UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PPG-NEUROCIENCIAS

ESTUDO DE PARAMETROS ASTROCITARIOS (GFAP, S100B E
GLUTAMINA SINTETASE) NO HIPOCAMPO EM RATOS ALIMENTADOS
COM A DIETA CETOGENICA

DISSERTACAO DE MESTRADO

MARIANE CASTRO DA SILVA

ORIENTADOR: PROF. CARLOS ALBERTO GONCALVES

PORTO ALEGRE

2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PPG-NEUROCIENCIAS

ESTUDO DE PARAMETROS ASTROCITARIOS (GFAP, S100B E
GLUTAMINA SINTETASE) NO HIPOCAMPO EM RATOS ALIMENTADOS
COM A DIETA CETOGENICA

DISSERTACAO DE MESTRADO

MARIANE CASTRO DA SILVA

ORIENTADOR: PROF. CARLOS ALBERTO GONCALVES

Dissertacdo apresentada ao Programa de Po4s-
Graduagao em Ciéncias Bioldgicas: Neurociéncias,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
como requisito para a obtencéo do grau de Mestre.

PORTO ALEGRE

2005



“A verdadeira viagem
do descobrimento ndo
consiste em buscar
novas paisagens, mas
em ter novos olhos”.
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Resumo

A dieta cetogénica (DC) é uma dieta com baixos niveis de carboidratos e
proteinas e altos niveis de gordura, incluida como pratica médica contra
desordens convulsivas, particularmente em criangas refratarias a tratamentos
com drogas antiepilépticas convencionais. Contudo, a base molecular do
efeito terapéutico permanece incerta. Considerando as evidéncias da
importancia das células gliais para o desenvolvimento neuronal,
sobrevivéncia e plasticidade, investigou-se marcadores astrocitarios
protéicos de ratos alimentados com a DC, em diferentes regides do
hipocampo, estrutura comumente envolvida em desordens convulsivas.
Encontrou-se um aumento transitério na GFAP na regido CA3 do hipocampo,
mas nao nas regides CA1 e giro denteado. Esta mudanca nao foi
acompanhada por mudangas no conteudo de S100B ou na atividade da
glutamina sintetase. Com o intuito de avaliar um possivel comprometimento
hipocampal foi investigado o comportamento cognitivo espacial com a tarefa
do labirinto aquatico. Nenhuma mudanga foi observada. Esta gliose
transitoria na regido CA3 pode estar relacionada a ou preceder outras
mudancgas na vizinhanga talvez envolvidas na atenuacdo das desordens
convulsivas. Os dados reforgam a importancia dos astrécitos hipocampais

como alvos durante a ingestdo da DC.
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1. Introducédo — A Dieta Cetogénica

A dieta cetogénica tem sido usada no tratamento de desordens
convulsivas, particularmente em criangas refratarias ao tratamento
farmacolégico. De fato, manipulagdes dietéticas para tratar convulsbes tém
sido usadas desde o quinto século antes de Cristo, quando Hipdcrates
descreveu um homem cujas convulsdes foram completamente curadas pela
total abstinéncia de agua e comida. Galeno sugeriu um papel na etiologia da
epilepsia, e recomendava uma “dieta atenuada” para muitos pacientes.
Descri¢des biblicas consideravam o valor do jejum para controlar as crises.
No século oitavo, o renomado médico Avicena recomendava um tratamento
que consistia em evitar determinados alimentos. Resumindo, as primeiras
tentativas de induzir cetose para o tratamento das crises ndo eram
precisamente estabelecidas, mas o estimulo parece vir da observacédo que
as crises tinham remissbes temporarias durante o jejum (Prasad &
Stafstrom,1998; Nordli, 2002).

Porém, a cetose poderia ser perigosa: seria a ante-sala da
potencialmente fatal cetoacidose diabética, em que os corpos cetdnicos
alcangavam cerca de 25 mM no sangue, causando deplecao de bicarbonato
até proximo a zero. Isto acompanhado de hipovolemia devido a perda
urinaria de agua da hiperglicemia e glicosuria, mais a perda de Na* e K* da
cetonuria, tornavam a condig&o fatal se ndo tratada (Veech et al, 2001).

Mas a cetose é uma resposta fisiolégica ao jejum na espécie humana.
Uma leve cetose pode ser terapéutica em uma série de doengas. Um nivel
de corpos cetdnicos de 5 a 7mM em homens em jejum €& essencial para
preservar a massa muscular da conversdo a glicose para 0 consumo
encefalico. Além disso, inanicdo ocasional foi um estado normal durante
nossa evolugdo como cacgadores-coletores. A cetose suave de 2 a 7TmM
persiste hoje tanto no homem como nas outras espécies (exceto alguns
ruminantes). A espécie humana é diferenciada dos outros animais por sua
grande taxa peso encefélico/peso corporal e o encéfalo requer um grande
aporte energético. De fato, 20% do consumo corporal de O, é requerido para

suprir 1,5 Kg de encéfalo (2% do peso corporal) (Veech et al, 2001).



Em 1921, Geyelin fez as primeiras observagdes clinicas sobre a
regulagéo e convulsao, especificamente notando que muitos paciente ficaram
livres das convulsdes durante o jejum (Prasad & Stafstrom,1998). No mesmo
ano, Wilder na Clinica Mayo, introduziu uma dieta rica em gorduras e pobre
em carboidratos e proteinas para induzir os efeitos metabdlicos do jejum em
um tratamento para a epilepsia (Wilder, 1921).

Com o sucesso em reduzir as crises, ela passou a ser utilizadas por
neurologistas para (1) Crises refratarias a terapia medicamentosa; (2)
toxicidade medicamentosa; (3) crises provocadas por deficiéncias nas
proteinas transportadoras de glicose (Doenca de deVivo, transportador
GLUT1) e (4) deficiéncias da piruvato desidrogenase (Nordli, 2002).

Entre as décadas de 1950 e 1980, com o advento de novos farmacos
antiepilépticos, a terapia cetogénica caiu em desuso. Dietas classicas, como
as de Wilder ou Livingston, sdao baseadas no consumo de uma alta
porcentagem de acidos graxos saturados de cadeia longa, com uma taxa de
4:1. Sendo assim, é considerada relativamente impalatavel, com baixa
aceitacdo, especialmente entre as criangas mais velhas, que ja possuem
preferéncias alimentares. Além disso, a média plasmatica de colesterol
nestas criangas aumenta de 168 para cerca de 220 mg/100 mL, com um
decréscimo na HDL, aumento da LDL e elevagao dos triglicerideos totais
sistémicos, colocando-os em um grande risco de desenvolver aterosclerose.
Na pratica, esta dieta € raramente usada em pacientes com mais de 17 anos
de idade (Veech et al, 2001).

Entretanto, na ultima década a dieta cetogénica voltou a ser uma
alternativa diante dos casos refratarios, devido aos efeitos adversos das

drogas antiepilépticas, especialmente sobre as fungbes cognitivas.

1.1 Modelos Animais com Dieta Cetogénica

Poucos estudos envolvendo modelos animais com dieta cetogénica
foram publicados (Stafstrom, 1999). Este pequeno numero certamente reflete
0 sucesso das terapias medicamentosas. Mas a Dieta Cetogénica (DC) ndo é
apenas uma dieta excéntrica: ela funciona. Mas por que um modelo animal?

Porque como vemos na tabela 1, podemos controlar diversas variaveis:



Tabela 1: Vantagens de um modelo animal

Controla-se precisamente a dieta; variagbes na razdo cetogénica,
constituintes, ingestéo caldrica, balango fluido;

Pode-se quantificar anormalidades bioquimicas e neuroldgicas;

Compara-se a efetividade em funcéo da idade do animal;

Correlaciona-se achados em varios niveis: todo o animal, circuitos
locais, membrana celular, subcelular;

Estuda-se efeitos da DC sobre o comportamento, aprendizado e
cognigao;

Adaptado de Strafstrom (1999)

Ja foram realizados experimentos em coelhos, ratos e camundongos
(Strafstrom, 1999), com diferentes composi¢cdes de dieta, diferentes tempos
de administracdo para modelos diferentes de inducao de epilepsia. Com seus
resultados, o uso da dieta aponta para as seguintes questdes:

i. Epileptogénese: como a DC maximiza a inibigdo da
epileptogénese;

ii. Comportamento e cogni¢cdo: observagdes nao-clinicas afirmam
que criangas mantidas nesta dieta tornam-se mais atentas,
porém até hoje especula-se a causa: por redugdo das
convulsoes, efeito da cetose ou ambos;

iii.  Composi¢ao e administragdo da DC: obter formas maximizadas
de administracéo da DC;

iv. Interacbes com farmacos antiepilépticos:

v. Mecanismos: efeitos da DC na estabilidade intrinseca das
membranas neuronais, além da relagdo com a glia circundante
e sistemas de neurotransmissores.

Diversas hipoteses tém surgido para explicar a redugao da
epileptogénese induzida por esta dieta. Isto inclui efeitos sobre os
lipideos das membranas neuronais ou gliais (composi¢gao, mobilidade
ou fungéo), sobre o metabolismo energético cerebral (metabolismo da
glicose, resultando em elevagao do limiar convulsivo) ou efeitos sobre
a excitabilidade neuronal (através de interagbes com

neurotransmissores) (Stafstrom, 1999).



1.2 O hipocampo e seus astrocitos

O hipocampo comumente esta envolvido na génese de disturbios
convulsivos em humanos e em roedores (Morimoto, 2004), Registros de
eletroencefalograma de pacientes com epilepsia do lobo temporal mostram
geralmente anormalidades de descarga, originarias no hipocampo ou em
locais relacionados (Engel, 1996).

O interesse dos pesquisadores no hipocampo deve-se ao fato de ser
uma area altamente reativa a uma variedade de tratamentos. Também é
altamente suscetivel ao dano neuronal e a reorganizagdo da circuitaria
induzida por repetidas descargas epilépticas. Virtualmente quaisquer
elevagbes substanciais nos niveis normais de atividade nesta estrutura
disparam centenas de mudancas mensuraveis nas células hipocampais,
circuitos e fungdes (Morimoto et al, 2004)

O hipocampo, de acordo com a terminologia de Lorente de N6 (1934),
é dividido em regides — CA1, CA2, CA3 e CA4. Embora a proporgédo e
localizagdo anatdomicas do hipocampo sejam absolutamente distintas entre
humanos e roedores, os circuitos neuronais entre as sub-regibes sao
similares (Bear et al, 2002). No rato, As regides CA3 e CA2 formam uma
grande cavidade inferior, e a regido CA1 forma uma regido distal dorsal. As
regides CA3 e CA1 apresentam também uma clara diferenciagao entre si, no
tamanho das células piramidais e nas conexdes neuronais de cada regiao.
As células piramidais da regido CA3 recebem terminacdes das fibras
musgosas a partir do giro denteado, mas as células piramidais da regido
CA1, ndo. A regido CA2 é uma estreita zona de células interpostas entre CA3
e CA1, que possuem grandes corpos celulares piramidais como CA3, mas
nao recebem inervagao das fibras musgosas, como CA1. Apesar desta
divisdo ser questionada, a soma das evidéncias parecem confirmar uma
diferenga anatémica e talvez funcional com relagdo as outras regides
(Paxinos, 1995). A via septo-hipocampal é uma importante aferéncia
colinérgica ao hipocampo, provavelmente projetando para as regides
dendriticas proximais de neurbnios piramidais e para os interneurénios
(Haas, 1983). Ja o giro denteado, junto com o hipocampo e o subiculum, faz
parte da formacdo hipocampal, envolvida com outras partes do sistema

limbico na formagao da memodria.



Trabalhos com ratos mostraram que os requerimentos temporais para
o hipocampo dorsal e o hipocampo ventral sio diferentes para a
consolidagdo na tarefa de esquiva inibitéria: o hipocampo dorsal foi
necessario durante os 90 minutos e o restante do hipocampo somente
durante 15 minutos apds a aquisicao (Lorenzini et al., 1999). O hipocampo
dorsal parece ser preferencialmente envolvido nas tarefas requerendo o uso
de estratégia de localizagdo. O hipocampo ventral parece estar envolvido na

avaliacdo do medo e elaboracdo. Outra informacao importante € que a inati-
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Figura 1 - A rede hipocampal: o hipocampo forma principalmente uma rede
unidirecional, com aferéncias do cortex entorrinal (EC) que forma conexdes com o
giro denteado (DG) e neurdnios piramidais de CA3 através da via perforante (PP) —
separando para lateral e medial. Os neurénios de CA3 recebem aferéncias vindas
do giro denteado através da via das fibras musgosas (MF). Eles enviamaxénios as
células piramidais de CA1 através da via colateral de Schaffer (SC), assim como das
células da regido CA1 do hipocampo contralateral através da via comissural
associacional (AC). Os neurbnios de CA1 também recebem aferéncias diretamente
da via perforante e enviam axdnios para o subiculum (Sb). Estes neurdnios por sua
vez enviam a principal eferéncia dorsal para o EC, formando uma alga. Adaptado de

www.bris.ac.uk.

vacao bilateral do hipocampo é necessaria para interromper a resposta na
Esquiva Inibitéria (Lorenzini et al., 1999). Uma importante caracteristica é
que o hipocampo é uma estrutura importante para a aquisicdo e para o
processo inicial da consolidagdo da memoaria (Izquierdo et al., 1997; Quillfeldt
et al., 1996).

Os astrécitos no hipocampo tém um didmetro de 10 a 20um e seus
processos estendem-se por até 20-30 um, formando células estreladas, que
no stratum radiatum da area CA1 sdo radiais (Rocha et al, 1998). Ocupam

entre 4 e 8% do volume hipocampal total, sendo assim o subtipo glial



predominante (Ventura & Harris, 1999). Junto a eles também encontram-se
oligodendrdcitos e microgliocitos. A presencga astrocitica proxima as sinapses
€ importante para a funcdo sinaptica. Eles exercem influéncia através da
modulacdo do  volume, composicdo, concentracdo de ions,
neurotransmissores, neuromoduladores e recursos energéticos dentro do
espago extracelular. O envolvimento de astrécitos na regulacédo da
neurotransmissdao tem sido bastante evidenciado, sendo a sinapse
considerada uma triade funcional: pré-sinapse, pos-sinapse e peri-sinapse
astrocitica (Araque et al, 1999).

Além disso, os astrécitos também funcionam como elementos de
transmissao nao-sinaptica, através de uma rede chamada sincicio astrocitico.
Ocorre a difusdo de moléculas no sincicio através de jungdes comunicantes
entre os astrécitos. O calcio € um exemplo, ja4 que se propaga em ondas
através do sincicio, induzido pelo glutamato (Frées & Menezes, 2002; Araque
et al, 2001). Estas ondas de calcio resultam em modulac¢do a longa distancia
na composicdo e concentragdo de moléculas no espaco extracelular se o
fluxo de calcio entre os astrécitos através da rede conduzir a uma liberacao
calcio-sensivel e captagao de ions e neuromoduladores.

Evidéncias sugerem que a glicose é parcialmente metabolizada pelos
astrécitos e produtos intermediarios sao liberados para o uso neuronal
(Tsacopoulos & Magistretti, 1996). No hipocampo, quando o metabolismo
glial é bloqueado por fluorocitrato, um inibidor do ciclo de Krebs glia-
especifico, a transmissao sinaptica é inibida (Keyser & Pellmar, 1994). Isto
significa que os neurdnios dependem dos astrécitos para fornecer o
combustivel para a funcdo sinaptica e neuronal. Além disso, outras
evidéncias sugerem que o aporte energético oferecido pelo astrocito é
dependente da atividade sinaptica. O glutamato estimula a captagdo da
glicose e subsequente liberagdo de lactato no espaco extracelular (Pellerin &
Magistretti, 1994; Pfrieger & Barres, 1996). Deste modo, a atividade neuronal
depende de e resulta em liberacdo de substratos energéticos pela glia. Além
do suporte energético, da captagdo de neurotransmissores e da defesa
antioxidante (Pellerin & Magistretti, 1994) os astrécitos liberam diversos

fatores neurotréficos para sobrevivéncia e plasticidade neuronal, tais como



BDNF (brain-derived neurotrophic factor — fator neurotréfico derivado do
encéfalo) e S100B.

1.3 A Proteina S100B

As proteinas S100 foram descritas pela primeira vez em 1965 por
Moore, tendo recebido este nome por serem parcialmente soluveis em uma
solugéo de sulfato de aménia 100%, em pH neutro.

A S100B é uma proteina astroglial envolvida na regulagdo do
citoesqueleto e possivelmente do ciclo celular (Donato, 2001). Modula a
fosforilagao de diversas proteinas do citoesqueleto, incluindo a proteina glial

fibrilar acida (GFAP), formadora dos filamentos intermediarios astrocitarios

Figura 2 - Estrutura da S100B: estrutura do dimero de S100B ligada ao calcio
(esferas cor-de-rosa nas algas L1, L2, L1’ E L2’) (A) e livre de Calcio (B). Note

que a molécula estende-se quando se liga ao calcio. Adaptado de Donato, 1999.



(Ziegler et al, 1998). Além disto, tem uma agao neurotrofica sobre neurdnios,
tendo um papel importante durante a sinaptogénese (Asmitia et al, 1990;
Kligman et al., 1987; Selinfreund et al, 1991). A S100B tem sido usada como
marcador de gliose e/ou ativagao glial em diversas situagdes fisiopatoldgicas
(O’'Dowd et al., 1997).

Estudos comportamentais utilizando-se tanto animais transgénicos
(Gerlai et al.1994 e 1995; Roder et al., 1996), quanto a injecdo de antisoro
para S100B em animais normais (Gromov et al., 1994; Karpiak et al., 1976;
O’Dowd et al.,, 1997) mostram que sua diminuicdo provoca déficits de
memoria para as tarefas de aprendizado no labirinto em T, esquiva inibitdria,
labirinto aquatico e desenvolvimento de reflexo condicionado alimentar.
Como sua injegao intrahipocampal nas tarefas de esquiva inibitéria e
habituagdo ao campo aberto provocaram uma facilitacdo robusta na primeira
tarefa e uma nao tao clara na Segunda (Mello e Souza et al., 2000) e como
em fatias hipocampais a S100B provoca o bloqueamento da LTP (Lewis &
Teyler, 1986), € possivel que esta proteina aja também na plasticidade

sinaptica e processamento da informacéo.

1.4 A proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)

Originalmente descoberta em casos de esclerose multipla, doenga
caracterizada por desmielinizagcdo, intensa gliose reativa e formagao de
cicatrizes compostas de axénios expostos circundados por astrdcitos repletos
de filamentos gliais; é a principal proteina de filamentos intermediarios de 8-9
nm em astrécitos maduros no SNC. E moduladora da estabilidade estrutural
dos processos astrociticos (Eng et al, 2000).

No SNC de vertebrados superiores, seguidos de injuria resultante de
trauma, doencga, desordem genética ou insulto quimico, os astrocitos tornam-
se reativos e respondem de uma maneira tipica, denominada astrogliose
(Eng et al, 2000), caracterizada pela rapida sintese de GFAP e filamentos
intermediarios, proliferacao e/ou hipertrofia glial.

Um aumento no conteudo de GFAP em astrocitos ocorre
gradualmente durante o curso da vida em camundongos, ratos e humanos
(Dahl, 1976; Nichols et al,1993). Trés desordens mostram intensa gliose: a

esclerose multipla; a adenoleucodistrofia, desordem do metabolismo lipidico



hereditaria e a doenga de Alexander, caracterizada por grande gliose e
depdsitos de fibras de Rosenthal.

A gliose reativa ocorre em qualquer tipo de insulto ao SNC, mas a
regidao anatbmica, severidade da gliose e sequéncia de desenvolvimento
temporal varia entre doengas como a esclerose lateral amiotréfica (ELA) e as
doengas de Gertmann-Straussler (GSS), Huntington, Wilson, Pick, Parkinson,
Alzheimer e Down (Eng et al, 2000); assim como nas desordens convulsivas,
em razao formagao de cicatrizes no cortex apdés morte neuronal devido a

excitotoxicidade (Eng et al, 2000).

1.5 Glutamina sintetase (GS):

Além da GFAP e S100B, ha uma outra proteina especifica de
astrocitos que pode ser usada como marcadora de atividade glial; a
glutamina sintetase (GS). E uma enzima que catalisa a conversdo do
glutamato a glutamina na presenga de ATP e aménia, sendo uma enzima-
chave no metabolismo do nitrogénio no SNC e desempenhando as seguintes
fungdes (Petito et al, 1992):

1. a retirada de substancias neurotoxicas, como glutamato e
amonia;

2. prover de glutamina os neurbnios, para utilizagdo pela
glutaminase neuronal, sintese protéica ou metabolismo oxidativo.

Sua reagado consome uma molécula de ATP:

Glutamato + NH," + ATP — Glutamina + ADP + P,

N&o apenas modula a atividade dos neurdnios glutamatérgicos, como
também desempenha um papel no metabolismo da transmissao inibitoria
gabaérgica , através da transaminacgéo (Kosenko et al, 2003).

Nao é encontrada em neurdnios, oligodendrécitos ou microgliocitos,
apenas em astrocitos e na glia de Muller (Kosenko et al, 2003).

Sua ativagdo pode estar ligada a um aumento na sintese de
glutamina, tendo um papel na mediagao da deplecdo do ATP induzida por
amoénia e pela toxicidade e morte celular induzida por amoénia (Albrech &

Dolinska, 2001). A modulagdo da GS acontece por atividade de receptores



tipo NMDA: a ativacao destes esta ligada a formacdo de Oxido nitrico
(Kosenko et al, 2003). Este atravessa a membrana e modifica
covalentemente a glutamina sintetase (por nitrosilagdo ou nitragdo). Esta
modificagdo reduz a atividade da enzima. Modificagao reversivel, em que a
reducdo da ativagdo dos receptores NMDA reduz a inibicado ténica da
glutamina sintetase pelo oxido nitrico resultando em aumento da atividade da

enzima (Konsenko et al, 2003).
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Figura 3 — Modulacdo da glutamina sintetase pelos receptores
NMDA e o 6xido nitrico: a ativagdo dos receptores NMDA induzem a
ativagdo da oxido nitrico sintase e aumenta a formagao de 6xido nitrico
que difunde-se nos astrocitos vizinhos e modifica covalentemente. Ver
mais detalhes no texto. Adaptado de Konsenko et al, 2003.
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2. Objetivos

Considerando (i) a importancia do hipocampo na epileptogénese; (i) a
importancia da atividade glial na plasticidade neural; e (ii) a reducdo de
S100B no liquor de animais que receberam dieta cetogénica, este trabalho

teve como objetivos:

Objetivo geral
Avaliar a possivel alteracdo de parametros gliais no hipocampo de ratos

tratados com dieta cetogénica.

Objetivos especificos
1. Avaliar o conteudo da proteina GFAP em trés subregides
hipocampais: CA1, CA2 e giro denteado, durante as 6 semanas de
dieta cetogénica;
2. Avaliar o conteudo de S100B;
3. Medir a atividade da glutamina sintetase;
4. Investigar alguma alteragdo do comportamento cognitivo, dependente

do hipocampo.

11
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Abstract

The ketogenic diet (KD) is a high-fat, low-protein and low-carbohydrate diet included as medical practice against seizure
disorders, particularly in children refractory w conventional anti-epileptic drug weatment. However, the molecular basis of ies
therapeutic effect remains unclear. Considering the growing evidence for the importance of glial cells for neuronal
development, survival and plasucity, we investigated astrocyte protein markers from KD fed rats, in different regions of
hippocampus, a brain structure commonly involved in sefzure disorders. We found a transitory merement in GFAP inthe CA3
hippocampal region, but not in the CAl or dentate gyrus (DG). This change was not accompanied by changes in S100B
content or glutamine synthetase acuvity. In order to evaluate possible hippocampal involvement we mvestigated spanal-
cognitive behavior using the water-maze task. No changes were observed. This transitory gliosis in CA3 could be related to, or
precede, other assoaated changes proposed to be involved in the attenuation of sezure disorders. These data remforce the
importance of hippocampal astrocytes as cell targets during KD feeding.

Kevwords: GFADR ghoss, glutamine synthetase, ketogenic dier, S100B

preparations, including reduction of mossy fiber
sprouting (Muller-Schwarze et al. 1999}, increase in
protein phosphorylation (Ziegler et al. 2002),
decrease in dentate gyrus (DG) excitability (Bough
et al. 2003), increase in glutathione peroxidase

Introduction

Ketogenic diets (KD} have been used in medical
practice for seizure disorders of children not helped by
conventional anti-epileptic drug trearment {Hemi-
ngway et al. 2001). The KD efficacy can be evaluated

in experimental animal models of induced seizure with
kainic acid (Muller-Schwarze et al. 1999) and
pentylenetetrazole (PT'Z) (Bough and Eagles 1999;
Ziegler et al. 2004). However, the basis of the
therapeutic effect of this diet is still unknown
{Stafstrom and Bough 2003; Yudkotf et al. 2004).
The hippocampus is a crirical brain region
involved in seizure genesis, besides its physiological
role in learning and memory. Indeed, several effects
of the KD have been reported in hippocampal

activity (Ziegler et al. 2003), and activation of
mitochondrial uncoupling proteins (Sullivan et al.
2004). Although, neuronal excitability was not
affected directly by ketone bodies én virro (Stafstrom
et al. 1999), other effects induced by these energetic
substrates have been reported to be important to the
understanding of the neuroprotection induced by the
KD, e.g. acetoacetate protected hippocampal neur-
ons against glutamate-induced imury (Massieu et al.
2003).
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Astrocytes have a variety of roles in maintaining
neural tissue physiology, including energetic support,
uptake and metabolism of glutamate, antioxidant
activity and secretion of neurotrophic factors (Takuma
et al. 2004). Some metabolic alterations in astrocytes,
induced directly by ketone bodies, maybe associated
with changes in the neurotransmitters, glutamare and
GABA (Yudkoff et al. 2004) or in neurotrophic factors
(Leite et al. 2004). Recently, we described a decrease
in the content of S100B, an astrocyte-derived
neurotrophic cytokine {(Donato 2001; Van Eldik and
Wainwright 2003), in the cerebrospinal fluid of KD
ted rats (Ziegler et al. 2004).

In this study, we investigated three specific astrocyte
markers to evaluate glial activation, glial fibrillary acid
protein, S100B and glutamine synthetase activity, in
different hippocampal regions of rats fed with KD for
6 weeks. In addition, the spatial-cognitive behavior of
these animals was evaluated using the water-maze task
at the end of treatment, in order to assess the
hippocampal integrity (McDonald et al. 2004).

Materials and methods
Animals and dier

Thirty-day-old, 75 male Wistar rats from the local
breeding colony were divided into two groups: G,
control rats that received regular laboratory ration and
K, rats that received the KD (Table I), prepared as
described previously (Ziegler et al. 2002). All animals
were fed and provided with water ad libirum for six
weeks. Sixteen animals (eight from each group) were
sacrificed in the first and sixth week for neurochemical
analysis. Other seventeen animals were used for
behavior task. Procedures were in accordance with
the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals and were approved by the local authorities.
Amimals were weighed weekly and ketonuria was
evaluated before sacrifice.

Hippocampal slices

Animals were sacrificed by decapitation, the hippo-
campiwere dissected and cutinto 0.4 mm slices with a
Mcllwain chopper. Microslices (0.5 mm in diameter)
from CAl, CA3 and DG were obtained with a
stainless steel punch. Microslices were homogenized
in PBS, pH 7.4, containing 1 mM EGTA and 1 mM
PMSF and stored at — 20°C. For glutamine synthetase
activity microslices were homogenized in 0.15 M KC1
and immediately assayed.

ELISA for S100B and GFAP

Immunocontent of S100B was measured by ELISA,
as described previously (ITramontina et al. 2000,
2002). Briefly, 50 pl of sample plus 50 pl of barbital

14

Table I. Composition of the control and KDs.
Control diet® g100g Ketogenic diet gl00g
Toral fat 12 Lard a0
Sunflower il 0.5
Protein 23 Protein® 24
Fiber 3 Fiber 1
Ash 6 Ash? 4
Vitamin 2 Vitamin® 1.5
Carbohydrates 54 Carbohydrates 0

* Commercial non-purified dier, Muvilab-CR1 (Curitba, Brazil),
+Casein, purity 87% (from Herzog, Porto Alegre, Brazil)
supplemented with 0.15% L-Methionine (from Merck, Rio de
Janeiro, Brazil, £ Mineral mixture (from Roche, 340 Paulo, Brazil),
mg/ 100 g of ration: NaCl, 557; K1, 3.2; KH.POy, 1556; MgSOy,
226; CaCQs, 1526; FeS04 THL0, 108; MnSO4H.0, 16;
ZnS0, TH.0, 2.2; CuS0,5H.0, 1.9; CoClia-6H.0, 0.09,
¥ Witamin mixture (from Roche), mg/100g of radon: Vitamin A,
4; Vitamin D, 0.5; Vitamin E, 10; Menadione, 0.5; Choline, 200;
PABA 103 Inosivol 10 Niacin, 4; Pantothenic acid, 4; Riboflavin,
0.8; Thiamin, 0.5; Pvridoxine, 0.5; Folic acid, 0.2; Biotin, 0.04;
Vitamin B 12, 0.003.

buffer were incubated for 3h on a microtiter plate
previously coated with monoclonal anti-S100B
(SH-B1, from Sigma). Peroxidase-conjugated anti-
5100 (from DAKO) was then incubated for 1h.
Color reaction with e-phenylenediamine was
measured at 492nm. The standard S100B curve
ranged from 0.1 to 4 ng/ml. Protein was measured by
Lowry’s method using bovine serum albumin as a
standard. ELISA for GFAP was carried out by
coating the microtiter plate with 100l samples
containing 30pg of protein for 48h at 4°C.
Incubation with a polyclonal anti-GFAP from rabbit
(DAKO) for 2h was followed by incubation with a
secondary antibody conjugated with peroxidase for
1h, at room temperature. The color reaction with
o-phenylenediamine was measured at 492 nm. GFAP
content in control samples in each brain region were
assumed to be 100%.

Gluramine synthetase activity

The enzymartic assay was performed according to
Petito et al. (1992). Homogenate (0.1 ml) was added
o 0.2ml of reaction mixture containing (in mM):
10 MgCl,; 50 L-glutamate; 100 imidazole— HCI bufter
(pH 7.4); 10 2-mercaptoethanol; 50 hydroxilamine —
HCI; 10 ATP and incubated for 15 min at 37°C. The
reaction was stopped by the addition of 0.8 ml of a
solution containing (in mM): 370 ferric chloride; 670
HCI; 200 trichloroacetic acid. After centrifugation,
the supernatant was measured at 530 nm and
compared to the absorbance generated by standard
quantities of y-glutamylhydroxamate (from Sigma)
treated with ferric chloride reagent.



Spatial learning

To assess spartial learning, a Morris—type water-maze
task was performed (Morns 1984; Vicente etal. 2004)
using a circular pool (180 cm diameter, 60 cm high),
filled with water (depth 30 cm; 24 = 1°C), placed in a
room that was rich in consistently located spatial cues
(including a large wood door, two prominent posters
on one wall, and the experimenter). An escape
plattorm (10cm diameter) was placed in the middle
of one of the quadrants, 1.5cm below the water
surface, equidistant from the sidewall and the middle
of the pool. The platform provided the only escape
from the water and was located in the same quadrant
in every trial. The position of the animal in the pool
was recorded during the entire experiment. Four
different starting positions were equally spaced
around the perimeter of the pool. On each of the
training days, all four start positions were used once in
a random sequence, 1.e. four training trials per day. A
trial began by placing the animal in the warter facing
the wall of the pool at one of the startng points. If the
animal failed to escape within 60s 1t was gently
conducted to the plattorm by the experimenter. The
rat was allowed to stay there for 20s. The inter-trial
mmterval was 10min. After each trial, the rats were
dried and returned to their cages at the end of the
session. Animals were trained for 5 days. Twenty-four
hours after the last training session, the rats were
subjected to a test session. Before this session, the
submerged platform was removed. The retention test
consisted of placing the animals in the water for 1 min.
The latency in reaching the original position of the
platform, the number of crossings in that place and
the time spent in the target quadrant compared to the
opposite quadrant were measured.

Sravstical analysis

Parametric data are reported as mean *+ standard
error and were analyzed by Student’s r-test (when two
groups were considered), two-way ANOVA, or by
repeated measures ANOVA.

Table 1I. Body weight and ketonuria of rars fed with KD for six
weeks.

Control rars KD rars
Body weight* 270 + 15 245 + 20
Ketonuriat + i+

*Values expressed in grams are mean * standard error from conteol

- = t ia Wi
group (n= 18) and KD group (n = 15), ' Ketonuria was measured
by a semi-quantitative test (Keto-Diastix) from Baver Diagnostics,
where negative means (-<<0.4 mM of acetcacetate); one cross and
rwo crosses mean more than 0.8 and 1.2mM of aceroacerare,
respectively. In KID group 12 animals were one-cross ketonuria and
three animals were two-crosses ketonuria.
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Results

Rarts were subjected to the control or KD for six weeks.
A non-significant decrease in body weight was
observed during this period. It is important to
mention that this decrease becomes significant after
B-10 weeks of KD feeding (data not shown).
Increased ketonemia was confirmed by a positive
ketonuria measured by a semi-quantitative test
(Table IT).

GFAP content measurement in specific hippocam-
pal regions showed an increase in GFAP in CA3 at the
end of the first week of the KD diet. At this same time
of treatment, no change was observed in DG
{(p=0.711) and a discrete increase (but no signifi-
cant, p=0.157) was observed in CAl. The CA3
change was not observed after six weeks of KD
(Figure 1).

Conversely, no changes were observed in S100B
content in the CA3 region at 1 or 6 weeks of KD

3007 1 Week
250
200 7

150

100

% GFAP immunocontent

501

CA1 CA3 DG

300 B Weeks
2501
2004

150

100 7

% GFAP immunocontent

50

CA1 CA3 DG

Figure 1. GFAP content in brain tissue of rars fed on a KD. Rars
fed on a KD were sacrificed at 1 (panel A) or 6 (panel B) weeks.
Hippocampi were dissected out and GFAP content of microslices
from specific regions (CAl, CA3 and IDG) were analyzed by ELISA.
Bars represent the mean = S.EM of control (white) and KD (grev)
groups. *Significantly different from respective control assumed as
100%, # = 0.05, n= &).
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25 CA3

20 1

157

10 1

ng ST100B/ug protein

1 Week 6 Weeks

Figure 2. S100B contentin CA3 hippocampal region of rats fed on
a KD, Rars fed with KD were sacrificed at 1 or 6 weeks. S100B
content of microslices from CA3 region was analyzed by ELISA.
Bars represent the mean = S.E.M of control (white) and KID (grey)
groups. No significant differences from the respective controls were
found (n = 8).

(Figure 2). Similarly, no changes were observed in
CAl and DG (data not shown). No increase in
hippocampal S100B occurred between 1 and 6 weeks,
independent of the diet, in keeping with the normal
ontogeny of this protein (R* = 0.276; p = 0.128).

MNo changes in glutamine synthetase activity
were observed in the CA3 region at 1 or & weeks
of the KD (Figure 3) or in any hippocampal
region (data not shown). Taking together the
enzymatic activities from all hippocampal regions
we observed a decrease between 30- and 70-old-
day rats, independent of diet (p = 0.021, inset in
Figure 3).

In order to evaluate possible non-seizure related
effects on the hippocampus, we investigated spatial-
cognitive behavior using the water-maze task. No
changes in the water-maze test were observed between
the two groups (Figure 4).

e T T - L I - A |
o o o o o Q

Activity (uMolfh/mg prot)

Discussion

There are many hypotheses to explain the antic-
onvulsant efficacy of KD in seizure disorders
(Stafstrom and Bough 2003). Recently, changes in
the expression of various genes were shown by cDNA
microarray analysis in the hippocampus of KD fed rars
(Noh et al. 2004), where an increase in the gene
expression of enzymes involved in the mitochondrial
ATP synthesis was observed, supporting the idea of an
improvement in the brain energy metabolism pro-
posed originally by De Vivo et al. (1978). Moreover,
they found an increase in the gene expression of the
monocarboxylic transporter (MCT1), as previously
described in cerebral cortex (Leino et al. 2001). All
these changes were observed during the first week of
KD feeding, suggesting important early changes.
However, no changes in gene expression of specific
astrocyte markers were detected in whole hippocam-
pal preparations. Due to the growing evidence of the
importance of glial cells for neuronal development,
survival and plasticity we investigated astrocyte
protein markers in the hipocampal regions of KD
fed rats.

Interestingly, we found a specific and significant
increment of GFAP in the CA3 region during the first
week of KD feeding. This change was not observed
five weeks later. In a previous study, we did not
observe any changes in GFAP content in whole
hippocampal slices from KD fed rats (Ziegler et al
2004). Based on the current concept of gliosis
(O’Callaghan 1991}, defined as an increase in GFAP
content, it is possible to conceive a transitory gliosis in
CA3 induced by KD diet. However, further investi-
gations using bromodeoxyuridine incorporation and
immunochistochemistry for GFAP will allow a better
characterization of this change in CA3.

51008 protein is a member of a multigenic family of
calcium-modulated proteins involved in cell growth
and cytoskeleton reorganization (Donato 2001).

60

2 40 *
2
2 20

o4

1Week 6 Weeks

-
o o

1 Week

Figure 3.

6 Weeks

Gluramine smthetase activity in CA3 hippocampal region of rats fed on a KD Rars fed with KD were sacrificed at 1 or 6 weeks.

Glutamine svathetase activity in microslices from CA3 region was determined by a colorimerric assay. Bars represent the mean = S E.M of
control (white) and KID (grey) groups. *Inset shows a significant difference berween 30- and T0-dav-old rats, when all hippocampal regions

were brought together and analvzed independently of diet (p < 0.03).
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Figure 4. Cogninve behavior i the water-maze task of rars fed on a
KD for & weeks. Sparial learning of T0-day-old control and KID fed
rats was evaluated by measurement of the latency to find the
platform (A), crossings (B) and time spent in targer quadrant (C).
Bars represent the median (with interquartile intervals) (A) or
mean * 5. E.M (B and C) of conrrol (white) and KD (grev) groups.
Control and KID groups contained 10 and 7 animals, respectively.
MNo statstical differences were found (Two-way ANOVA).

In the nervous system, this protein is primarily
expressed by astrocytes and secreted by these cells
and plays a neurotrophic role in neighboring cells. We
previously reported that the KD diet induces a
decrease in cerebrospinal fluid S100B (Ziegler et al.
2004). In this study, no changes in S100B immuno-
content were observed in CA3 or any other
hippocampal region, at 1 or 6 weeks of KD feeding.
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However, in brain tissue only a small quantity of
S100B is released into the extracellular medium
(Tramontina et al. 2002) and, therefore, changes in
CSF content are not necessarily accompanied by
sipnificant changes in the brain tissue. In fact, changes
in the secretion of S100B in astrocyte cultures induced
by ketone bodies were not accompanied by changes in
cellular content (Leite et al. 2004). This suggests that
ketone bodies may be able to induce changes directly
in S100B secretion, affecting all astrocytes or,
possibly, as yer unidentified specific populations of
astrocytes. The resulting alteration in S100B secretion
suggests some type of glial mobilization.

An interesting hypothesis for the antconvulsant
efficacy of the KD is the change in glutamate and
gamma-aminobutyric acid (GABA) neurotransmit-
ters, secondary to metabolic changes induced by
ketone bodies in astrocytes (Yudkotf et al. 2004). It
has been proposed that ketone bodies consumption
reduces transamination of glutamate to aspartate and
that, therefore, more glutamate is available for
glutamine synthesis (in astrocytes) and then GABA
{in GABAergic neurons), i.e. ketosis is accompanied
by an increase of the flux via astrocyte glutamine
synthetase. We did not find changes in the activity of
this enzyme in the CA3 or other region of the
hippocampus. Considering that this enzyme is not
modulated by allosteric effectors, itis possible that the
unchanged activity in KD fed rats observed here
reflects unchanged content of enzyme, however, this
does not rule out the putative increment in the flux
from Glu to Gln in astrocytes during ketosis (Yudkoff
eral. 2004). Moreover, ketone bodies also appear not
to affect astrocyte glutamate uptake (Yudkoff et al.
1997; Leite et al. 2004).

Based on the gliosis observed in CA3, we decided to
evaluate spatial learning behavior in these animals
later on, using the Morris water-maze. Performance in
this task is strongly linked to hippocampal function
{(McDonald et al. 2004). No alterations were observed
in the water-maze task in 70-day-old rats fed with KD
rats for six weeks. These results suggest that the
alteration observed in CA3 in the first week of KD
tfeeding hippocampus do not alter spatial memory.

It is unclear at present the meaning of this gliosis
and its relation with seizure control. It is possible that
the transitory gliosis observed in CA3 may be linked
with the control of seizure genesis. A feedback
communication, occurring between CA3 astrocytes
and DG neurons, may be involved in other alterations
previously observed, such as reduction in mossy fiber
sprouting (Muller-Schwarze et al. 1999) and decrease
in excitability (Bough et al. 2003).

In summary, we found a specific and transitory
increment in GFAP in the CA3 hipocampal region in
KD fed rats, not accompanied by changes in S100B
content or glutamine synthetase activity in this region.
The significance of this gliosis is unclear at this
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moment, but it could be related to or precede other
changes involved in the attenuation of seizure
disorders. These data reinforce the importance of
the hippocampal astrocytes as cell targets during KD
teeding.
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4. Discusséao

Ha varias hipoteses que tentam explicar a eficacia anticonvulsivante
da DC nos casos de convulsbes (Stafstrom & Bough, 2003). Muitas
mudangas na expressdao génica foram encontradas por analise de
microarranjos de cDNA no hipocampo de ratos que ingerem a DC (Noh et al,
2004). Eles observaram um aumento na expressdao génica de enzimas
envolvidas na sintese de ATP mitocondrial, apoiando a idéia da melhora no
metabolismo energético encefalico proposto originalmente por De Vivo e
colegas (De Vivo et al, 1978). Além disto, eles encontraram um aumento na
expressdo g@génica do transportador monocarboxilico MCT1, como
previamente descrito para cortex cerebral (Leino et al, 2001). Todas estas
mudancas foram observadas na primeira semana de administracdo da DC,
sugerindo importantes modificagcbes precoces. Contudo, n&do foram
observadas modificagdes na expressdo génica de marcadores astrocitarios
especificos em todas as preparagcbes hipocampais. Devido a crescente
evidéncia para a importancia das células gliais para o desenvolvimento
neuronal, sobrevivéncia e plasticidade, nds investigamos marcadores
astrocitarios protéicos nas diferentes regides hipocampaisde ratos
alimentados com a DC.

E encontramos um aumento significativo e especifico da GFAP na
regiao CA3 na primeira semana de administragdo da dieta. Esta mudanca
nao foi notada cinco semanas mais tarde. Em nosso grupo, nao observamos
previamente qualquer mudanga no conteudo de GFAP em todas as fatias
hipocampais de ratos alimentados com a DC (Ziegler el al, 2004). Baseado
no conceito corrente de gliose (O’Challagan, 2001), definido como um
incremento no conteudo de GFAP, é possivel conceber uma gliose transitoria
em CA3 induzida pela DC.

A proteina S100B é um membro de uma familia multigénica de
proteinas moduladas pelo calcio envolvida no crescimento celular e
reorganizagao do citoesqueleto (Donato, 2001). No sistema nervoso esta
proteina é primariamente expressa pelos astrécitos e secretada por essas
células desempenhando um papel neurotrofico sobre as células vizinhas.

Nosso grupo previamente registrou que a DC induz um decréscimo no
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conteudo de S100B no fluido cerebroespinhal (Ziegler et al, 2004). Neste
trabalho, nenhuma mudanca no imunoconteudo foi observada em CA3 ou
qualquer outra regido hipocampal, com uma ou seis semanas de tratamento.
Mas deve-se observar que somente uma pequena parte da S100B ¢ liberada
no meio extracelular (Tramontina et al, 2002) e, portanto, mudangcas no
conteudo liqudrico ndo sdo necessariamente acompanhadas por mudancas
teciduais significativas. De fato, mudangas na secrecdo de S100B em
culturas de astrocitos por corpos cetbnicos ndo sido acompanhadas por
mudancgas no conteudo celular (Leite et al, 2004). Isto nos permite considerar
que a DC possa ser capaz de induzir mudancas diretamente na secrecao de
S100B, afetando todos os astrécitos ou talvez populagdes especificas, nao
identificadas ainda. A alteragcédo resultante na secregdo de S100B sugere
muitos tipos de mobilizagao glial.

Uma hipdtese interessante para explicar a eficacia anticonvulsivante
da DC é a mudanga na neurotransmissdo glutamatérgica e GABAérgica,
secundariamente as mudangas metabdlicas induzidas pelos corpos cetbnicos
nos astrécitos (Yudkoff et al, 2004). E proposto que os corpos cetdnicos
gastos reduzem a transaminagao do glutamato a aspartato, e portanto mais
glutamato esta disponivel para a sintese de glutamina nos astrocitos e GABA
nos neurénios GABAérgicos, provocando reducao da excitabilidade do tecido
como um todo. Contudo, observagdes eletrofisiolégicas indicam que os
corpos cetdnicos per se ndo reduzem a excitabilidade neuronal (Stafstrom et
al, 1999). Nao encontramos qualquer mudanga na atividade desta enzima na
regido CA3 ou outra regido do hipocampo. Considerando que esta enzima
nao € modulada por efetores alostéricos, € possivel assumir que a auséncia
de alteragbes na atividade nos ratos alimentados com a DC observada no
trabalho reflete uma auséncia de mudanca no conteudo da enzima; mas isto
nao impediria 0 suposto aumento no fluxo do glutamato para glutamina nos
astrocitos durante a cetose (Yukoff et al, 2004). Além do mais, os corpos
cetbnicos também parecem nao afetar a captacdo do glutamato (Yudkoff et
al, 1997; Leite et al, 2004).

Baseado na (gliose observada em CA3 decidiu-se avaliar o
comportamento de aprendizado espacial nestes animais, utilizando a tarefa

do labirinto aquatico de Morris. O desempenho nesta tarefa esta fortemente
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ligado a funcédo hipocampal. Nenhuma alteracao foi observada nesta tarefa
em ratos de 70 dias alimentados com a DC por seis semanas. Uma
explicacao para este fato € que a alteracdo hipocampal observada em CA3
na primeira semana de administracdo da DC nao tem qualquer efeito sobre a
memoria espacial. A gliose nao afetaria os circuitos do hipocampo.

E muito dificil até o momento ligar a gliose transitéria observada em
CA3 com o controle epileptogénese. E possivel que haja uma
retroalimentacao entre os astrécitos de CA3 e os neurdnios do giro denteado
envolvidos em outras alteracées previamente observadas como a reducéo do
brotamento de fibras musgosas (Muller-Schawze et al, 1999) e o decréscimo
da excitabilidade (Bough et al, 2003).

Resumindo, encontramos um aumento especifico e transitério do
conteudo de GFAP em CA3, mas nao acompanhado de mudangcas no
conteudo de S100B ou na atividade da glutamina sintetase. O significado
desta gliose é incerto até o momento, mas pode estar relacionado a ou
preceder outras mudancas na vizinhancga talvez envolvidas na atenuacéo das
desordens convulsivas. Os dados reforcam a importancia dos astrocitos

hipocampais como alvos durante a ingestao da DC.
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