais sensível a uma série de fatores ambientais adversos 

do que o resto do cérebro, durante o desenvolvimento pós-natal (HILLMAN e CHEN, 1981; 

SHAMBAUGH et al., 1996).  É possível que estes fatores associados possam ter 

ocasionado a alteração do metabolismo do acetato, indicativo de alteração astrocitária.  Já o 

metabolismo da glicose e do lactato foram ambos estimulados nos grupos G7/SSMET e G25 

pelas altas [K+]e , ocorrendo maior oxidação do lactato relativamente à glicose já em 

concentrações fisiológicas de potássio extracelular, uma vez que na utilização da glicose 

participam várias enzimas marca-passo, contrariamente à utilização do lactato (3.21 B).   

 

Tomados conjuntamente, os efeitos da desnutrição sobre os sistemas glutamatérgico 

e GABaérgico, embora sistema-específicos, nos parâmetros testados podem refletir 

alterações na sua interação. Sabendo-se que a interação dinâmica entre sistemas 

excitatório e inibitório está envolvida nas funções cerebrais, a desnutrição, ao afetar esta 

interação, pode modificar a sensibilidade a drogas, inclusive as usadas com finalidades 

terapêuticas. 

A maior sensibilidade à picrotoxina, antagonista de receptores GABAA, evidenciada 

nos ratos desnutridos  nos vários parâmetros estudados, aponta para alterações 

decorrentes da desnutrição no sistema GABAérgico que, se em condições basais são 

capazes de manter ou atingir uma certa homeostase por meio de prováveis mecanismos 

compensatórios e/ou adaptativos, em condições de interferência  adicional agressiva no 

sistema,  desencadeiam respostas mais expressivas, as quais denotam a “quebra” do 
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suposto equilíbrio dinâmico atingido e a fragilidade do padrão estabelecido e, em alguns dos 

aspectos avaliados, a imaturidade do sistema.   

Parâmetros como a maior captação de GABA em ratos jovens e a provável 

expressão alterada dos transportadores em ratos desnutridos em desenvolvimento, 

contribuem para o fortalecimento da hipótese da imaturidade do sistema, e de que estes 

sejam mecanismos adaptativos na busca de maturação do SNC, dada a sua relação trófica. 

Estes resultados, face à ênfase atual no bloqueio de transportadores específicos de GABA 

no desenvolvimento de medicação anti-epiléptica (SCHOUSBOE et al., 2003, 2004), dão 

suporte à importância do desenvolvimento de estudos relacionados à terapia específica para 

epilepsia infantil, em um contexto de desnutrição. 

A aparente normalização na expressão de transportadores e na captação de GABA 

em ratos de 75 dias se, por um lado pode ser indicativo de atraso no processo de 

amadurecimento e estabelecimento de padrões normais, por outro, constitui apenas um 

parâmetro, não significando a normalização de todo o sistema, uma vez que, no conceito de 

períodos críticos, eventos de cuja coordenação temporal integrada depende o 

estabelecimento de conexões adequadas no SNC, podem não ter sido estabelecidos, haja 

visto a manutenção de respostas diferenciadas de desnutridos adultos a drogas que atuam 

no sistema GABAérgico como benzodiazepínicos e etanol (BRIONI et al., 1989; CÓRDOBA 

et al., 1992, 1997; ALMEIDA et al., 1996; BORGHESE et al., 1998; TONKISS et al., 2000). 

Respostas similares ao estímulo à oxidação do acetato por altas concentrações 

extracelulares de potássio, em córtex cerebral de ratos adultos controle e desnutridos, assim 

como no período precoce pós-picrotoxina em ratos jovens, podem indicar que os astrócitos 

em ambos os grupos reagem prontamente na captação do potássio, o que estimula a 

oxidação do acetato. Contudo, a gravidade da desnutrição imposta, pode afetar a resposta 

ao potássio extracelular, exacerbando-a, denotando maior susceptibilidade ao potássio 

extracelular. 
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5 CONCLUSÃO 

 

1. A desnutrição gestacional e pós-natal diminui a sensibilidade à ação convulsivante 

do ácido quinolínico administrado intracerebroventricularmente em ratos de 25 dias 

de idade; 

2. A captação de glutamato por fatias de córtex cerebral e hipocampo de ratos de 25 

dias de idade, não sofre alteração frente à desnutrição e/ou ácido quinolínico, o que 

exclui este mecanismo como fator correlacionado com a menor sensibilidade no 

grupo desnutrido; 

3. Ratos desnutridos de 25 dias apresentam maior sensibilidade à picrotoxina, 

evidenciada pela menor dose que causa convulsão em 100% dos animais 

desnutridos, relativamente aos controle, e menor período de latência para 

manifestação da convulsão;   

4. A picrotoxina (s.c.) causa aumento da captação de GABA em fatias de hipocampo de 

ratos desnutridos e controle de 25 dias de idade, avaliada após uma hora da 

administração da picrotoxina, sem afetar a captação em fatias de córtex cerebral;  

5. A maior sensibilidade dos ratos desnutridos à picrotoxina pode  estar correlacionada 

à maior captação basal de GABA aos 25 dias de idade, comparativamente aos 

controle, evidenciada em fatias de córtex cerebral e hipocampo; 

6.  A desnutrição altera o perfil ontogenético de captação de GABA por fatias de córtex 

cerebral, com manutenção de maior captação de GABA aos 25 dias, relativamente 

aos animais de 75 dias e posterior declínio para valores adultos similares aos dos 

animais controle;  

7. A desnutrição afeta o perfil inibitório da β-alanina sobre a captação de GABA em 

ratos desnutridos de 7 e 25 dias; 
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8.   Valores aumentados de captação de GABA, assim como percentual aumentado de 

inibição da captação por β-alanina em fatias de córtex cerebral de ratos desnutridos 

jovens, permitem inferir que a maior captação é atribuível principalmente ao GAT-3 

em ratos desnutridos nas idades consideradas, comparativamente aos controle que 

já apresentam aos 25 dias valores de inibição similares aos dos adultos; 

9. Valores similares de percentual de inibição por β-alanina, assim como de captação 

de GABA aos 75 dias, por fatias de córtex cerebral de ratos desnutridos e grupo 

controle, permitem inferir que a expressão e/ou funcionalidade de GAT-3 não difere 

entre os grupos nesta idade; 

10. Valores similares de percentual de inibição da captação de GABA por L-DABA entre 

grupos de diferente tratamento nutricional, permitem inferir que a desnutrição não 

afeta a expressão e/ou funcionalidade dos GAT-1 em ratos de 7, 25 e 75 dias; 

11. A desnutrição aumenta a susceptibilidade à ação da picrotoxina “in vitro” sobre a 

metabolização da glicose em fatias de córtex cerebral de ratos de 25 e 75 dias de 

idade; 

12. O estímulo à oxidação da glicose, induzido pela picrotoxina “in vitro”, é idade-

dependente em ambos os grupos, sendo que ratos desnutridos de 75 dias  são 

menos sensíveis do que ratos de 25 dias e, em ratos controle de 75 não se observa 

efeito da picrotoxina nas concentrações estudadas; 

13. O estresse adicional à desnutrição imposto pela picrotoxina (s.c.), desencadeia 

aumento da peroxidação lipídica em cérebro e cerebelo de ratos de 25 dias de idade;  

14. A susceptibilidade ao procedimento de “kindling” químico pela picrotoxina, em ratos 

em desenvolvimento, é sexo e tratamento nutricional dependente; 

15. A picrotoxina estimula a oxidação do acetato a CO2 , mas não da glicose em período 

precoce pós picrotoxina (24 horas) em ratos em desenvolvimento, indicando o 

envolvimento astrocitário na resposta ao agente convulsivante, independente do 

tratamento nutricional; 
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16. A aplicação crônica de picrotoxina estimula a oxidação da glicose apenas em ratos 

desnutridos, sem afetar a oxidação do acetato; 

17. Altas concentrações extracelulares de potássio aumentam a oxidação do acetato a 

CO2 , em fatias de córtex cerebral de ratos controle e desnutridos adultos, em função 

da diminuição da concentração intracelular de sódio;  

18. A desnutrição afeta o metabolismo “in vitro” do acetato em cerebelo de ratos adultos, 

em modelo de déficit de L-metionina. 

  

A desnutrição pré e pós-natal afeta respostas envolvendo os sistemas 

GABAérgico e glutamatérgico em situações de excitotoxicidade provocada por 

antagonista de receptor GABAA, picrotoxina e por hiperestimulador do sistema 

glutamatérgico, ácido quinolínico, em ratos em desenvolvimento, assim como 

parâmetros ontogênicos ligados ao transporte de GABA. Altas concentrações 

extracelulares de potássio acarretam aumento da oxidação do acetato, em função da 

redução intracelular de sódio em ratos adultos controle e desnutridos, pré e pós-

natalmente. Porém a severidade da restrição nutricional imposta é determinante na 

exacerbação do estímulo. Além disso, a desnutrição parece afetar a interação 

neurônio-glia em condições de excitotoxicidade. 
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6 PERSPECTIVAS 

 

 

6.1 Dados preliminares 

6.1.1 Baseados em dados preliminares que apontam para uma menor sensibilidade de ratas 

desnutridas adultas comparativamente às controle, porém maior sensibilidade relativamente 

a ratos imaturos de ambos os sexos, está em andamento a continuidade da avaliação da 

susceptibilidade a convulsões induzidas por picrotoxina, tanto em animais adultos 

desnutridos machos, quanto em fêmeas, comparativamente a ratos controle de ambos os 

sexos. Esta avaliação deverá trazer novas informações a respeito do efeito da desnutrição 

sobre o sistema GABAérgico em perspectiva ontogenética e sexualmente dimórfica. Os 

dados preliminares, além de representarem, possivelmente, as modificações hormonais 

induzidas pela desnutrição, poderiam representar adicionalmente alterações das 

subunidades α descritas por Steiger et al. (2003) em ratos desnutridos de 90 dias des idade, 

sub-unidade esta que determina, em parte, segundo Bell-Horner et al. (2000) maior 

sensibilidade à picrotoxina. 

 

6.1.2 Dados preliminares (ANEXO 3 - artigo em preparação) mostram maior imunoconteúdo 

de GAT-3 em membranas plasmáticas cerebrais de ratos desnutridos de 7 dias, 

comparativamente aos controle, conferindo forte suporte à hipótese de que a maior 

captação de GABA por fatias de córtex cerebral de ratos desnutridos desta idade seja 

devida a estes transportadores. Dados relativos à imunodetecção de GAT-1, obtidos 

preliminarmente, indicam não haver diferença entre os grupos de tratamento nutricional  aos 

7, corroborando com a hipótese anterior. A ampliação do tamanho da amostra e a 

investigação do imunoconteúdo de GAT-3 e GAT-1 nas outras idades consideradas estão 

em andamento. 
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6.2 Outras perspectivas 

6.2.1 Os resultados diferenciados relativos à indução de “kindling” por picrotoxina sexo e 

tratamento nutricional dependentes em ratos em desenvolvimento levam à perspectiva de 

análise dos efeitos da desnutrição relacionada a alterações na maturação hormonal; 

 

6.2.2 A avaliação da atividade da GAD nos animais desnutridos e frente ao uso de 

picrotoxina, assim como a avaliação da liberação de GABA (vesicular e citosólico) e 

atividade da GABA-T, deverão complementar e contribuir para o esclarecimento da maior 

captação de GABA observada em ratos de 25 dias de idade;  

 

6.2.3 A ampliação dos estudos envolvendo o metabolismo astrocitário e neuronal em ratos 

eutróficos e desnutridos, assim como o efeito de drogas convulsivantes (picrotoxina) sobre a 

astrocitose. 
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High Extracellular K� Levels Stimulate Acetate Oxidation
in Brain Slices from Well and Malnourished Rats
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We investigated the effect of high (12, 20, and 50 mM) extracellular K� concentrations ([K�]0) on
[U-14C] acetate oxidation to CO2 in cerebral cortex slices of control and perinatal malnourished rats.
High [K�]0 increased the acetate oxidation, compared with a medium containing 2.7 mM [K�]0. By
investigating the mechanisms involved in this stimulation, it was shown that (i) ouabain (1 mM)
and monensin (10 �M) prevented this increase; (ii) in a medium with physiological [K�]0 (2.7 mM),
the decreasing of [Na�]0 stimulated acetate oxidation. These results suggest that the stimulatory
effect of [K�]0 on acetate oxidation was due to the decreasing of Na1 levels. Considering that mal-
nutrition could alter the activity of Na�,K�-ATPase and/or other pertinent proteins, its effect on
acetate oxidation was investigated. The malnutrition, which altered the body and cerebral weight of
rats, did not modify the acetate oxidation in any protocol.

KEY WORDS: Acetate oxidation; cerebral cortex; malnutrition; potassium concentration.

INTRODUCTION

Extracellular acetate in the brain may be derived at
least from three sources. (i) Acetate is produced by anaero-
bic bacterium in gut and is normally present at about
0.2–0.3 mM in blood (1). (ii) Ethanol is metabolized to
acetate. Plasma acetate levels increase from 0.3 to 1 mM
after a single intravenous dose of ethanol in humans (2).
Kiselevski et al. (3) showed that acetate and acetyl-CoA
synthetase were higher in cerebral cortex of rats treated
daily with ethanol. (iii) In brain, acetylcholine is rapidly

metabolized by extracellular cholinesterase to acetate and
choline.

Applications of the autoradiographic [14C]deoxyglu-
cose ([14C]DG) method (4) for determination of local
cerebral metabolic rates of glucose use (LCMRglc) in
neural tissues have clearly established that local func-
tional activation increases the extracellular K� concen-
tration [K�]0 and the energy metabolism in activated
regions (5,6). Stimulation of metabolism by functional
activation is dependent on Na�,K�-ATPase (EC
3.6.1.37) activity, which contributes for maintaining the
basal K� level, which in vivo is about 3 mM. It can rise
up to about 12 mM (functional activation) (7,8) or to
50–80 mM (seizures or spreading depression) (9–12).
The increases in LCMRglc associated with functional
activation are found mainly in neuropil or synapse-rich
regions (13), but the spatial resolution of auto radio-
graphic [14C]DG method is limited to 100–200 �m (14),
and it is insufficient to identify the specific cellular ele-
ments in neuropil that contribute to increase LCMRglc.
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It, therefore, remained uncertain whether the function-
driven increases in energy metabolism are confined to
axonal and/or dendritic processes or include astrocytic
processes enveloping the synapses.

Application of [14C]acetate to brain tissue results in
rapid incorporation of the label in glutamine, with a higher
specific activity than in glutamate. In contrast, experiments
with [14C]glucose result in a rapid incorporation of label
into glutamate and with a lower specific activity into glu-
tamine (15,16). As glutamine is synthesized primarily
within astrocytes (17), it has further been proposed that
acetate is preferentially used by astrocytes than neurons
(18). [13C]acetate is now routinely used to examine glial
metabolism in brain, and NMR studies have verified the
selective metabolism of acetate by astrocytes (19–21).
Waniewski and Martin (22) showed that the [14C]acetate
oxidation to CO2 by cortical astrocytes is 10 times higher
than by synaptosomes, in which the acetate transport is
insignificant.

Malnutrition modifies the morphologic, biochemical,
and functional brain maturation (7,23). Considering that
acetate is mainly metabolized in astrocytes, cells that play
a crucial role in the flux of energy substrates to neurons
(mainly in neuronal activation conditions), it is important
to verify the effect of different [K�]0 on acetate oxida-
tion by brain slices from control and malnourished rats.
The experimental model of malnutrition used in this study
could alter the acetate metabolism directly, by affecting
enzymes involved in acetate metabolism, including those
involved in acetate oxidation to CO2 or indirectly, by
affecting K� transport into astrocytes (by Na�,K�-
ATPase). It is known that increased [K�]0 is a stimulus
for use of energetic nutrients by CNS (4,8,24–26).

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Chemicals. Hyamine hydroxide was purchased from J. T. Baker
Chemical Company, (Phillipsburg, USA); [U-14C] acetic acid and
sodium salts (57.0 mCi/mmol) were from Amersham International
(Berkinghamshire, UK); monensin and ouabain were from Sigma
(St. Louis, MO, USA). All other chemicals used were of analytical grade.

Diets. The animals had free access to isocaloric diets (Table I)
containing 25% or 7% protein (casein), salts, and vitamins as recom-
mended by the Association of Official Analytical Chemists (27) and
previously described by our group (28).

Animals. Albino Wistar rats were obtained from UFRGS Bio-
chemistry Department. Prenatal and lactational malnutrition was induced
by restricting to 7% the protein content of the mothers’ diet (control
group: 25% protein) during the entire gestation and lactational periods,
whereas malnutrition up to 75 days was induced by maintaining the same
7% protein diet. The litter size was adjusted to eight pups per mother
on the first postpartum day and they were maintained at 22°C on a 12 h
light/12 h dark cycle until experimental age. The protocol concerning
this research was used according to the guidelines of the Committee on

Care and Use of Experimental Animal Resources, School of Veterinary
Medicine and Animal Science of the University of São Paulo, Brazil.

Tissue Preparations. The rats were killed by decapitation, and
their brains were quickly removed and the slices prepared in total time
of about 2 min. The cerebral cortices were cut into 0.3-mm slices
using a Macllwain tissue chopper.

Incubation System. For the measurement of CO2 production, be-
tween 40 to 50 mg of cerebral cortex slices were incubated in 1.0 ml
Dulbecco’s phosphate-buffered saline, pH 7.2, containing 1.0 mM
acetate � 0.2 �Ci [U-14C]acetate. The standard reaction mixture for CO2

production contained 17.7 mM NaH2PO4, 115 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
0.9 mM CaCl2, 0.49 mM MgCl2, and 1.0 mM CH3COONa. When KCl
content was raised, NaCl concentration was decreased equivalently to
maintain the osmolality. Dulbecco’s phosphate-buffered is a medium
with low Na� in which sucrose replaces sodium chloride. Experiments
with ouabain (1 mM) or monensin (10 �M) were carried out with [K�]0

of 12, 2.7, and 50 mM, respectively. When the incubation medium was
CaCl2-free, the MgCl2 was increased to 10 mM. The CO2 production
was linear from 30 to 120 min of the incubation period.

Substrate Oxidation. Incubations were carried out in flasks after
contents were gassed with 100% O2 for 1 min and then sealed with
rubber caps. The slices were incubated at 35°C during 1 h in a Dubnoff
metabolic shaker (60 cycles/min) according to the method of Dunlop
et al. (29). Incubation was stopped by adding 0.25 ml 50% TCA through
the rubber cap. Then, 0.1 ml of 1 M hyamine hydroxide was injected
into the central wells. The flasks were shaken for a further 30 min at
35°C to trap CO2. After, the contents of the central well were trans-
ferred to vials and assayed for CO2 radioactivity in a liquid-scintillation
counter. All the results were expressed considering the initial specific
activity of the incubation medium. These values are nominal because
the intracellular specific activity of acetate is unknown.

Protein Measurement. The protein was measured by the method
of Lowry et al. (30) using bovine serum albumin as standard.

Statistical Analysis. Data were analyzed statistically by ANOVA
and by the Duncan multiple-range test and by the Student’s t test when
indicated, with the level of significance set at P � 0.05.

Table I. Percent (g/kg Diet) Nutritional Composition of the Diets

Casein diet

Component 25% 7%

Casein (87% protein)* 287 80.50
Fat (soybean oil) 150 150
Carbohydrate (corn starch) 501.5 708
Salt mix† 40 40
Vitamin mix‡ 10 10
Non-nutritive fiber 10 10

Note: Salt and vitamin compositions are according to Horwitz (21).
Energy for both diets: 4.3 kcal/g diet in both diets.
* Casein, purity 87% (from Farmaquímica, Porto Alegre, Brazil) sup-
plemented with 0.15% L-methionine (from Merck, Rio de Janeiro,
Brazil).
† Mineral mixture (from Roche, São Paulo, Brazil) mg/100 g of ration:
NaCl, 557; Kl, 3.2; KH2PO4, 1556; MgSO4, 229; CaCO3, 1526;
FeSO4�7H2O, 108; MnSO4�H2O, 16; ZnSO4�7H2O, 2.2; CuSO4�5H2O,
1.9; CoCl2�6H2O, 0.09.
‡ Vitamin mixture (from Roche, São Paulo, Brazil), mg/100g of ration:
vitamin A, 4; vitamin D, 0.5; vitamin E, 10; menadione, 0.5; choline,
200; PABA, 10; inositol, 10; niacin, 4; pantothenic acid, 4; riboflavin,
0.8; thiamin, 0.5; pyridoxine, 0.5; folic acid, 0.2; biotin, 0.04; vitamin
B12, 0.003.
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RESULTS

The gestational and postnatal malnutrition caused
significant reduction in body weight (in grams) from the
first postnatal day (from 6.11 � 0.67 to 5.41 � 0.57;
P � 0.01, Student’s t test). As showed in Table II, the
corporal weight of malnourished rats was only 27% of
the corporal weight of control rats at adult age (80 days)
and the reduction in cerebral weight in malnourished
rats was about 26%, comparing with well-nourished rats.
The protein concentration in cerebral cortex of adult rats
was not altered by malnutrition.

We investigated the effect of different [K�]0 on
[U-14C] acetate oxidation to CO2, in cerebral cortex of well
and malnourished rats. As shown in Fig. 1, acetate oxi-
dation to CO2 was not modified by the diet. However, the
highest extracellular potassium concentration (12, 20, and
50 mM [K�]0) increased the acetate oxidation, compared
with a medium containing 2.7mM [K�]0 (Figs. 1 and 2).

The addition of an inhibitor of Na�,K�-ATPase,
(ouabain at 1mM) to the incubation system containing
12 mM [K�]0 decreased the acetate oxidation to CO2 in
slices of cerebral tissue from well and malnourished rats (Fig.
2). Considering this result, we decided to verify the effect
of monensin (Na� ionophore) on the acetate oxidation in an
incubation system containing 2.7 mM [K�]0. As shown in
Fig. 2, monensin (10 �M) decreased the acetate oxidation
to CO2 in cerebral cortex of rats of both diet groups.

The acetate oxidation to CO2 in a system contain-
ing 2.7 mM [K�]0 and low Na� concentration was twice
higher than in the medium with the same [K�]0 but with
normal Na� concentration, in cerebral slices of both well
and malnourished rats (Fig. 3).

DISCUSSION

In the current study, we verified the effect of differ-
ent [K�]0 on acetate oxidation to CO2 in cerebral cortex

slices of well and malnourished rats. Acetate has been used
as a probe to study brain metabolism and it is preferentially
metabolized in a “small” glutamate pool that is rapidly con-
verted to glutamine, whereas glucose enters in a “large”
glutamate pool (16). Waniewski and Martin (22) showed
that astrocytes acetate uptake is 10 times higher than in
synaptosomes. Thus, it has been proposed that acetate is
metabolized mainly by astrocytes (18,19). Here, we used
tissue slices for maintaining the functional and anatomical
interactions between astrocytes and neurons. In Fig. 1, it is
shown that the brain slices take up and oxidize acetate, indi-
cating that this preparation preserves the astrocytic activity.

Figure 1 also indicates that acetate oxidation was
stimulated by increasing [K�]0. Thus, further experiments
aimed to investigate the mechanisms of this stimulation.

Table II. Effect of Pre- and Postnatal Malnutrition on Body
and Cerebral Weights and Protein Concentration in Cerebral

Cortex of Adult Rats

Diet

Parameters 25% 7%

Body weight (g) 365.4 � 29.5 95.0 � 4.3**
Cerebral weight (mg) 1415 � 53 1050 � 57**
Protein content (mg%) 12.7 � 1.51 12.1 � 0.81

Note: Data are expressed as mean � SDM. ** P � 0.01 compared
to 25% (Student’s t test) (n � 10 to each group).

Fig. 1. Effect of high extracellular K� concentrations on acetate
oxidation to CO2 in cerebral cortical slices obtained from well and
malnourished rats. Bars are mean � S.D. from two independent
experiments (n � 8 in each group). (a) Different from 2.7 mM K�

(P � 0.01); (b) different from 2.7 and 20 mM K� (P � 0.01).

Fig. 2. Effect of monensin (10 �M) and ouabain (1 mM) on acetate
oxidation to CO2 in cerebral cortical slices obtained from well and
malnourished rats. Results are mean � SDM from two independent
experiments (n � 8 in each group). (#) Different from 2.7 mM K�

without monensin (P � 0.01); (&) different from 2.7 mM K� (P �
0.01); (*) different from 12 mM K� without ouabain (P � 0.01).
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To verify the influence of extracellular Ca2� on acetate
oxidation, we measured the CO2 production from acetate
in a Ca2�-free medium containing 50 mM [K�]0. We
found no difference in acetate oxidation, comparing to
the medium with physiological Ca2� concentration (data
not shown). It is well-known that high [K�]0 increases
Ca2� cell influx (31); thus, our results discard that the
effect of high [K�]0 on acetate oxidation was due to intra-
cellular enzyme activation by Ca2�.

It is well established that high [K�]0 decreases astro-
cytic [Na�]1 (14) and that low [Na�]1 stimulates acetyl-
CoA synthetase (32). We performed further experiments
in order to study the [Na�]1 effect on acetate oxidation.
We measured the effect of ouabain on acetate oxidation,
aiming to inhibit Na�,K�-ATPase and to increase [Na�]1;
in presence of high [K�]0, ouabain decreased acetate oxi-
dation (Fig. 2), which could suggest that high [K�]0 stimu-
lated acetate oxidation by decreasing [Na�]1. By using
monensin (Na ionophore; 14), we intended to increase
[Na�]1; indeed, monensin inhibited acetate oxidation
(Fig. 2). Finally, by decreasing [Na�]0, the oxidation was
stimulated (Fig. 3).

All together, our findings suggest that high [K�]0

stimulated astrocytic acetate oxidation probably by
decreasing [Na]1. Importantly, although the perinatal
nutritional insult modified significantly the cerebral and
body weight, it did not alter the acetate oxidation.
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Abstract

It is widely known that a complex interaction between excitatory and inhibitory systems is required to support the adequate functioning of

the brain and that significant alterations induced by early protein restriction are complex, involving many systems. Based on such

assumptions, we investigated the effects of maternal protein restriction during pregnancy and lactation followed by offspring protein

restriction on some GABAergic and glutamatergic parameters, which mediate inhibitory and excitatory transmission, respectively. The

sensitivity of young malnourished rats to convulsant actions of the GABAA receptor antagonist picrotoxin (PCT; s.c.) and to N-methyl-d-

aspartate (NMDA) receptor agonist quinolinic acid (QA; i.c.v) and also g-amino-n-butyric acid (GABA) and glutamate uptake by cortical

and hippocampal slices were evaluated in P25 old rats. Early protein malnutrition induced higher sensitivity to picrotoxin, which could be

associated with the observed higher GABA uptake by cortical, and hippocampal slices in malnourished rats. In contrast, we observed lower

sensitivity to quinolinic acid in spite of unaltered glutamate uptake by the same cerebral structures. Picrotoxin enhanced GABA uptake in

hippocampus in well- and malnourished rats; however, it did not affect cortical GABA uptake. Our data corroborate our previous report,

showing that malnutrition depresses the glutamatergic activity, and point to altered modulation of GABAergic neurotransmission. Such

findings allow us to speculate that malnutrition may affect the excitatory and inhibitory interaction.

D 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Nutritional inadequacy is among the main non-genetic

factors affecting brain development [43]. In the framework

of such nutritional inadequacy, early protein malnutrition

adversely affects the central nervous system (CNS) matura-

tion, resulting in long-lasting or even permanent deleterious

effects [33,42]. In rodents, such abnormalities are man-

ifested in different brain regions [37]. In early postnatal

undernourished infants, for example, Cordero et al. [12]

showed a decrease in the arborization and span of the basilar
ch 154 (2005) 177–185
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dendrites, indicating that undernutrition during the first

months of postnatal life could affect the growth of

pyramidal cells. In humans, there is sound evidence, mostly

epidemiological, that malnutrition could contribute to raise

the prevalence of epilepsy in children in developing

countries [22,28].

Although most nutrients may affect brain maturation,

proteins appear to be the most critical ones [43]. Prenatal

protein malnutrition causes alterations on developmental

time course of dentate granule cell birth in the dentate gyrus

[16,17], on the morphology of hippocampal cells [20,21],

on the number and distribution of neurotransmitters

receptors [24] and on the performance of rats in behavioral

tasks involving hippocampus [65], and increases the

frequency of miniature inhibitory postsynaptic current

(mIPSC) in CA1 pyramidal cells [36]. Besides such

alterations, it is also known that protein deprivation affects

cathecolaminergic, cholinergic, serotoninergic [72], gluta-

matergic [49] and GABAergic [36,56,57] neurotransmission

systems.

Once brain functions depend on the dynamic interaction

between excitatory (e.g., glutamatergic) and inhibitory

(e.g., GABAergic) inputs, the modulation of g-amino-n-

butyric acid (GABA) release by glutamatergic and/or

GABAergic terminals containing glutamate receptors is

of utmost importance for the maintenance of the balance

between excitation and inhibition. For instance, the

glutamate receptor-induced modulation of GABAergic

synaptic transmission has been thought of as being

involved in glutamate-induced seizures and neuronal

damage [5]. Saransaari and Oja [50] showed that the

ionotropic receptor agonist kainate, N-methyl-d-aspartate

(NMDA) and a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-

propionate (AMPA) increase the receptor-mediated basal

GABA release with no effect on K+-stimulated GABA

release.

There are accumulating evidences for the GABAergic

system sensitivity to malnutrition. Steiger et al. [56,57]

showed that prenatal protein malnutrition selectively alters

GABAA receptor mRNA levels in rat hippocampus and

septum. Early undernutrition significantly influenced char-

acteristics of [3H]GABA binding in rat brain cerebral

cortex and hippocampus [64] and delayed developmental

pattern of glutamate descarboxilase (GAD) activity [18].

Changes in reactivity to drugs acting via GABAA receptor

such as ethanol [8,13] and benzodiazepines [1,9,67]

induced by early undernutrition raises the question of

whether this insult could affect the action of other

therapeutic compounds on brain tissue.

Concerning the glutamatergic system, Tonkiss et al. [66]

provided behavioral evidence that the excitatory amino acid

system may be altered in prenatally protein malnourished

rats. Fiacco et al. [25] found increased density of hippo-

campal kainate receptors but normal density of NMDA and

AMPA receptors in a rat model of prenatal protein

malnutrition. Those authors [25] observed increases in
[3H]kainate binding density that may be compensatory to

the decreased glutamate release accounted to mossy fiber

plexus reduction reported at these ages in prenatally

malnourished rats by Cintra et al. [11]. On the other hand,

our laboratory showed that pre- and postnatal nutritional

insult depressed some parameters of the glutamatergic

system in 75-day-old rats, decreasing the sensitivity to

QA-induced seizures, reducing the Na+-independent gluta-

mate binding in neural cell membranes, and decreasing the

basal (but not K+-stimulated) glutamate release from

synaptossomal preparations [49].

Considering (i) the accumulating evidence for signifi-

cant alterations in the GABAergic system in response to

malnutrition; (ii) the data from our laboratory on the

effect of protein malnutrition on the glutamatergic system;

(iii) the fact that brain functions are based on the

dynamic interaction between the excitatory and inhibitory

systems, which, in their turn, are involved in many

neurological disorders, including seizures and epilepsy,

the present study was undertaken to evaluate the effects

of gestational and postnatal malnutrition on some

parameters of the GABAergic and glutamatergic systems.

Accordingly, we evaluated the sensitivity of P25 old rats

to the convulsing actions of the GABAergic antagonist

picrotoxin and of quinolinic acid (QA), which is an over

stimulator of the glutamatergic system. We also evaluated

the GABA and glutamate uptake by cortical and hippo-

campal slices.
2. Experimental procedures

2.1. Chemicals

GABA and glutamic acid were from Sigma (St. Louis,

MO, USA). 4-Amino-n-[2.3-3]butyric acid ([3H]GABA)

(specific activity 94 Ci/mmol) and l-[2,3-3H] glutamic acid

([3H]Glu) (specific activity 49 Ci/mmol) were from Amer-

sham International (Berkingshamshire,UK). All other

reagents used were of analytical grade.

2.2. Animals and diets

Female Wistar rats were mated and maintained at 22 8C
on a controlled 12:12 h light–dark cycle. A group of

pregnant rats (G25—control group) was fed a 25% casein,

whereas other group (G7) was fed a 7% casein diet, a high

quality protein, which avoids additional effects of protein

of low quality [23,75]. Both diets, given at libitum, were

supplemented with 0.15% l-methionine, were isocaloric

and contained similar amounts of fat (15%), cellulose

(1%), minerals (4%) and vitamins (1.5%), as recommended

by the Association of Official Analytical Chemists [30]

and were maintained during the gestation and lactation

(Table 1). After birth (postnatal 1—the day of birth was

counted as postnatal day 0), litters size were adjusted to



Table 1

Nutritional composition of diets

Component (g/kg/diet) Casein Diet

25% 7%

Casein (87% protein)a 287 80.5

Fat (soybean oil) 150 150

Carbohydrate (corn starch) 501.5 708

Salt mixb 40 40

Vitamin mixc 10 10

Non-nutritive fiber 10 10

Salt and vitamin compositions are according to Horwitz [30]. Energy for

both diets: 4.3 kcal/g diet in both diets.
a Casein, purity 87% (from Farmaquı́mica, Porto Alegre, Brazil)

supplemented with 0.15% l-methionine (from Merck, Rio de Janeiro,

Brazil).
b Mineral mixture (from Roche, São Paulo, Brazil) mg/100 g of ration:

NaCl, 557; KI, 3.2; KH2PO4, 1556; MgSO4, 229; CaCO3, 1526;

FeSO4d 7H20, 108; MnSO4d H2O, 16; ZnSO4d 7H2O, 2.2; CuSO4d 5H2O,

1.9; CoCl2d 6H2O, 0.09.
c Vitamin mixture (from Roche), mg/100 g of ration: Vitamin A, 4;

Vitamin D, 0.5; Vitamin E, 10; Menadione, 0.5; Choline, 200; PABA, 10;

Inositol, 10; Niacin, 4; Pantothenic acid, 4; Riboflavin, 0.8; Thiamin, 0.5;

Pyridoxine, 0.5; Folic acid, 0.2; Biotin, 0.04; Vitamin B12, 0.003.
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eight pups per dam, and at 21 days of age, offspring were

weaned onto their respective dams diet until P25. The

handling and care of the animals were conducted accord-

ing to the guidelines of the Committee on Care and Use of

Experimental Animal Resources, School of Veterinary

Medicine and Animal Science of the University of São

Paulo, Brazil.

2.3. Body and brain weights

Body weights were recorded weekly and whole brain,

cerebellum and hippocampus weights were recorded at P25.

2.4. Picrotoxin (PCT)-induced seizure

Picrotoxin (a racemic mixture of picrotin and the active

agent picrotoxinin) is thought to bind within the ion

channel [27,45], blocks the GABA-gated Cl� channel [6]

decreasing the mean channel open time [54] and the mean

number of opening per burst [68]. The model of GABA-

related convulsions is often used to evaluate the effective-

ness of anticonvulsive drugs [46]; in this case, the model

was used to evaluate the functional state of the GABA

system following protein restriction. Picrotoxin was diluted

in saline buffered to pH 7.4, and injected at P25 (1 mL/kg)

subcutaneously (s.c.) in several doses. After injection, the

animals were observed for 60 min and seizures were

classified as: (1) minimal seizures characterized by

clonuses of head muscles and forelimbs, with righting

ability preserved, and (2) major seizures usually beginning

with running followed by a loss of posture accompanied

by the tonic phase and, after some seconds, occurrence of

long-lasting (status epilepticus) clonic seizures of all limbs

[69]. For dose–response curve of picrotoxin-induced
seizures, only major seizures were considered. The seizure

latency was considered the time for the first long-lasting

(status epilepticus) clonic seizures of all limbs.

2.5. Quinolinic acid induced seizure

Quinolinic acid, an endogenous compound produced by

the metabolism of tryptophan, which may over stimulate

the glutamatergic system, is involved in the pathogenesis

of various CNS disorders [58] including the etiology of

epilepsy [29,44,58]. QA binds to NMDA channel receptors

[59], allowing its activation [40], which increases the

intracellular calcium levels [15]. Additionally, recent

studies from our group (see also Stone [58]) have shown

that QA affects several parameters of the glutamatergic

system, once it: (i) decreases glutamate uptake by cultured

astrocytes [63]; (ii) decreases glutamate uptake by synaptic

vesicles from rat brain [62]; and (iii) stimulates synapto-

somal glutamate release [63]. Accordingly, QA is used by

our group for experimental over stimulation of the

glutamatergic system [32,51,70].

Surgery was performed at P23 for both groups (G25

and G7). The animals were anesthetized with ketamine

(G25=90 mg/kg; G7=70 mg/kg) and xilasine (12 mg/kg for

both groups) and placed in a stereotaxic apparatus. The

skin of the skull was removed and a 27-gauge, 6-mm

guide cannula was placed unilaterally at 1 mm above the

lateral ventricle (AP: �0.5 mm; L: �1.5 mm; V: �3.0

mm from the skull surface). The cannula was fixed with

acrylic cement, xylocain was applied around the cut and

animals were allowed to recover for about 48 h. For

intracerebroventricular (i.c.v.) quinolinic acid administra-

tion (1.0 Al) at P25, a 30-gauge, 7-mm cannula was fitted

into the guide and connected by a polyethylene tube to a

5-Al Hamilton micro syringe. The tip of the infusion

cannula protruded 1.0 mm beyond the guide cannula

towards the lateral brain ventricle. The animals were

observed after administration for 10 min in Plexiglas

chambers for the occurrence of tonic–clonic seizures. After

observations, methylene blue (0.5 Al) was injected and the

animals without dye in the lateral brain ventricle were

discarded.

2.6. [3H]GABA uptake by cerebral cortex and hippocampus

slices

In order to determine the adequate GABA concentration

and incubation time for uptake assays, slices of hippo-

campus and parietal cortex were incubated with 25, 50 and

100 AM GABA for 5, 10, 15 and 30 min (data not shown).

Based upon these previous data, the GABA concentration

and incubation time used in the following GABA uptake

assays were 25 AM and 15 min, respectively.

The animals were divided into four groups: G25–

vehicle; G25–picrotoxin; G7–vehicle; G7–picrotoxin. They

were injected at P25 with vehicle or picrotoxin s.c. (lowest



Table 3

Effect of pre- and postnatal malnutrition on brain, cerebellum and

hippocampus weight in P25 rats

Group Whole brain (mg) Cerebellum (mg) Hippocampus (mg)

G25 1245.0 F 38.7 235.0 F 13.7 74.8 F 2.0

G7 799.0 F 50.8* 175.0 F 7.3* 66.4 F 1.4*

Data are means F S.E.M. (n = 14).

* Differs from control ( P b 0.05, Student’s t-test).
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concentration that produced convulsion in 100% of the

animals), killed by decapitation 15, 25 or 60 min after s.c.

administration of picrotoxin or vehicle, the brains were

immediately removed and submerged in Hank’s balanced

salt solution (HBSS), pH 7.2. Parietal cerebral cortices

were dissected and coronal slices (0.4 mm) were obtained

from the parietal area using a Mc Illwain tissue chopper.

Slices were transferred to multiwell dishes and washed

with 1.0 ml HBSS. The same procedure was undertaken

for the hippocampal GABA uptake assay, except that

hippocampal dissection and slices incubation were per-

formed only 60 min after s.c. administration. The uptake

assay was assessed by adding 25 AM [3H]GABA in 300

AL HBSS, at 37 8C. Incubation was stopped after 15 min

by three ice-cold washes with 1 ml HBSS immediately

followed by addition of 0.5 N NaOH, which was kept

overnight. Aliquots of lysate were taken for determination

of intracellular content of [3H]GABA trough scintillation

counting. Sodium independent uptake was determined by

using N-methyl-d-glucamine instead of sodium chloride,

being subtracted from the total uptake to obtain the

sodium-dependent uptake. The experiments were done in

triplicate.

2.7. [3H]Glutamate uptake by cerebral cortex and hippo-

campus slices

The animals were divided into six groups: G25–naive;

G25–vehicle; G25–quinolinic acid; G7–naive; G7–vehicle;

G7–quinolinic acid.

They were killed by decapitation at P25 10 min after

i.c.v. QA (lowest concentration which produces convul-

sions in 100% of the animals) or vehicle administration.

The brains were immediately removed and submerged in

HBSS. Parietal cerebral cortices and hippocampi were

dissected as described for the GABA uptake assay.

Glutamate uptake assay, performed according to our

previous reports [26] was assessed by adding 100 AM
[3H]Glu [61] in 300 AL HBSS, at 37 8C. Incubation was

stopped after 7 min for cortex and 5 min for hippocampus

by two ice-cold washes with 1 mL HBSS, immediately

followed by addition of 0.5 N NaOH, which was kept

overnight. Intracellular [3H]Glu content was determined by

scintillation counting and sodium-dependent uptake was

obtained by subtraction of sodium-independent uptake

from the total uptake (as for GABA uptake assay).

Experiments were performed in triplicate.
Table 2

Effect of early malnutrition on body growth of developing rats (body weight in g

Group P1 P7 P1

G25 6.25 F 0.10 16.02 F 0.27 31

G7 5.41 F 0.09* 9.13 F 0.18** 13

Data are means F S.E.M. (n = 40).

* Differs from control at the same age at P b 0.05 (Student’s t-test).

** Differs from control at the same age at P b 0.01 (Student’s t-test).
2.8. Protein determination

Protein was assessed using the Peterson method [47].

Briefly, this method consists in a simplification of the

protein assay method described by Lowry et al. [35], which

include sodium dodecylsulfate in the presence of NaOH and

allows for immediate solubilization from proteolipids.

2.9. Statistical analysis

Seizures data were expressed as % of animals present-

ing seizures, and latency data were expressed as mean

FS.E.M. in seconds for the first long-lasting clonic

seizures (status epilepticus) of all limbs. Body and cerebral

weights, litter size and glutamate and GABA uptake data

were expressed as meanFSEM. Statistical analysis of the

data was performed by (i) Fisher’s exact test for

comparison of occurrence seizures; (ii) Pearson’s Correla-

tion Coefficient for dose-dependent latency for seizures;

(iii) ANOVA for multiple groups comparison, followed by

the Duncan’s post hoc test for the neurotransmitters uptake

and (iv) Student’s t-test for latency time for seizures

between dose groups, body and cerebral structure weights.

Pb0.05 was considered significant.
3. Results

3.1. Body and brain weight

At postnatal day 1, the mean weight of rats in the

malnourished group was significantly lower than control

(Pb0.05). This was evident through the pre-weaning period

up to P25 (Pb0.01) (Table 2). Likewise, at P25, whole

cerebral, cerebellum and hippocampus from malnourished

group weighed significantly (Pb0.05) less (36%, 25% and

11%, respectively) than from controls (Table 3). The mean

litter size did not differ significantly between the groups
rams)

4 P21 P25

.77 F 0.42 49.03 F 0.65 67.37 F 0.79

.14 F 0.63** 19.03 F 0.92** 23.17 F 0.87**
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with 10.90F0.37 pups/litter in the G25 and 9.90F0.83 pups

in the G7 group (n=20 in each group).

3.2. Picrotoxin-induced seizures

In order to investigate the effect of malnutrition on the

convulsive effect of picrotoxin, a seizure response-curve for

picrotoxin was performed, both in control and malnourished

rats. Picrotoxin was injected s.c. in a dose range (3.2, 4.0,

4.8, 5.6 and 6.4 mg/kg), as shown in Fig. 1A. The lowest

dose that induced status epilepticus in 100% of rats was

different in each group: 4.8 mg/kg in malnourished rats and

5.6 mg/kg in control rats (Pb0.05). The convulsion latency

was also lower in the malnourished group (Pb0.05) (Fig.
Fig. 1. (A) Picrotoxin-induced seizures. Rats were injected with picrotoxin

and observed for 60 min for the presence of major seizures. n=9–10

animals/group. #Pb0.05 as compared with G25 (3.2, 4.0, 4.8 mg/kg).

*Pb0.05 as compared with G7 (3.2 and 4.0 mg/kg). **Pb0.05 as compared

with G7 (4.8 mg/kg). Data are expressed as percentage of rats that presented

major seizures and statistical analysis of the data was performed by Fisher’s

exact test. (B) Latency for picrotoxin-induced seizures. Rats were injected

with picrotoxin and the seizure latency was considered the time for the first

long-lasting (status epilepticus) clonic seizures of all limbs. n=9–10

animals/group. Latency was expressed as meanFS.E.M. *Significantly

different from G7, for the same dose ( Pb0.05, Student’s t-test). Solid (——)

and short dash (- - - - -) lines indicate the Pearson’s correlation coefficient

for dose-dependent latency for seizures.

Fig. 2. (A) GABA uptake by cerebral parietal cortex slices of well- and

malnourished rats. Data are represented as meanFS.E.M. (bars) for six to

eight animals of which slices were incubated 15, 25 and 60 min after

picrotoxin injection. Experiments were done in triplicate. Significance of

differences (one-way ANOVA followed by Duncan’s multiple range test):

*Pb0.05 compared with G25–vehicle and –picrotoxin 15 min; #Pb0.05

compared with G25–vehicle and –picrotoxin 25 min;$Pb0.05 compared with

G25–vehicle 60 min; **Pb0.05 compared with G25–vehicle and –picrotoxin

60 min; §Pb0.05 compared with G7–picrotoxin 15 min. (B) GABA uptake

by hippocampus slices of well- and malnourished rats 60 min after

picrotoxin or vehicle injection. Groups: G25–vehicle; G25–picrotoxin; G7–

vehicle; G7–picrotoxin. Data are meansFS.E.M. (bars) and obtained from

three independent experiments, which were done in triplicate for eight

animals per group. Significance of differences (one-way ANOVA followed

by Duncan’s multiple range test): *Pb0.05 compared with G25–vehicle;
#Pb0.05 compared with G7– and G25–vehicle.
1B). Moreover, both groups displayed a dose-dependent

latency time (r=0.723, Pb0.001, G25; r=0.386, Pb0.05, G7)

(Fig. 1B).

3.3. [3H]GABA uptake

GABA uptake was performed in order to verify whether

malnutrition and/or picrotoxin administration influenced

GABA uptake by slices from cerebral cortex and hippo-

campus.

In cerebral cortex, we observed that malnutrition

increased the uptake (Pb0.05) in all times spent after



Fig. 4. Glutamate uptake by rat cerebral parietal cortex and hippocampus

slices 10 min after QA or vehicle injection. Incubation time: 7 and 5 min,

respectively. Groups: G25–naive; G25–vehicle; G25–QA; G7–naive; G7–

vehicle; G7–QA. Data are meansFS.E.M. and obtained from four

independent experiments, which were done in triplicate for 12 animals/

group for cortex uptake. Hippocampus uptake experiments were done also

in triplicate for 6 animals/group in two independent experiments. There was

no difference between groups in the same cerebral structure using one-way

ANOVA followed by Duncan’s multiple range test.
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vehicle/picrotoxin injection. Picrotoxin had no effect for any

of the two groups (Fig. 2A). There was no difference in the

GABA uptake for the same group at different incubation

times except for the G7–picrotoxin group, i.e., picrotoxin

effect was higher in cerebral cortical slices of malnourished

rats which were incubated 60 min after picrotoxin injection

in comparison with those which were incubated 15 min after

picrotoxin (Fig. 2A).

In hippocampal slices (incubated only 60 min after

picrotoxin/vehicle injection), malnutrition also increased

GABA uptake. In this structure, however, picrotoxin

increased GABA uptake for both malnourished and well-

nourished rats (Fig. 2B).

3.4. Quinolinic-acid-induced seizures

In order to investigate the effect of malnutrition on the

convulsing effect of QA, a seizure response-curve for QA

was performed (in a dose range of 36, 72, 145, 194 and 242

nmol), as shown in Fig. 3. The lowest QA dose causing

seizures in all animals was higher (Pb0.05) in malnourished

(242 nmol) than in the control group (145 nmol).

3.5. [3H]Glutamate uptake

Considering that astrocytic sodium-dependent glutamate

transport is the most important process for maintaining

extracellular glutamate concentrations below toxic levels

[2,14] and that the QA-induced seizures is a pharmaco-

logical strategy to evaluate excitotoxicity by overstimulation

of the glutamatergic system [58,62,63], here, we inves-

tigated the effect of malnutrition on [3H]Glu uptake by

slices from cerebral cortex and hippocampus, 10 min after
Fig. 3. Quinolinic-acid-induced seizures. Rats were injected with quinolinic

acid and observed for 10 min for the presence of tonic–clonic seizures.

n=8–10 animals/group. #Pb0.05 as compared with G25 (72 and 36 nmol).

*Pb0.05 as compared with G7 (72 and 145 nmol). **Pb0.05 as compared

with G25 (145 nmol). Data are expressed as percentage of rats that presented

tonic–clonic seizures and statistical analysis of the data was performed by

Fisher’s exact test.
QA i.c.v. injection. There was neither effect of malnutrition

nor QA in any of those cerebral structures (Fig. 4).
4. Discussion

Body and cerebral weight gain in malnourished animals

is reduced by dams protein restriction during gestation and

lactation periods followed by pups protein restriction [19,7]

a finding which was also supported by what was observed in

our model.

In this work, malnourished rats were more sensitive to

the convulsing action of picrotoxin (Fig. 1A and B) than

control rats. Several studies with recombinant receptors

[38,55,71] or animal models with specific GABAA receptor

gene-knockout or knock-in strategy [31,34,39,60] indicate

that the subunit composition confers a unique pharmaco-

logical profile and that alterations in subunit-specific genes

expression may contribute to alterations in GABAA receptor

function [57]. Besides, the sensitivity to picrotoxin is

notably enhanced in GABAA receptors lacking a-subunits;

in contrast, a h g-expressing receptors are relatively less

sensitive to picrotoxin than h g-expressing receptors [6].

Steiger et al. [56,57] showed selective changes in GABAA

receptor mRNA levels in RNA derived from hippocampal

formation and septum, but not from the neocortex in

prenatally malnourished rats. Although differences in a-

subunit mRNA expression in hippocampus were not found

by Steiger et al. [57] in 30-day-old rats and only in adult

rats, a significative h2 upregulation was found in 30-day-old

rats. In an attempt to explain the higher sensitivity of

malnourished rats to picrotoxin, it is reasonable to speculate

that protein malnutrition induced alterations in GABAA

receptor subunit [56,57] and that the different profiles of

picrotoxin inhibitory characteristics across several GABAA
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receptors subunit configurations [6,53] may underlie our

findings. This higher sensitivity to picrotoxin in 25-day-old

malnourished rats, in its turn, could be related to this

upregulation. This interpretation, however, must be cau-

tiously considered, since the regional and ontogenic differ-

ences showed by Steiger et al. [56,57] in malnourished rats

may be reproduced in other brain structures and other

factors may also be involved.

The higher basal GABA uptake levels on hippocampal

and cerebral cortex slices induced by malnutrition (Fig. 2A

and B) can be associated with the higher sensitivity to the

convulsing action of picrotoxin (Fig. 1), since the higher

uptake of GABA could decrease extracellular GABA levels,

leading to the observed increase in the sensitivity to

picrotoxin. In that respect, recently, Zhao et al. [76] have

found increased picrotoxin-induced seizure in overexpress-

ing GABA transporter (GAT)-1 transgenic mice, which

suggests that GABA transporters might play an important

role in epileptogenesis.

As picrotoxin increased hippocampal GABA uptake in

both control and malnourished rats while it had no effect on

GABA cortical uptake, we could assume that: (i) malnu-

trition affects different structures in many ways and/or

intensity, with hippocampus being severely affected

[3,4,10,33,43] and (ii) a distinct regional pattern of neuronal

involvement in PCT-induced seizures is suggested [48,73].

Moreover, the developmental profile of GATs, which

can contribute to determine the factors that regulate the

development of GABA-mediated signaling, could also be

considered. The reason for such an assumption is that the

maturation of GAT-1, which appears to be the quantita-

tively prevalent GABA transporter [52], reaches adult

pattern only at P30–45 [74] and early in the development

GAT-3 probably accounts for the largest fraction of GABA

transport in the neonatal cortex [41], whereas GAT-2 is

low at early postnatal ages and did not change significantly

during postnatal development [41]. This ontogenic pattern,

which is under study in our group, may be altered by

malnutrition that, in turn, could lead to the observed effects

on GABA uptake in our study. Alternatively, malnutrition

could have altered the number of functional transporters,

which may be considered to explain the observed effects

on GABA uptake.

In contrast to the higher sensitivity to the GABAA

receptor antagonist picrotoxin (Fig. 1), malnutrition induced

lesser sensitivity to the convulsant action of the NMDA-

agonist QA (Fig. 3). Malnourished rats at P25 required

higher QA doses to promote convulsing effect than well-

nourished ones (Fig. 3). The findings from Rotta et al. [49]

showing that chronic malnutrition decreases the sensitivity

to QA-induced seizures at P75 denote that early nutritional

insult on this parameter is not reverted by aging, when

protein deprivation keeps on. Considering both studies, we

cannot affirm that perinatal nutritional deprivation effect on

this parameter is long lasting but that this period being

decisive to unchain it.
The decreased glutamate binding in brain from P75-day-

old malnourished rats also described by our group [49]

points to a decrease in the glutamatergic activity which, in

turn, could explain the lesser sensitivity of adult rats to QA.

Consequently, this result may be considered as a possible

explanation for our findings with P25-day-old malnourished

rats, since reduced Na+-independent [3H]glutamate binding

in cellular membranes were also observed by our group in

P21-day-old malnourished rats (unpublished data).

The glutamate uptake was not affected by malnutrition

(as well as observed by our group for 21-day-old rats in

parietal cortex slices, unpublished data), nor by QA i.c.v

injection both in cerebral parietal cortex and hippocampal

slices (Fig. 4), apparently ruling out this parameter as a

cause of the altered sensitivity to QA.

In this paper, we observed a distinct pharmacological

profile induced by malnutrition, demonstrated by the

higher sensitivity to the convulsing action of picrotoxin

and lower sensitivity to the convulsing action of QA.

Additionally, malnutrition increased the GABA uptake by

cortical and hippocampal slices, with no effect on

glutamate uptake. These results together and the knowl-

edge that dynamic interaction of excitatory and inhibitory

inputs are involved in brain functions, lead us to speculate

that, by affecting this interaction, malnutrition could

modify the sensitivity to drugs, including those used with

therapeutic purposes. Further understanding of regulatory

mechanism may provide pharmacological target by which

neurotransmission may be manipulated providing novel

therapeutic issues in neurological disorders in a context of

malnutrition.
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ABSTRACT 

Gamma-aminobutyric acid (GABA) is the major inhibitory neurotransmitter in the central 
nervous system (CNS) where its action is terminated by high affinity transporters (GATs) 
located in GABAergic neurons and surrounding glial cells.  GAT-1 and GAT-3 are the 
major GABA transporters.  GAT-1 is expressed primarily in cortical neurons of adult rats, 
whereas GAT-3 is expressed mostly in astrocytes.  However, GAT-3 in neonate rats is also 
found in neurons where it probably accounts for the largest fraction of GABA transport at 
this age.  Several steps of brain development, including ontogenic changes in the 
GABAergic system are altered by protein malnutrition.  Thus, considering that GATs are 
predominantly glial or neuronal with a described developmental profile of expression and 
that malnutrition affects the GABAergic system, we are interested whether malnutrition 
could lead to altered developmental GATs expression pattern or not.  We assess the effect 
of gestational and postnatal malnutrition on GABA uptake in slices of cerebral cortex at P7, 
P25 and P75-80, in the presence of specific GATs inhibitors: β-alanine (GAT-3 antagonist) 
and L-DABA (classical inhibitor of neuronal GABA transport with high affinity for GAT-1 
and GAT-2, but less potent for GAT-3). In addition, immunodetection of GAT-3 and GAT-
1 in cerebral crude membrane preparation was assessed. The results obtained with 
inhibitors showed a unique developmental profile of GATs expression.  GABA uptake in 
P7 control rats exceeds adult levels and decline towards adult activity by P25, whereas 
malnutrition causes an altered profile.  Malnourished rats maintained a high level of GABA 
uptake until P25 with an apparent delayed decline toward adult values (P75), where it 
reached a similar lower level between groups.  β-alanine inhibited GABA uptake 
significantly in P7 control rats, this inhibition decreased as maturation proceeded, i.e., it is 
lower at P25 reaching here the adult pattern of P75. On the other hand, L-DABA inhibited 
GABA uptake at the same manner in an ontogenic and nutritional point of view. 
Malnourished rats showed higher GAT-3 immunocontent in membrane preparation at P7, 
but did not show any difference in GAT-1 at this stage.  Altogether these results may 
indicate that high GABA uptake in malnourished rats is predominantly due to GAT-3 at 
early stages. 
 
Keywords: Malnutrition, GABA uptake, GATs, cerebral cortex, ontogeny. 
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1 INTRODUCTION 
 

Besides biosynthesis, release and receptor interaction, the inactivation of gamma-

aminobutyric acid (GABA) transmission by high affinity transporters (GATs) in 

GABAergic neurons and surrounding glial cells is a required condition for a physiological 

activity of the brain (reviewed in Gadea and Lopez-Colome, 2001; Cherubini and Conti, 

2001).  Four Na+/Cl- dependent high affinity plasma membrane transporters have been 

cloned and characterized: GAT-1, GAT-2, GAT-3 and BGT-1 (Guastella et al., 1990; 

Lopéz-Corcuera et al., 1992; Liu et al., 1992, 1993; Borden, 1996; Borden et al., 1992, 

1994, 1995; Clark et al. 1992).  GAT-1 and GAT-3 are exclusively expressed in the brain 

and are the major GABA transporters in the central nervous system (CNS) (Durkin et al., 

1995; Ikegaki et al., 1994; Minelli et al., 1995, 1996; Yan and Ribak, 1998, Dalby, 2003; 

Chatton, et al., 2003; Liu et al, 1993).  
GAT-1, the most abundant GABA transporter in adult rat cerebral cortex, is 

primarily located in neurons, but is also present in glial cells (Gadea and Lopez-Colome, 

2001; Minelli et al., 1995).  GABA transport mediated by GAT-1 on the development of 

cortical transmission is synchronized with other GABAergic presynaptic proteins, such as, 

the enzyme glutamic acid decarboxilase (GAD), the vesicular transporter VGAT and the α1 

subunit of GABAA receptor (as reviewed in Conti et al., 2004).  GAT-3 appears to be 

preferentially expressed in astroglial cells of adult rats (Minelli et al., 1996, 2003a; 

DeBiasi, 1998; Ribak et al., 1996 a, b).  Although GAT-3 is expressed in astrocytes in the 

adult neocortex, at perinatal ages it is specially found in cortical GABAergic neurons 

(Minelli et al, 2003).  At this age, the level of released GABA is high and it may act as a 

trophic factor for neuronal development via GAT-3 - mediated reversal transport (as 

reviewed in Conti et al, 2004).  In addition, GAT-3 is abundantly expressed at the same 

cortical layers where GABAA receptors are densest, suggesting yet a trophic action through 

a receptor – mediated mechanism. 

 Moreover, the developmental profile of GATs can contribute to determine the 

factors regulating the development of GABA-mediated signaling.  Studies using 

immunoreactivity show that the maturation of GAT-1 reaches adult pattern only a P30-45 

(Yan, et al., 1997), whereas GAT-3 increased rapidly in the first week and reached adult 
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pattern at P20.  Thus, early in development GAT-3 probably accounts for the largest 

fraction of GABA transport in the neonatal cortex (Minelli et al., 2003).   

It is well known that early protein malnutrition adversely affects CNS maturation 

(Morgane et al., 1993, 2002; Levitsky and Strupp, 1995).  Several ontogenic steps of brain 

development including neuronal proliferation and migration, brain growth spurt and 

myelination are altered by protein malnutrition (Gressens et al. 1997).  In a model of early 

protein malnutrition, i.e., first two weeks of gestation – mimicking an acute nutritional 

insult that may occur in early pregnancy, Gressens et al. (1997) observed abnormal brain 

developmental pattern with delayed astrocytogenesis, decreased programmed cell death (a 

critical developmental step necessary for normal brain development), abnormal 

synaptogenesis and neuronal differentiation.  Del Angel-Meza and collaborators (2001) 

showed a delay in granule cell migration in cerebellar cortex of rats submitted to different 

models of malnutrition.  Regarding the GABAergic system, there is accumulating 

evidences for significant alterations in response to malnutrition, including ontogenic 

changes in the mRNA level of configuration of certain GABAA receptors subunits (Steiger 

et al, 2003; 2002).  A delayed developmental pattern of GAD activity was also observed by 

Del Angel-Meza and collaborators (2002). 

  Considering that four identified GATs are predominantly glial or neuronal, that 

there is a developmental profile of GATs expression and evidences that malnutrition affects 

the GABAergic system in many ways, arises the question if malnutrition could lead to an 

altered developmental GATs expression pattern.  To investigated this question we use two 

selective GATs inhibitors: β-Alanine, a potent GAT-3 antagonist and L-DABA (L- 

diaminobutyric acid), which displays high affinity for GAT-1 as well as GAT-2, but is less 

potent for GAT-3 (Borden et al., 1992) and is classically used as a general inhibitor of 

neuronal GABA transport (Schousboe, 2003).  We assessed the effect of these transporter 

inhibitors on GABA uptake in cerebral parietal cortex slices from gestational and postnatal 

malnourished rats at P7, P25 and P75-80. 

 

2 EXPERIMENTAL PROCEDURES 

2.1 Chemicals 
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γ-amino-n-butyric acid (GABA), L-2,4-diamino-n-butyric acid (L-DABA) and 3-

aminopropionic acid (β-Alanine) were from Sigma (St. Louis, USA). The radioisotope 4- 

Amino-n-[2.3-3] butyric acid (specific activity 94 Ci/mmol) was from Ammersham 

Pharmacia Biotech UK Limited (Buckighamshire,UK). Anti-GAT-1 and anti-GAT-3 

polyclonal antibodies were from Chemicon International (Temecula, CA). All other 

reagents used were of analytical grade. 

 

2.2 Animals and diet 

Female Wistar rats were mated and maintained at 22ºC on a controlled 12 h light-

dark cycle.  A group of pregnant rats (G25- control group) was fed a 25% casein diet, 

whereas the other group (G7 – malnourished group) was fed a 7% casein diet (Schweigert et 

al., 2004, 2005). Both diets were ad libitum, supplemented with 0.15% L-methionine, 

isocaloric and contained similar amounts of fat (15 %), cellulose (1%), minerals (4%) and 

vitamins (1.5%), as recommended by the Association of Official Analytical Chemist 

(Horwitz, 1980).  The diets were maintained during gestation and lactation.  After birth 

(postnatal 1- the day of birth of rats was counted as postnatal day 0), litters size were 

adjusted to 8 pups per dam and at 21 days of age, offspring were weaned onto theirs 

respective dams diet until P75-80.  Only male animals were used.  The handling and care of 

the animals were according to the Guidelines of the Committee on Care and Use of 

Experimental Animal Resources from the School of Veterinary Medicine and Animal 

Science - University of São Paulo, Brazil. 

 

2.3 Protein estimation and body/brain weight 

 Body and brain weights were taken and recorded on P7, P25 and P75-80.  

Estimation of protein content in total cortex and in membrane preparation was according to 

the method described by Peterson (1977). 
 

2.4 [3H] GABA uptake assays  

Experiments of uptake were according to Frizzo et al. (2002) and Thomazi et al. 

(2004) performed for glutamate and adjusted for GABA uptake and inhibition. At P7, P25 

and P75-80 the animals were sacrificed by decapitation, the brains immediately removed 
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and submerged in  ice-cold  Hank’s balanced salt solution (HBSS), pH 7.2, containing: 

137mM NaCl; 0.63mM Na2HPO4; 4.17mM NaHCO3; 5.36mM KCl; 0.44mM KH2PO4; 

1.26mM CaCl2; 0.41mM MgSO4; 0.49mM MgCl2 and 5,55mM glucose. Parietal cerebral 

cortices were dissected and coronal slices (0.4 mm) were obtained using a Mc Illwain tissue 

chopper.  Slices were transferred to multiwell dishes, 1 ml HBSS at 37ºC was added and 

allowed to equilibrate for 15 minutes.  Following, pre-assay incubation was performed in 

300 μL HBSS containing 1mM L-DABA or β-Alanine for 15 minutes.  [3H]GABA 25μM 

or 100μM was added to iniciate the assay, after a 15 minutes incubation period the assay 

was terminated by rapidly rinsing the slices three times with ice-cold HBSS and 

solubilization in 300 μL of 0.5 N NaOH, this lysate was kept overnight at room 

temperature.  Aliquots of lysate were used to estimate protein concentration and 

measurement of [3H] GABA by scintillation counting.  To measure sodium independent 

uptake (non-specific uptake), the same protocol above was used, although with differences 

in the temperature and medium used.  Sodium-independent uptake was determinated on ice, 

using N-methyl-D-glucamine instead of NaCl. The results were subtracted from the total 

uptake to obtain the specific one. Both, specific and non-specific, uptakes were performed 

in triplicate. 
 

2.5 Measurement of Lactate Dehydrogenase (LDH) Activity 

 To evaluate the integrity and viability of slices after the pre-incubation/incubation 

period, an aliquot of the supernatant of each incubation condition was withdrawn and 

frozen for determination of LDH leakage. LDH activity was evaluated using an assay kit 

(Doles Reagents, São Paulo, Brazil), which measures the amount of a colored complex 

derived from the NADH formed by the enzymatic reaction using a spectrophotometric 

method (510nm).  
 

2.6 Crude membrane preparation 

Crude membrane fraction was processed according to a modification of Minelli and 

collaborators (1996), briefly, cerebral hemispheres homogenized in ice-cold 

homogenization buffer containing 0.32M sucrose, 1mM EDTA, 0.25mM dithiothreitol 

(DTT), 0.5mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) and 1μg/ml leupeptin in 4mM 
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Tris-HCl (pH 7.4).  The homogenate was cleared at 1,000 x g for 15 minutes at 4ºC and the 

resultant supernatant was centrifuged again at 7,000 x g for 15 minutes at 4°C. The 

supernatant was centrifuged at 100,000 x g for 1h at 4ºC. The resulting crude membrane 

pellet was washed by centrifugation in 25mM Hepes containing a protease inhibitor 

cocktail.  Aliquots were taken for protein estimation and for electrophoresis in 2x 

concentrated sample buffer (4% SDS, 20%glycerol, 5% β-mercaptoethanol, 125 mM Tris-

HCl (pH 6.8). 
 

2.7 Electrophoresis and immunoblottig 

Proteins (30 μg/lane) were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

using 7.5% mini-gels (Laemmli, 1970). Following electrophoresis, proteins were 

transferred to a nitrocellulose membrane using a Bio-Rad mini Trans-Blot system 

according with Towbin et al. (1979). Membranes were blocked for 2 hours in 2% bovine 

serum albumin (BSA) or 5 % non-fat milk, 0.05% Tween-20 in Tris buffered saline (pH 

7.4) and incubated at least 2 hours with primary antibody 1:400 anti-GAT-1 or anti-GAT-3 

(Chemicon International, Temecula, CA).  Subsequently, membranes were incubated for 

additional 2 hours with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (1:1000 

anti-rabbit, Amersham).  Membranes were then developed with ECL (Amersham).  

Analysis of the intensity of the bands and measurement of total area of obtained peaks were 

performed using the public domain image analysis program ImageJ (available at 

http://rsb.info.nih.gov/ ).    

 

2.6 Statistical analysis 

 Statistical analysis of the data was performed by (i) ANOVA for multiple groups 

comparison, followed by the Duncan’s post hoc test for GABA uptake; (ii) Student t-test 

for body and cerebral weights, P < 0.05 was considered significant. 

 

3 RESULTS 

3.1 Body and brain weights 

Average of body and brain weight in the malnourished group was significantly 

lower than control throughout the pre-weaning period up to P75 (Table 1, P<0.05), but 
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protein concentration in cerebral cortex did not differ.  The litter size did not differ 

significantly between groups with 10.9 ± 1.8 (mean ± standard deviation) pups / litter in the 

G25 and 9.9 ± 2.2 pups in the G7 group (n=20 in each group). 

 

3.2 GABA uptake by cerebral cortex slices 

GABA uptake at P7 in control rats was higher than in other ages studied and 

declined toward adult levels already at P25 (Fig. 1A and B), whereas in the malnourished 

group there was maintenance of high GABA uptake levels until P25. Although there is a 

decline from P7 to P25 on GABA uptake in this group, it did not reach adult values (Fig. 

1A and B). Gestational and postnatal protein malnutrition induced higher GABA uptake by 

cerebral cortex slices at P7 (with 25μM [3H] GABA in incubation medium) and P25 (with 

both [3H] GABA concentration). At P75 both groups had a similar uptake pattern (Fig. 1A 

and B). The observed similar proportional profile of uptake with different GABA 

concentrations in the incubation medium, was nearly 3.31 times higher in the slices 

incubated with 100 μM GABA in both diet groups (Fig. 1A and B).  Slices did not present 

any significant leakage, less than 3% of the cytosolic marker LDH, indicating the absence 

of damage in our assay conditions (data not shown). 

 

3.3 GABA uptake inhibition by β-alanine and L-DABA 

GABA uptake inhibition by β-alanine is higher at P7 in the control group as 

compared with P25 and P75, where the inhibition percentual is significantly decreased and 

exhibit equal values (Fig. 2A). Otherwise, GABA uptake inhibition in the malnourished 

group keeps itself at higher levels at P7 and P25, decreasing only at P75. At P25 β-alanine 

displays significantly different inhibition pattern between groups, with higher inhibition in 

the malnourished group (Fig. 2 A and B).  

In contrast, L-DABA displays the same inhibition percentual pattern in the same 

group at different ages and in the same age in different diet groups as well (Fig. 3A and B). 

  

3.4 Immunoblotting 
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 Immunocontent of GAT-3 in crude membrane preparation of P7 malnourished rats had 

a 35 % increase in comparison with controls at same age, while GAT-1 was not altered by 

the type of diet at this age (Fig. 4).  

  

4  DISCUSSION 

 Our results regarding GABA uptake in control rats (Fig. 1A and B) agree with 

previous findings that in the developing cortex GABA uptake transiently increases (Coyle 

and Enna, 1976; Blakely et al., 1991, Redburn et al., 1978) then decline towards adult level 

by 3 – 4 weeks after birth (Coyle and Enna, 1976; Hitzemann and Loh, 1978). 

 Malnutrition causes a different profile: rats maintain high GABA uptake until P25 

and an apparent delayed decline towards adult values. The higher GABA uptake by 

malnourished rats at P25 in comparison with the same age control group, as reported 

previously (Schweigert et al, 2005), is also noticed at P7 in 25μM [3H] GABA. GABA 

uptake reached a similar pattern between groups at P75, which can also point to a delayed 

developmental profile in the malnourished group (Fig. 1A and B).  

β-alanine, a potent GAT-3 antagonist (Borden et al., 1992), inhibited GABA uptake 

significantly in P7 control rats and this percentage decreases as maturation proceeds. Wong 

and McGeer (1981) described higher effect of β-alanine at perinatal ages and suggest that 

GAT-3 is accounted for the largest fraction of GABA transport in the neocortex. This 

conclusion is associated to the knowledge that GAT-1  mRNA  is low at early postnatal age 

and increases steadily in the first two postnatal weeks to reach the adult pattern 

approximately at P30 (Yan et al., 1997, Minelli et al., 2003).  

 The facts that we found a high similar GABA uptake inhibition at P7 and P25 in 

cerebral cortex slices of malnourished rats (Fig. 2A and B), and higher GAT-3 

immunocontent in cerebral membranes (Fig. 4) may indicate that GAT-3 is still highly 

representative in P25 malnourished rats, differently from control group where the inhibition 

profile induced by GAT-3 antagonist β-alanine is lower at P25 and reached adult pattern 

already at this age. L-DABA, otherwise, inhibited GABA uptake at the same manner in an 

ontogenic and/or nutritional point of view, in agreement with earlier studies by Balcar and 

Johnston (1989).  These results and the observation that GAT-1 immunocontent is 
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unaffected by malnutrition at P7 and P25 suggest that the high GABA uptake in 

malnourished rats is predominantly due to GAT-3. 

 We should also consider that GATs are subject to regulatory mechanisms with an 

improvement in transport correlated with an increase in surface transporter expression in 

response to increasing extracellular GABA concentrations (Bernstein and Quick, 1999). 

Even if there is an effect of extracellular GABA, which seems apparent when we compare 

the effect on uptake in both GABA concentrations in the incubation medium and could 

influence the inhibition percentual (Fig. 1A and B; 2A and B), it is not misunderstanding 

that malnourished rats react differently. Although it is, in our experimental model, difficult 

to isolate primary modification of GATs from secondary adaptative changes induced by 

extracellular GABA, it is tempting to speculate that it may be part of a “reprogramming” 

with maintainance of its immature pattern occurring as a response to malnutrition, as we 

can see in delay/alterations of several other parameters involving neurotransmission in 

malnourished rats (Gressens et al. 1997, Steiger et al, 2003, Del Angel-Meza et al., 2001 , 

Del Angel-Meza et al., 2002). 

 The physiological instance of cortical neurons expressing GAT-3 in early 

development is known. After ischemic injury Melone et al. (2003) showed a markedly 

novel GAT-3, but not GAT-1, cortical pyramidal neurons expression, indicating that during 

ischemia GAT-3 expression undergoes a revertion to its immature pattern (Conti et al, 

2004).  Whether the highest inhibition effects of β-alanine in P25 malnourished rats, are due 

to GAT-3 localized predominantly in the mature expression pattern, i.e., in astrocytes, or in 

an immature pattern (neurons) remains to be cleared. It also arises the question whether 

there is an adaptative compensatory modulating response to malnutrition based on the 

notion that GABA taken up into GABAergic neurons may be reutilized as a 

neurotransmitter, while that taken up into surrounding glia is lost trough metabolism via 

GABA transaminase and the tricarbocylic acid cycle (Schousboe, 2003; Schousboe et al, 

1983) or not.  

 The higher GABA uptake by developing malnourished rats (P7) and the higher 

GAT-3 immunocontent  - which is probably expressed in the very same layers where 

GABAA receptors are densest as described by Fritschy (1994) and Poulter (1992), and 

involved in modulation of GABA’s trophic action as suggested by Conti (2004) - could be 
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an adaptative/compenstory mechanism in modulating GABA’s trophic action in 

malnourished rats already at this age. 

Another question that arrives from our results is the apparently normalization of 

GABA uptake (and probably GAT-3 expression as evidenced by similar inhibition) at P75 

which could express a “delay” in GABAergic mature function, but considering other 

maintained altered reactions of adult rats to drugs that acts at GABAergic system, like 

benzodiazepines and ethanol (Tonkiss et al., 2000; Borghese et al., 1998,Cordoba et al., 

1996; Almeida et al., 1996, Brioni et al., 1989), we must consider that this is only one 

parameter and several other mechanism may be responsible for altered GABAergic 

neurotransmission in adult rats. 
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FIGURE LEGENDS 
 
 
Figure 1- GABA uptake by cerebral parietal cortex slices of well and malnourished rats 
incubated for 15 minutes with 25 μM (Fig A) or 100 μM [3H]GABA (Fig B). Data are 
represented as mean ± SEM (bars) and obtained from 4 independent experiments, which 
were done in triplicate for 12 animals per group and age. Different letters show significant 
difference between groups. P < 0.05 (one-way ANOVA followed by Duncan’s multiple 
range test).    
 
Figure 2 - GABA uptake inhibition percentual in cerebral parietal cortex slices from well 
and malnourished rats, preincubated/incubated with β-Alanine (1mM) and incubated with 
25 μM (Fig A) or 100 μM [3H] GABA (Fig B). Data represented mean ± SEM (bars) of the 
inhibition percentual of specific uptake from each diet/age group and are from 4 
independent experiments, done in triplicate for 12 animals per diet group/age. Different 
letters show significant differences between groups. P < 0.05 (one-way ANOVA followed 
by Duncan’s multiple range test).    
 
Figure 3 - GABA uptake inhibition percentual in cerebral parietal cortex slices from well 
and malnourished rats, preincubated/incubated with L-DABA (1mM) and incubated with 
25 μM (Fig A) or 100 μM [3H]GABA (Fig B). Data represented mean ± SEM (bars) of the 
inhibition percentual of specific uptake from each diet/age group and are from 4 
independent experiments, done in triplicate for 12 animals per diet group/age. Different 
letters show significant differences between groups. P < 0.05 (one-way ANOVA followed 
by Duncan’s multiple range test).    
 
Figure 4 – Immunocontent of GAT-1 and GAT-3 in crude membrane extract.  
Immunoblotting of a membrane preparation (30 μg/lane) of malnourished (G7) and control 
(G25) rats at P7 probed with specific antibodies to GAT-1 or to GAT-3, both at 1:400.  
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Table 1– Effect of Pre and Postnatal Malnutrition on Body and Cerebral Weight and 
cerebral cortex (cxt) protein content 

            Body weight (g) Brain weight (mg) Cerebral Cxt. protein (mg%) 
 G25 G7 G25 G7 G25 G7 
P7 15.9 ± 1.3 9.0 ± 1.7** 587.8 ± 48.1 537.0 ± 30.1* 10.2 ± 1.4 9.8 ± 2.2 
P25 67.4 ± 5.0 23.2 ± 5.5** 1245.0 ± 133.0 537.0 ± 30.1* 12.3 ± 1.1 13.6 ± 2.6 
P75 365.4 ± 29.5 95.0 ± 4.3** 1415.0 ± 53.0 1050.0 ± 57.0** 13.1 ± 0.6 11.9 ± 1.6 
Note: Data are expressed as mean ± SDM. ** P < 0.01; * P < 0.05 compared to G25 (Student´s t test) (n = 15-
20 to each group). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 18

0

40

80

120

160

200

P7 P25 P75

Age (days)

G
A

B
A

 u
pt

ak
e

 (p
m

ol
/m

g 
pr

ot
/m

in
)

G25

G7

a
a

b

c
c c

 
 
 
 

0

200

400

600

P7 P25 P75

Age (days)

G
A

B
A

 u
pt

ak
e 

(p
m

ol
/m

g 
pr

ot
/m

in
)

G25
G7

a
a

b b b

c

 
Figure 1 A and B - 
 
 
 
 

A 

B 



 19

0

10

20

30

40

50

60

P7 P25 P75
Age (days)

G
A

B
A

 u
pt

ak
e 

in
hi

bi
tio

n 
(%

)

G25
G7

a
a a

b b b

 
 
 

0

10

20

30

40

50

60

70

P7 P25 P75

Age (days)

G
A

B
A

 u
pt

ak
e 

in
hi

bi
tio

n 
(%

)

G25
G7

a
a

a

b

b b

 
 
 
 
Figure 2 A and B -   
 
 
 
 
 
 

A 

B 



 20

0

20

40

60

80

P7 P25 P75

Age (days)

G
A

B
A

 u
pt

ak
e 

in
hi

bi
tio

n 
(%

G25
G7

   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 3 A and B - 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

A 

 

0

20

40

60

80

P7 P25 P75

Age (days)

G
A

B
A

 u
pt

ak
e 

in
hi

bi
tio

n 
(%

)

G25
G7

B 



 21

 
 
 
 

 
Figure 4 - 


	Dev Brais Res - anexo2.pdf
	Gestational and postnatal malnutrition affects sensitivity of young rats to picrotoxin and quinolinic acid and uptake of GABA by cortical and hippocampal slices
	Introduction
	Experimental procedures
	Chemicals
	Animals and diets
	Body and brain weights
	Picrotoxin (PCT)-induced seizure
	Quinolinic acid induced seizure
	[3H]GABA uptake by cerebral cortex and hippocampus slices
	[3H]Glutamate uptake by cerebral cortex and hippocampus slices
	Protein determination
	Statistical analysis

	Results
	Body and brain weight
	Picrotoxin-induced seizures
	[3H]GABA uptake
	Quinolinic-acid-induced seizures
	[3H]Glutamate uptake

	Discussion
	Acknowledgments
	References





