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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do enriquecimento ambiental no aprendizado e memdria espacial
em ratos submetidos a desnutricdo precoce e dois modelos de crises convulsivas: crises

precoces recorrentes e status epilético.

Métodos: Filhotes machos de ratos Wistar foram alocados em seis grupos: Nutridos Controles
(NC), Nutridos Crises Precoces (NCP), Nutridos Status Epilético (NSE), Desnutridos
Controles (DC), Desnutridos Crises Precoces (DCP) e Desnutridos Status Epilético (DSE). Os
animais dos grupos DC, DCP e DSE foram mantidos em um regime de privacao alimentar do
segundo (P2) ao décimo quinto (P15) dia de vida pds-natal. De P8 a P10, os grupos NCP e
DCP foram expostos a trés crises convulsivas recorrentes por dia, enquanto os grupos NSE e
DSE sofreram status epilético em P16, ambos induzidos por flurothyl. A segunda fase do
estudo constituiu a repeticdo da primeira, seguida da exposicdo dos seguintes animais ao
Enriquecimento Ambiental (EA) entre P30 e P60. Ap6s P60 todos os animais foram treinados
e testados no Labirinto Aquatico de Morris (LAM). Em P90, todos os animais foram

sacrificados e os cérebros foram pesados.

Resultados: O EA levou a um beneficio significativo na aprendizagem e retencdo da
memoria viso-espacial, sendo capaz de reverter o dano cognitivo gerado pela desnutricdo
precoce e SE. Houve melhora no tempo despendido no quadrante-alvo em todos 0s grupos,
mas no grupo DCP essa melhora ndo foi capaz de reverter o dano pré-existente. O modelo
de desnutricdo utilizado alterou o peso dos animais a partir de P4 e manteve a diminuigéo
significativa até P90, além de levar a efeito deletério no aprendizado no LAM. O limiar para
crises precoces foi significativamente menor nos animais desnutridos, enquanto ndo houve

diferenga no modelo de status epilético.

Conclusdo: O EA é uma forma de tratamento eficaz na recupera¢do da memoria dos animais
que sofrem desnutricdo precoce e crises convulsivas, sendo capaz de atenuar ou reverter os

danos cognitivos gerados por esses agravos.

Descritores: desnutricdo, epilepsia, crises convulsivas, enriquecimento ambiental, status

epilético, memdria viso-espacial.
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ABSTRACT

Purpose: Verify the effects of environmental enrichment on spatial learning and memory in
rats submitted to early undernourishment and two models of seizures: early recurrent

seizures and status epilepcitus (SE).

Methods: Male offspring of Wistar rats were allocated on experimental groups as follows:
Nourished Control (NC), Nourished Recurrent Seizures (NRS), Nourished Status
Epilepticus (NSE), Undernourished Control (UC), Undernourished Recurrent Seizures
(URS) or Undernourished Status Epilepticus (USE). Undernourished groups were
maintained on a nutritional deprivation regimen from post-natal day 2 (P2) to P15. From P8
to P10, NRS and URS groups were exposed to three recurrent seizures per day, while NSE
and USE groups experienced status epilepticus at P16, both induced by flurothyl. The
second phase of the study was a repetition of the first, followed by exposure of animals to
the environmental enrichment (EE) between P30 and P60. Beginning at P61, all groups were
trained and tested in the Morris water maze (MWM). At P90, all animals were sacrificed

and their brains were weighed.

Results: Enriched environment led to a significant benefit in learning and retention of
visual-spatial memory, being able to reverse the cognitive impairment generated by
malnutrition and SE. There was improvement in time spent in target quadrant in all groups,
but in the URS group this improvement was not able to reverse the pre-existing damage. The
model of undernourishment decreased the weight of the animals from P4 and maintained a
significant reduction until P90. In addition lead to deleterious effects on learning in the
MWM. The threshold for early recurrent seizures onset was significantly lower in

malnourished animals, while there was no difference in the model of status epilepticus.

Conclusion: EE is an effective treatment in the recovery of spatial memory in rats that
suffered early undernutrition and seizures, being able to mitigate or reverse the cognitive

damage generated by these disorders.

Keywords: undernourishment, epilepsy, seizures, enriched environment, status epilepticus,

visual-spatial memory.



1 INTRODUCAO

A desnutricdo € um problema de saude publica que leva a grande morbimortalidade.
Os paises em desenvolvimento abrigam quase a totalidade dos casos de desnutricdo mundial
(Mello, 2005). No Brasil, a desnutri¢do ainda € um problema preocupante, principalmente na
infancia, aparecendo como a principal causa de morbimortalidade em criangas até os 5 anos
de idade (Nunes, 2001).

Uma nutricdo balanceada e adequada é necessaria para a maturacdo normal do
Sistema Nervoso Central (SNC). A desnutricdo nos estagios iniciais da vida leva a
conseqiiéncias persistentes no desenvolvimento e posterior maturacdo do SNC, acarretando
em danos no aprendizado e no comportamento que persistem até a vida adulta do individuo
(Almeida, Duntas et al., 2002).

A epilepsia é outra patologia de grande prevaléncia em paises em desenvolvimento.
Ademais, trata-se de uma doenga de individuos jovens, sendo especialmente prevalente na
infancia (Burneo, Tellez-Zenteno et al., 2005). Sabe-se que o status epilético (SE) acarreta
danos cerebrais, visto tanto em estudos clinicos como experimentais. Diversos estudos em
ambas as areas elucidam o efeito das crises convulsivas no cérebro imaturo, mostrando a
ocorréncia de danos a nivel celular e bioguimico, e consequentes alteracbes permanentes
cognitivas e comportamentais (Liu, Yang et al., 1999; Holmes, 2004; Cornaggia, Beghi et al.,
2006).

Sendo assim, a desnutricdo e a epilepsia s@o prevalentes em nosso meio,
especialmente na populacdo pediatrica. Sabe-se que separadamente ambas as patologias
acarretam danos no SNC imaturo de forma permanente e persistente, mas desconhece-se 0
efeito claro da sobreposicdo dessas duas patologias. Estudos experimentais sugerem uma
relacdo causa-efeito, demonstrando um menor limiar convulsivo em animais desnutridos, por
exemplo (Ogura e Orsingher, 1980; Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1986). Existem poucos
estudos, entretanto, que avaliam a possivel interacdo entre epilepsia e desnutri¢cdo no aspecto
cognitivo e consequente prejuizo no aprendizado e memoria. Estudos clinicos em criangas
desnutridas apontam maior ocorréncia de dificuldade de aprendizado escolar, problemas de
memoria e alteracdes comportamentais (Carughi, Carpenter et al., 1989). Em ratos, a
desnutricdo também predispOe a alteracbes cognitivas significativas, e consequente prejuizo
na memoria (Lukoyanov e Andrade, 2000).



Desta forma, é necessario buscar formas de reverter os danos conseqiientes a estas
patologias. H& diversos estudos buscando farmacos visando melhor controle de crises e uma
relativa caréncia em encontrar formas de reverter especificamente 0s danos cognitivos

decorrentes da desnutricdo e de crises convulsivas.

O enriguecimento ambiental (EA) é uma estratégia de modificagdo ambiental capaz
de levar a importantes alteraces cognitivas (Nithianantharajah e Hannan, 2006). H& muitos
anos a questdo de estimulagdo multipla vem sendo explorada tanto clinica como
experimentalmente. Um estudo clinico com reabilitacdo de criancas em ambientes
enriquecidos como programas suplementares ao tratamento convencional aponta resultados
surpreendentes (Carughi, Carpenter et al., 1989). Experimentalmente, o EA leva a ganhos
importantes tanto em testes cognitivos quanto a niveis bioquimico e celular, com aumento da
camada cortical de certas areas cerebrais e aumento da neurogénese (Rosenzweig e Bennett,
1996). No campo neuroldgico o EA ja foi estudado como estratégia de tratamento em
patologias como isquemia cerebral, trauma, doencas genéticas e neurodegenerativas
(Nithianantharajah e Hannan, 2006). Ha estudos que elucidam o efeito do EA em epilepsia e
em desnutricdo separadamente, mas ndo esta claro o efeito deste tipo de intervencdo nestas

patologias ocorrendo concomitantemente.

Desta forma, o presente estudo visa buscar os efeitos do EA em animais submetidos
a desnutricdo e a crises convulsivas, avaliando aspectos comportamentais através da testagem

da memodria espacial.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESNUTRICAO

A desnutricdo € definida pela Organizacdo Mundial da Saude como a condicdo
patoldgica decorrente da ingesta deficiente ou inadequada de calorias e/ou proteinas em
proporcdes varidveis (Mello, 2005). Os lactentes e pré-escolares compreendem a faixa etaria
mais atingida pela desnutricdo, comumente associada a outras patologias como infecgdes

recorrentes e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (Lombroso, 1996b).

A morbimortalidade associada a desnutricdo € maior na infancia, e sabe-se que em
40% dos Obitos em criancas menores de 1 ano a desnutricdo esta associada como causa
basica. No Brasil, a desnutricdo € a principal causa de morbimortalidade em criangcas menores
de 5 anos. Estudo realizado em Porto Alegre mostrou que 47% das criangas abaixo desta faixa

etaria, que utilizam servico publico de salude, sdo desnutridas (Tourinho, 1992).

Fatores socioecondémicos estdo diretamente relacionados com a prevaléncia de
desnutricdo, sendo esta predominante em areas urbanas, familias numerosas e de baixa renda.
Fatores ambientais como méas condi¢cBes de moradia e saneamento basico e caréncia de
sistemas de salde adequados contribuem para 0 aumento da pobreza e de patologias
associadas. Tais fatores se somam em paises em desenvolvimento, onde se encontra 95% da
populacdo desnutrida do mundo. A pobreza é maior causa indireta de desnutricdo (Muller e
Krawinkel, 2005). Em estudo realizado em Porto Alegre em 1996, avaliou-se a populacédo
residente em uma regido periférica da cidade. Foi constatado que as familias que viviam em
extrema pobreza apresentavam a mais elevada taxa de mortalidade infantil e de internagGes
hospitalares, fatores envolvidos com a alta prevaléncia de desnutricdo na populacéo estudada
(Issler, Giugliani et al., 1996).

A relacdo entre desnutricdo e pobreza é clara, sendo esta ultima considerada o
principal fator etiolégico da caréncia nutricional. Historicamente sabe-se que as criangas
constituem o grupo populacional mais afetado, por serem mais vulneraveis e dependentes para
acesso ao alimento. Ademais, uma série de fatores perpetua essa condicdo, dificultando a
resolucdo deste problema. Estdo envolvidos aspectos bioldgicos, psicolégicos, econémicos,

historicos e socioculturais (Brown e Pollitt, 1996).



Criancas desnutridas apresentam além de maior mortalidade infantil, maior nimero
de comorbidades e maior prevaléncia de baixo peso ao nascer (Brown e Pollitt, 1996). Dados
atuais mostram que existem aproximadamente 115 milhGes de criancas menores de 5 anos
desnutridas no mundo, sendo cerca de 20 milhdes o nimero de criancas com desnutricdo
severa. A desnutricdo ainda é a principal causa de morte nesta faixa etéaria, levando a 6bito
cerca de 6 milhdes de criancas por ano diretamente ou por patologias associadas (Who, 2005).

A morbidade secundéria a desnutri¢do €, também, preocupante. Quando ocorre nos
periodos precoces, influencia na fase critica de crescimento e desenvolvimento, podendo levar

a danos neurologicos irreparaveis (Dobbing, Hopewell et al., 1971).

2.1.1 Desnutricdo e desenvolvimento cerebral

A desnutricdo € um problema mundial que afeta milhdes de criancas durante o
estagio mais vulneravel de desenvolvimento do SNC. Eventos que prejudiquem a maturacao
cerebral podem resultar em alteragbes comportamentais, cognitivas e disturbios de

aprendizado e meméria (Morgane, Mokler et al., 2002).

O desenvolvimento do SNC segue uma ordem linear e precisa. Na espécie humana,
o periodo critico de aceleracdo do crescimento cerebral estende-se da trigésima semana de
gestacdo até o final do segundo ano de vida. Durante este periodo, apesar da plasticidade
neuronal também ser méxima, danos severos podem acarretar alteracfes permanentes futuras.
O estado nutricional é provavelmente o fator ambiental mais importante capaz de influenciar

no desenvolvimento do SNC (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993).

A sequéncia essencial do desenvolvimento do parénquima cerebral é similar entre os
mamiferos. Dessa forma, o estudo do desenvolvimento do SNC em modelo animal € possivel,
levando-se me conta diversas consideracdes. Entre as especies a diferenca substancial € o
tempo em que a maturacdo é maxima, podendo ser, grosseiramente, pré ou pos-natal. Nos
roedores, tendo em vista seu periodo gestacional curto, 0 momento critico de crescimento
cerebral ocorre apds nascimento e € mais intenso até as trés primeiras semanas de vida
(Rodier, 1980; Morgane, Mokler et al., 2002).

O impacto da injaria no cérebro em desenvolvimento depende do periodo de
maturagdo neuroldgica em que o0 organismo se encontra. A concepc¢do de que h4& momentos

em que o SNC ¢ particularmente vulneravel, denominado “periodo critico”, possivelmente



ndo corresponde a apenas um momento, mas a varios, onde mecanismos de suma importancia
ocorrem para a formacdo ideal do encéfalo. Conforme Morgane e colaboradores (Morgane,
Mokler et al., 2002) esses “momentos criticos” representam espacgos de tempo cruciais nos
quais a ocorréncia de danos implicariam em consequéncias duradouras, por se tratarem de

etapas que ndo podem ser posteriormente repetidas ou postergadas.

Tanto no homem quanto no rato, acredita-se que o efeito da desnutricdo tem maior
potencial patogénico justamente nesta fase de maior crescimento cerebral. Portanto, o
impacto da desnutricdo no SNC em desenvolvimento depende tanto da severidade da caréncia
nutricional quanto do periodo na qual o insulto ocorre (Austin-Lafrance, Morgane et al.,
1991, Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1991).

Nos seres humanos, o crescimento cerebral atinge seu pico maximo ao final do
primeiro ano de vida, quando o cérebro chega a pesar cerca de 70% do peso final que tera no
individuo adulto. A medida do perimetro cefélico (PC) é de suma importancia nessa faixa
etaria, havendo uma correlacdo direta com a reducdo do PC e do peso cerebral (Bolduc e
Shevell, 2005). Um estudo clinico avaliando escolares em Porto Alegre em 2001 (Guardiola,
Egewarth et al., 2001), contribuiu para elucidar a influéncia da desnutricdo quanto ao
desenvolvimento neuropsicomotor. Os autores encontraram comprometimento de funcdes tais
quais: equilibrio dindmico e estatico, coordenacdo apendicular, coordenagdo tronco membro,

sensibilidade, gnosias e linguagem em criangas com desnutri¢do cronica.

2.1.2 Desnutricao e alteracdes cerebrais

Os primeiros estudos experimentais sobre nutricio e SNC em desenvolvimento
datam da década de 60, e demonstravam uma significativa reducdo do peso cerebral de ratos
subnutridos. Desde esta época, 0s pesquisadores concluiram que o cérebro dos mamiferos é
mais vulnerdvel aos efeitos da restricdo nutricional no periodo de maior aceleracdo do
crescimento cerebral (Dobbing e Sands, 1981). Nos ratos, como ja mencionado, o periodo
pos-natal é critico na maturagdo das principais estruturas encefalicas, com destaque para a
formacgéo do hipocampo. Morgane e colaboradores (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993),
entretanto, postularam que o periodo pré-natal é também se suma importancia, pois nele
ocorrem as modificagdes ontogénicas necessarias para o adequado amadurecimento do SNC.

Desta forma, ndo ha um consenso entre 0s pesquisadores sobre o periodo de maior



vulnerabilidade cerebral nos roedores, mas sabe-se que ambos 0s momentos (pré e pos-natal

precoce) parecem ser cruciais para uma adequada maturacdo do SNC.

Experimentalmente diversos pesquisadores descreveram alteracbes cerebrais
secundarias a desnutricdo. Primeiramente foi observada reducdo da espessura de areas
corticais (Dobbing, Hopewell et al., 1971; Leuba e Rabinowicz, 1979a). Leuba & Rabinowicz
(Leuba e Rabinowicz, 1979a), entretanto, ndo observaram alteracdo no numero total de
neurdnios. O mesmo foi relatado por Bedi (Bedi, 1994). Posteriormente, com o avanco das
técnicas histologicas, foi demonstrado haver alteracbes significativas na morfologia, com
reducdo da largura das células piramidais corticais (Levitsky e Strupp, 1995), bem como
reducdo na densidade das espinhas dendriticas do cortex (Sarkar, 1990), e déficits dos
neurdnios granulares do giro denteado (GD) (Bedi, 1991). Viu-se, ademais, diminuicao
significativa no numero total de células gliais corticais (Leuba e Rabinowicz, 1979a) e
diminuicdo no namero total de sinapses no cortex visual do cérebro de animais desnutridos
(Warren e Bedi, 1984).

Apbs a reabilitacdo nutricional (RN), alguns autores demonstraram haver certa
recuperacdo nas alteracBes cerebrais, tais como a normalizacdo no nimero de células gliais
corticais (Leuba e Rabinowicz, 1979b; a), e na espessura do cortex (Levitsky e Strupp, 1995).
Entretanto, o nimero reduzido de dendritos nas sinapses ndo se modificou apds a RN (Leuba
e Rabinowicz, 1979a). Existem resultados controversos na literatura conforme o modelo de
reabilitacdo alimentar utilizado. Observou-se, por exemplo, recuperacdo da densidade
sinaptica nos animais nutricionalmente reabilitados através de amamentacao na fémea nutriz,
enquanto a densidade manteve-se menor quando a reabilitacdo foi efetuada com férmulas
artificiais (Bedi, Massey et al., 1989).

A mielinizagdo cerebral é outro processo que se mostrou alterado nos animais
desnutridos, e ndo houve recuperacdo apds a RN. Tal constatagdo é de grande importancia,
uma vez que a transmissdo nervosa torna-se lentificada com o déficit de mielinizagdo
(Wiggins, Fuller et al., 1984; Royland, Klinkhachorn et al., 1992).

Alteragcdes nas concentragdes de neurotransmissores (NTS) foram observadas em
alguns estudos. Tanto a desnutri¢do pré como a pos-natal parecem levar ao aumento dos NTS
noradrenalina e serotonina, atraves do aumento de seu precursor, o triptofano (Wiggins, Fuller
et al., 1984; Levitsky e Strupp, 1995). Apds a RN as concentracGes de NTS podem retornar a
normalidade (Levitsky e Strupp, 1995). Entretanto, viu-se que a privagdo alimentar pode levar
a alteracBes nos receptores dos NTS, levando a conseqliente distrbio na transmisséo



bioquimica. Keller et al (Keller, Cuadra et al., 1990) observaram a redu¢do no nimero de
receptores de noradrenalina em animais desnutridos e posteriormente reabilitados, além de
alteracdes no processo de down regulation de receptores adrenergicos (Keller, Cuadra et al.,
1990; Keller, Molina et al., 1990). Tais alteracfes na dindmica da transmissdo nervosa tém
importancia nos estudos da resposta desses animais a psicofarmacos, como anfetaminas,
ansioliticos e antidepressivos (Molina, Keller et al., 1987; Keller, Molina et al., 1990; Keller,
Cancela et al., 1994; Gutierrez e Keller, 1997).

O hipocampo &, provavelmente, a estrutura mais acometida pela caréncia
nutricional. Observaram-se redugdes significativas tanto no tamanho das células do GD,
quanto nos ramos das espinhas dendriticas das células piramidais (Garcia-Ruiz, Diaz-Cintra et
al., 1993). Morgane e colegas (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993) estudaram
extensamente a maturacdo hipocampal. A circuitaria de formacdo segue uma sequéncia linear
que inicia no cdrtex entorrinal, segue para as células granulares do GD, dai para as células
piramidais da regido do corno de Amon 3 (CA3), seguindo para as células piramidais de CA1,
de onde se projetam novamente para o cértex entorrinal. Este circuito € modulado por
projecdes gabaérgicas e por interneurénios locais que estdo integradas no complexo processo
de formacdo hipocampal (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993; Morgane, Mokler et al.,
2002). Os efeitos no hipocampo secundarios a desnutricdo incluem reducdo no tamanho das
células do GD e diminuicdo das ramificacGes e espinhas dendriticas nos neur6nios piramidais
(Garcia-Ruiz, Diaz-Cintra et al., 1993). Lukonayov & Andrade (Lukoyanov e Andrade,
2000), estudaram os efeitos da desnutricdo tardia em ratos (iniciada aos dois meses de idade),
com posterior RN. Os autores observaram redugdo no numero total de células hipocampais no
GD, CAl e CA3. Ademais, relataram perda de 30% das sinapses entre as fibras musgosas e 0S
dendritos das células piramidais de CA3. Esta alteracdo foi revertida apos a RN. As regifes do
cortex entorrinal e subiculum também sdo prejudicadas, conforme relataram Andrade e
colaboradores em 1998 (Andrade, Madeira et al., 1998).

Estudos sobre a ontogénese cerebral apontam que a regulacdo da formacéo
hipocampal ¢ influenciada por circuitos extra hipocampais que partem de regides subcorticais
(Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993; Morgane, Mokler et al., 2002). S&o especialmente
importantes nesta modulacdo as vias serotoninérgicas que chegam ao hipocampo terminando
em interneur6nios inibitorios gabaérgicos. Em animais desnutridos ha aumento da
transmissdao serotoninérgica levando a uma maior inibicdo gabaérgica. Esse aumento da

atividade inibitéria gera um déficit na indugdo e na manutencdo dos chamados long-term



potentiation (LTP), com conseqliente prejuizo no aprendizado e memoria. Bronzino et al
demonstraram prejuizo na memoria de ratos desnutridos por alteracdes na formacdo e
manutencdo da LTP (Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1997). Tal achado esta relacionado ao
aumento da inibicdo mediada pelo GABA e a maior dificuldade de induzir e manter a LTP,
sendo estes, aparentemente, mecanismos fundamentais que levam a reducdo da plasticidade

no cérebro dos desnutridos (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993).

Estudos clinicos também demonstram alteracdes semelhantes no cérebro de criangas
desnutridas. Winick et al (Winick, 1969) estudaram os cérebros de criangas que foram a ébito
por desnutricdo em idade precoce e encontraram reducdo do peso cerebral, do contetdo de
proteinas e &cidos nucléicos e diminuicdo da mielinizagcdo. Os mesmos autores viram também
diminuicdo no volume cerebral e no PC de criangas com desnutricdo do tipo marasmo
(Winick e Rosso, 1969).

Hales & Barker (Hales e Barker, 1992) estudando as adapta¢bes que 0 organismo
em caréncia nutricional sofre, propuseram a teoria do “fenétipo econdmico”. Quando a oferta
de nutrientes é escassa, hd uma resposta adaptativa buscando manter o crescimento normal ou
préximo a normalidade de Orgdos vitais, principalmente o cérebro. Essas adaptacdes
metabdlicas aumentariam as chances de sobrevivéncia no meio adverso, e podem iniciar
desde o periodo pré-natal. Dessa maneira, a desnutricdo afeta desproporcionalmente o
crescimento corporal e o cerebral, tentando “poupar” este ultimo. Os mecanismos adaptativos,
entretanto, ndo sdo suficientes para evitar a ocorréncia de danos fisioldgicos e estruturais
guando a escassez de nutrientes chega a certo limite ou se cronifica, levando a diminuicéo das
mitoses, da proliferacdo e crescimento celular com conseqiiente reducdo do volume cerebral,
e advento de inumeras alteragdes decorrentes da desnutricdo no SNC em desenvolvimento

(Ivanovic, Leiva et al., 2004).

2.2 EPILEPSIA E CRISES CONVULSIVAS

Crise convulsiva € uma subita descarga elétrica nos neurénios do cortex cerebral,
capaz de alterar um comportamento ou fungéo. Epilepsia € definida pela presenca de crises

epilépticas recorrentes ndo provocadas (Engel, 2006).

As crises convulsivas sdo classificadas conforme o local de origem cerebral em

parciais (focais), quando iniciam em determinada area cortical localizada, ou generalizadas,



quando a descarga elétrica envolve todo o cérebro desde o principio. As crises parciais podem
ser simples ou evoluirem para crises generalizadas, havendo alteragcdo na consciéncia e sendo,
entdo, chamadas complexas. Quanto ao tempo de duragdo, as crises podem ser breves,
ocorrendo por pouco segundos, até varios minutos ou horas. As crises com duracdo superior a
30 minutos sdo chamadas de status epilético. Também chamamos SE quando ndo héa
recuperacdo da consciéncia entre os intervalos de crises breves (Who, 2001; Engel, 2006).

A epilepsia € uma patologia prevalente, em especial em paises subdesenvolvidos. No
mundo, a incidéncia anual de epilepsia varia de 30 a 100 pessoas por 100.000 habitantes,
conforme o local estudado, enquanto a prevaléncia varia de 5 a 10 pessoas por 1.000
habitantes (Who, 2001). No Brasil, as prevaléncias de epilepsia acumuladas das classes
sociais A e B sdo baixas, semelhantes as encontradas nos paises desenvolvidos, enquanto nas
classes C e D sdo mais elevadas, semelhantes as observadas em paises em desenvolvimento.
No nosso pais, a prevaléncia é de aproximadamente 12/1.000 habitantes (Guerreiro, 2000),
enquanto em Porto Alegre é de 16,5/1.000 (Fernandes, 1993). Estratificando esses dados por
faixa etaria, observa-se que a maior incidéncia de epilepsia ocorre na populacéo jovem. Até os
20 anos 90% dos individuos que serdo epilépticos ja iniciaram com crises. Nas criancas, 60%
tém a primeira crise até os trés anos, sendo a maior parte no primeiro ano de vida (Aicardi,
1988).

No periodo neonatal as convulsdes sdo a manifestacdo neuroldgica mais
freqlientemente observada, ocorrendo entre 0,2 e 1,4% dos casos e podem estar associadas a
maultiplos fatores etioldgicos (Lombroso, 1983; Aicardi, 1988; Lombroso, 1996a). Este
periodo é também uma fase de maior suscetibilidade ao desenvolvimento de convulsdes
(Lombroso, 1996b). Nunes e colaboradores colocam que crises prolongadas no cérebro em
maturacdo aumentam ndo somente o risco de crises convulsivas subsequentes, como o de
desenvolvimento de epilepsia posterior (Nunes, Liptakova et al., 2000). Garcias Da Silva et al
(Garcias Da Silva, Nunes et al., 2004), em estudo de coorte de recém-nascidos com crises
convulsivas realizado em Porto Alegre entre 1987 e 1997, avaliaram 158 criancas que
apresentaram duas ou mais crises no periodo neonatal. No seguimento, a porcentagem de
epilepsia nestas criangas foi de 22% em 12 meses e de 33,8% em 48 meses. Outros estudos
colocam a ocorréncia de epilepsia apds crises neonatais variando em freqiéncia de 3,5 a 50%,
e enfatizam a associacdo dessas crises com deficiéncias neurologicas permanentes futuras
(Lombroso, 1983; Scher, 2003).
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A ocorréncia de SE também é mais prevalente em criangas, com cerca de 50% dos
casos acontecendo em criangas antes dos 2 anos de idade (Shinnar, Pellock et al., 1997). Além
disso, ha evidencias de que, apesar do cérebro imaturo ser mais resistente aos danos cerebrais
secundarios ao SE que o maduro, ha maior suscetibilidade a reorganizacdo plastica, nem
sempre benéfica, bem como para futuros danos cognitivos (Lado, Laureta et al., 2002;
Stafstrom, 2002).

Experimentalmente, Moshé & Albala (Moshe e Albala, 1983), avaliaram as
alteracdes maturacionais pds-ictais e a suscetibilidade as crises convulsivas em ratos jovens e
demonstraram que a probabilidade de desenvolver crises na idade adulta esta diretamente

relacionada com a histdria de crises no periodo inicial da vida.

2.2.1 Crises convulsivas e desenvolvimento cerebral

O cérebro humano em desenvolvimento é mais predisposto a gerar crises
convulsivas (Aicardi, 1988), devido a inumeros fatores como o desequilibrio nos NTS
inibitorios e excitatérios, com predominio da atividade destes Ultimos. Isso decorre da
diminuicdo dos NTS inibitdrios, de uma maior facilitacdo a propagacdo do impulso elétrico
(Moshe e Albala, 1983), além do fato de que alguns NTS inibitérios no cérebro maduro

desencadeiam atividade excitatoria no cérebro imaturo (Cherubini, Gaiarsa et al., 1991).

Em revisdes clinicas viu-se reducdo do volume cerebral total secundariamente a
epilepsia, estimado através da medida do PC (Amiel-Tison, Gosselin et al., 2002), ou pela
analise de exames de imagem (Liu, Lemieux et al., 2005). Foi, ademais, demonstrada reducéo
significativa no PC de criangas internadas em unidade de tratamento intensivo neonatal com
diagndstico de epilepsia (Bolduc e Shevell, 2005). Este achado é relevante sabendo-se que ha
relacdo direta entre o PC e o crescimento cerebral, bem como com o peso, volume e conteudo

protéico do encéfalo (Amiel-Tison, Gosselin et al., 2002).

Estudos experimentais demonstraram reducdo do peso cerebral em animais que
sofreram crises convulsivas induzidas flurothyl (Wasterlain, 1976), ou por outros modelos

epileptogénicos (White, 2002; Nairismagi, Pitkanen et al., 2006).
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2.2.2 Crises convulsivas e alteragdes cerebrais

No animal adulto, a ocorréncia de SE leva a perda hipocampal na regido de CAL,
CA3 e GD (Ben-Ari, 1985). A fisiopatologia desse processo envolve o influxo de calcio para
0 meio intracelular, uma vez que o excesso de impulsos excitatorios atua nos receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA) célcio-dependentes. O célcio no meio intracelular desencadeia
uma cascata bioquimica e uma série de eventos que podem levar a morte celular (Marks,
Friedman et al., 1996).

Alteracdes na rede glutamatérgica também estdo relacionadas a possiveis danos
neuronais. O glutamato é o neurotransmissor excitatorio predominante do sistema nervoso de
mamiferos, relacionado ao aprendizado e memoria e é abundante na circuitaria hipocampal
(Izquierdo e Medina, 1997). Viu-se que o glutamato, ademais, desempenha papel crucial no
inicio e manutencdo de crises convulsivas. Sua liberacdo pronunciada leva a ativacdo de
receptores NMDA e receptores metabotropicos, desencadeando mecanismos que provocam
toxicidade celular e que podem culminar em morte neuronal durante a crise convulsiva

prolongada (Millan, Chapman et al., 1993).

No rato imaturo, alguns autores postulam menor vulnerabilidade cerebral ao dano
secundario ao SE que nos cérebros de ratos maduros. Verificou-se menor influxo de célcio
para 0 meio intracelular e conseqiiente menor dano a célula (Marks, Friedman et al., 1996),
mais resisténcia a injdria celular na transmissdo sinaptica quando expostos a anoxia
(Cherubini, Ben-Ari et al., 1989), menor propensdo ao dano celular decorrente de crises
convulsivas (Sankar, Shin et al., 1998), e mais resisténcia aos efeitos toxicos do glutamato
(Liu, Stafstrom et al., 1996), por exemplo. Conforme Holmes e colegas (Holmes, Khazipov et
al., 2002), essa diminuigdo na vulnerabilidade celular deve-se a menor densidade sinaptica do
cérebro imaturo, bem como ao menor consumo energético e a imaturidade das cascatas
bioquimicas que levariam a morte celular. Entretanto, tais fatores ndo sdo suficientes para
poupar o cérebro imaturo de danos secundarios a crises prolongadas (Lado, Laureta et al.,
2002).

Ainda no cérebro imaturo, crises recorrentes nas primeiras semanas de vida
aparentemente ndo levaram em perda celular, mas associaram-se a um extenso brotamento de
fibras musgosas em regidao CA3 do hipocampo (Riviello, De Rogalski Landrot et al., 2002),

bem como a neurogénese no GD (Mccabe, Silveira et al., 2001).
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2.3 MEMORIA

Memoria é a capacidade de armazenar informagdes para posterior recuperacdo. O
acervo de memorias de cada um faz com que sejamos individuos Unicos, com a capacidade de

registrar e armazenar nossas proprias experiéncias (Izquierdo, 2002).

O processo de formacdo de memdria envolve as etapas de aquisi¢do, formacéo,
conservagdo e evocagdo. Quanto a natureza, a memdoria pode ser classificada em explicita ou
declarativa e implicita ou nao-declarativa. A memdria declarativa retne tudo que podemos
evocar de modo consciente. Ela divide-se em episddica ou semantica; a primeira, também
chamada de autobiografica, refere-se a eventos vividos pelo individuo; a segunda, diz respeito
aos conhecimentos gerais que independem da experiéncia pessoal de cada um. A memdria
ndo-declarativa, por sua vez, nao envolve evocacdo consciente, referindo-se as memdarias de
habilidades motoras, aos habitos, aos aprendizados reflexos e emocionais. A memdria para
habilidades motoras é também chamada de memoria de procedimento ou procedural
(Izquierdo, Barros et al., 1998; Izquierdo, 2002).

A memodria declarativa e ndo-declarativa diferem entre si quanto as estruturas
anatdmicas envolvidas nas suas formac6es. A memoria declarativa requer o funcionamento do
cortex entorrinal, parietal, subiculum, cortex cingulado anterior e posterior, e hipocampo. A
ndo-declarativa é inicialmente processada pelo hipocampo, seguindo para amigdala, ganglios
da base, substancia nigra e cerebelo (Albright, Kandel et al., 2000).

Quanto ao tempo de retencdo, a memdria é classificada como memdria de trabalho
(imediata), de curta ou de longa duracdo. A memoria de trabalho mantém a informacéo
durante alguns segundos, apenas enquanto a mesma esta sendo utilizada (Baddeley, 2000).
Ela depende da atividade do cortex pré-frontal (Izquierdo, 2004). A memdria de curta duracéo
é formada de modo rdpido (em minutos) e perdura por 3 a 6 horas. Ja a de longa duragéo,
forma-se em algumas horas e pode persistir por muitas horas, dias ou anos. A memaria que se
estende por décadas € um tipo de memodria de longa duragdo denominada memdria remota
(Kandel, 2001; 1zquierdo, 2002).

No momento em que vivenciamos uma experiéncia, tanto a memdria imediata,
quanto a de curta e de longa duracdo iniciam seu processo de formacdo de forma

concomitante.
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A memoria do ser humano é semelhante a dos outros mamiferos no que concerne
aos seus mecanismos essenciais de formacgdo e evocacao, as areas anatbmicas envolvidas e
seu mecanismo molecular de funcionamento, mas diferem quanto ao seu contetdo (lzquierdo,
2002).

O conceito de cognicdo envolve as &reas de atencdo, percepcao, raciocinio, juizo,
imaginacgdo, pensamento, linguagem, aprendizado e memoria. O aprendizado € 0 processo
pelo qual obtemos conhecimento do mundo, enquanto que a memoria € o processo pelo qual

este conhecimento € estocado e mais tarde recuperado (Kandel et al., 1991).

O cérebro dos seres humanos é plastico. Este termo deriva do grego, plastos, e
refere-se a capacidade de mudanga na forma. O SNC tem a habilidade de modificar sua
estrutura em resposta a estimulos internos e externos, sendo esta uma capacidade adaptativa
de vital importancia na sobrevivéncia e no progresso das espécies. Nos animais, a plasticidade
neuronal € essencial nas suas vidas diarias possibilitando continuas adaptagdes as alteragdes
do ambiente externo (Kolb e Whishaw, 1998). Bliss & Lomo (Bliss e Lomo, 1973), em 1973,
conduziram um experimento in vivo em coelhos, onde observaram que a estimulacéo tetanica
da via perfurante das fibras pré-sinapticas levava a uma alta resposta das células granulares
dos neurdnios pos-sinapticos. Esse efeito foi denominado por eles de potenciacdo de longa
duracdo (LTP), uma vez que a elevacdo do potencial p6s-sinaptico seguiu por um longo
periodo (Bliss e Gardner-Medwin, 1973; Bliss e Lomo, 1973). A LTP é uma forma de
plasticidade sinaptica que fundamenta o mecanismo neuronal no aprendizado e
armazenamento de memoria no cérebro (Rogan e Ledoux, 1995). Alguns estudos sobre
avaliacdo do comportamento de animais encontraram alta correlacdo entre LTP e memoria

espacial (Deupree, Bradley et al., 1993; Moore, Browning et al., 1993).

2.4 DESNUTRICAO E MEMORIA

Os efeitos dos insultos nutricionais no cérebro em desenvolvimento sdo duradouros
e podem levar a deficiéncias permanentes no aprendizado, na memoria e no comportamento.
As criangas constituem o grupo social mais vulneravel a desnutricdo e seus efeitos deletérios
no SNC em desenvolvimento, levando a possivel prejuizo cognitivo e atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor (Dobbing, Hopewell et al., 1971; Morgane, Austin-
Lafrance et al., 1993).
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Conforme Morgane e colaboradores (Morgane, Mokler et al., 2002) a maturagao do
SNC de forma a possibilitar o desenvolvimento de uma inteligéncia adequada, depende de
trés fatores criticos: diretrizes genéticas ou inatas, estimulos ambientais e nutricdo
apropriados. A privacdo nutricional na gestacd pré-existente o ou durante a infancia podem,
portanto, prejudicar o desenvolvimento mental e intelectual futuro. Foram comprovados
efeitos a longo prazo da desnutricdo precoce, tais quais: o crescimento cefalico aquém do
esperado, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, diminuicdo no quociente de
inteligéncia (QI) e maior taxa de insucesso escolar (Stoch, Smythe et al., 1982; lvanovic,
Leiva et al., 2000). lvanovic et al (lvanovic, Leiva et al., 2004) correlacionaram a ocorréncia
de baixo peso e PC abaixo do esperado ao nascimento com pior desempenho escolar e

diminuicdo no Ql.

Diversos estudos experimentais demonstram alteracGes comportamentais
secundérias a caréncias nutricionais, incluindo alteragdes no comportamento exploratério, em
aspectos emocionais e sociais, e na formacao e retencdo de memdria (Jordan, Cane et al.,
1981; Fukuda, Francolin-Silva et al., 2002; Fukuda, Francolin-Silva et al., 2007). Como ja
citado, o hipocampo é uma das principais regifes afetadas pela desnutricdo, ocorrendo
alteracbes morfoldgicas, neuroquimicas e neurofisiolégicas (Fukuda, Francolin-Silva et al.,
2002). Sendo o hipocampo uma estrutura sabidamente crucial nos processos de memdria e
comportamento, entendemos mais claramente o meio pelo qual esse processo leva a danos

cognitivos.

Experimentalmente, o labirinto aquatico de Morris (LAM) é o aparato mais utilizado
para avaliacdo cognitiva de roedores. Através da analise do desempenho de ratos desnutridos
no LAM, uma série de trabalhos ja foi publicada, demonstrando que tanto os paradigmas
desnutri¢do intra-uterina quanto extra-uterina afetam o aprendizado e a retencdo da memoria

espacial (Jordan, Cane et al., 1981; Huang, Lai et al., 2003).

Lukoyanov & Andrade (Lukoyanov e Andrade, 2000), observaram alteracdes
deletérias da desnutricdo nos testes de campo aberto, havendo menor reacdo emocional,
alteracbes na habituacdo e maior atividade locomotora. Os autores também verificaram
lentificagdo no aprendizado no LAM, bem como no teste de retengdo de memdria espacial.
Nos animais reabilitados nutricionalmente, tais alteragdes comportamentais nao foram mais

observadas.

As alteracBes deletérias na plasticidade sinaptica decorrentes das caréncias

nutricionas sao mecanismos criticos que levam ao prejuizo no aprendizado no SNC em
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desenvolvimento. As alteracdes verificadas na capacidade plastica do hipocampo se mantém
mesmo ap0s adequada reabilitacdo nutricional (Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1997).
Através da analise da formacéo e manutencao da LTP, Bronzino e colaboradores (Bronzino,
Austin-Lafrance et al., 1991; Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1997) demonstraram
alteracbes no cérebro de ratos desnutridos avaliados em P15, P30 e P90, e correlacionaram
tais achados fisiopatoldgicos a alteracdes na formagédo de memoria.

2.5 EPILEPSIA E MEMORIA

O periodo neonatal é a fase de maior suscetibilidade ao desenvolvimento de
convulsoes e de epilepsia (Holmes, 2004). A epilepsia na infancia, por sua vez, esta associada
a uma variedade de alteragcdes cognitivas e comportamentais. Foi demonstrado haver risco
significativo de ocorréncia de diminuicdo no QIl, dificuldade de aprendizado escolar e
alteracdes na memoria e no comportamento em criangas epiléticas (Bailet e Turk, 2000).
Mesmo nas criangas avaliadas com QI normal, houve maior prevaléncia de problemas de
aprendizado (Bailet e Turk, 2000).

Define-se distarbios do aprendizado como desordens que interferem com o
desempenho académico ou com as atividades diarias que requerem leitura, escrita e
habilidades matematicas em individuos com um QI normal (Hemb, 2007). A ocorréncia de
distarbios de aprendizado em criangas com epilepsia é maior do que na populagdo de um
modo geral. Ha relato de que 25% a 50% dos pacientes com epilepsia apresentam algum tipo
de disturbio do aprendizado (Beghi, Cornaggia et al., 2006), sendo prejuizo na meméria o
problema mais prevalente conforme Strauss e colaboradores (Strauss, Loring et al., 1995).
Entre os fatores relacionados a um maior prejuizo na memoria, 0 tempo de duracdo da
epilepsia ativa aparece diretamente relacionado a piora na formagao e evocagdo de memorias
(Delaney, Rosen et al., 1980). Hermann et al (Hermann, Jones et al., 2006; Hermann e
Seidenberg, 2007) relataram que a ocorréncia de crises convulsivas leva a reducéo do volume
cerebral total, além de prejudicarem a capacidade intelectual como ja descrito. Diversos
fatores associados ao diagndstico de epilepsia contribuem para a ocorréncia de deficits
cognitivos. A propria etiologia da epilepsia, o tratamento com as medicacGes antiepiléticas, a
recorréncia e a duragdo das crises sdo pontos importantes nesse quadro. A questdo da
recorréncia de crises, entretanto, ndo € clara, e estudos experimentais sao importantes para

elucidar essa hipétese (Holmes, 2004).
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Em modelos experimentais hd inimeras alteragBes significativas descritas na
aquisicdo e retencdo da memoria apds modelos de crises convulsivas (Lynch, Sayin et al.,
2000; Rutten, Van Albada et al., 2002; Liu, Muller et al., 2003). Varios autores confirmaram
a observacdo clinica de que crises prolongadas levam a efeitos deletérios na cognicéo,
memoria e comportamento (Dodrill e Wilensky, 1990; Holmes, 1997), além de evidenciarem
que as alteracOes decorrentes de SE dependem da idade na qual as crises sdo induzidas. Nos
animais adultos que sofreram SE ha deficiéncia substancial no aprendizado, memoria e
comportamento, enquanto nos ratos jovens estas deficiéncias sao mais amenas (Holmes,
Chronopoulos et al., 1993; Stafstrom, Chronopoulos et al., 1993; Rice, Floyd et al., 1998). Da
mesma maneira Liu et al (Liu, Muller et al., 2003) constataram que a inducdo de SE precoce
(P20) leva a alteracGes persistentes na performance no aprendizado da memoria espacial,
testada ja na fase adulta. Assim como as crises prolongadas, crises recorrentes também podem
ser prejudiciais. Holmes et al (Holmes, Gairsa et al., 1998) provocaram crises convulsivas
recorrentes em ratos no periodo neonatal induzidas pelo flurothyl e observaram alteracdo

significativa quanto a retencdo da memoria espacial.

Em estudos de epilepsia, bem como nos que avaliam os efeitos da desnutricdo
conforme citado anteriormente, o hipocampo é novamente apontado como uma estrutura
especialmente vulneravel. E valido ressaltar que, sendo o hipocampo uma estrutural crucial
nos mecanismos cognitivos, entende-se as razfes da elevada prevaléncia de deficiéncias de
aprendizado e memoria associadas a ocorréncia de crises convulsivas (Holmes, Khazipov et
al., 2002). Estudos eletrofisioldgicos na regido hipocampal de roedores mostraram que
atividades convulsivas repetidas geram um efeito deletério na importante forma de
plasticidade sinaptica LTP, considerada um dos mecanismos basicos na formacdo da
memoria. A atividade epilética induz a LTP de forma anormal alterando a capacidade plastica
no hipocampo e, consequiientemente, o processamento da informacdo. As crises levam, desta
maneira, a prejuizo no aprendizado hipocampo-dependente (Reid e Stewart, 1997; Liu, Muller
et al., 2003).

Lynch e colaboradores (Lynch, Sayin et al., 2000) mostraram haver associagao entre
crises prolongadas precoces e reducdo da manutencdo da LTP, e correlacionaram esse achado
de diminuicédo da plasticidade neuronal com piora no desempenho em teste de memoria viso-

espacial.
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2.6 DESNUTRICAO, EPILEPSIA E MEMORIA

Desnutricdo e epilepsia sdo problemas comuns em paises em desenvolvimento,
sendo uma relacdo causa-efeito sugerida em diversos estudos (Bronzino, Austin-Lafrance et
al., 1990; Palencia, Calvillo et al., 1996). Nesses paises ocorre uma maior prevaléncia da
coexisténcia dessas duas patologias, constituindo importante problema de salde publica
(Hackett e lype, 2001). Apesar da desnutricdo ndo ser uma causa direta de epilepsia sabe-se
que pode diminuir o limiar convulsivo (Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1986), o que pode
contribuir para uma ocorréncia maior destes eventos em populacGes com tais caracteristicas

nutricionais (Nunes, 2001).

Clinicamente ha relato de maior incidéncia de crises em recém-nascidos de baixo
peso ao nascer (Lombroso, 1996b). A ocorréncia dessas crises no periodo neonatal pode
acarretar alteracGes na plasticidade cerebral, sendo a expressdo clinica de tais alteracdes
variavel de um individuo para outro, na estreita dependéncia de fatores genéticos e
ambientais. Como vimos, a caréncia de nutrientes é possivelmente o fator ambiental mais

importante nesse contexto (Morgane, Austin-Lafrance et al., 1993).

O hipocampo, cuja circuitaria adequadamente funcionante € necessaria nos
processamento cognitivo, é uma estrutura particularmente vulneravel a insultos precoces (Liu,
Muller et al., 2003). Insultos perinatais, como deficiéncia na ingesta de nutrientes e crises
convulsivas, podem alterar a plasticidade e a conformacdo da circuitaria hipocampal,
conforme aqui ja descrito, de forma independente (Morgane, Mokler et al., 2002). Ha poucos
estudos, todavia, que verificaram especificamente os efeitos da possivel interacdo entre a
desnutrigéo e as crises convulsivas quanto a danos cognitivos. Huang et al (Huang, Lai et al.,
2003) observaram piora significativa na memoria espacial de ratos desnutridos e de ratos

submetidos a SE, mas ndo encontraram interagao entre esses achados no teste no LAM.

Bronzino et al (Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1986) estudaram um modelo de
desnutricdo precoce seguida de estimulacao elétrica por kindling iniciando em P44. Relataram
alteraces significativas quanto a diminuig&o do limiar convulsivo nos ratos desnutridos, alem
de disfungbes na resposta elétrica a estimulacdo das células piramidais de CAl. Ainda
relacionando a ocorréncia de crises e caréncias nutricionais, Gitzen et al (Gietzen, Dixon et
al., 1996) estudaram ratos com deficiéncia de aminoacidos essenciais tais como histidina,

isoleucina e treonina; quando submetidos a crises por pentylenetetrazol, esses ratos tiveram
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menor limiar convulsivo além de piora na severidade das crises (Rosenzweig e Bennett,
1996).

Sabendo a consideravel prevaléncia na populacdo pediatrica da coexisténcia entre
desnutricdo e epilepsia, € importante elucidar a possivel interacdo entre esses fatores, a fim de
conhecer o processo fisiopatoldgico e 0s prejuizos cognitivos subseqiientes. Ademais, buscar
estratégias para amenizar ou reverter os danos sdo de suma importancia clinica.
Experimentalmente, entretanto, hd uma relativa escassez de trabalhos com modelos que

reproduzam esta situacdo (Hemb, 2007).

2.7 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL (EA)

O psicologo canadense Donald O. Hebb, em 1947, foi o primeiro pesquisador a
propor 0 EA experimentalmente. Ele observou que roedores mantidos como animais de
estimacdo apresentavam melhor desempenho cognitivo em compara¢do aos animais mantidos
em laboratorio (Nithianantharajah e Hannan, 2006). A partir da década de 1960, outros
pesquisadores como Bennet e Rosenzweig (Rosenzweig e Bennett, 1972) introduziram o EA
como uma ferramenta cientifica para estudo do desenvolvimento cerebral. A definicdo de EA
refere-se ao alojamento diferenciado que oferece estimulos fisicos e sociais, e ¢ “enriquecido”
quando comparado ao alojamento regular (standart), habitualmente utilizado nos laborat6rios
de pesquisa. Nos alojamentos regulares os animais sdao mantidos em nimero de 3 a 6, sem
objetos no seu interior, exceto maravalha, dgua e racdo. Os diversos modelos de EA variam
guanto ao numero de animais alocados em cada caixa, geralmente de 5 a 15, proporcionando
uma maior interacdo social e maior estimulagdo fisica e sensorial. As caixas moradia
utilizadas sdo maiores e contém objetos variados no seu interior para livre exploragdo dos
animais. Os objetos podem ou ndo ser trocados a cada determinado tempo, conforme o
protocolo de EA utilizado, e sdo confeccionados de materiais, formas, tamanhos e cores
diversas como bolas, rampas, taneis, abrigos e running wheels. O propo6sito fundamental do
EA ¢é proporcionar estimulos sensoriais como visual e tatil, além de promover os campos
motor e cognitivo. A figura 1, a seguir, mostra um exemplo de moradia enriquecida em nosso

biotério.



19

Figural Modelo de enriquecimento ambiental
proporcionando estimulos visuais, motores, cognitivos e somatossensoriais,
localizado no biotério do IPB- PUCRS.

A partir dessa definicho do EA surgiu também o conceito de ambiente
“empobrecido”, moradia que comporta apenas um animal e sem objetos em seu interior (Kolb
e Whishaw, 1998), e também usada com fins comparativos com os ambientes enriquecidos. A
figura 2, a seguir, mostra os trés tipos de moradia previamente descritos quanto a questdo

ambiental.
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Figura 2

Tipos de moradia para ratos utilizadas experimentalmente

no biotério do IPB-PUCRS. (A) Ambiente Empobrecido, comporta somente
um animal, sem objetos em seu interior. (B) Moradia regular, comporta
geralmente de 3 a 6 animais, sem objetos em seu interior. (C) Ambiente
Enriquecido, comporta geralmente entre 5 e 15 animais, contendo objetos
estimulatorios em seu interior.
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2.7.1 Utilizacdo do EA em estudos neuroldgicos

O recurso do ambiente enriquecido vem sendo utilizado nas mais diversas patologias
neuroldgicas. Na uUltima década, estudos usando modelos de camundongos knockout para
doencas genéticas como sindrome do X-fragil (Will, Galani et al., 2004) e camundongos
Ts65Dn parcialmente trissdmicos, usados como modelo para estudo da sindrome de Down
(Martinez-Cue, Baamonde et al., 2002), evidenciam melhora em testes cognitivos quando
expostos ao EA. Modelos experimentais para estudo de doencas neurodegenerativas como
esclerose lateral amiotrofica (Stam, Nithianantharajah et al., 2008), doenca de Parkinson
(Jadavji, Kolb et al., 2006) e doenca de Alzheimer (Jankowsky, Melnikova et al., 2005), além
modelos de ratos transgénicos para doenca de Huntington (Van Dellen, Blakemore et al.,
2000), mostram diminuicdo da perda celular encefdlica e maior tempo para inicio dos

sintomas motores quando os animais foram expostos ao ambiente enriquecido.

Uma série de estudos relata melhora na recuperacdo motora e cognitiva dos animais
que sofreram injurias cerebrais isquémicas e foram submetidos ao EA, além de demonstrarem
diminuicdo da area cortical infartada, aumento nas células progenitoras de astrocitos e
oligodendrocitos, bem como de ceélulas-tronco neurais (Johansson e Belichenko, 2002;
Risedal, Mattsson et al., 2002; Komitova, Mattsson et al., 2005). Nos modelos experimentais
em epilepsia 0 ambiente enriquecido demonstrou aumentar a resisténcia a crises e diminuir
déficits cognitivos associados, além de levar a inimeras alteragdes a nivel celular (Young,
Lawlor et al., 1999; Faverjon, Silveira et al., 2002; Koh, Chung et al., 2005), como veremos

especificamente mais adiante.

2.7.2 Efeitos do EA no cérebro

Os primeiros estudos com EA demonstraram a ocorréncia de alteragbes como
aumento do peso cerebral e espessamento das camadas corticais, além de aumento na proteina
total encefalica (Bennett, Rosenzweig et al., 1969). A seguir, 0s estudos cada vez mais
especificos, apontaram alteragdes decorrentes do EA a nivel bioquimico e celular (Van Praag,
Kempermann et al., 2000).

Uma grande variedade de parametros de plasticidade foi demonstrada, como
aumento da neurogenése (Kempermann, Kuhn et al., 1997; Kempermann e Gage, 1999; Van

Praag, Kempermann et al., 2000), da gliogénese e das arboriza¢bes dendriticas (Nakamura,
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Kobayashi et al., 1999). Kemperman et al (Kempermann, Kuhn et al., 1997) demonstraram
aumento da camada granular secundario ao ganho de 15% de neurdnios granulares no GD de
camundongos submetidos ao EA. Outros autores relataram aumento significativo da
densidade sinaptica e do nimero total de sinapses nos animais ambientalmente estimulados
(Rosenzweig e Bennett, 1996; Ip, Giza et al.,, 2002), além de importante aumento da
plasticidade cortical relacionada a maior expressdo de genes como o gene Arc, envolvido no

processo molecular da plasticidade celular (Pinaud, Penner et al., 2001).

Em animais normais o EA foi associado a alteracbes como a inibicdo da morte
celular por apoptose na regido hipocampal e ao aumento de fatores neurotroficos, como o
fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
neurotrofina 3 (NT-3) e fator de crescimento do nervo (NGF) (Young, Lawlor et al., 1999).
H& também aumento da resisténcia celular a insultos, provavelmente em decorréncia do
aumento na expressdo de RNA mensageiro para esses fatores previamente citados, envolvidos
no trofismo celular (Nakamura, Kobayashi et al., 1999). Além disso, diversos autores
descreveram que o ambiente enriquecido possui efeito protetor no envelhecimento celular
(Nakamura, Kobayashi et al., 1999; Will, Galani et al., 2004; Lores-Arnaiz, Bustamante et
al., 2006).

Quanto ao peso cerebral, foi relatado aumento do peso dos cérebros de animais
submetidos a diferentes protocolos de EA (Rosenzweig, Krech et al., 1962; Iso, Simoda et al.,
2007).

2.7.3 Efeitos do EA na cogni¢do e memoria

Estudos com ambiente enriquecido evidenciaram melhora significativa nos testes
comportamentais e de memoria, provavelmente de forma secundaria as alteracbes anatbmicas

previamente descritas (Rosenzweig e Bennett, 1996; Brown, Cooper-Kuhn et al., 2003).

Xu e colaboradores (Xu, Ye et al., 2009) estudaram o efeito do EA em ratos
Sprague-Dawley submetidos a insulto isquémico cerebral. O EA teve consequéncias benéficas
nos animais testados no LAM e levou ao aumento do numero de sinapses parietais e da

densidade pds-sinaptica do hipocampo e do cortex parietal.
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Veena et al (Veena, Srikumar et al., 2009) demonstraram melhora nos sintomas
depressivos concomitantemente ao aumento de células hipocampais em ratos Wistar

submetidos a estresse cronico seguido de EA.

Na area comportamental demonstrou-se que o EA melhora o desempenho de
animais nos mais variados testes cognitivos, sensoriais, motores e afetivos (Rosenzweig e
Bennett, 1996; Young, Lawlor et al., 1999; Rutten, Van Albada et al., 2002; Veena, Srikumar
et al., 2009), como no LAM (Wang, Lai et al., 2007), na habituacdo avaliada através do teste
de campo aberto (Koh, Chung et al., 2005; Amaral, Vargas et al., 2008), reflexo de
sobressalto (Iso, Simoda et al., 2007), labirinto em cruz elevado e labirinto radial de oito
bracos (Lores-Arnaiz, Bustamante et al., 2007).

N&o esta claro qual o tempo necessario de exposi¢cdo ao EA para gerar beneficios e
em que momento de inicio a exposicao ocorre maior ganho cognitivo. Amaral et al (Amaral,
Vargas et al., 2008) demonstraram que um periodo curto, de uma semana apenas, ja leva a
beneficios no campo cognitivo. Os autores também relataram que os beneficios podem
perdurar durante varios meses, e que esse tempo € diretamente proporcional ao tempo de
exposicdo ao ambiente enriquecido. Ademais, 0s pesquisadores enfatizaram que os achados
dos efeitos do ambiente enriquecido no cerebro séo diversificados, pois ha inimeros modelos
de EA, e que variam quanto ao tempo de exposi¢do e de duracdo e quanto a idade de inicio da
exposicao.

2.7.4 EA, desnutricéo e crises convulsivas

Animais desnutridos foram submetidos ao EA e verificou-se aumento da espessura
cortical nas areas frontoparietal e occipital, além de aumento na ramificagdo dendritica pos-
EA (Carughi, Carpenter et al., 1989). Diversos estudos demonstram aumento da massa
encefélica de animais desnutridos em decorréncia da exposicdo ao ambiente enriquecido
(Bennett, Rosenzweig et al., 1969; Henderson, 1970; Katz e Davies, 1984).

Crnic (Crnic, 1983) observou que o EA provoca importante melhora em testes
cognitivos em ratos submetidos a um modelo de desnutrigdo intra-uterina. Os animais que
foram alocados em ambiente enriquecido obtiveram melhor desempenho por aumento do
tempo de laténcia & movimentacdo em campo aberto e melhores escores no teste de esquiva

inibitoria.
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Especificamente em animais que sofreram SE e foram submetidos ao EA,
demonstrou-se up regulation de multiplos fatores neurotréficos, aumento da neurogénese na
camada granular do GD (Dhanushkodi e Shetty, 2008), aumento da atividade do AMPc e
CREB, este ultimo um fator de transcricdo que desempenha papel critico nos processos de

memoria de longa duracdo (Holmes, Yang et al., 2002).

Koh e colaboradores (Koh, Chung et al., 2005) induziram crises através da
administracdo de acido kainico em ratos Long-Evans entre P20 e P25. A seguir, 0s animais
foram randomizados em moradias regulares ou enriquecidas. Observou-se melhora no
desempenho no teste de campo aberto nos animais alocados no grupo submetido ao EA,
associada ao aumento da expressao de genes envolvidos na consolidagdo da memoria e na

plasticidade sinaptica (genes Arc, Homer la e Egr 1).

Outro estudo (Rutten, Van Albada et al., 2002) com inducdo de SE em P20
utilizando o modelo de litio-pilocarpina e posterior EA, avaliou esses animais quanto a
memoria espacial em P22, P25, P30 ou P50. Em todos os periodos testados 0s animais que
sofreram SE foram piores que os controles no LAM. Apds o tratamento com ambiente
enriquecido por 28 dias houve melhora significativa no desempenho na memdria viso-

espacial, porém, sem alteracdes histolégicas ou eletroencefalograficas concomitantes.

Em estudos que submeteram os animais ao ambiente enriquecido antes da inducao
de crises convulsivas observou-se efeito protetor do EA (Pinaud, Penner et al., 2001),
aumentando o limiar para o inicio da crise e protegendo o cérebro de insultos secundarios as

crises (Young, Lawlor et al., 1999).

N&o encontramos nenhum estudo que elucide os efeitos do ambiente enriquecido em
animais desnutridos e submetidos a crises convulsivas. E valido enfatizar novamente a
coexisténcia desses agravos em seres humanos, principalmente em paises em
desenvolvimento, afetando a populacgdo infantil de modo especial. Pensando nisso buscamos
desenvolver um modelo experimental que possibilite a avaliacdo da interacéo entre esses dois
fatores quanto a danos cognitivos, bem como verificar a intervencdo com o ambiente

enriquecido como uma ferramenta de intervencgéo positiva nesse quadro.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Verificar os efeitos do enriquecimento ambiental em animais submetidos a
desnutricdo precoce e de dois diferentes paradigmas de crises convulsivas, quanto & memoria

espacial de ratos adultos.

3.2 ESPECIFICOS

e Verificar os efeitos da desnutricdo precoce, das crises convulsivas precoces e do status

epilético no peso corporal de ratos imaturos.

e Verificar os efeitos da desnutricdo precoce, das crises convulsivas precoces, do status

epilético e do enriqguecimento ambiental no peso corporal de ratos adultos.

o Verificar os efeitos da desnutricdo precoce, das crises convulsivas precoces, do status

epilético e do enriquecimento ambiental no peso cerebral de ratos adultos.

e Verificar os efeitos da desnutricdo precoce, das crises convulsivas precoces, do status
epilético e do enriquecimento ambiental na relacdo do peso cerebral/peso corporal de ratos
adultos.

e Verificar os efeitos da desnutricdo precoce no limiar para inicio de crise nas crises

precoces e no status epilético.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ao todo no experimento 12 ratas fémeas Wistar prenhas e suas
ninhadas (restritas a 10 animais) totalizando, inicialmente, 130 ratos. Ao longo de todo
experimento 4 animais foram a 6bito, sendo o nimero final de animais estudados igual a 126.
Foram selecionados somente os filhotes machos para o trabalho. Os animais foram mantidos
durante o periodo experimental no Instituto de Pesquisa Biomédica da PUCRS, alojados em
sistema de caixa moradia climatizada, e mantidos em sistema de 12 horas claro/escuro. As
ratas prenhas foram obtidas do biotério do departamento de bioquimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e cuidadosamente transportadas para o Instituto de Pesquisa
Biomédica da PUCRS antes de darem a luz, onde ficaram mantidas com agua e racdo ad

libitum.

A fase experimental foi dividida em duas. A primeira fase foi composta de 62
animais, divididos em 6 grupos denominados da seguinte maneira: NC: Nutridos Controles
(n=11), NCR: Nutridos Crises Precoces (n=09), NSE: Nutridos Status Epilético (n=10), DC:
Desnutridos Controles (n=11), DCR: Desnutridos Crises Precoces (n=09) e DSE: Desnutridos
Status Epilético (n=12).

Entre o segundo dia pos-natal (P2) e P15, 32 filhotes foram submetidos ao
Paradigma de desnutricdo (Grupos DC, DCP e DSE) enquanto os outros 30 filhotes foram
mantidos com a nutriz (Grupos NC, NCP e NSE). Em P8, P9 e P10, 09 animais nutridos e 09
animais desnutridos foram alocados para 0 modelo de crises convulsivas precoces (Grupos
NCP e DCP). Em P16, 10 animais nutridos e 12 desnutridos foram submetidos a status
epilético (Grupos NSE e DSE). Os restantes 22 filhotes da primeira fase experimental
constituiram 0s grupos controle, sem crises, nutridos e desnutridos respectivamente (Grupos
NC e DC). Esses animais foram mantidos durante todo o experimento em moradias regulares.
A fase de estudo comportamental iniciou ap6s P60, quando 0s animais se encontravam no
periodo adulto, e prosseguiu até P90, quando todos os animais foram submetidos a perfusao

transcardiaca e retirada dos encéfalos.

A segunda fase constituiu a fase de tratamento com ambiente enriquecido, onde foi

repetido inicialmente 0 mesmo tratamento aos seguintes 64 animais, conforme previamente



27

descrito. Todos os grupos nessa fase, entretanto, foram alocados em moradias especiais entre
P30 e P60, contendo objetos estimulatdrios disponiveis para explora¢do continuamente. Os
testes comportamentais iniciaram igualmente em P60 e prosseguiram até P90, quando foi
realizado o sacrificio dos animais com injecdo intraperitoneal de tiopental sédico (0,1ml/100g
de peso corporal) seguido da perfusdo transcardiaca com soro fisioldgico e paraformoldeido
4% e retirada dos encéfalos da calota craniana. Os encéfalos foram seccionados ao nivel do
bulbo, e superiormente foi realizada seccdo dos nervos épticos, poupando-se 0 quiasma optico
e 0 bulbo olfatério. Todos os encéfalos foram pesados imediatamente apds a retirada da calota

craniana, em P90.

A nomenclatura dos grupos na segunda fase seguiu 0 modelo da primeira, acrescido
do complemento “COM EA”, respectivamente: NC COM EA (n=15), NCP COM EA (n=08),
NSE COM EA (n=13), DC COM EA (n=09), DCP COM EA (n=10) e DSE COM EA (n=09).

4.2 PARADIGMA DE DESNUTRICAO

O regime de desnutricdo utilizado foi o de limitagdo progressiva ao acesso de leite
por separacdo da fémea nutriz e filhotes. O primeiro dia de vida foi chamado de PO. O
afastamento iniciou em P2, com duas horas de duracdo, e foi progressivamente aumentado em
2 horas por dia até 0 maximo de 12 horas/dia. O periodo de desnutricdo foi mantido até P15.
Em P16 os filhotes foram novamente colocados com a fémea nutriz, encerrando o periodo de
desnutricdo. Todos os animais foram pesados diariamente. Durante o periodo de separacéo 0s
filhotes foram mantidos juntos e em gaiola aquecida. Os animais controle permaneceram
sempre com a fémea nutriz com livre acesso a lactacdo. Todos os filhotes foram separados da

fémea nutriz em P21, quando termina o periodo de lactacdo normal desses roedores.
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(A)

(B)

Figura3  Comparagéo entre ratos Wistar desnutridos e nutridos.
(A) Ratos Wistar, desnutrido (a esquerda) e nutrido (a direita) em P15. (B)

Ratos Wistar, desnutrido (a esquerda) e nutrido (a direita) em P90.

4.3 MODELO DE CRISES CONVULSIVAS

O flurothyl [bis-(2,2,2-trifluorethyl)éter] é um agente volatil que estimula
rapidamente o sistema nervoso central induzindo crises convulsivas generalizadas. O flurothyl
foi utilizado em cdmara vedada posicionada dentro da capela do laboratorio de Neurociéncias
do IPB- PUCRS. Utilizamos uma bomba de infusdo para controle do gotejamento do farmaco.

O modelo de Crises Precoces (CP) consiste no gotejamento de 4-6 gts/min de

flurothyl até a ocorréncia da primeira crise convulsiva. O horério da primeira crise do animal
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foi registrado e o gotejamento foi cessado. Foram induzidas 3 crises por dia, com intervalo de
1 hora entre as mesmas. Tal processo foi repetido durante trés dias consecutivos, P8, P9 e

P10. Esta faixa corresponde ao periodo neonatal de seres humanos até os 9 meses de idade.

O modelo de estado de Status Epilético (SE) consiste na exposi¢do dos animais ao
flurothyl 4-6 gotas por minuto durante 20 minutos, permanecendo mais 10 minutos na cAmara
fechada. O grupo submetido a SE sofreu crise em P16, faixa correspondente a 3 a 4 anos de

idade dos seres humanos.

S
A

Figura4  Aparato utilizado para inducéo de crises convulsivas

na capela do laboratério de Neurociéncias do IPB- PCRS

44 MODELO DE ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL

Na segunda fase do estudo, entre P30 e P60, 64 animais divididos em 6 grupos
igualmente a primeira fase do experimento (nutridos: NC, NCP e NSE, e desnutridos: DC,
DCP e DSE) foram alojados em moradias ambientalmente enriquecidas. As caixas utilizadas
nessa fase possuiam dimensdes de 70 cm largura x 50 cm profundidade x 50 cm de altura e
dois andares comunicados por uma rampa. Em seu interior foram distribuidos objetos
variados como bolas, canos, aros, running wheels, cubos e caixas, de diferentes cores,

tamanhos e materiais. Alguns objetos além de proporcionaram estimulos visuais e tateis
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serviam de abrigo para os ratos ou como esconderijos onde era colocada a ragdo, estimulando
a exploragdo. Os objetos foram trocados uma vez por semana, tomando-se o cuidado de ndo
repetir 0s mesmos objetos em semanas consecutivas. Foram alocados de 10 a 15 animais por

caixa de modo a também proporcionar maior interacdo social entre 0s animais.

As caixas foram mantidas em ambiente climatizado e os animais tinham livre acesso

a 4gua e racao, permanecendo em regime claro-escuro 12/12h.

g
4/1,/“...-
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Figura5  Aparato utilizado como Enriquecimento Ambiental
no biotério do IPB- PUCRS.

45 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS - LAM

O Labirinto Aquatico de Morris (LAM) foi desenvolvido na década de 1980, por
Richard G. Morris como um modelo para investigar a memaria em roedores (Morris, 1984) e
é hoje o modelo comportamental mais utilizado para estudo do funcionamento da memoria
hipocampo-dependente. O LAM é um instrumento utilizado na investigacdo do aprendizado
espacial e na avaliagcdo de memoria viso-espacial, sendo o paralelo mais préximo da memdria
episodica de humanos (Jeltsch, Bertrand et al., 2001). Os testes no LAM foram aplicados
com objetivo de avaliar a aquisicdo e retencdo da memoria viso-espacial, este Gltimo através
do chamado teste de prova (probe test). A aquisi¢do consiste na avaliacdo do comportamento
do animal durante os dias de treino, enquanto o teste de prova é uma medida da persisténcia

do aprendizado espacial.

O labirinto utilizado no experimento encontra-se no Centro de Memoria do Instituto
de Pesquisas Biomédicas da PUCRS. Trata-se de uma piscina circular de concreto medindo 2
m de didmetro e 0,6 m de altura, contendo agua até uma altura de 25 cm, com as paredes
internas pintadas de preto. A &gua da piscina é mantida entre 21-23°C durante todo o
experimento. H&4 uma plataforma de 12 cm de didmetro na profundidade de dois centimetros
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da superficie. A plataforma é igualmente preta e feita de material abrasivo de maneira que ndo
pode ser vista pelo animal mas 0 mesmo pode, facilmente, subir nela quando a encontrar. A
plataforma é o Unico local no labirinto onde os animais podem ficar parados, sem precisar
nadar. Sao designados quatro pontos na borda da piscina, o norte (N), o sul (S), o leste (E) e 0
oeste (O), que dividem a mesma em quatro quadrantes (NO, NE, SE, SO). As paredes ao
redor do LAM encontram-se repletas de figuras geométricas contrastantes, facilmente
visualizaveis pelos animais, porém comportalmente neutras, e que funcionam como pistas

localizatorias para que os animais localizem a plataforma de escape.

( Camera -
O~ S l Light — 7/0

ne

= ® A

Morris Water Maze

Figura6  Esquema representativo do LAM

Fonte disponivel em <www.mcg.edu/Core/Labs/sabc/Morriswatermaze.htm>

45.1 Aprendizado espacial no LAM

O treino na versdo espacial do LAM consistiu de uma sessdo diaria de quatro
largadas durante cinco dias consecutivos. A plataforma de escape foi mantida na mesma
posicdo durante os cinco dias de treino. Cada uma das quatro largadas diarias foi iniciada de
uma posicao distinta da piscina de acordo com um padrdo pseudo-aleatério gerado por um
sistema computadorizado desenvolvido no Centro de Memoria do IPB- PUCRS. A duragéo
méaxima de cada largada foi de 60 segundos, se 0 animal ndo encontrasse a plataforma neste

periodo de tempo era conduzido até a mesma pelo experimentador. Uma vez na plataforma, o


http://www.mcg.edu/Core/Labs/sabc/Morriswatermaze.htm
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animal permanecia durante 30 segundos, podendo observar as pistas alocadas ao redor do
labirinto. A retencdo da memdria no LAM foi avaliada no teste de prova. O teste de prova foi
realizado 24 horas ap0s o término da sessao de treino, sendo retirada a plataforma de escape e
avaliada a trajetéria do animal no labirinto durante 60 segundos. O tempo que o animal
permaneceu nadando no quadrante alvo (QA, quadrante onde a plataforma de escape estava
localizada durante o treino) foi utilizado como indicador de retencdo da memoria espacial.

As sessdes de treino iniciaram em P61, com duracdo de cinco dias consecutivos, até
P65. O teste de prova foi realizado em P66. Os animais da primeira fase do estudo (i.e. SEM
EA) estavam até P60 acomodados em moradias regulares conforme previamente descrito,
enquanto os animais da segunda fase (i.e. COM EA) permaneceram em moradias

enriquecidas ambientalmente até essa mesma data.

Figura7  Vista geral da sala do LAM
do Centro de Meméria do IPB - PUCRS.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média * erro padréo (EP).

Dados referentes ao ganho de peso, peso cerebral e relacdo peso cerebral/peso

corporal foram analisados através do modelo de ANOVA com duplo critério de classificacao.
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Dados referentes ao limiar para SE foram analisados pelo modelo ANOVA com
Unico critério de classificagdo. Os dados referentes aos limiares para inicio das crises no
modelo de CP foram analisados pelo modelo ANOVA de medidas repetidas. Os valores

basais foram comparados com teste t de Student.

Dados referentes ao treino e testes no LAM foram analisados através do método de
ANOVA com triplo critério de classificag&o.

A significancia estatistica foi definida como p<0,05 para todos os testes.

As analises estatisticas foram realizadas atraves de programa estatistico SPSS versédo
15.0.

4.7 CALCULO AMOSTRAL

O célculo do tamanho da amostra foi baseado nos resultados do LAM apds um
projeto piloto. Considerando um valor de p<0,05 e com um poder de 90% para estimar uma
diferenca de 40% entre as médias dos grupos, calculou-se um nimero amostral de

aproximadamente 10 animais por grupo.

48 ASPECTOSETICOS

No presente estudo os protocolos experimentais utilizados seguiram as normas
internacionais de experimentacdo com animais de laboratério. Os animais receberam cuidados
e manuseio adequados e foram submetidos ao minimo possivel de desconforto e estresse.
Durante os procedimentos invasivos foram instituidas sedacdo e analgesia de acordo com a
pratica de rotina do laboratério de Neurociéncias do Instituto de Pesquisas Biomédicas da
PUC-RS.

O estudo foi aprovado pelo Comité Cientifico de Etica em Pesquisa da PUC-RS,
protocolo nimero 08/00023, em 19 de agosto de 2008.



5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DO PESO CORPORAL

5.1.1 Efeito do estado nutricional e das crises convulsivas no peso corporal em P15

35

A tabela 1 e a figura 8 mostram que a média de ganho de peso corporal entre P2 e

P15 foi menor nos animais desnutridos (grupos DC, DCP e DSE; 10,7 £ 0,4g) do que nos
nutridos (grupos NC, NCP e NSE; 18,5 + 0,4g; p<0,001). Quanto a média de ganho de peso

corporal em relacdo a crises, ndo houve diferenca entre os animais submetidos as crises

convulsivas precoces em P8, P9 e P10 (grupos DCP e NCP; 14,9 £ 0,5¢g), ao status epilético

em P15 (grupos DSE e NSE; 14,8 + 0,5 g) e os animais controles (grupos DC e NC; 14,1

0,5g; p=0,49). A analise realizada por ANOVA de duas vias indica uma interacdo entre o

estado nutricional e crises convulsivas no peso corporal em P15 (p<0,001).

Tabela 1 Ganho de peso corporal até P15.

Comparacdo do ganho de peso corporal (g) observado entre o P2 e P15 segundo o tipo

de crise convulsiva e o estado nutricional em ratos Wistar

Total Nutridos Desnutridos
Ganho ganho ganho de
Crise n depeso dif. n depeso dif n peso dif
Controle 46 14,1+05 - 26 19,2+0,7 - 20 9,1+0,8 -
CP 36 14,9405 08 17 16,8+0,8 -24 19 130+08 39
SE 44 14,8105 0,7 23 19,5+0,7 0,3 21 10,2+0,7 1,1
Total 126 14,6+0,3 66 18,5+0,4 60 10,7+0,4

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo. dif: diferenca entre o grupo e o
controle. Efeito da crise (CP ou SE) no ganho de peso, p=0,49; efeito do estado
nutricional no ganho de peso, p<0,001; interacdo entre crise e estado nutricional,
p<0,001. Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério

de classificacdo.



36

251

**

15+
*

Ganho de peso corporal (g)

10_ —
5-
0
NT NC NCP NSE DT DC DCP DSE
Nutridos Desnutridos
Grupos

Figura8 Comparacéo do ganho de peso corporal em P15.
Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos), Nutrido Controle (NC),
Nutrido Crise Precoce (NCP), Nutrido Status Epilético (NSE), Desnutrido
Total (DT) (i.e. todos os animais desnutridos), Desnutrido Controle (DC),
Desnutrido Crise Precoce (DCP) e Desnutrido Status Epilético (DSE), entre
P2 e P15, em ratos Wistar. Efeito do estado nutricional no ganho de peso
corporal (*P[desnutricdo] <0,001). Efeito da interacdo desnutricdo x crises

convulsivas (CP ou SE) (**P[desnutricdo x crises convulsivas] <0,001).

5.1.2 Efeito do estado nutricional, das crises convulsivas precoces e do enriquecimento

ambiental no peso corporal em P90

A tabela 2 e a figura 9 mostram que a média de ganho de peso corporal entre P2 e
P90 nos animais SEM EA é significativamente menor nos animais desnutridos (grupos DC e
DCP SEM EA; 270,6 + 7,3g) do que nos nutridos (grupos NC e NCP SEM EA,; 2955+ 7,3 g;
p=0,021). O mesmo se observa nos animais COM EA entre os desnutridos (grupos DC e DCP
COM EA; 277,9 £+ 6,2g) comparados aos nutridos (grupos NC e NCP COM EA; 309,4 + 6,0
g; p<0,001). Tanto nos animais SEM EA (grupos DCP e NCP SEM EA; 282,4 £+ 7,7g) quanto
nos COM EA (grupos DCP e NCP COM EA; 298,3 * 6,4g), ndo houve diferenca no peso
corporal em P90 entre os animais submetidos as crises convulsivas precoces em P8, P9 e P10
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e os controles. (SEM EA p=0,90; COM EA p=0,286). A anélise realizada por ANOVA de
duas vias indica interacdo entre estado nutricional e crises convulsivas nos animais SEM EA
(p=0,019) e COM EA (p=0,001) . A analise realizada por ANOVA de trés vias indica o efeito
global do EA como ndo significativo (p=0,119), bem como a interacdo entre e crises
convulsivas e EA (p=0,432), interacdo entre estado nutricional e EA (p=0,621), e interacdo
entre crise, estado nutricional e EA (p=0,746).

Tabela 2 Ganho de peso corporal até P90 (1)
Comparacgéo do ganho de peso corporal (g) observado entre o P2 e P90 segundo Estado Nutricional e
Enriguecimento Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Crises Precoces (CP)

Total Nutridos Desnutridos
ganho de ganho de ganho de
Crise n peso dif n peso dif n peso dif
Sem EA
Controle 22 283,7+6,9 - 11  308,849,8 - 11 258,6+9,8 -
CP 18 282,4+7,7 13 09 299,2+10,8 -9,6 09  282,6+10,8 24
Total 40 283,145,2 20  295,5+7,3 20 270,6+7,3
Com EA
Controle 24 289,0+5,7 - 15 319,6+7,0 - 09 258,4+9,0 -
CP 18 298,3+6,4 9,3 08 299,2+96 -204 10 297,3185 38,9
Total 42 293,6+4,3 23 309,446,0 19 277,916,2

Os dados sdo apresentados como média + erro padrao. dif: diferenca em relagdo ao controle. Sem EA:
efeito da crise no ganho de peso, p=0,90; efeito do estado nutricional no ganho de peso, p=0,021;
interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,019. Com EA: efeito da crise no ganho de peso,
p=0,286; efeito do estado nutricional no ganho de peso, p=0,001; interacdo entre crise e estado
nutricional, p=0,001. Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de
classificagdo. Analise global do efeito do EA, p=0,119; interacdo entre crise e EA, p=0,432; interagdo
entre estado nutricional e EA, p=0,621; interacdo entre crise, estado nutricional e EA, p=0,746.
Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo critério de classificacdo.
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Figura9  Comparacéo do ganho de peso corporal em P90 (1).
Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NCP), Nutrido
Controle (NC), Nutrido Crise Precoce (NCP), Desnutrido Total (DT) (i.e.
todos os animais desnutridos, DC e DCP), Desnutrido Controle (DC),
Desnutrido Crise Precoce (DCP), entre P2 e P90, em ratos Wistar, sendo A=
SEM Enriquecimento Ambiental (EA) e B= COM EA. (A) Efeito do estado
nutricional no ganho de peso corporal (*P[desnutri¢do]=0,021). Efeito da
interacdo desnutricdo x crises convulsivas (**P[desnutricdo X crises
convulsivas]=0,019). (B) Efeito do estado nutricional no ganho de peso
corporal (#P[desnutricdo]=0,001). Efeito da interacdo desnutricdo X crises

convulsivas (##P[desnutricdo x crises convulsivas]=0,001).

5.1.3 Efeito do estado nutricional, do status epilético e do enriquecimento ambiental no

peso corporal em P90

A tabela 3 e a figura 10 mostram que a média de ganho de peso corporal entre P2 e
P90 nos animais SEM EA é menor nos animais desnutridos (grupos DC e DSE SEM EA;
271,3 £ 7,7g) do que nos nutridos (grupos NC e NSE SEM EA; 295,8 + 8,1g; p=0,034) de
maneira significativa. Nos animais COM EA também se observa menor peso nos animais
desnutridos (grupos DC e DSE COM EA,; 262,4 + 6,0g) comparado aos nutridos (grupos NC
e NSE COM EA,; 314,3 + 4,8g; p<0,001). Tanto nos animais SEM EA (grupos DSE e NSE
SEM EA; 283,4 £ 7,99) quanto nos animais COM EA (grupos DSE e NSE COM EA; 287,7 £

5,49), ndo houve diferenca no peso corporal em P90 entre os animais submetidos ao SE em
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P16 comparados aos controles (SEM EA p=0,976; COM EA p=0,869). A anélise realizada
por ANOVA de duas vias indica uma interacdo entre desnutricdo e crises convulsivas nos
animais SEM EA (p=0,027) e ndo demonstra uma interacdo entre esses fatores no grupo
COM EA (p=0,232). A analise realizada por ANOVA de trés vias indica o efeito global do
EA como ndo significativo (p=0,476), tampouco quanto a interacdo entre e crises convulsivas
e EA (p=0,946) e interacdo entre crise, estado nutricional e EA (p=0,226). A Unica interacdo

signitficativa ocorreu entre estado nutricional e EA (p=0,621).

Tabela 3 Ganho de peso corporal até P90 (1)
Comparacgdo do ganho de peso corporal (g) observado entre P2 e P90 segundo Estado Nutricional e
Enriquecimento Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Status Epilético (SE)

Total Nutridos Desnutridos
ganho de ganho de ganho de
Crise n peso dif n peso dif n peso dif
Sem EA
Controle 22 283,7+79 - 11 308,8+11,1 - 11 258,6+11,1 -
SE 22 2834+79 -03 10 282,8+11,7 -26,0 12 283,9+10,7 253
Total 44  283,615,6 21  295,818,1 23 271,3+7,7
Com EA
Controle 24 289,0+53 - 15  319,646,5 - 9 258,418,4 -
SE 22 287,7454 -13 13 309,1+47,0 -10,5 9 266,4+8,4 8,0
Total 46  288,4+3,8 28  314,3+4,8 18 262,4+6,0

Os dados sdo apresentados como média + erro padrao. dif: diferenca em relagdo ao controle. Sem EA:
efeito da crise no ganho de peso, p=0,976; efeito do estado nutricional no ganho de peso, p=0,034;
interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,027. Com EA: efeito da crise no ganho de peso,
p=0,869; efeito do estado nutricional no ganho de peso, p<0,001; interacdo entre crise e estado
nutricional, p=0,232. Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de
classificacdo. Analise global do efeito do EA, p=0,476; interacdo entre crise e EA, p=0,946; interacdo
entre estado nutricional e EA, p=0,045; interacdo entre crise, estado nutricional e EA, p=0,226.
Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo critério de classificacao.
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Figura1l0 Comparacéo do ganho de peso corporal em P90 (11).
Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NSE), Nutrido
Controle (NC), Nutrido Status Epilético (NSE), Desnutrido Total (DT) (i.e.
todos os animais desnutridos, DC e DSE), Desnutrido Controle (DC),
Desnutridos Status Epilético (NSE), entre P2 e P90, em ratos Wistar, sendo
A= SEM Enriquecimento Ambiental (EA) e B= COM EA. (A) Efeito do
estado nutricional no ganho de peso corporal (*P[desnutri¢céo]=0,034).
Efeito da interacdo desnutricdo x crises convulsivas (**P[desnutri¢do x
crises convulsivas]=0,027). (B) Efeito do estado nutricional no ganho de peso

corporal (#P[desnutri¢do]<0,001).

A figura 11 (A,B,C,D) representa as curvas de crescimento do ganho de peso

corporal de todos 0s animais, de P2 até P90.
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Figurall Representacdo das curvas de ganho de peso corporal.
Nutrido Controle (NC), Nutrido Crise Precoce (NCP), Nutrido Status
Epilético (NSE), Desnutrido Controle (DC), Desnutrido Crise Precoce
(DCP) e Desnutrido Status Epilético (DSE), entre P2 e P90, em ratos Wistar,
SEM EA (graficos A e B) e COM EA (graficos C e D). (A) Nutridos SEM
EA (B) Desnutridos SEM EA (C) Nutridos COM EA (D) Desnutridos COM
EA.

5.2 ANALISE DO PESO CEREBRAL

5.2.1 Efeito do estado nutricional, das crises convulsivas precoces e do enriquecimento

ambiental no peso cerebral em P90

A tabela 4 e a figura 12 mostram que a média do peso cerebral em P90 nos animais
SEM EA néo apresentou diferenca entre nos animais desnutridos (grupos DC e DCP SEM
EA; 1,79 + 0,03g) e os nutridos (grupos NC e NCP SEM EA,; 1,85 + 0,03 g; p=0,129). Nos

animais COM EA se observa o peso cerebral em P90 significativamente menor nos animais
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desnutridos (grupos DC e DCP COM EA; 1,85 + 0,02g) comparado aos nutridos (grupos NC
e NCP COM EA; 1,97 + 0,02g; p=0,001). Nos animais SEM EA (grupos DCP e NCP SEM
EA; 1,83 + 0,03g) ndo houve diferenca no peso cerebral em P90 entre os animais submetidos
as crises convulsivas precoces em P8, P9 e P10 e controles (p=0,366). Todavia, 0s animais
COM EA (grupos DCP e NCP COM EA; 1,95 + 0,02g), apresentaram diferenga no peso
cerebral em P90 quando submetidos as crises precoces (COM EA p=0,022). A anélise
realizada por ANOVA de duas vias ndo indica interacéo entre desnutricdo e crises convulsivas
nos animais SEM EA (p=0,352), mas um valor limitrofe é observado no grupo COM EA
(p=0,066). A andlise realizada por ANOVA de trés vias indica o efeito global do EA
significativo quanto ao peso cerebral (p<0,001). Ndo se verifica, entretanto, interacdo entre e
crises convulsivas e EA (p=0,40), entre estado nutricional e EA (p=0,238) ou entre crise,
estado nutricional e EA (p=0,619).

Tabela 4 Peso cerebral em P90 (1).
Comparagdo do peso cerebral (g) observado em P90 segundo Estado Nutricional e Enriquecimento

Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Crises Precoces (CP)

Total Nutridos Desnutridos

peso peso
Crise n cerebral dif n cerebral dif n  pesocerebral  dif
Sem EA
Controle 22 1,80+0,02 - 11 1,85+0,03 - 11 1,75+0,03 -
CP 18 1,83+0,03 0,03 9 1,84+0,04 -0,01 9 1,80+0,04 0,05
Total 40 1,82+0,02 20  1,85+0,03 20 1,79+0,03
Com EA
Controle 24 1,87+0,02 - 15  1,96+0,02 - 9 1,79+0,03 -
CP 18 1,95+0,02 0,08 8 1,97+0,03 0,01 10 1,92+0,03 0,13
Total 42 1,91+0,01 23 1,97+0,02 19 1,85+0,02

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo. dif: diferenca em relagdo ao controle. Sem EA:
efeito da crise no peso cerebral, p=0,366; efeito do estado nutricional no peso cerebral, p=0,129;
interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,352. Com EA: efeito da crise no peso cerebral, p=0,022;
efeito do estado nutricional no peso cerebral, p=0,001; interacdo entre crise e estado nutricional,
p=0,066. Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de
classificagdo. Anélise global do efeito do EA, p<0,001; interacdo entre crise e EA, p=0,40; interacdo
entre estado nutricional e EA, p=0,238; interacdo entre crise, estado nutricional e EA, p=0,619.
Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo critério de classificacao.
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Figural2  Comparacao do peso cerebral em P90 (1).

Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NCP), Nutrido
Controle (NC), Nutrido Crise Precoce (NCP), Desnutrido Total (DT) (i.e.
todos os animais desnutridos, DC e DCP), Desnutrido Controle (DC),
Desnutrido Crise Precoce (DCP), em ratos Wistar, sendo A= SEM
Enriquecimento Ambiental (EA) e B= COM EA. (A) Valores encontrados
ndo significativos. (B) Efeito do estado nutricional no peso cerebral
(#P[desnutri¢éo]=0,001). Efeito das crises convulsivas precoces no peso
cerebral (P[crise]=0,022). Efeito do EA no peso cerebral (P[EA]<0,001).

5.2.2 Efeito do estado nutricional, do status epilético e do enriguecimento ambiental no

peso cerebral em P90

A tabela 5 e a figura 13 mostram que a média do peso cerebral em P90 nos animais
SEM EA ndo apresentou diferenca entre nos animais desnutridos (grupos DC e DSE SEM
EA; 1,77 + 0,03g) e os nutridos (grupos NC e NSE SEM EA; 1,75 + 0,03 g; p=0,46). Nos
animais COM EA se observa o peso cerebral em P90 significativamente menor nos animais
desnutridos (grupos DC e DSE COM EA,; 1,75 + 0,02g) comparado aos nutridos (grupos NC
e NSE COM EA; 1,96 + 0,02g; p<0,001). Nos animais SEM EA (grupos DSE e NSE SEM
EA; 1,72 £ 0,03g) ha um valor limitrofe a diferenca no peso cerebral em P90 entre os animais
submetidos ao SE em P16, comparados aos controles. (SEM EA p=0,045) Entretanto, nos
animais COM EA (grupos DSE e NSE COM EA,; 1,83 + 0,02g), nédo se verificou diferenca no
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peso cerebral em P90 quando submetidos ao SE (COM EA p=0,096). A analise realizada por
ANOVA de duas vias indica interacdo entre desnutricdo e crises convulsivas nos animais
SEM EA (p=0,005), mas ndo no grupo COM EA (p=0,145). A analise realizada por ANOVA
de trés vias indica o efeito global do EA significativo quanto ao peso cerebral (p<0,001),
quanto & interacdo entre estado nutricional e EA (p<0,001) e a interacdo entre crise, estado
nutricional e EA (p<0,001). N&o se verifica, porém, interacdo entre e crises convulsivas e EA
(p=0,458).

Tabela 5 Peso cerebral em P90 (11).
Comparacgédo do peso cerebral (g) observado em P90 segundo Estado Nutricional e Enriquecimento
Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Status Epilético (SE)

Total Nutridos Desnutridos
peso peso peso
Crise n cerebral dif n cerebral dif n cerebral dif
Sem EA
Controle 22 1,80+0,03 - 11 1,85+0,04 — 11 1,75+0,04 -
SE 22 1,72+0,03 -0,08 10 1,64+0,04 -0,21 12 1,79+0,04 0,04
Total 44 1,76+0,02 21  1,75+0,03 23 1,77+0,03
Com EA
Controle 24 1,87+0,02 - 15 1,96+0,02 — 9 1,7940,03 -
SE 22 1,83+0,02 -0,04 13 1,95+0,03 -0,01 9 1,70+0,03  -0,09
Total 46 1,85+0,01 28  1,96+0,02 18  1,75+0,02

Os dados séo apresentados como média + erro padréo. dif: diferenca em relacdo ao controle. Sem EA:
efeito da crise no peso cerebral, p=0,045; efeito do estado nutricional no peso cerebral, p=0,46;
interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,005. Com EA: efeito da crise no peso cerebral, p=0,096;
efeito do estado nutricional no peso cerebral, p<0,001; interacdo entre crise e estado nutricional,
p=0,145. Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de
classificacdo. Analise global do efeito do EA, p<0,001; interacdo entre crise e EA, p=0,458; interacdo
entre estado nutricional e EA, p<0,001; interacdo entre crise, estado nutricional e EA, p<0,001.
Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo critério de classificacao.
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Figura 13 Comparacéo do peso cerebral em P90 (I1).

Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NSE), Nutrido
Controle (NC), Nutrido Status Epilético (NSE), Desnutrido Total (DT) (i.e.
todos os animais desnutridos, DC e DSE), Desnutrido Controle (DC),
Desnutridos Status Epilético (NSE), em ratos Wistar, sendo A= SEM
Enriquecimento Ambiental (EA) e B= COM EA. (A) Efeito da crise no peso
cerebral (**P[crise]=0,045). Efeito da interacdo desnutricdo X crises
convulsivas no peso cerebral (**P[desnutri¢do x crises convulsivas]=0,005).
(B) Efeito do estado nutricional no peso cerebral (#P[desnutricdo]<0,001).
Efeito do EA peso cerebral ([EA]<0,001).

5.3 ANALISE DA RELACAO PESO CEREBRAL/PESO CORPORAL

5.3.1 Efeito do estado nutricional, das crises convulsivas precoces e do enriquecimento

ambiental na relacéo peso cerebral/peso corporal em P90

A tabela 6 e a figura 14 mostram que a média do peso cerebral/peso corporal em P90

nos animais SEM EA apresentou valor limitrofe para a significancia estatistica entre 0s

animais desnutridos (grupos DC e DCP SEM EA,; 0,65 + 0,01) e os nutridos (grupos NC e
NCP SEM EA; 0,61 + 0,01, p=0,09). Nos animais COM EA ha diferenca significativa da

relagdo peso cerebral/peso corporal em P90, sendo maior nos animais desnutridos (grupos DC
e DCP COM EA; 0,65 + 0,01) comparando-se aos nutridos (grupos NC e NCP COM EA,
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0,62 + 0,01; p=0,044). Tanto nos animais SEM EA (grupos DCP e NCP SEM EA,; 0,63 *
0,01) quanto nos COM EA (grupos DCP e NCP COM EA; 0,63 + 0,01), ndo houve diferenca
na relagdo peso cerebral/peso corporal em P90 entre os animais submetidos as crises
convulsivas precoces em P8, P9 e P10 comparados aos controles (SEM EA p=0,927; COM
EA p=0,858). A analise realizada por ANOVA de duas vias indica interacdo entre desnutri¢do
e crises convulsivas nos animais SEM EA (p=0,035), bem como nos animais COM EA
(p=0,006). A anélise realizada por ANOVA de trés vias indica o efeito global do EA como
ndo significativo quanto a relacdo peso cerebral/peso corporal (p=0,522), quanto a interacdo
entre e crises convulsivas e EA (p=0,859), quanto a interacdo entre estado nutricional e EA

(p=0.805) e a interacdo entre crise, estado nutricional e EA (p=0,881).

Tabela 6 Relacéo peso cerebral/peso corporal em P90 (1).
Comparacgéo da relacdo peso cerebral/peso corporal (Pcer/Pcorp) observada em P90 segundo Estado

Nutricional e Enriquecimento Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Crises Precoces (CP)

Total Nutridos Desnutridos
Crise n  Pcer/Pcorp  dif n Pcer/Pcorp  dif n  Pcer/Pcorp dif
Sem EA
Controle 22 0,63+0,01 - 11 0,59+0,02 - 11 0,6740,02 -
CP 18 0,63+0,01 — 9 0,63+0,02 0,04 9 0,62+0,02 -0,05
Total 40 0,63+0,01 20 0,61+0,01 20  0,65+0,01
Com EA
Controle 24 0,64+0,01 - 15  0,60+0,01 - 9 0,67+0,01 -
CP 18 0,63+0,01 -0,01 8 0,64+0,02 0,04 10 0,63+0,01 -0,04
Total 42 0,64+0,01 23 0,62+0,01 19 0,65+0,01

Os dados séo apresentados como média + erro padrédo. dif: diferenca em relacdo ao controle. Sem EA:
efeito da crise na relacdo peso cerebral/peso corporal, p=0,927; efeito do estado nutricional na relacéo
peso cerebral/peso corporal, p=0,09; interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,035. Com EA:
efeito da crise na relacdo peso cerebral/peso corporal, p=0,858; efeito do estado nutricional na relagéo
peso cerebral/peso corporal, p=0,044; interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,006.
Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de classificacdo. Analise
global do efeito do EA, p=0,522; interacdo entre crise e EA, p=0,859; interacdo entre estado
nutricional e EA, p=0,805; interacdo entre crise, estado nutricional e EA, p=0,881. Significancias
estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo critério de classificacéo.
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Figura 14 Comparacédo da relacéo peso cerebral/peso corporal em P90 (1).
Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NCP), Nutrido
Controle (NC), Nutrido Crise Precoce (NCP), Desnutrido Total (DT) (i.e.
todos os animais desnutridos, DC e DCP), Desnutrido Controle (DC),
Desnutrido Crise Precoce (DCP), em ratos Wistar, sendo (A) SEM
Enriquecimento Ambiental (EA) e (B) COM EA. (A) Efeito da interacéo
desnutricdo x crises convulsivas na relacdo peso cerebral/ peso corporal
(**P[desnutricdo x crises convulsivas]=0,035). (B) Efeito do estado
nutricional na relacéo peso cerebral/peso corporal (#P[desnutricdo]=0,044).
Efeito da interacdo desnutricdo x crises convulsivas (##P[desnutricdo X

crises convulsivas]=0,006).

5.3.2 Efeito do estado nutricional, do status epilético e do enriquecimento ambiental na

relacdo peso cerebral/peso corporal em P90

A tabela 7 e a figura 15 mostram que a média do peso cerebral/peso corporal em P90
nos animais SEM EA apresentou diferenca entre nos animais desnutridos (grupos DC e DSE
SEM EA; 0,64 + 0,02) e os nutridos (grupos NC e NSE SEM EA; 0,58 + 0,02; p=0,018),
sendo esta maior nos desnutridos. Da mesma forma, nos animais COM EA a relacdo peso
cerebral/peso corporal em P90 foi maior nos animais desnutridos (grupos DC e DSE COM
EA; 0,65 + 0,01) comparando-se aos nutridos (grupos NC e NSE COM EA; 0,61 + 0,01;
p=0,01). Tanto nos animais SEM EA (grupos DSE e NSE SEM EA; 0,60 + 0,02) quanto nos
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COM EA (grupos DSE e NSE COM EA; 0,62 + 0,01), ndo houve diferenca na relacdo peso
cerebral/peso corporal em P90 entre os animais submetidos ao SE P16 comparados aos
controles (SEM EA p=0,264; COM EA p=0,189). A analise realizada por ANOVA de duas
vias ndo mostra interacdo entre desnutri¢cdo e SE nos animais SEM EA (p=0,443), mas sim na
interacdo nos animais COM EA (p=0,027). A andlise realizada por ANOVA de trés vias
indica o efeito global do EA como n&o significativo (p=0,30), bem como a interacdo entre e
crises e EA (p=0,746), interacdo entre estado nutricional e EA (p=0,42), e interacdo entre

crise, estado nutricional e EA (p=0,644).

Tabela 7 Relacéo peso cerebral/peso corporal em P90 (I1).
Comparacgéo da relacdo peso cerebral/peso corporal (Pcer/Pcorp) observada em P90 segundo Estado

Nutricional e Enriquecimento Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Status Epilético (SE)

Total Nutridos Desnutridos
Crise n  Pcer/Pcorp  dif n Pcer/Pcorp  dif n  Pcer/Pcorp dif
Sem EA
Controle 22 0,63+0,02 - 11 0,59+0,02 - 11 0,67+0,02 -
SE 22 0,60+0,02 -0,03 10 0,58+0,03 -0,01 12 0,62+0,02 -0,05
Total 44 0,61+0,01 21  0,58+0,02 23 0,64+0,02
Com EA
Controle 24 0,64+0,01 - 15 0,60+0,01 - 9 0,67+0,02 -
SE 22 0,62+0,01 -0,02 13 0,62+0,01 0,02 9 0,62+0,02 -0,05
Total 46 0,63+0,01 28 0,61+0,01 18  0,65+0,01

Os dados sdo apresentados como média + erro padrédo. dif: diferenca em relacdo ao controle. Sem EA:
efeito da crise na relacdo peso cerebral/peso corporal, p=0,264; efeito do estado nutricional na relacdo
peso cerebral/peso corporal, p=0,018; interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,443. Com EA:
efeito da crise na relacdo peso cerebral/peso corporal, p=0,189; efeito do estado nutricional na relagdo
peso cerebral/peso corporal, p=0,01; interacdo entre crise e estado nutricional, p=0,027. Significancias
estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de classificacdo. Andlise global do
efeito do EA, p=0,30; interacdo entre crise e EA, p=0,746; interacdo entre estado nutricional e EA,
p=0,42; interacdo entre crise, estado nutricional e EA, p=0,644. Significancias estatisticas obtidas em
modelo de ANOVA com triplo critério de classificacéo.
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Figura1l5 Comparacéo da relacéo peso cerebral/peso corporal em P90 (I1).
Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NSE), Nutrido
Controle (NC), Nutrido Status Epilético (NSE), Desnutrido Total (DT) (i.e.
todos os animais desnutridos, DC e DSE), Desnutrido Controle (DC),
Desnutridos Status Epilético (NSE), em ratos Wistar, sendo A= SEM
Enriquecimento Ambiental (EA) e B= COM EA. (A) Efeito do estado
nutricional no ganho de peso corporal (*P[desnutricdo]=0,018). (B) Efeito
do estado nutricional no ganho de peso corporal (#P[desnutri¢do]<0,01).
Efeito da interacdo desnutricdo x crises convulsivas (##P[desnutrigdo X

crises convulsivas]=0,027).

5.4 ANALISE DO LIMIAR PARA CRISES CONVULSIVAS

5.4.1 Efeito do estado nutricional no limiar para crises convulsivas precoces

A tabela 8 e a figura 16 mostram a anélise realizada através do teste t de Student na
comparacdo entre a média dos limiares para inicio das CP no Dia 1, evidenciando diferenca
entre nos animais desnutridos (DCP; 3,65 + 0,37 min) e os nutridos (NCP; 5,32 £+ 0,39 min).
O efeito observado do estado nutricional no limiar para crises precoces foi significativo
(p=0,004). O efeito do tempo, isto é, a comparagdo entre a média dos limiares para inicio das
crises dos Dias 1, 2 e 3, ndo apresentou significancia estatistica (p=0,251). Ademais, ndo foi
observada interacdo entre o tempo e o estado nutricional no limiar para CP (p=0,365). Os

valores estatisticos foram obtidos pelo modelo ANOVA de modalidades repetidas.
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Tabela 8 Limiar para crises precoces em P8, P9 e P10.
Comparacéo do limiar para CP (min) observado em P8, P9 e P10 segundo o Estado Nutricional em

ratos Wistar

Nutridos Desnutridos
CP n limiar n limiar
Dial 17 5,32+0,39 19 3,65+0,37
Dia 2 17 5,76+0,30 19 3,84+0,28
Dia 3 17 5,23+0,34 19 3,88+0,32

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo. Comparagdo no Dia 1, p=0,004; efeito do
tempo no limiar para CP, p=0,251; efeito do estado nutricional , p<0,001; interacdo entre tempo e
estado nutricional, p=0,365. Significancias estatisticas obtidas em modelo ANOVA de modalidades
repetidas com teste t de Student na comparagdo com o Dia 1 (basal).
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Figura16 Comparacéo do limiar convulsivo em P8, P9 e P10.
Comparacgéao entre os grupos que sofreram crises precoces (grupos NCP e
DCP; i.e. Nutrido Crise Precoce e Desnutrido Crise Precoce), em P8 (Dia 1),
P9 (Dia 2) e P10 (Dia 3), de acordo com o0 estado nutricional, em ratos
Wistar. Efeito do estado nutricional no limiar para crises precoces
(*P[desnutri¢éo]<0,001). Nao houve diferenca significativa quanto ao tempo

no limiar convulsivo (P=0,251).
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5.4.2 Efeito do estado nutricional no limiar para status epilético

A anélise realizada através do teste t de Student na comparacdo entre os limiares
para ocorréncia de SE ndo mostrou diferenca no tempo para inicio do SE entre os animais
nutridos (grupos NC e NSE; 6,67 = 0,30 min) e desnutridos (grupos DC e DSE; 6,92 + 0,32
min), como visto na tabela 9 e na figura 17. Foi utilizado o modelo de andlise estatistica

ANOVA com Unico critério de classificacéo.

Tabela 9 Limiar para status epilético em P16.

Comparagéo do limiar para SE (min) observado em P16 segundo o Estado Nutricional em ratos Wistar

Nutridos Desnutridos
SE n limiar n limiar
Tempo para SE, min 23 6,67+0,30 21 6,92+0,32

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo. Efeito do estado nutricional no SE, p=0,57.
Significancias estatisticas obtidas em modelo ANOVA com Unico critério de classificagao.
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Figura 17 Comparacédo de limiar convulsivo em P16.
Comparacdo entre 0s grupos que sofreram status epilético (grupos NSE e
DSE, i.e. Nutrido Status Epilético e Desnutrido Status Epilético), em P16, de
acordo com o estado nutricional, em ratos Wistar. Nao houve diferenga

significativa no limiar convulsivo (P=0,57).
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55 ANALISE DA AQUISICAO E RETENCAO NA MEMORIA ESPACIAL

55.1 Efeito do estado nutricional, das crises convulsivas e do enrigquecimento

ambiental na aquisicdo da memoria espacial

A tabela 10 (A) e (B) e a figura 18 (A) e (B) mostram as laténcias de escape para a
plataforma oculta durante os 5 dias de treinamento no LAM. A andlise através de ANOVA
multifatorial indica que a laténcia de escape diminuiu em todos 0s grupos experimentais com
0 progresso do treino (p<0,001), tanto nos animais SEM EA quanto nos COM EA. Nos
animais SEM EA a interacdo entre o fator tempo (progresso do treino) e crise ndo foi
significativa (p=0,323), e 0 mesmo ocorreu entre tempo e estado nutricional (p=0,217), e
entre tempo, crise e estado nutricional (p=0,878). Nos animais COM EA, a interagdo entre
tempo e estado nutricional foi significativa (p=0,01), enquanto isso ndo ocorreu entre tempo e
crise (p=0,494) ou entre tempo, crise e estado nutricional (p=0,458). Nos animais SEM EA
ndo ocorreu significancia estatistica no aprendizado durante o treinamento quanto ao estado
nutricional (p=0,093). Houve, contudo, diferenca significativa quanto a ocorréncia de crises
precoces de P8 a P10 ou status epilético em P16 no aprendizado comparado aos ratos
controles (p<0,001). A interacdo entre crises e estado nutricional apresentou valor limitrofe
para a significancia (p=0,076). Nos animais COM EA também ndo ocorreu diferenca
significativa no aprendizado quanto ao estado nutricional (p=0,171), mas vé-se significancia
quanto a ocorréncia de CP ou SE (p=0,024) e quanto a interacdo entre crises e estado
nutricional (p=0,039). Os animais COM EA apresentaram melhor desempenho no
aprendizado no LAM (p=0,001) quando comparados aos SEM EA. Ndo houve interacdo entre
estado nutricional e EA (0,782), quanto ao tempo (progresso do treino) e EA (p=0,085), ou
qguanto a ocorréncia de crises EA (0,134), mas sim entre estado nutricional, crises e EA
(0,004).



Tabela 10 (A) - Laténcia de chegada a plataforma durante o treino sem EA
Comparacdo entre os dias 1 e 5 (P60 a P65) do LAM segundo o dia, o tipo

de crise convulsiva e o estado nutricional em ratos Wistar SEM EA

Nutridos Desnutridos
Crise  Dia n Laténcia(s) n Laténcia(s)
Controle 1 11 46,5127 11 47,6+2,6
2 11 29,5+3,9 11 30,8+3,7
3 11 20,4+3,3 11 26,9+3,1
4 11 21,2429 11 21,6%2,7
5 11 13,2+3,2 11 22,8+3,0
CP 1 09 49,9128 09 55,7+2,8
2 09 42,1+4,0 09 47,3+4,0
3 09 25,0+3,5 09 35,2+3,5
4 09 27,7130 09 29,4+3,0
5 09 17,9+3,3 09 27,8+3,3
SE 1 10 45,94+2,7 12 46,1424
2 10 37,9+3,9 12 31,1+3,5
3 10 25,4+3,3 12 23,0+3,0
4 10 21,0+2,9 12 19,5+2,6
5 10 20,6+3,1 12 19,9429

Os dados sdo apresentados como médiaterro padrdo. Efeito da crise na laténcia
do aprendizado, p=0<0,001; efeito do estado nutricional na laténcia do
aprendizado, p=0,093 ; interagdo entre crise e desnutricdo, p=0,076.
Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo critério de
classificagéo.



Tabela 10 (B) - Laténcia de chegada a plataforma durante o treino com EA
Comparacdo entre os dias 1 e 5 (P60 a P65) do LAM segundo o dia, o tipo de crise

convulsiva e o estado nutricional em ratos Wistar COM EA

Nutridos Desnutridos
Crise Dia n Laténcia(s) n Laténcia(s)
Controle 1 15 46,0+2,5 09 44,2432
2 15 29,243,0 09 30,4+3,8
3 15 23,4+2,0 09 19,4+2,6
4 15 15,7+1,8 09 14,4423
5 15 9,715 09 10,6+1,9
CP 1 11 48,6+3,3 08 45,243,0
2 11 35,7+4,0 08 40,5+3,6
3 11 27,0+2,8 08 22,725
4 11 18,2+2,4 08 20,0+2,2
5 11 17,7£2,0 08 17,0+1,8
SE 1 13 43,7+2,7 09 52,3+3,2
2 13 27,1+£3,2 09 44,6+3,8
3 13 20,8+2,2 09 24,7+2,7
4 13 17,0+1,9 09 19,8+2,3
5 13 12,3+1,6 09 17,7+1,9

Os dados sdo apresentados como médiaterro padrdo. Efeito da crise na laténcia
do aprendizado, p=0,024; efeito do estado nutricional na laténcia do aprendizado,
p=0,171 ; interacdo entre crise e desnutricdo, p=0,039. Efeito global do EA,
p=0,001. Interag&o entre crise e EA, p=0,134; interacdo entre estado nutricional e
EA, p=0,782; interagdo entre crise, estado nutricional e EA, p=0,004.
Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo critério de
classificagao.
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Figura 18 Curvas de aprendizado.

Médias das laténcias de escape para a plataforma oculta do labirinto
aquatico de Morris em relacdo ao dia de treino nos grupos: Nutrido
Controle (NC), Desnutrido Controle (DC), Nutrido Crise Precoce (NCP),
Desnutrido Crise Precoce (DCP), Nutrido Status Epilético (NSE) e
Desnutrido Status Epilético (DSE), SEM EA (A) e COM EA (B). (A) Efeito
das crises convulsivas no aprendizado (P[crises convulsivas]p<0,001) Efeito
do estado nutricional no aprendizado (P[desnutri¢do]=0,093). (B) Efeito das
crises convulsivas no aprendizado (P[crises convulsivas]p=0,024). Efeito do
estado nutricional no aprendizado (P[desnutri¢cdo]=0,171). Efeito do EA no
aprendizado (P[EA]=0,009).

5.5.2 Efeito do estado nutricional, das crises convulsivas precoces e do enriquecimento

ambiental na retengdo da memoria espacial

A tabela 11 e a figura 19 mostram que o0s animais desnutridos passaram
significativamente menos tempo no quadrante alvo (grupos DC e DCP SEM EA: + % ,DC e
DCP COM EA : £ %) do que os animais nutridos (grupos NC e NCP SEM EA: £ %, NC e
NCP COM EA: £ %) (p<0,001), durante o teste de prova realizado em P66 (i.e. 1 dia ap6s o
ultimo dia de treino no LAM). Os animais submetidos as crises convulsivas precoces de P8 a
P10 (grupos DCP e NCP SEM EA: + %, DCP e NCP COM EA: = %) passaram menos tempo
no quadrante alvo que os animais controles (grupos DC e NC SEM EA: £ %, DC e NC COM



56

EA: £ %; p=0,005). Nao houve interacéo significativa entre desnutri¢cdo e crises convulsivas
em relacdo a retencdo da memdria espacial (p=0,095). Quanto ao EA, os ratos que passaram
pelo ambiente enriquecido despenderam significativamente mais tempo no quadrante alvo que
0s ratos SEM EA (grupos NC, NCP, DC e DCP SEM EA: 39,8+ 2,0%) e COM EA (grupos
NC, NCP, DC e DCP COM EA: 47,6 + 2,0%). N&o foi observada interacdo entre o estado
nutricional e EA (p=0,435), entre crises precoces e EA (p=0,432), ou entre estado nutricional,

crises precoces e EA (p=0,838).

Tabela 11 Teste de Prova em P66 (1)

Comparacgéo do tempo no Quadrante Alvo (QA) (%) observado no teste de prova do LAM segundo o
Estado Nutricional e Enriquecimento Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Crises Precoces
(CP)

Total Nutridos Desnutridos

% tempo % tempo % tempo
Crise n QA dif n QA dif n QA dif
Sem EA
Controle 22 452+2.8 - 11 49,6+4,1 - 11 40,8+3,9 -
CP 18 34,4431 -108 9 44,4443 -5,2 9 24,5+4,3 -16,3
Total 40 39,8+2,0 20 47,0£3,0 20 32,629
Com EA
Controle 24  50,7+2,7 - 15 53,4+3,4 - 9 48,0+4,3 -
cP 18 446+31 -6,1 8 51,7¢46  -1,7 10 37541 -105
Total 42 47,6+2,0 23 52,6+2,8 19 42,7430

Os dados sdo apresentados como média + erro padréo. dif: diferenca em relagdo ao controle. Efeito da
crise no tempo no quadrante alvo, p=0,005; efeito do estado nutricional, p<0,001; interacdo entre crise
e estado nutricional, p=0,095. Efeito do EA no tempo do quadrante alvo, p=0,009; efeito interacdo
entre o estado nutricional e EA, p=0,435, efeito interacéo entre crise e EA, p=0,432. Efeito interacdo
entre o0 estado nutricional, crise e EA, p=0,838. Significancias estatisticas obtidas em modelo de
ANOVA com triplo critério de classificagdo.
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Figura 19 Teste de prova (I)

As médias da porcentagem de tempo despendido no quadrante alvo foram
maiores nos animais submetidos ao enriquecimento ambiental (EA).
Porcentagem de tempo despendido no quadrante alvo nos grupos: Nutrido
Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NCP), Nutrido Controle
(NC), Nutrido Crise Precoce (NCP), Desnutrido Total (DT) (i.e. todos 0s
animais desnutridos, DC e DCP), Desnutrido Controle (DC), Desnutrido
Crise Precoce (DCP), em ratos Wistar, SEM e COM EA. Efeito da
desnutricdo no tempo no QA (*P[desnutri¢cdo] <0,001). Efeito das crises
convulsivas no tempo no QA (**P[crises convulsivas] =0,005). Efeito do EA
no tempo no QA (#P[EA]=0,009).

5.5.3 Efeito do estado nutricional, do status epilético e do enriquecimento ambiental na

retencdo da memoria espacial

A tabela 12 e a figura 20 mostram um valor limitrofe para a diferenca entre os
animais desnutridos (grupos DC e DSE SEM EA, DC e DSE COM EA: 43,2+1,8%) e 0s
animais nutridos (grupos NC e NSE SEM EA, NC e NSE COM EA: 47,4+1,6 %; p<0,083),
guanto ao tempo despendido no quadrante alvo durante o teste de prova realizado em P66 (i.e.
1 dia ap6s o ultimo dia de treino no LAM). Os ratos submetidos ao status epilético em P16
(grupos DSE e NSE SEM EA: 34,8+2,4%; DSE e NSE COM EA: 50,5£2,4%) passaram

significativamente menos tempo no gquadrante alvo do que os animais controles (grupos DC e
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NC SEM EA: 45,2+2,4%; DC e NC COM EA: 50,7£2,4%; p=0,03). N&o foi verificada
interacdo significativa entre crise e o estado nutricional em relagdo a retencdo da memdria
espacial (p=0,22). Quanto ao EA, observou-se diferenca no tempo no quadrante alvo entre os
animais SEM EA (grupos NC, NSE, DC e DSE SEM EA: 40,0+1,7%) e COM EA (grupos
NC, NSE, DC e DSE COM EA: 50,6+1,7%; p<0,001), sendo significativamente maior neste
ultimo. Da mesma forma, foi observada interacdo entre crise e EA (p=0,035), mas ndo entre
estado nutricional e EA (p=0,359), ou entre estado nutricional, SE e EA (p=0,106).

Tabela 12 Teste de Prova em P66 (1)

Comparacgéo do tempo no Quadrante Alvo (QA) (%) observado no teste de prova do LAM segundo o
Estado Nutricional e Enriquecimento Ambiental (EA) em ratos Wistar submetidos a Status Epilético
(SE)

Total Nutridos Desnutridos
% tempo % tempo
Crise n QA dif n QA dif n % tempo QA  dif

Sem EA

Controle 22 452+2.4 - 11 49,635 - 11 40,8+3,4 -

SE 18 348+24 -10/4 9 32,3+35 -173 9 37,243,2 -3,6
Total 40  40,0+1,7 20  41,0+25 20 39,0+2,3
Com EA

Controle 24 50,7+2,4 - 15 53,4429 - 9 48,0+3,7 -

SE 18 505+24 -0,2 8 54,2+3,0 0,8 10 46,9+3,7 -1,1
Total 42  50,6+1,7 23  53,8+2,1 19 47,442,6

Os dados sdo apresentados como média + erro padréo. dif: diferenca em relacdo ao controle. Efeito da
crise no tempo no quadrante alvo, p=0,03; efeito do estado nutricional, p=0,083; interacdo entre crise e
estado nutricional, p=0,22. Efeito do EA no tempo do quadrante alvo, p<0,001; efeito interacdo entre o
estado nutricional e EA, p=0,359, efeito interagdo entre crise e EA, p=0,035. Efeito interacdo entre o
estado nutricional, crise e EA, p=0,106. Significancias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA
com triplo critério de classificacao.
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Figura20 Teste de prova (II)

As médias da porcentagem de tempo despendido no quadrante alvo foram
maiores nos animais submetidos ao enriquecimento ambiental (EA).
Porcentagem de tempo despendido no quadrante alvo nos grupos: Nutrido
Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos, NC e NSE), Nutrido Controle
(NC), Nutrido Status Epilético (NSE), Desnutrido Total (DT) (i.e. todos 0s
animais desnutridos, DC e DSE), Desnutrido Controle (DC), Desnutrido
Status Epilético (DSE), em ratos Wistar, SEM e COM EA. Efeito da crise
no tempo no QA (**P[crise]=0,03). Efeito do EA no tempo no QA
(#P[EA]<0,001).
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os dados deste experimento demonstram que o enriquecimento ambiental realizado
entre o trigésimo (P30) e o sexagésimo (P60) dia de vida melhora a retencdo da memoria
espacial em ratos desnutridos no periodo neonatal e submetidos a dois diferentes modelos de
crises convulsivas induzidas por flurothyl: crises precoces recorrentes no oitavo, nono e

décimo dias de vida (P8, P9 e P10) ou status epilético no décimo sexto dia de vida (P16).

O LAM é um teste aplicado para avaliar a memoria espacial hipocampo-dependente
(Morris, 1984), sendo uma tarefa que traca um paralelo proximo a memdria episodica de seres
humanos (Jeltsch, Bertrand et al., 2001). A curva de aprendizado avalia o desempenho para a
localizagcdo da plataforma durante cinco dias de treinamento. No presente experimento as
curvas na fase de treinamento no labirinto aquatico de Morris mostraram pior desempenho
dos animais que ndo foram submetidos ao ambiente enriquecido, bem como daqueles que
sofreram crises convulsivas precoces ou status epilético, demonstrado por maiores médias de
laténcia durante o treino, conforme apresentado na tabela 10 (A e B) e figura 18 (A e B). Isso
mostra que esses animais foram mais lentos durante o treino e ndo chegaram a obter o
desempenho semelhante aos controles sem crises ou aqueles animais que foram estimulados
ambientalmente. O estado nutricional ndo afetou o aprendizado no LAM, independentemente
do tipo de crise ou estimulacdo ambiental. Ja o tipo de crise convulsiva, afetou a evolucgédo do
aprendizado em ambos estados de estimulacdo ambiental e ambos estados nutricionais
(p<0,05), mostrando que os animais com crises apresentam laténcias para achar a plataforma
maiores do que aquelas dos animais sem crises. Nos animais SEM EA, entretanto, os valores
de significancia encontrados foram limitrofes tanto para o estado nutricional como fator
independente (p=0,093), bem como para sua interagdo com o tipo de crise (p=0,076).
Supondo-se que isso seja devido a um erro tipo Il, perda de poder do teste pelo reduzido
nimero da amostra, podemos inferir que had uma tendéncia de animais desnutridos terem
médias de laténcia mais elevadas em rela¢do aos grupos nutridos e que 0s animais com crises
epilépticas tenderiam a apresentar desempenho ainda pior, além do ja induzido pela
desnutricdo. Isso estaria de acordo com um estudo prévio do laboratério de Neurociéncias do
IPB- PUCRS (Hemb, 2007) onde alteracdo semelhante foi observada. Os animais haviam
sofrido o mesmo paradigma de desnutricdo e de crises convulsivas, mas foram testados no

LAM ainda antes da fase adulta, entre P21 e P26. Os valores encontrados pelos autores na
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laténcia de aprendizado demonstraram que todos os animais aprenderam, mas a diminuicdo
progressiva na laténcia de escape foi mais evidente nos animais nutridos que nos desnutridos,

assim como nos animais sem crises convulsivas.

No presente estudo observamos que nos animais COM EA a interacdo entre estado
nutricional e tipo de crise foi significativa (p=0,039), pois as médias das laténcias s&o
menores nos animais nutridos em relacdo aos desnutridos, e tal diferenca é aumentada pela
ocorréncia de crises epiléticas. Por fim, o fato de que todos os animais apresentaram uma
gueda progressiva ao longo dos dias na laténcia de escape para a plataforma, indicado pela
significancia do progresso do treino como fator independente (p<0,001), nos leva a inferir que
a tarefa foi aprendida por todos os grupos e que o desempenho inferior descrito acima nédo
chegou a afetar o aprendizado de maneira que 0 mesmo nao ocorresse. 1sso é corroborado
pela falta de interacdo entre o estado nutricional, tipo de crise convulsiva e enriquecimento
ambiental com o progresso do treino, mostrando que todos 0s grupos apresentam variacoes da
laténcia entre o primeiro e ultimo dia de treino de igual magnitude. Apesar do grupo COM EA
apresentar a interacdo significativa entre progresso do treino e estado nutricional, isto foi
devido ao fato de que o grupo desnutrido apresentou uma laténcia de escape no ultimo dia do
treinamento igual ao dia imediatamente anterior, mas ainda muito menor do que os dias
anteriores, 0 que nos leva a inferir que houve aprendizado de maneira semelhante aos demais

grupos em que tais interaces ndo foram observadas.

O teste de prova, realizado no dia seguinte ap6s o Ultimo dia de treino, prové uma
medida da retencdo do aprendizado da memoria viso-espacial dependente do hipocampo
(Morris, 1984). Os ratos submetidos ao modelo de CP em P8, P9 e P10, apresentaram menor
retencdo da memoria viso-espacial testada apds 5 dias de treinamento no LAM, quando
avaliados na fase adulta (P66) (p=0,005). Esse achado demonstra que ha efeito deletério das
crises convulsivas induzidas no cérebro imaturo sobre os processos cognitivos avaliados
tardiamente, no cérebro maduro. Acreditamos que o0 acometimento hipocampal esta
provavelmente implicado nessa seqliéncia de acontecimentos, pois como ja extensivamente
revisado na bibliografia, as crises alteram esta estrutura que é central no processamento da
memoria espacial (Nunes, Liptakova et al., 2000; Mccabe, Silveira et al., 2001; Ben-Ari e
Holmes, 2006). Alteragfes cognitivas, incluindo aprendizado e memoria, apo0s crises
convulsivas e desnutricdo foram citadas por diversos autores em estudos clinicos e
experimentais (Holmes, 1991; Bedi, 1992; Holmes, Yang et al., 2002; Huang, Lai et al.,
2003; Akman, Zhao et al., 2004; Hermann e Seidenberg, 2007). De modo semelhante aos
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resultados que encontramos, Hoffmann et al (Hoffmann, Zhao et al., 2004) observaram
prejuizo na performance no LAM em animais que sofreram crises repetidas. Holmes et al
(Holmes, Gairsa et al., 1998) também realizaram experimento induzindo crises repetidas com
flurothyl no periodo neonatal e avaliaram os animais quanto a memdria espacial na fase
adulta, igualmente observando prejuizo nos ratos que haviam sofrido crises repetidas. H4 uma
relativa caréncia de estudos que verifiquem os efeitos das crises repetidas precoces, enquanto

isso ndo ocorre quanto aos efeitos do SE, como veremos a segulir.

Quanto a nutri¢do, verificamos que os animais desnutridos, independentemente de
terem ou ndo sofrido CP e de terem ou ndo passado pelo ambiente enriquecido, apresentam
prejuizo na retencdo de memdria quando avaliada no teste do LAM (p<0,001). Da mesma
forma que a CP, a privacdo nutricional ocorreu em fase precoce na vida desses animais, mas
provavelmente o dano por ela causado teve repercussdo suficiente para prejudicar a retencéo
da memoria, mesmo quando testada j& na fase adulta. Como observado previamente por
outros pesquisadores, a caréncia de nutrientes precoce nesses roedores implica em déficit
cognitivo com duracdo prolongada, e isso ndo parece ndo ser revertido com a reabilitacdo
nutricional posterior (Bedi, 1992; Fukuda, Francolin-Silva et al., 2002; Akman, Zhao et al.,
2004). O teste de prova é o pardmetro de maior forca avaliado no LAM, fornecendo a
informacdo da capacidade de retencdo da memdria espacial. Assim como no nNOSSO
experimento, Lukonayov & Andrade (Lukoyanov e Andrade, 2000) observaram alteracdo na
retencdo da memdria no dia do teste de prova de ratos desnutridos, sem ocorrer alteracdo
significativa durante os dias de aprendizado. A anélise histoldgica desses cérebros revelou
diminuicdo do numero de células no GD, CA1 e CA3, e o0s autores correlacionaram esses
achados ao prejuizo cognitivo observado. Os autores também verificaram déficit em outras
tarefas comportamentais nos mesmos animais (teste de campo aberto e esquiva inibitoria),

alteracOes que possivelmente também estdo ligadas aos danos hipocampais encontrados.

Avaliando a interacdo entre o estado nutricional e as crises precoces, encontramos
um valor limitrofe para significancia estatistica (p=0,095). Aparentemente 0 que ocorre € que
ambos os fatores influenciam de modo semelhante na retencdo da memoria espacial, mas de
maneira independente. Em outras palavras, o rato desnutrido tem pior desempenho tendo ou
nédo sofrido CP, e o rato que sofreu CP tem pior desempenho sendo ou ndo desnutrido, em
relacdo aos seus controles, sem, entretanto, que tais fatores influenciem mutuamente o

desempenho no teste.
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O EA mostrou ser uma importante estratégia de reabilitacdo cognitiva nos ratos que
sofreram crises repetidas e desnutricdo precocemente. O fator enriquecimento ambiental,
assim como a CP e a desnutricdo, também atuou de forma independente no nosso
experimento, mas de modo a melhorar a retencdo da memdria espacial nos animais adultos
(p=0,009). Independentemente do estado nutricional e de terem sofrido crises recorrentes
precoces ou nao, todos os ratos submetidos ao EA ficaram mais tempo no quadrante-alvo no
dia do teste. Observando a figura 18, nos animais SEM EA vemos que 0s grupos desnutridos
e/ou com crises precoces (DC, DCP e NCP) tém desempenho inferior ao atingido pelo
controle (NC). Apdés o EA, os grupos NCP e DC chegam a valores proximos aos seus
controles. O grupo NC SEM EA ja apresentava o desempenho considerado normal para a
tarefa estudada. Mesmo assim, vemos aumento na porcentagem de tempo gasto no quadrante
alvo apés o EA. O grupo DCP, entretanto, apesar de ter demonstrado um aumento na
porcentagem do tempo no quadrante-alvo ap6s o tratamento com o ambiente enriquecido,
seguiu apresentando permanéncia inferior que os demais. Dessa forma, vemos que o EA
auxilia na recuperacdo cognitiva dos ratos submetidos a desnutricdo neonatal e crises
recorrentes precoces, contudo, especificamente no grupo DCP, esse tratamento ndo €
suficiente para reverter o dano pré-existente. Ndo encontramos nenhum estudo que avalie 0
efeito do EA sobre o prejuizo cognitivo induzido pela desnutricdo e crises recorrentes
precoces. Como vimos previamente, os efeitos deletérios de crises e da caréncia nutricional no
cérebro em desenvolvimento lesam principalmente a regido hipocampal, com relatos de perda
neuronal nas regibes do GD, CAl e CA3 (Ben-Ari, 1985; Lukoyanov e Andrade, 2000;
Garcias Da Silva, Nunes et al., 2004), disfungdes nos neurotransmissores como o glutamato e
em receptores (Millan, Chapman et al., 1993; Levitsky e Strupp, 1995; Marks, Friedman et
al., 1996), reducdo no numero de sinapses (Warren e Bedi, 1984) e dendritos (Leuba e
Rabinowicz, 1979a). Por outro lado, inumeras alteracbes decorrentes da exposi¢cdo ao
ambiente enriquecido ja foram publicadas, como alteracbes nos neurotransmissores e
receptores (Rosenzweig e Bennett, 1996), aumento de fatores neurotroficos (Young, Lawlor
et al., 1999), da neurogenése (Kempermann e Gage, 1999; Van Praag, Kempermann et al.,
2000), da gliogénese e arborizagGes dendriticas (Nakamura, Kobayashi et al., 1999), da
densidade sinaptica (Rosenzweig e Bennett, 1996; Ip, Giza et al., 2002) e da plasticidade
neuronal (Pinaud, Penner et al., 2001). E possivel que a melhora cognitiva observada apds o
EA no presente estudo decorra de mdltiplas alteracbes concomitantes como as descritas
acima, de maneira a reverter ou minimizar os danos ocasionados pela desnutricdo crises.

Estudos mais especificos seriam importantes na elucidacdo desse processo.
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Semelhantemente ao encontrado na comparagdo com o paradigma de crises
precoces, o efeito deletério da crise de status epiléptico induzida no periodo neonatal (P16)
persistiu até a fase adulta dos animais, levando ao prejuizo cognitivo avaliado pelo LAM.
Nesses animais observamos menor tempo permanecido no quadrante alvo em relagdo aos
controles. O prejuizo sobre a memoria espacial desses animais foi independente do estado
nutricional, de forma que tanto os animais nutridos quanto aqueles submetidos ao modelo de
desnutricdo na fase de lactacdo apresentaram menor tempo de permanéncia no quadrante alvo
no teste realizado um dia ap6s a conclusédo do treino. Uma série de experimentos corroboram
que a ocorréncia de SE, em fase precoce ou tardia, leva a subseqliente dano cognitivo
(Stafstrom, Chronopoulos et al., 1993; Rice, Floyd et al., 1998; Yang, Tandon et al., 1998;
Lynch, Sayin et al., 2000; Faverjon, Silveira et al., 2002; Rutten, Van Albada et al., 2002;
Liu, Muller et al., 2003; Holmes, 2004). Todavia, 0s mecanismos envolvidos nesse processo

ainda sdo incertos, fazendo-se necessaria maior investigacdo nessa area.

O tratamento com o ambiente enriquecido foi novamente benéfico, revertendo o
déficit da memoria espacial associada ao aprendizado do LAM. Da mesma forma que no
estudo do paradigma de crises precoces, 0 EA melhorou o desempenho de todos 0s grupos
estudados. Nos animais que sofreram SE (NSE e DSE) o ganho ap6s o EA foi
consideravelmente maior em relagdo aos controles, de maneira que vemos interacdo entre 0s
fatores crise (no caso, SE) e EA (p=0,035). A melhora ap6s o EA foi de tal maneira
importante que todos os grupos atingiram niveis normais para a tarefa aplicada. Nesse caso,
portanto, observamos que o EA foi capaz de reverter os danos secundarios a caréncia

nutricional neonatal, bem como os efeitos decorrentes do status epilético em P16.

Em estudos prévios foi demonstrado que o EA é capaz de minimizar os danos
cognitivos e prejuizo de memdria em animais submetidos a crises (Faverjon, Silveira et al.,
2002; Rutten, Van Albada et al., 2002; Koh, Chung et al., 2005) e a privacdo nutricional
(Levitsky e Barnes, 1972; Crnic, 1983; Carughi, Carpenter et al., 1989; Levitsky e Strupp,
1995). Nao encontramos, todavia, nenhum estudo que relate o efeito do ambiente enriquecido
na associacao entre desnutricdo e crises convulsivas, parecendo ser este o primeiro estudo

demonstrando o beneficio cognitivo do EA havendo associagdo de ambas condigdes.

Diversos autores, como revisado, enfatizaram a melhora no aprendizado e retencédo
da memoria espacial apés EA (Falkenberg, Mohammed et al., 1992; Young, Lawlor et al.,
1999; Xu, Ye et al., 2009). Essa constatagéo foi correlacionada a um aumento na expressao de

RNA mensageiro para fatores neurotréficos (Falkenberg, Mohammed et al., 1992), ao
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aumento da fosforilacdo da proteina ERK2, um possivel modulador da plasticidade cognitiva
(Wang, Lai et al., 2007) e ao aumento da neurogénese e de fatores de transcrigdo importantes
na formacdo da memdria de longa duracdo como CREB (Faverjon, Silveira et al., 2002), entre
outros (Rosenzweig e Bennett, 1996; Brown, Cooper-Kuhn et al., 2003). Tais beneficios
podem ter ocorrido neste experimento, e novamente concluimos que estudos mais detalhados

seriam importantes no entendimento dos dados encontrados.

O paradigma de desnutricdo pds-natal, aplicado entre o segundo (P2) e décimo
quinto (P15) dias de vida diminui o ganho de peso corporal a partir do quarto dia de vida (P4),
e ha persisténcia desse déficit ponderal até o nonagésimo dia de vida (P90), a despeito do
retorno a dieta normal iniciada apés P16. Ademais, verificamos que o paradigma de
desnutricdo também levou a reducdo significativa do peso cerebral em P90. A desnutricdo
precoce afetou, ainda, o limiar para inicio das crises convulsivas precoces induzidas pelo
flurothyl em P8, P9 e P10. N&o houve efeito significativo, entretanto, no limiar para status
epilético em P16.

O peso corporal dos animais foi avaliado a partir de P2 até P90. Observamos uma
reducao significativa do peso corporal dos desnutridos em relacdo aos nutridos a partir de P4,
perdurando até P90. Isso ocorreu apesar normalizacdo da dieta a partir de P16, dia no qual os
animais que vinham sofrendo o paradigma de desnutricdo foram realocados com as fémeas
nutrizes, aonde permaneceram até P21, periodo final da amamentacdo. Ap6s P22, ambos 0s
grupos tinham acesso a racdo e agua ad libitum. Estudos prévios com este modelo de
desnutricdo demonstraram a persisténcia da diferenca de peso entre o0s grupos até P30 (Nunes,
Batista et al., 2002). Sharma et al (Sharma, Behari et al., 1990; Sharma, Selvamurthy et al.,
1990) observaram a diferenca de peso mantida até a idade adulta, em P90, igualmente ao
relatado neste experimento. Dessa forma, concluimos que o modelo de desnutri¢do utilizado
foi efetivo, e que os efeitos por ele gerados persistiram até a idade adulta dos animais, mesmo
apos o retorno da normalizacéo nutricional. O modelo de restri¢do alimentar que utilizamos é,
de certa forma, similar ao processo de desnutri¢cdo que afeta familias pobres em todo mundo
(Grantham-Mcgregor, 1995; Muller e Krawinkel, 2005). E valido lembrar que a forma de
avaliacdo do estado nutricional, realizado através da afericdo do peso corporal, é também
similar ao método de avaliagdo da desnutricdo em seres humanos. Uma questdo controversa
na utilizacdo deste paradigma é que a separacdo dos filhotes de suas mées, por si sO, pode
levar a alteragdes cognitivas prejudiciais, secundérias a fatores como o estresse gerado nos

filhotes devido a separagdo (Huang, Holmes et al., 2002). Riedi-Bettschen e colaboradores
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(Ruedi-Bettschen et al., 2005) observaram que a separa¢do materna precoce durante 4 horas
levou a sintomas de anedonia nos animais na fase adulta, o que os autores correlacionaram a
sintomas depressivos. Diversos autores verificaram em diferentes espécies de roedores e
distintos paradigmas de separacdo da méae e filhotes, a propensédo a piores desempenhos em
tarefas cognitivas como o aprendizado e memoria espacial (Oitzl et al, 2000; Rots et al 1996;
Sanchez et al 2001).

Outros estudos valendo-se do mesmo modelo de privagdo materna precoce durante
24 horas consecutivas encontraram resultados divergentes quanto a alteracGes
comportamentais subsequentes (Kinney, Wilkinson et al, 1999; Ruedi-Bettschen et al, 2005;
Varty e Geyer, 1998). Ellenbroek & Cools (Ellenbroek e Cools, 2000), demosntraram déficits
cognitivos que se equivalem a sintomas de esquizofrenia nos seres humanos. Outros autores,
entretanto, ndo cofirmaram tais achados (Kinney, Wilkinson et al, 1999; Varty e Geyer,
1998). Seguindo modelo similar de afastamento materno durante 24 horas (entre P9 e P10),
Llorente e colaboradores (Llorente, Gallardo et al, 2009) observaram inducéo de alteragdes
gliais e degeneracdo neuronal nas células hipocampais e cerebelares, alteracfes vistas de
forma mais evidente nos roedores machos. Zang e colegas (Zhang, Levine et al, 2002)
também demonstraram haver alteragdes histolégicas como o aumento da taxa de apoptose de
neurbnios e glias ap6s a privacdo materna. Benetti e colaboradores (Benetti, Mello et al,
2009), adicionalmente, demonstraram que a administracdo de anticolinesterasicos antes da
realizacdo do teste cognitivo foi capaz de reverter o déficit de memaria secundério a aplicacéo
de um modelo de separacdo dos filhotes de ratos Wistar por um periodo de 3h/dia de P1 a
P10. Os autores sugerem que a separacdo da mae e filhotes afeta o sistema colinérgico dos

animais j& na fase adulta.

Dessa forma, uma série de trabalhos demonstra alteracdes secundérias a privacao
materna. Entretanto, vemos a utlizacdo de distintos paradigmas de separagdo variando tanto
quanto ao tempo de afastamento quanto ao periodo de vida no qual o experimento € aplicado,
0 que dificulta a comparagédo entre os estudos bem como o estabelecimento de resultados
conclusivos a esse respeito. Serdo necessarios mais experimentos nessa area no sentido de
elucidar as alteragdes especificas decorrentes da privacdo materna precoce por si. Esté claro
que ha conseqliéncias estressoras de tal privacdo para os filhotes, contudo, acreditamos que
inclusive esses efeitos podem ser extrapolados para o panorama onde ocorre desnutricdo na

populacdo infantil, quando habitualmente o que vemos € auséncia materna por questdes
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econdmicas e sociais e consequente limitagdo da lactacdo (Giugliani, Issler et al., 1996; Issler,
Giugliani et al., 1996).

O peso corporal ndo foi, entretanto, modificado pela ocorréncia tanto de crises
convulsivas precoces em P8, P9 e P10, quanto pelo status epilético induzido em P16 nos
respectivos grupos. N&o verificamos diferengas significativas mo peso corporal entre 0s

animais livres de crises e os submetidos a CP ou a SE neste experimento.

O peso cerebral analisado em P90 foi maior nos animais nutridos comparado aos
desnutridos. Ademais os animais COM EA apresentaram, também, o peso cerebral
significativamente maior em P90 comparados aos SEM EA. Estudos prévios demonstram
aumento da massa encefalica em decorréncia da exposi¢do ao ambiente enriquecido (Bennett,
Rosenzweig et al., 1969; Henderson, 1970; Katz e Davies, 1984). Estratificando a analise por
crises, vemos diferencas no comportamento do peso cerebral entre os animais nutridos e
desnutridos. Nos animais desnutridos que sofreram CP, houve aumento do peso cerebral em
relagdo aos nutridos CP. Esse aumento ocorreu tanto nos grupo SEM EA quanto no COM EA,
mas foi estatisticamente significativo apenas neste Gltimo. Tal alteracdo ja havia sido relatada
em experimento prévio do nosso grupo de pesquisa do IPB- PUCRS (Hemb, 2007), quando
analise semelhante foi feita e os animais desnutridos que sofreram CP apresentaram peso
cerebral maior que os nutridos CP. Hemb et al, entretanto, haviam provocado crises precoces
em P2, P3 e P4, e a analise do peso cerebral foi realizada em ratos jovens (P30) (Hemb,
2007). E interessante observar que esta alteracdo se mantém até a idade adulta desses animais.
Nos animais que sofreram CP e posterior EA, o peso cerebral ndo foi igual nos grupos nutrido
e desnutrido. Viu-se o peso significativamente maior nos animais desnutridos (dif de 0,01
entre controle e CP nutridos e dif de 0,13 entre controle e CP desnutridos). O EA nos animais
desnutridos que sofreram CP foi marcadamente mais influente no ganho de peso cerebral que
nos nutridos CP. No grupo que sofreu SE, também ha discrepancias no comportamento do
peso cerebral entre os animais nutridos e desnutridos. Nesses animais verificou-se que a
ocorréncia de SE levou a diminuicdo do peso cerebral somente nos animais nutridos. Esse
achado, entretanto, sé foi significativo no grupo SEM EA. Nos animais com EA, 0 peso
cerebral dos nutridos SE atingiu o peso dos animais controle, sugerindo um beneficio
importante do EA nesse grupo. Quanto aos animais desnutridos, o grupo que sofreu SE SEM
EA apresentou peso cerebral maior que o COM EA. Este foi o Unico grupo de comparacéo
gue o EA nd mostrou efeito de aumento do peso cerebral, mas ndo foi um achado

estatisticamente significativo. A amostra utilizada no experimento era alocada de maneira
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aleatoria nos grupos de estudo. No caso especifico dos animais desnutridos que sofreram SE,
vemos que o peso inicial da ninhada que foi alocada para o tratamento SEM EA era superior
aos animais alocados para o experimento COM EA. Tais discrepancias nos achados do peso
cerebral entre nutridos e desnutridos, com ou sem crises, podem ser explicadas devido ao fato
de se tratarem de animais diferentes, com carga genética propria que diversificam o peso
inicial do cérebro. Diferentemente da anélise do peso corporal que pode ser feita pela variagcdo
do peso ao longo do experimento, excluindo-se da anélise o peso de nascimento do animal, o
peso cerebral s6 pode ser mensurado no final do experimento, de maneira que ndo sabemos 0s

pesos cerebrais iniciais de cada rato.

A andlise da relacdo entre o peso cerebral e 0 peso corporal demonstrou que esta
relacdo foi maior nos animais desnutridos que nos nutridos. As observacdes da proporcao da
massa cerebral em relacdo a massa corpérea total datam do século 18, quando Albrecht von
Haller, anatomista alemé&o, relatou pela primeira vez que essa proporcdo varia entre 0S
animais ao estudar 22 espécies de mamiferos. Ele observou que ha uma propor¢édo inversa
entre 0 peso corporal e cerebral dos animais, sendo maior o cérebro dos animais pequenos em
relacdo aos seus corpos. O rato, na ocasido, foi o animal com maior relacdo do peso
cerebral/corporal estudado (Lups, 2009). A proporcdo estimada entre o peso cerebral e 0 peso
corporal dos mamiferos é cerca de 0,67. Nunes et al (Nunes, Batista et al., 2002), em 2002,
publicaram um estudo que utilizou 0 mesmo paradigma de desnutrigédo realizado no presente
experimento. Foi verificado, também, maior relacdo peso cerebral/corporal nos animais
desnutridos, porém a afericdo foi mensurada em ratos jovens (P30). Existem relatos de
alteracBes na proporcdo da massa cerebral em relacdo a massa corporea total relacionados a
desnutricdo, mas esta é uma questdo ainda nao clara (Watson e Livesey, 1984). Acreditamos
que de alguma forma o organismo “poupa” o tecido cerebral quando ocorre o advento da
desnutricdo, conforme descrito por Hales & Barker (Hales e Barker, 1992), na proposta de
existéncia de um “fenotipo econdomico”. No presente experimento encontramos significancia
estatistica a0 comparar essa relagdo em animais nutridos e desnutridos, sendo maior nos
desnutridos. Esse valor foi significativo nos animais COM EA, enquanto atingiu valores
limitrofes para a significancia dos ratos SEM EA. Acreditamos que esse valor seria
significativo com o aumento da amostra, ja que o efeito do EA em si, na avaliacdo da relagédo

estudada, néo foi significativo.

Os animais desnutridos apresentaram um limiar reduzido para o inicio das crises

convulsivas precoces induzidas pro flurothyl. As crises foram induzidas em P8, P9 e P10,
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periodo no qual os ratos desnutridos j& tinham o peso significativamente menor em relagdo
aos nutridos. O limiar mostrou-se significativamente menor desde o primeiro dia das crises
recorrentes e nao houve alteracdo significativa no mesmo com a repeticdo das crises nos dias
subsequentes. Diversos estudos demonstraram o efeito deletério da desnutri¢do, tanto pré
quanto pos-natal, diminuindo o limiar para as crises convulsivas (Ogura e Orsingher, 1980;
Aicardi, 1988; Bronzino, Austin-Lafrance et al., 1990; Palencia, Calvillo et al., 1996). Os
primeiros estudos datam da década de 1970 (Stern, Forbes et al., 1974) e foram realizados
com a inducdo de crise em ratos através de eletroconvulsoterapia. Os animais submetidos
previamente a restricdo protéica apresentaram reducdo do limiar convulsivo, e o achado nédo
se reverteu apoOs a reabilitacdo nutricional, sugerindo a ocorréncia de uma alteracdo
duradoura. Os mesmos pesquisadores, a seguir, aplicaram o modelo de desnutricdo e
induziram crises de outras formas, com kindling e pentylenetetrazol, ndo encontrando,
entretanto, alteragc&o no limiar dos ratos desnutridos (Forbes, Stern et al., 1978). Outro modelo
de desnutricdo protéica demonstrou, outrossim, a diminui¢do do limiar convulsivo induzido
por pentylenetetrazol, nos animais desnutridos, possivelmente de maneira secundéria a atrofia

nos neurdnios do hipocampo, cértex e cerebelo (Palencia, Calvillo et al., 1996).

Todavia, ndo foi observada diferenca entre o limiar para inducdo do status epilético
entre os ratos nutridos e desnutridos, provocado em P16. Tal achado ja foi relatado em
estudos prévios realizados com o modelo do flurothyl (Nunes, Batista et al., 2002; Hemb,
2007). Isso provavelmente ocorre devido as propriedades do flurothyl, um éter que ocasiona
uma hiperexcitabilidade neuronal ao inibir a neurotransmissao GABA A (Araki, Kobayashi et
al., 2002; Hashimoto, Araki et al., 2006) e que necessita administracdes repetidas para reduzir
o limiar convulsivo (Grantham-Mcgregor, 1995; Araki, Kobayashi et al., 2002). Desta
maneira, acreditamos que o limiar foi reduzido nas crises precoces exatamente por se tratarem
de crises repetidas (3 crises/dia por 3 dias consecutivos) diferente do modelo de inducdo do
SE (uma crise induzida em P16). A escolha do uso do flurothyl justifica-se no proposito do
estudo de verificar os efeitos de crises que ocorrem no periodo inicial da vida do rato, que
corresponde ao periodo neonatal de seres humanos. No periodo neonatal dos seres humanos, a
ocorréncia de crises convulsivas é alta e a etiologia variada, sendo as crises provocadas
prevalentes (Holmes, 1994; Lombroso, 1996a). Dessa forma, o flurothyl aparece como um
agente causador de crises breves, como um modelo para esse tipo de crise e ndo como um
farmaco epileptogénico. Isto €, ndo apresenta o efeito de tornar o animal epiléptico
(Hashimoto, Araki et al., 2006).
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste experimento concluimos que:

1. O Enriquecimento ambiental apresenta efeito positivo melhorando a retengéo da
memoria espacial de ratos submetidos a desnutricdo precoce e aos dois modelos de crises
convulsivas estudados. O tratamento com ambiente enriquecido foi capaz de reverter
totalmente o déficit cognitivo nos animais desnutridos que sofreram status epilético, enquanto
melhorou o desempenho daqueles que tiveram crises precoces repetidas. Até onde sabemos,
este foi 0 primeiro experimento que demonstrou a melhora na memoria espacial com o uso do
ambiente enriquecido em ratos que sofreram desnutricdo e crises convulsivas em idade

precoce.

2. A desnutricdo precoce, assim como as crises convulsivas, apresenta efeito
deletério no aprendizado e retencdo de memoria espacial. Tanto o modelo de crises
convulsivas recorrentes quanto o de status epilético induzidos no cérebro do rato jovem,
atuam de forma prejudicial a aquisicdo e retencdo da memdria espacial, avaliada na fase

adulta.

3. A desnutricdo no periodo de lactacdo atuou, de maneira isolada, sobre o peso
corporal dos ratos levando a uma desvantagem significativa no ganho ponderal corporal,
quando comparados aos controles, até a fase adulta, a despeito da normalizagdo da dieta apos
P16.

4. A desnutricdo precoce atua de forma isolada na reducdo do peso cerebral do rato
adulto de maneira que os animais sob esta condi¢do apresentam desvantagem significativa no
ganho ponderal cerebral quando comparados aos controles, fato que ndo ocorre com crises

convulsivas recorrentes e status epilético.
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5. A desnutricdo precoce aumenta a relacdo entre o peso cerebral e o peso corporal

dos animais ja na fase adulta, em comparacdo com os animais nutridos.

6. A desnutricdo precoce leva a um aumento na suscetibilidade a crises convulsivas
recorrentes induzidas por flurothyl em P8, P9 e P10, por diminuir o limiar convulsivo nesses

animais. Esse efeito ndo foi, entretanto, verificado no grupo submetido a status epilético.

7. O enriquecimento ambiental atua, de forma isolada, no peso cerebral aferido nos

ratos adultos, independente de terem sofrido desnutri¢do ou crises convulsivas.
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8 PERSPECTIVAS

A linha de pesquisa associando os efeitos da desnutricdo e crise convulsiva no
cérebro em desenvolvimento é promissora, uma vez que a seqiiéncia de experimentos futuros
pode elucidar mais minuciosamente os efeitos desses insultos e testar possiveis tratamentos.

Pode-se continuar com esta linha de pesquisa com 0s objetivos de:

- Incluir, em futuros experimentos, outros metodos de avaliacdo de memoria, além

da espacial.

- Incluir, em futuros experimentos, outras formas de reabilitacdo comportamental.

- Incluir, em futuros experimentos, andlise histolégica e imuno-histoquimica

cerebral.

- Incluir, em futuros experimentos, avaliacdo da LTP.
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RESUMO

Introducdo: A desnutricdo e epilepsia sdo problemas prevalentes em paises em
desenvolvimento, principalmente na faixa etaria pediatrica.

Objetivos: Tendo em vista 0 impacto que insultos como as crises convulsivas e a
desnutricdo geram no sistema nervoso central (SNC) de criangas, nosso estudo visa
revisar a literatura atual sobre a relacdo entre desnutricdo precoce e epilepsia estudos
clinicos e experimentais com ratos

Metodologia: Revisdo de literatura em revistas indexadas no Medline, no periodo de
janeiro de 2000 até dezembro de 2008.

Resultados: Foram utilizados os unitermos epilepsy e malnutrition para a busca, sendo
encontrados 1044 artigos, dos quais 56 foram selecionados para esta revisao.
Procuramos resumir os principais achados referentes as alteracdes influenciadas pelas
crises convulsivas e desnutri¢cdo no desenvolvimento do SNC.

Conclusdes: A analise desses artigos indicou que a desnutricdo precoce acarreta déficit
neuronal, com alteragdes cognitivas e modificagcdes no desenvolvimento e crescimento
em modelos experimentais, podendo haver maior suscetibilidade a crises convulsivas.
Aparentemente, a desnutricdo ndo é uma causa direta de epilepsia, mas pode diminuir

o limiar para as crises epiléticas, havendo um efeito aditivo entre ambas.

PALAVRAS —-CHAVE: epilepsia, desnutricdo, limiar para convulsdes, cérebro em

desenvolvimento.



ABSTRACT

Introduction: Malnutrition and epilepsy are main problems in developing countries,
especially in early ages.

Purpose: Considering the impact that insults like seizures and malnutrition have in the
developing central nervous system (CNS), our study intends to review the current
literature about the relation between epilepsy and early malnutrition in clinical and
experimental studies with rats.

Methods: Literature review in Medline, during the period of January of 2000 to
December 2008.

Results: Using the key words epilepsy and malnutrition, 1044 articles were found,
from which we used 56 for this review. We intended to summarize the main findings
that are refered to the alterations induced by seizures and malnutrition in the CNS
development.

Conclusion: The analysis of these articles indicated that early malnutrition lead to
neuronal deficit, with cognitive alterations and growth and developmental disorders in
experimental models, possibly causing more susceptibility to seizures. Apparently,
malnutrition is not a direct cause of epilepsy, but it can decrease the threshold to

seizures, suggesting an additive effect between these variables.

KEY WORDS: epilepsy, malnutrition, seizure threshold, developing brain.




INTRODUCAO:

A epilepsia e a desnutricdo sdo importantes problemas de saude publica em diversos paises
em desenvolvimento com implica¢es econdmicas, médicas e socioculturais.

A desnutricdo materno-infantil € uma das principais causas responsaveis pelo alto indice de
mortalidade infantil ainda registrado nos paises em desenvolvimento. As criancas desnutridas
apresentam deficiéncias no seu sistema imunoldgico e maior risco de infeccBes, além de
maior predisposicao ao atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (28,53).

A desnutricdo é um problema mundial que afeta recém-nascidos e criancas durante os estagios
mais vulneraveis do desenvolvimento cerebral, alterando eventos de maturacdo cerebral e
conduzindo a alteracBes comportamentais, alteracdes nas fungdes cognitivas e distarbios no
aprendizado e na memoria (36).

Uma das mais prevalentes desordens cerebrais em paises subdesenvolvidos € a epilepsia.
Estima-se que 80% da populacdo que sofre de epilepsia no mundo residam em paises em
desenvolvimento (20). Essa estimativa é de suma importancia, visto que as comorbidades
psiquitricas e comportamentais afetam aproximadamente 40 a 50% das criangas e
adolescentes com epilepsia (47). Algumas comorbidades sdo compartilhadas por adultos e
criancas, como depressdao e ansiedade. Outras, entretanto, aparecem especificamente na
infancia, como autismo, transtornos de aprendizagem e transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade (76).

Existem evidéncias de que criancas nascidas em paises em desenvolvimento sdo expostas a
uma maior taxa de eventos que podem causar epilepsia, como infec¢do do SNC, e a um maior
numero de complicacfes pré-natais e perinatais (9,25). Entre as neuroinfecgdes a cisticercose
¢ a parasitose cerebral mais freqlente, sendo bastante prevalente em paises pobres onde as

condi¢des sanitarias sdo precarias (8,37). A convulsdo febril também é outra condicao



prevalente na infancia (5,30). Tais exemplos suportam a idéia de que inimeras patologias que
levam a epilepsia sdo frequentemente preveniveis.

Desnutricao e epilepsia sdo, portanto, problemas prevalentes em paises em desenvolvimento,
sendo uma relacdo causa-efeito sugerida em estudos em modelo animal (12, 13, 27, 41,51).
Até o presente momento nenhum estudo clinico demonstrou que a desnutricdo aumente o
risco de epilepsia, entretanto, em alguns estudos, observou-se uma tendéncia a maior
incidéncia de epilepsia em criancas desnutridas (40). Além disso, € conhecido que a
desnutricdo diminui o limiar de inducdo das crises convulsivas (12, 13, 27, 41,51).

A desnutricdo durante o desenvolvimento cerebral pode resultar em varios disturbios
anatdmicos e bioquimicos. A desnutricdo per se aumenta a neurogénese hipocampal (44). A
associacdo da desnutricdo com as crises convulsivas pode aumentar os efeitos deletérios das
crises no cérebro em desenvolvimento (39).

Considerando a importancia epidemiologica da desnutricdo e da epilepsia nos aspectos
cognitivos e maturacionais do SNC, esse trabalho proporciona uma reviséo sobre a interacao

desses dois fatores.

Efeitos da desnutrigdo no SNC em desenvolvimento

A desnutricdo protéica pré-natal ndo necessariamente resulta em anormalidades anatémicas
cerebrais, como alteracdes patoldgicas focais ou lesdes a nivel celular. Sabe-se, ademais, que
isoladamente a desnutricdo ndo causa patologias graves como retardo mental. Viu-se,
outrossim, a ocorréncia de alteracGes no desenvolvimento comportamental e intelectual em
niveis inferiores aos esperados para a idade em individuos subnutridos (50). Os efeitos do
insulto decorrente do déficit nutricional sdo duradouros e levam a déficits permanentes no

aprendizado e na memoria (26 50,54).



Diversos disturbios eletroliticos foram identificados em criangas que apresentam desnutri¢éo
protéica. Além da deficiéncia dietética, infeccdes, principalmente diarréia e parasitoses,
comprometem a nutricdo induzindo ma absorcdo e aumento da demanda metabolica para
formar uma resposta imune apropriada. Estudos também identificaram concentracdes
reduzidas de albumina e de proteinas plasmaticas, hipocalemia, hiponatremia (23),
hipomagnesemia (3,16) e hipocalcemia (4). Muitos dos distarbios eletroliticos caracteristicos
da desnutri¢do severa podem diminuir o limiar das crises, por exemplo, a hiponatremia (33) e
a hipocalcemia (15). Crises epiléticas também foram observadas em criancas desnutridas com
hipomagnesemia (16), que rapidamente responderam a administracdo de magnésio. Uma
maior incidéncia de crises também foi observada em criancas desnutridas hipoglicémicas
(12).

Foram identificadas alteragdes nos niveis de neurotransmissores excitatérios (glutamato) e
inibitérios (GABA) em crian¢as desnutridas. Niveis reduzidos de GABA foram encontrados
no liquor e no coértex cerebral de pacientes com epilepsia (55). Os niveis desses
neurotransmissores podem ser afetados pela ingestdo diminuida de aminoacidos e de seus
precursores ou pela deplecdo de neurdnios gabaérgicos no hipocampo e giro denteado
induzida pela desnutri¢éo (2).

Estudos recentes indicam que diversos insultos, incluindo a desnutrigdo, interrompem a
normalidade do desenvolvimento e da funcdo hipocampal, atraves aumento da inibicao,
resultando em limitacGes da plasticidade do hipocampo. Isso ocorre tanto pelas acdes diretas
na formacéo do hipocampo (principalmente nos interneurénios gabaérgicos) ou indiretamente,
afetando os receptores de entrada subcortical para a formagdo do hipocampo (6, 7, 35,52).
Uma propriedade especialmente importante do circuito hipocampal € que a eficécia e a forca
sinaptica podem ser aumentadas ou diminuidas através da ativacdo repetida de entradas

aferentes. A normalidade da formacdo do hipocampo pode ser verificada em estudos de



plasticidade sinaptica e da formacdo de processos de memoria. Acredita-se que esses dois
fendmenos sdo alterados por insultos pré-natais como a desnutricdo (36). A desnutricdo
diminui a plasticidade neurofisioldgica, 0 que pode ser um mecanismo critico na maturacao
cerebral levando a futuros déficits de aprendizado.

Verificou-se, ademais, que possivel associacdo entre a diminuicdo da imunidade causada pela
desnutricdo e a consequiente diminuicdo da resisténcia a infec¢bes, poderia tornar estas
criancas mais vulneraveis a infec¢bes por virus neurotrépicos, potencialmente causadores de
epilepsia (17).

Estudos experimentais evidenciam que a desnutri¢cdo perinatal causa alteracGes permanentes,
fisioldgicas e morfolégicas no SNC em desenvolvimento, além de diminuir o limiar para
crises convulsivas (12, 13, 27, 41,51). Os efeitos da desnutricdo intrauterina sdo
particularmente graves no periodo de proliferacdo e crescimento neuronal, sendo enfatizada a
susceptibilidade de determinadas estruturas do SNC, como cortex, hipocampo e cerebelo

(21,22).

Efeitos das crises convulsivas e da epilepsia sobre 0 SNC em desenvolvimento

As criangas sdo mais suscetiveis a crises epilépticas durante os primeiros meses de vida
(10,25), primeiro pelas possiveis intercorréncias da gestacdo e do periodo neonatal (i.e. asfixia
perinatal, infeccdes perinatais, disturbios metabolicos, hemorragia intracraniana) e tambem
pelo fato do cérebro imaturo ser mais suscetivel as crises que o cérebro maduro. As crises
convulsivas febris sdo um importante exemplo da maior suscetibilidade as crises do cérebro
imaturo. A febre, que em adultos raramente resulta em crises epilépticas, acarreta crises em 1

a 14% das criangas, constituindo o tipo mais comum de crise convulsiva na infancia (10,29).



A propensdo a crises convulsivas no sistema nervoso central em desenvolvimento tem sido
evidenciada em diversos modelos experimentais. As bases dos mecanismos responsaveis por
aumentar a excitabilidade ndo sdo completamente conhecidas, mas sdo idade-dependentes.
Neurdnios e redes imaturas tendem a gerar descargas periddicas, o que facilita a criacdo de
oscilacdes patoldgicas e potencialmente patogénicas. Essa tendéncia dos neurénios imaturos a
oscilacdo € devido a sua alta resisténcia, que auxilia na geracdo de potenciais de acdo e
aumenta a excitabilidade (31,32).

Um estudo que fez a aplicacdo do paradigma da desnutri¢do (limitacdo da lactacdo através da
separacdo da fémea nutriz de parte da ninhada por periodos crescentes de tempo de até o
décimo quinto dia de vida) evidenciou a partir do quinto dia uma diferenca estatisticamente
significativa entre o peso corporal dos desnutridos em comparagdo com os nutridos. O
processo de reabilitacdo nutricional iniciado no 16° dia foi associado a uma curva ascendente
de ganho de peso, mas a diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos permaneceu
até o trigésimo dia. Nessa mesma pesquisa, 0s animais foram submetidos a crises convulsivas
induzidas por flurothyl. O limiar para o inicio da primeira crise foi avaliado no 15° e 30° dia.
N&o ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, entretanto foi observado
que os animais nutridos no 152 dia apresentavam um limiar maior para o desenvolvimento das
crises convulsivas clonicas e tonico-clénicas em comparacdo aos desnutridos. Tendéncia
inversa foi observada no 30° dia, quando os animais desnutridos apresentaram um limiar
maior para ambos 0s tipos de crises convulsivas (38).

Outro estudo experimental que induziu crises epilépticas em ratos nutridos e desnutridos
evidenciou que a suscetibilidade as crises dos desnutridos ndo foi afetada em comparacéo aos
nutridos. O estado epiléptico induzido por flurothyl nos ratos estimulou, no entanto, o
surgimento de novas células no giro denteado anterior (39). O significado do aparecimento

dessas células apos as crises ndo é claro. Foi sugerido que a plasticidade da rede hipocampal



associado a epileptogénese pode surgir de conexdes aberrantes formadas pelas células recém-
nascidas (43,44). Este estudo observou que apesar da desnutricdo aumentar a expressao dessas
células, isso ndo alterou a suscetibilidade as crises (39). Os dados deste estudo sugerem, dessa
forma, que a desnutricdo induz neurogénese hipocampal. Além disso, o estado de mal
convulsivo também aumenta a taxa de surgimento de novas células nessa area, ou seja,

aparentemente desnutricéo e status epilético tém efeitos aditivos (39).

Estudos que avaliam o efeito da desnutricho e da epilepsia no cérebro em

desenvolvimento

O efeito da desnutricdo no limiar para crises convulsivas parece ser uma questdo idade e
modelo dependente. Animais que sofreram desnutricdo intrauterina ou na fase de lactacéo
submetida a crises na idade adulta apresentam maior suscetibilidade ao desenvolvimento de
convulsdes (38). A revisdo de diversos estudos evidenciou alteragcbes cognitivas,
comportamentais e no desenvolvimento de ratos, em estudos experimentais, baseados no
método da desnutrigdo e indugdo de crises convulsivas (Tabela 1).

A desnutricdo cronica tem efeitos deletérios no sistema nervoso central. O dano cerebral
induzido pela desnutricdo em experimentos é relacionado a duracdo da desnutri¢do, as
caracteristicas dietéticas e ao estagio do desenvolvimento cerebral em que a desnutricao
ocorre. Apesar disso, pesquisadores concordam que as alteracdes cerebrais induzidas pela
maioria das formas de desnutricdo sdo geralmente permanentes ou ha muita dificuldade para
reverter os danos completamente (1, 18, 19,42).

A desnutricdo diminui a plasticidade cerebral, podendo ser um dos mecanismos que leva a
déficits de aprendizado e prejuizo cognitivo, como consequiéncia de um insulto ao cérebro em

desenvolvimento. A plasticidade contribui para o impacto dos desequilibrios nutricionais no



desenvolvimento cerebral, principalmente a plasticidade restaurada que ocorre como resultado
da reabilitacdo nutricional (45). Consideraveis evidéncias indicam que sinapses nos cérebros
desnutridos sdo menos capazes de organizar a plasticidade. A diminuicdo da plasticidade é
um dos resultados do aumento da inibicdo, considerado o mecanismo fisiopatoldgico primario
na formacéo do hipocampo associado a desnutricédo (14 34,35).

E importante o fato de que uma falha no desenvolvimento devido a um insulto nutricional ndo
necessariamente conduz a uma disfuncdo cerebral imediata. As conseqiéncias de uma
limitacdo nutricional durante um estagio do desenvolvimento cerebral podem permanecer
latentes, sendo apenas fatores de predisposicdo até o0 momento em que o individuo é
submetido a circunstancias ambientais estressoras (36).

Diversos estudos sugerem que deficiéncias dietéticas, comuns em humanos sujeitos a
desnutricdo crdnica, exercem um dano no cérebro que o deixa mais vulneravel as crises
epiléticas (41). Assim, a desnutricdo ndo é uma causa direta de epilepsia, mas possui papel
importante por diminuir o limiar para as crises epilépticas (24,49). Experimentalmente, a
reabilitacdo nutricional iniciada precocemente parece gerar um efeito protetor a
susceptibilidade dos animais a crises convulsivas.

As alteracBes encontradas nos niveis de neurotransmissores inibitorios nos levam a crer que o
GABA tenha um papel na prevencdo da distribuicdo da crise e ndo na origem da crise (48
55,56). Logo, a deficiéncia de nutrientes, como a de aminoacidos indispensaveis, ativa o
cortex piriforme anterior, uma estrutura limbica bastante suscetivel a crises em ratos,
diminuindo o limiar convulsivo e aumentando a severidade das crises.

Algumas descobertas sugerem que a desnutricdo precoce altera a plasticidade, mas ndo a
susceptibilidade as crises induzidas por flurothyl. Embora o estado de mal convulsivo possa
aumentar a expressdo de novas células no giro denteado nos ratos imaturos, a desnutricdo

seguida do estado epiléptico aumenta a proliferacdo celular do giro denteado. Parece que a



desnutricdo e o estado epiléptico tém efeitos aditivos. O significado desses achados ainda nédo
é claro, mas sup@e-se que as mudancas plasticas associadas a neurogénese possam causar um

aumento da epileptogénese.

CONCLUSOES:

Separadamente, vemos inUmeras alteracdes causadas pela epilepsia e pela desnutricdo no
SNC. Existem poucos estudos, entretanto, que tentam elucidar os efeitos da possivel interacéo
entre desnutricdo e epilepsia. Sendo estas condicGes prevalentes em nosso meio, faz-se
necessario uma maior exploracdo dessas patologias e suas consequéncias, tanto a nivel
bioquimico e celular, quanto a potenciais alteracdes cognitivas posteriores. Ademais, é
também necessario que se busquem formas de intervir na tentativa de minimizar ou anular os

efeitos gerados pela desnutri¢do e pela epilepsia no cérebro em desenvolvimento.
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TABELA 1 - Estudos de efeitos da desnutricdo e epilepsia no SNC.

Estudo Paradigma desnutricdo | Modelo de crises Idade animal Resultados
Nunes et al. | Privacdo da Crises induzidas por | Desnutricéo Diferenca
(39) alimentacéo por inalacdo de flurothyl | p2apl7 significativa no peso
afastamento do rato da cerebral e corporal.
fémea nutriz por Crises em p15 | Tendéncia a menor
periodos crescentes de limiar para crises nos
2h (iniciando em P2) Histologia em | desnutridos.
até 12h. A privacéo p18 Neurogénese no giro
permanecia até P17. dentado anterior
Bronzino et | Desnutricdo pré-natal Crises induzidas Testados em Ma nutricdo das
al. (13) onde as fémeas através de diversos P90 (adultos) | fémeas levou a um
recebiam uma dieta impulsos elétricos menor limiar
pobre em proteina. subconvulsivos. excitatorio necessario
para o
desenvolvimento de
crises.
Andrade et | 1/3 dos animais Nao foram utilizados | P60 Ma nutricdo leva a
al. (2) submetidos a dieta protocolos para reducdo reversivel da
hipoprotéica por 12 inducéo de crises inervagdo colinérgica
meses, 1/3 com dieta convulsivas neste na formacéo
hipoprotéica por 6 estudo. hipocampal e a
meses e 6 meses com diminuicdo
dieta normal, 1/3 grupo irreversivel no
controle. nGmero de neurdnios
colinérgicos e
gabaérgicos.
Palencia et | Uso de dieta Crises induzidas P60 Reducdo do limiar
al. (41) hipoprotéica através da para crises e atrofia
administracao de neuronal
pentylenetetrazol. principalmente no
hipocampo e cortex
cerebral.
Morgane et | Desnutricdo pré-natal N4o foi realizada Déficit no numero de
al. (36). com dieta pobre em inducéo de crises células neuronais.

caseina

convulsivas
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