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RESUMO

Objetivo: Neste estudo foram avaliados os efeitos da desnutri¢io precoce e de crises
convulsivas no aprendizado espacial e na memoéria, em um modelo de desenvolvimento

cerebral.

Métodos: Filhotes machos de ratos Wistar foram alocados em seis grupos: Nutridos
Controles (NC), Nutridos Crises Recorrentes (NCR), Nutridos Status Epilepticus (NSE),
Desnutridos Controles (DC), Desnutridos Crises Recorrentes (DCR) e Desnutridos Status
Epilepticus (DSE). Os animais dos grupos DC, DCR e DSE foram mantidos em um regime
de privacao alimentar do segundo (P2) ao décimo quinto (P15) dia de vida pds-natal. De
P2 a P4, os grupos NCR e DCR foram expostos a trés crises convulsivas recorrentes por
dia, induzidas por flurothyl. Em P15, os grupos NSE e DSE foram expostos a um status
epilepticus induzido por esta mesma substincia. De P21 a 26 todos os grupos foram
testados no labirinto aquatico de Morris para afericdo do aprendizado e memdria espaciais.

Em P30, os animais foram sacrificados e os cérebros foram pesados.

Resultados: A andlise indicou que a desnutri¢do precoce ndo alterou a suscetibilidade as
crises convulsivas em P15 mas reduziu os pesos corporais e cerebrais (p<0,001), enquanto
as crises convulsivas diminuiram o peso corporal (p<0,01), mas nao o cerebral (p=0,972).
Além disto, os animais desnutridos permaneceram menos tempo no quadrante alvo do
labirinto aquético de Morris do que os nutridos, durante o teste de prova, em P26
(p<0,001). Da mesma forma, os ratos submetidos as crises recorrentes, assim como os que
sofreram status epilepticus, também permaneceram menos tempo no quadrante alvo,

quando comparados aos animais livres de crises (p=0,001).
Conclusao: Nossos achados mostram que a desnutricdo e as crises convulsivas apresentam
um efeito aditivo prejudicial no peso corporal, no peso cerebral e na retencdo da memoria

espacial de ratos jovens.

Descritores: desnutricao, epilepsia, crises convulsivas, status epilepticus, memoria
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ABSTRACT

Purpose: In this study we evaluated the effects of undernourishment and seizures on

memory and spatial learning in a model of developing brain.

Methods: Male Wistar pup rats were allocated to one out of six 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). UC, URS and USE groups were
maintained on a starvation regimen from post-natal day 2 (P2) to post-natal day 15 (P15).
URS and NRS groups suffered three daily flurothyl-induced seizures from P2 to P4. USE
and NSE groups suffered a status epilepticus (SE) at P15. Beginning at P21 all groups
were trained in the Morris water maze. At P30 the animals were sacrificed and their brains

weighted.

Results: Our data indicate that early undernourishment does not alter seizure susceptibility
at P15, but diminishes body and brain weight (p<0,001), whereas seizures diminish body
(p<0,001) but not brain weight (p=0,972). In the Morris water probe test we have observed
that undernourished rats spent less time in the target quadrant than nourished animals
(p<0,001). Also, rats submitted to recurrent seizures and rats submitted to status
epilepticus spent less time in the target quadrant than seizure-free animals (p=0,001). There

was a significant interaction between undernourishment and seizure (p=0,013).

Discussion: Our findings show that undernourishment and seizures have a detrimental

additive effect on body and brain weight as well as in spatial memory.

Keywords: undernourishment, epilepsy, seizures, memory, developing brain



1 INTRODUCAO

O pesquisador, como homem de ciéncia, tem como objetivo maior a busca da
verdade através dos fatos objetivos inerentes ao seu trabalho. Historicamente, € possivel
verificar enormes avangos obtidos no que concerne ao uso de animais em experimentos. Os
modelos animais sdo uns dos principais alicerces do progresso da Medicina. Os
experimentos devem visar novas descobertas ou conhecimentos de fisiologia e serem tteis
para salvar ou prolongar a vida e aliviar sofrimentos. Assim, os estudos em animais sao

considerados uma etapa importante para a pesquisa na drea da satde.

Desnutricdo e epilepsia sdo condicdes prevalentes nos paises do terceiro mundo,
sendo uma relagdo causa-efeito muitas vezes proposta. Durante a infancia, podem ser
responsdaveis por sérias alteragOes fisioldgicas e morfolégicas no cérebro em

desenvolvimento, acarretando danos cognitivos importantes.

Existem poucos desenhos experimentais avaliando desnutricdo, epilepsia e
memoria. Quando pesquisamos isoladamente, tanto desnutricdo, quanto epilepsia,
encontramos um ndmero expressivo de artigos relatando um declinio cognitivo secundario
a estas condi¢des. Porém, quando investigamos desnutricio e epilepsia juntas, poucos

estudos avaliam esta intera¢do e conseqiiente associagdo com prejuizo na memdria.

Estudos clinicos em criangas desnutridas apontam que elas apresentam mais
problemas de aprendizado, memdria e comportamento. Em ratos, a desnutricdo também

acarreta alteracOes cognitivas significativas e conseqiiente prejuizo na memoria espacial.

Ainda questiona-se ser a desnutri¢do uma causa direta de epilepsia, ou ndo. O que
sabe-se, porém, é que ela é capaz de diminuir o limiar convulsivo em modelos

experimentais.

Assim como pesquisas clinicas e experimentais mostram ser a desnutri¢cdo

responsavel por alteragdes cognitivas e comportamentais, as crises convulsivas também



sdo capazes de acarretar uma variedade de efeitos colaterais na memoéria e no

comportamento.

Por morarmos no Brasil, direcionamos nosso estudo para um tépico importante e
decidimos explorar a interacdo entre desnutricio e epilepsia, assim como suas

conseqiiéncias no animal imaturo, principalmente no que diz respeito 2 memoria espacial.

Ponderando a relevancia epidemiolégica da desnutricdo e da epilepsia e
considerando a alta prevaléncia destas condi¢des nas criangas que habitam paises em
desenvolvimento, decidimos avaliar se a desnutricio e a epilepsia interagem e se sdo

capazes de modificar o crescimento cerebral.

Utilizamos filhotes machos de ratos Wistar, com o objetivo de avaliarmos os
efeitos da privacdo alimentar na suscetibilidade as crises convulsivas, nos pesos corporais e
cerebrais, assim como na aquisi¢ao e reten¢do da memoria espacial, apds crises recorrentes

precoces e inducdo de status epilepticus.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESNUTRICAO

A desnutricdo, conforme definicio da Organizacio Mundial da Saude, é uma
variedade de condi¢des patoldgicas, decorrentes de deficiéncias de energia e proteinas, em
variadas propor¢des, que atinge preferencialmente as criancas. A desnutri¢do protéico-
energética € um estigio de caréncia de calorias e outros nutrientes no qual o organismo
apresenta desaceleracdo (casos leves), interrup¢do (casos moderados) ou involucao (casos

graves) de sua evolucdo normal de crescimento e desenvolvimento (Mello, 2005).

7z

Sabe-se que a desnutricdo humana € composta de aspectos bioldgicos,
psicoldgicos e socioldgicos. As vdrias praticas comportamentais associadas a desnutricao
tendem a passar de uma geracdo para outra perpetuando esta condi¢do e dificultando sua

resolucao.

Globalmente, a pobreza é maior causa indireta de desnutricdo, que, por sua vez, €
causa direta de aproximadamente 300 mil 6bitos por ano. No mundo, 852 milhdes de
pessoas sdo desnutridas sendo que 95% vivem em paises em desenvolvimento (Muller &

Krawinkel, 2005).

Mais de 10 milhdes de criangas menores de 5 anos morrem a cada ano, e destas,
1,5 milhdes sofrem de desnutricdo severa (Collins et al., 2006). Pelletier et al (Pelletier et
al., 1994) mostraram que de 53 a 60% das mortes infantis mundiais sdo atribuidas a
desnutricdo.Uma entre quatro criancas em idade pré-escolar sofre de desnutricdo, o que

pode afetar seriamente o seu desenvolvimento fisico e mental (WHO, 2001)

No Brasil, a desnutricdo é a principal causa de morbimortalidade em criancas

menores de 5 anos.



A desnutricdo, na fase inicial da vida, quando ocorre o periodo critico de
crescimento e desenvolvimento, pode gerar danos irrepardveis. Danos estes, muitas vezes

irreversiveis mesmo com reabilitacdo nutricional adequada (Dobbing & Sands, 1979).

2.1.1 A influéncia da desnutricio no desenvolvimento cerebral

O impacto da desnutricdo no desenvolvimento cerebral deve ser analisado no
contexto da fase em que o processo patoldgico teve inicio e de quando atingiu sua
atividade maxima. O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) ocorre em etapas
que seguem uma seqiiéncia precisa que € diferente nas diversas regides cerebrais e que
varia no tempo, de uma espécie de animal para outra. Esta consideracdo é importante
devido ao uso de modelos animais para avaliar os processos cerebrais afetados pela
desnutricdo (Morgane et al.,, 2002). A seqiiéncia essencial dos processos de

desenvolvimento cerebral, isto €, o cronograma de desenvolvimento genotipicamente

ordenado, fundamentalmente ndo varia entre os mamiferos (Rodier, 1980).

Estd bem estabelecido o fato de que os efeitos da desnutricdo na estrutura e
funcdo neural sdo mais severos quando a defici€ncia nutricional ocorre durante o pico de
crescimento cerebral. No rato, este periodo corresponde as primeiras 3 semanas de vida
pos-natal, o periodo de Ilactacdo, época em que o cérebro apresenta maxima
vulnerabilidade para vérios tipos de insultos, incluindo a desnutricdo (Costa-Cruz et al.,

2006).

Durante o primeiro ano de vida, a desnutricdo afeta o crescimento corporal e
cerebral, mas pelo fato do crescimento corporal humano ocorrer até aproximadamente 0s
18 anos de idade, pode existir uma recuperagdo da altura através de uma posterior
alimentacdo adequada. Todavia, isto ndo acontece com o cérebro, pois como 0s primeiros
anos de vida representam o periodo de méaximo crescimento cerebral, 70% do peso do
cérebro adulto ja foi atingido ao fim do primeiro ano de vida (Ivanovic, 1996; Stoch et al.,

1982).

A avaliacdo do perimetro cefdlico (PC) ¢ uma das medidas mais importantes,
realizada durante o exame do recém-nascido e da crianca, por ser um preditor do
desenvolvimento neuroldgico (Bolduc & Shevell, 2005). Achados de alguns estudos

enfatizam que o PC € o dado antropométrico que mais reflete o impacto das deficiéncias



nutricionais em uma fase precoce da vida (Leiva et al., 2001; Malina et al., 1975). A
diminui¢do do PC é proporcional a reducdo do peso cerebral e é um indicador real da

severidade da deficiéncia nutricional (Winick, 1969; Winick & Rosso, 1969 a,b).

2.1.2 Alteracgoes cerebrais secundarias a desnutri¢io

Alguns estudos apontam uma diminuic¢do nas taxas de divisdo celular resultando
em uma diminui¢do da mielinizacdo, do peso cerebral e do seu contetido de 4cidos
nucléicos e proteinas, em criancas que morreram de desnutricdo em idade precoce (Winick
& Rosso, 1969 ab). Cravioto e Milan (Cravioto & Milan, 1989), estudando criangas
desnutridas durante o primeiro ano de vida, constataram que aquelas que apresentavam

baixo peso ao nascer apresentavam uma redugio de 60% das células nervosas cerebrais.

Experimentalmente, a restricdo nutricional durante a gestacdo afeta o crescimento
do corpo caloso, causa assimetria cerebral e reduz o peso cerebral (Soto-Moyano et
al.,1993), além de acarretar alteracdes bioquimicas no SNC, especialmente sobre os
neurotransmissores (Rotta et al., 2003; Steiger et al., 2002). A desnutricio aumenta a
concentracdo de triptofano, um precursor da serotonina; reduz a concentragdo de
acetilcolina e de dcido-glutamico descarboxilase, a enzima sintetizadora do dcido gama
aminobutirico (GABA); e diminui o nimero de receptores dopaminérgicos estriatais

(Wiggins et al., 1984).

Alteragdes histoldgicas secunddrias a desnutricdo, como diminuic@o da densidade
de células neuronais e gliais no cortex cerebral e cerebelar (Dobbing & Hopewell, 1971), e
diminuicdo das espinhas dendriticas no cortex cingulado, sdo alguns dos achados em ratos
desnutridos (Garcia-Ruiz et al., 1993; Schonheit & Haensel, 1984). Nos animais com
deficiéncias nutricionais, o cortex apresenta mais de 40% de perda das sinapses (Morgane
et al., 1985) e reducao no seu volume (Dobbing et al., 1971; Leuba & Rabinowics, 1979a),
0 que explica o prejuizo na transmissdo de informacgdes, uma vez que a quantidade de

neurotransmissores estd diminuida (Dyson & Jones, 1976).

Estudos neuro-anatdmicos apontam o hipocampo como uma das regides cerebrais
mais atingidas pela desnutri¢do. Os efeitos observados incluem uma reducgao significativa
do tamanho das células do giro denteado (GD), assim como, uma reducao nos ramos e

espinhas dendriticas de seus neurOnios piramidais (Garcia-Ruiz et al., 1993; Levitsky &



Strupp, 1995; Schonheit & Haensel, 1984). Além disso, evidéncias indicam que as sinapses
do cérebro desnutrido sdo menos plésticas. A diminui¢do da plasticidade é um dos
resultados do aumento dos neurotransmissores inibitérios, e € considerada a principal

patologia hipocampal associada a desnutri¢do (Morgane et al., 2002).

2.2 CRISES CONVULSIVAS E EPILEPSIA

Crise convulsiva € uma subita descarga elétrica nos neurdnios do SNC, capaz de
alterar um comportamento ou fun¢do, e epilepsia sdo duas ou mais crises nao provocadas

(Fernandes & Sander, 1998).

As crises convulsivas podem variar de pequenos lapsos de atencdo ou abalos
musculares a convulsdes severas e prolongadas, e até mesmo, a um status epilepticus. O
status epilepticus é representado por crises freqiientes, sem recuperacdo da consciéncia
entre as mesmas, ou crise unica com duracdo superior a 30 minutos (Epilepsy Foundation
of America's Working Group on Status Epilepticus, 1993). As crises convulsivas também
podem variar em freqii€ncia, de menos do que uma por ano até vdarias por dia. As crises
convulsivas podem ser classificadas de acordo com seu local de origem no cérebro em
parciais ou focais, quando surgem a partir de uma descarga elétrica de uma ou mais 4reas
localizadas (sendo chamadas de complexas, quando alteram a consciéncia); e
generalizadas, quando a descarga elétrica envolve o cérebro como um todo. O tipo mais
freqiiente de epilepsia, segundo dados globais, € composto por crises parciais complexas,
oriundas, na grande maioria das vezes, das estruturas do lobo temporal, como hipocampo e

amigdala (Losher, 1997)

Nao esta clara a razdo de certas crises ocorrerem em certas idades ou épocas. As
diferentes sindromes epilépticas sdo baseadas na idade de inicio, tipo de crise, presenca ou

auséncia de doencga cerebral e alteragdes genéticas.

A epilepsia ndo apresenta limites geograficos, raciais ou sociais. Ocorre em
homens e mulheres e pode iniciar em qualquer faixa etdria, mas € mais freqiientemente
diagnosticada na infancia, adolescéncia e velhice. Qualquer pessoa pode vir a apresentar
uma crise epiléptica. De fato, mais de 5% da populacdo mundial apresenta uma crise tinica

em algum momento de sua vida, sendo que o diagnéstico de epilepsia, como visto



anteriormente, € reservado para aqueles que apresentam crises recorrentes, a0 menos duas,

nao provocadas (WHO, 2001)

No mundo, por ano, a incidéncia de epilepsia varia de 30 a 50 pessoas por
100.000 habitantes, e sua prevaléncia € de 5 a 9 pessoas por 1.000 habitantes (Logroscino
et al., 2001). Todavia, esta pode ser uma sub-estimativa, visto que alguns estudos em
paises em desenvolvimento sugerem uma incidéncia anual de aproximadamente 100
pessoas por 100.000 habitantes por ano, e uma prevaléncia de mais de 10 pessoas por

1.000 habitantes (WHO, 2001).

Em uma revisdo sistemdtica da incidéncia e prevaléncia de epilepsia na America
Latina, Burneo et al. (Burneo et al., 2005) encontraram uma prevaléncia de 17,8 pessoas
por 1.000 habitantes, e uma incidéncia de 77,7 a 190 pessoas por 100.000 habitantes por

ano.

No Brasil, a prevaléncia de epilepsia é de aproximadamente 12 pessoas por 1.000
habitantes (Guerreiro et al., 2000). Borges et al (Borges et al., 2004), verificaram a
prevaléncia urbana de epilepsia na cidade de Sao José do Rio Preto, estado de Sdo Paulo. A
amostra estudada foi de 17.293 pessoas, cuja distribuicdo quanto ao sexo, a faixa etdria e a
raca foi semelhante a da populacdo geral. A prevaléncia de epilepsia por 1.000 habitantes
foi 18,6 pessoas, sendo 8,2 pessoas para doenga ativa considerando-se, pelo menos, uma
crise no periodo dos ultimos 2 anos. Na cidade de Porto Alegre, esta prevaléncia € de 16,5

pessoas por 1.000 habitantes (Fernandes, 1993).

Universalmente, € estimado que 10,5 milhdes de criancas menores de 15 anos
apresentem epilepsia ativa, representando 25% da populacdo global com epilepsia. Dos 3,5
milhdes de pessoas que desenvolvem epilepsia anualmente, 40% sao menores de 15 anos e
mais do que 80% vivem em paises em desenvolvimento. Estudos populacionais sobre
epilepsia no inicio na infancia apontam valores de incidéncia anuais de 61 a 124 criancas
por 100.000 habitantes por ano, em paises em desenvolvimento e de 41 a 50 criangas por
100.000 habitantes por ano, em paises desenvolvidos. Valores de prevaléncia de epilepsia
infantil na Europa e América do Norte variam de 3,6 a 6,5 criancas por 1.000 habitantes,
enquanto na Africa e América Latina variam de 6,6 a 17 criancas por 1.000 habitantes
(Forsgren, 2004). Embora as crises epilépticas possam ocorrer em qualquer idade, elas
constituem uma situagdo patoldgica do jovem: até os 20 anos de idade, 90% dos individuos

que serdo epilépticos ja iniciaram suas crises; entre as criangas, 60% tiveram a sua primeira



crise até os trés anos, sendo que a maior parte ocorreu no primeiro ano de vida (Aicardi,

1988).

Existem evidéncias de que, crises prolongadas em um cérebro em fase de
maturagdo, aumentam o risco de crises convulsivas subseqiientes e epilepsia (Nunes et al.,
2000). Silva et al (Silva et al., 2004), avaliaram 158 criancas que apresentaram duas ou
mais crises convulsivas. A percentagem de epilepsia apds crises neonatais nestas criancas
foi de 22% em 12 meses e de 33,8% em 48 meses de seguimento. A ocorréncia de
epilepsia apds crises neonatais varia em freqiiéncia, de 3,5 a 56%, como mostram varios
estudos (Clancy & Legido, 1991; Mizhari & Kellaway, 1987). As crises convulsivas
permanecem nas manifestacoes clinicas secunddrias aos insultos neurolégicos mais
importantes no periodo neonatal (Lombroso, 1983; Scher & Painter, 1989), ocorrendo
entre 0,2 e 1,4% dos casos (Aicardi, 1988; Lombroso et al., 1998). Existe uma estreita
associacdo entre estas crises e o desenvolvimento de defici€éncias neuroldgicas
permanentes (Bernes & Kaplan, 1994; Lombroso, 1996; Scher, 1997), estando a epilepsia
pos-natal incluida entre as mesmas (Silva et al., 2004). Moshé e Albala (Moshé & Albala,
1983), avaliaram as alteragdes maturacionais na refratariedade pos-ictal e a suscetibilidade
as crises convulsivas em ratos jovens e concluiram que a probabilidade de desenvolver

crises na idade adulta esta diretamente relacionada com a historia de crises na infancia.

2.2.1 Crises convulsivas e o desenvolvimento cerebral

E sabido que o cérebro humano imaturo estd mais predisposto a gerar crises
convulsivas do que o maduro (Aicardi, 1988). Esta predisposicdo pode ser explicada
através de diversos fatores que sao caracteristicos do periodo neonatal, entre eles, o rapido
crescimento e desenvolvimento do SNC, pois o processo ontogenético de transformacao de
SNC imaturo em maduro talvez torne esta estrutura mais vulnerdvel a insultos exdgenos
(Mizhari, 1999); o predominio dos sistemas excitatérios em relacdo aos inibitorios,
facilitando a ocorréncia da manifestacdo convulsiva (Moshé, 1993); o fato dos
neurotransmissores inibitérios do SNC maduro apresentarem atividade excitatéria no SNC
imaturo (Cherubini et al., 1991); a facilidade existente na propagacdo da atividade
epileptogénica no cérebro imaturo por auséncia de fatores inibitérios (Prince & Wilder,

1967); entre outros (Costa et al., 2001; Moshé & Sperber, 1998).



A atividade epiléptica, quando em idade precoce, pode interferir de maneira
significativa no crescimento cerebral e desenvolvimento infantil (Rener-Primec et al.,
2006). O PC de uma crianga apresenta relacdo direta com o crescimento do cérebro
refletindo seu peso, volume, crescimento celular e conteido protéico (Amiel-Tison et al.,
2002; Winick & Rosso, 1969a,b). Estudos de imagem em criangas com epilepsia revelam
uma reducdo do volume cerebral nas mesmas (Specht et al., 1997). Liu et al (Liu et al.,
2005), relataram que a diminui¢do do volume cerebral total secunddria a epilepsia € o
resultado do dano precipitante inicial somado a atrofia cerebral relacionada a idade. Sabe-
se que existe uma relacdo direta entre atividade convulsiva e reducdo de volume cerebral,
tanto em adultos, quanto na populacdo infantil (Liu et al., 2005). Bolduc e Shevell (Bolduc
& Shevell, 2005), avaliando o perimetro cefdlico de sobreviventes de uma unidade de
terapia intensiva (UTI) neonatal, como preditor do desempenho no desenvolvimento,
notaram que o fato de apresentar epilepsia estava relacionado a uma redugdo do PC, assim
como as deficiéncias no desenvolvimento fisico e mental destas criancas. Em 1976, ao
avaliar o peso cerebral de ratos submetidos a status epilepticus por flurothyl, Wasterlain
(Wasterlain, 1976b), apontou a reducdo do mesmo apds crises convulsivas. Outros autores,
em estudos experimentais mais atuais, também mostraram diminui¢do do peso cerebral

apo6s indugdo de crises convulsivas. (Narismégi et al., 2006; White, 2002).

2.2.2 Alteracoes decorrentes de crises convulsivas recorrentes e do status epilepticus

no cérebro em desenvolvimento

As crises convulsivas, particularmente quando prolongadas ou freqiientes, estao
associadas com uma variedade de desfechos adversos. Neurologistas estdo cada vez mais
interessados em saber quais os efeitos agudos e crOnicos, tanto de crises convulsivas
recorrentes e breves, como de crises prolongadas, no cérebro humano. Estas questdes sdao
de interesse clinico imediato no julgamento de quao agressivo devem ser os tratamentos

destas crises e na determinacio de seus progndsticos.

Nos mamiferos, o hipocampo € a estrutura cerebral que apresenta o menor limiar
convulsivo (Abdelmalik et al., 2005) e no homem adulto, € o local mais freqiiente de foco
epiléptico (Engel & Pedley, 1998). Como veremos, diferentes tipos de estudos indicam que
crises longas e severas no adulto, como o status epilepticus, resultam em alteragdes

hipocampais. Crises mais amenas, por sua vez, podem acarretar alteracdes funcionais ou
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até mesmo alterar a conectividade sindptica sem que o dano neuronal seja tdo extenso.
Dados experimentais indicam que o cérebro imaturo estd mais protegido do que o maduro
em relagcdo tanto as crises prolongadas, quanto as crises convulsivas breves, no entanto, a
longo prazo, altera¢des funcionais podem ocorrer (Haut et al., 2004; Lado et al., 2002). Em
animais adultos, o status epilepticus provoca perda neuronal nas regides do corno de Amon
1 e 3 (CAl e CA3) e GD do hipocampo, além de acarretar proliferacdo aberrante dos
axonios das células granulares (as chamadas fibras musgosas) na zona de CA3 e aumentar
a neurogénese neste local (Ben-Ari, 1985; Represa et al., 1994). Embora nao tao dramética
quanto a perda celular apds o status epilepticus, existem evidéncias de que crises
recorrentes breves causem injuria semelhante no cérebro dos animais (Cavazos & Sutula,

1990; Golarai et al., 1992).

Os neurdnios em desenvolvimento sio menos vulnerdveis do que os neurdnios
adultos a uma ampla variedade de insultos neuroldgicos, como dano neuronal e perda
celular. Eles sdo mais resistentes a longos episodios de andxia (Cherubini et al., 1989) e
aos efeitos toxicos do glutamato, entre outros exemplos (Liu et al., 1996). Além disso,
animais imaturos sdo menos propensos do que os maduros a perda celular hipocampal
depois de uma crise convulsiva prolongada (Berger et al., 1984; Sankar et al, 1998), assim
como o brotamento das fibras musgosas € menos proeminente nos mesmos (Yang et al.,
1998). Nunes et al (Nunes et al., 2000), assim como Sperber et al (Sperber et al., 1999),
estudando o papel do status epilepticus no hipocampo imaturo, notaram que 0 mesmo nao
produz nenhuma perda celular aparente ou degeneracdo celular aguda nesta regido. Os
primeiros autores (Nunes et al., 2000), porém, reportaram que o status epilepticus aumenta
a neurogénese no giro denteado anterior do hipocampo, uma observacdo semelhante a de

Parent et al (Parent et al., 1997).

No animal jovem, crises recorrentes e breves durante as primeiras semanas de
vida ndo resultam em perda celular, mas estdo associadas a um extenso brotamento de
fibras musgosas em regido CA3 do hipocampo (Rivello et al., 2002), assim como a um
aumento da neurogénese no GD (Neill et al., 1996; McCabe et al., 2001), apesar de ja
existirem estudos mostrando diminuic@o desta neurogénese (McCabe et al., 2001; Parent et

al., 1998).
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2.3 MEMORIA

Durante todo o século XX, muitos investigadores tentaram estabelecer as bases
bioldgicas da inteligéncia humana. Os achados destes estudos demonstraram que as
variacdes no tamanho cerebral estdo relacionadas com a inteligéncia (Botting et al., 1998;
Ivanovic et al., 2000). Valores de PC abaixo do normal, estdo associados com habilidades
intelectuais pobres. Desta forma, pequenas diferencas no tamanho craniano podem ser
significativas na inter-relacdo entre volume cerebral, inteligéncia, aprendizado e memoria

(Ivanovic et al., 2000).

A inteligéncia é o termo usado no discurso comum para se referir a habilidade
cognitiva que, por sua vez, ¢ o ato ou processo de conhecer, envolvendo a atencdo,
percepgao, raciocinio, juizo, imaginacao, pensamento, linguagem, aprendizado e memdria.
O aprendizado é o 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).

Memoria € a aquisi¢do, formacgdo, conservagdao e evocacdo de informacdes. O
conjunto de memorias de cada um determina aquilo que se denomina personalidade

(Izquierdo, 2002).

A memoria do homem € semelhante a dos outros mamiferos no que concerne aos
Seus mecanismos essenciais, as areas nervosas envolvidas e seu mecanismo molecular de

operacdo, mas nao no que se refere ao seu contetido (Izquierdo, 2002).

Podemos dividir as memorias, de acordo com a fun¢do, em memoria de trabalho,
declarativa ou explicita, e procedural ou implicita. A memdria de trabalho é aquela que
mantém em nivel consciente, por segundos ou minutos, informagdes recentes ou antigas
que necessitam ser recordadas naquele momento para a realizagdo de uma tarefa ou a
tomada de uma decisdo (Baddeley, 2000). Denominam-se memorias declarativas ou
explicitas os registros de eventos, fatos e conhecimentos semanticos. Estas sdo
informagdes que podem ser trazidas ao plano consciente. As memorias declarativas
dividem-se em episddicas e semanticas referindo-se, respectivamente, aos acontecimentos
passados na biografia de um individuo e aos conhecimentos gerais do significado das
coisas, adquiridos no decorrer da vida. A memoria declarativa necessita de um bom

funcionamento do cértex entorrinal, cortex parietal, subiculum, hipocampo e amigdala. Por
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fim, a memoria procedural ou implicita, que envolve habilidades motoras e sensoriais

dependentes da substincia nigra e do cerebelo (Izquierdo, 2002).

Quanto ao tempo de duracdo, dividimos a memoria em: de curta duragdo, aquela
que dura até 6 horas (ou o tempo necessario para que a memoria de longa duragdo se
consolide); de longa duracdo, que dura mais de 6 horas; e remota, a memoria que dura por
décadas. As diferencas entre as memorias de curta e longa duragdo residem ndo em seu
conteido cognitivo, que € 0 mesmo, mas sim nos mecanismos subjacentes a cada uma
delas. As diferencas indicam claramente que estas duas memdrias ndo sido partes de um
mesmo processo, mas sim duas séries de processos paralelos e independentes (Izquierdo,
2002). As memorias declarativas de longa duragcdo levam tempo para consolidarem. Nas
primeiras horas apdés sua aquisicdo sdo ldbeis e suscetiveis a interferéncias de diversos

fatores (Izquierdo, 1989; McGaugh, 2000).

A formagdo de uma memoria de longa duragc@o envolve uma série de processos
metabodlicos no hipocampo e em outras regides cerebrais (Izquierdo & Medina, 1997). O
conjunto destes processos e seu resultado final denominam-se consolida¢do. H4 consenso
entre diversos pesquisadores, que as memdarias consistem na modificacdo de determinadas
sinapses de distintas vias, que incluem o hipocampo e suas principais conexodes (Izquierdo,

2002).

O cérebro dos humanos € flexivel, permitindo alteracdes de fungdes e estruturas
em resposta aos estimulos internos e externos. Este tipo de flexibilidade pode ser chamado
de plasticidade neuronal. A plasticidade neuronal dos animais € essencial nas suas vidas

diarias para que possam se adaptar a alteracdes do ambiente externo (Myiamoto, 2006).

Em 1973, Bliss e Lomo (Bliss & Lomo, 1973), observaram que a estimulacdo
tetanica da via perfurante das fibras pré-sindpticas resultava em altas respostas das células
granulares dos neurdnios pds-sindpticos. Os experimentos foram conduzidos in vivo com
coelhos. Eles chamaram o efeito de potenciagdo de longa duracdo (LTP), porque a
elevacdo do potencial pds-sindptico continuou por um longo tempo. A LTP é uma forma
de plasticidade sindptica que tem fundamentado o mecanismo neural do aprendizado e
estocagem de memoria no cérebro (Rogan & Ledoux, 1995). Alguns estudos envolvendo
avaliagdo comportamental de animais encontraram alta correlacdo entre memoria espacial

e LTP (Deupree, 1993; Moore et al., 1993).
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2.4 DESNUTRICAO E MEMORIA

A desnutricdo € um problema mundial que afeta milhdes de criangas durante os
estdgios mais vulnerdveis do desenvolvimento cerebral. As criancas desnutridas
apresentam deficiéncias em seu sistema imunoldgico e maior risco de infeccdes, além de
maior predisposicdo ao atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (Dobbing et al.,
1971). A desnutricdo € responsdvel pela alteragdo de varios eventos maturacionais centrais
resultando em anormalidades comportamentais, piora do funcionamento cognitivo e
distirbios no aprendizado e memoria. Os efeitos dos insultos nutricionais no cérebro em
desenvolvimento sdo duradouros e levam a deficiéncias permanentes no aprendizado e
comportamento. Existem estudos mostrando prejuizo cognitivo secundario a desnutri¢ao

pré e pos-natal ( Morgane et al., 1993) .

A maturacdo do SNC e o desenvolvimento de uma inteligéncia adequada
dependem de trés fatores criticos: diretrizes inatas ou genéticas, estimulo ambiental e
nutricdo adequada. Alteracoes no desenvolvimento cerebral pré-natal decorrente de
quaisquer alteracoes destes fatores podem resultar em vdarios graus de prejuizo
comportamental e disfun¢ao cerebral. Atualmente, sabe-se que o contribuinte ndo genético
mais importante para alteracOes permanentes do desenvolvimento cerebral fetal é a
deficiéncia nutricional (Galler, 2001; Morgane et al., 2002). Especificamente na populacdo
pediatrica, a desnutricio é um problema sério. A privacdo alimentar nesta fase pode
prejudicar o desenvolvimento mental e intelectual pela produ¢do de um dano estrutural
irreversivel no cérebro (Brown & Pollitt, 1996). Alguns dos efeitos, em longo prazo, de
uma privagdo alimentar precoce sdo: crescimento cefdlico aquém do esperado, atraso no

desenvolvimento cerebral, diminui¢do na inteligéncia e menor sucesso escolar (Ivanovic et

al., 2000; Stoch et al., 1982).

O PC, como indicador de passado nutricional e desenvolvimento cerebral, €
considerado o parametro antropométrico mais fidedigno da habilidade intelectual. A
associacdo de um PC diminuido com o prejuizo do funcionamento viso-motor € o
indicador mais confidvel de uma desvantagem cognitiva secunddria a desnutricdo durante a
infancia (Stoch et al., 1982). Em um estudo chileno que avaliou graduandos do ensino
fundamental, aproximadamente 70% dos alunos com pontuagdo inferior a média em um
teste de aptiddao académica, apresentavam PC abaixo do normal (Ivanovic et al., 1996).

Ivanovic et al (Ivanovic et al., 2000), mostraram que as criancas desnutridas apresentavam
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quociente intelectual (QI) e alcance escolar significativamente inferiores aos das bem
nutridas, e isto estava fortemente associado com baixo peso ao nascimento, PC e volume

cerebral.

Do ponto de vista experimental, também existem evidéncias de que a desnutricdo
precoce resulte em deficiéncia cognitiva. Diversos autores, através do labirinto aquatico de
Morris (LAM), aparato mais utilizado para avaliacdo cognitiva de roedores, mostraram que
a desnutricdo intra-ttero, assim como a desnutricdo por privacdo da lactacdo, afeta a
memoria espacial e a persisténcia do aprendizado (Huang et al., 2003; Jordan et al., 1981;

Wang & Xu, 2007).

Um dos principais aspectos em pesquisas sobre desnutricdo € fato de que
diminui¢des da plasticidade sindptica possam ser mecanismos cerebrais criticos por tras de
deficiéncias de aprendizado, observados como resultado de insultos nutricionais ao cérebro
em desenvolvimento. J4 foi mostrado que no cérebro desnutrido € dificil induzir e manter a
LTP (Bronzino et al., 1996). Bronzino et al (Bronzino et al., 1991) afirmaram que a
desnutri¢do protéica gestacional altera a indug¢ao de LTP hipocampal em animais de 15, 30
e 90 dias de vida. Estes mesmos autores, em outro estudo, mostram a perpetuacdo da
alteracdo de plasticidade ao longo do tempo, mesmo apds reabilitacdao nutricional adequada

(Bronzino et al., 1997).

2.5 EPILEPSIA E MEMORIA

Dados clinicos e experimentais referem o periodo neonatal como uma fase de
maior suscetibilidade ao desenvolvimento de convulsdes e de epilepsia. Criangas com
epilepsia tém risco significativo de desenvolverem uma diversidade de alteragdes
cognitivas e comportamentais (Lombroso et al., 1998). Mesmo criancas com QI normal e
crises convulsivas bem controladas apresentam grande risco de desenvolverem problemas

de aprendizado (Holmes, 2005).

Disturbios do aprendizado s@o desordens que interferem com o desempenho
académico ou com as atividades didrias que requerem leitura, escrita e habilidades
matemadticas em individuos com um QI normal. Beghi et al (Beghi et al., 2006), assim
como outros autores (Sillanpaa, 1992), apontam que os distirbios do aprendizado sdo mais

comuns em pessoas com epilepsia, quando comparados com a populacdo geral:
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aproximadamente 25% dos pacientes com epilepsia apresentam algum tipo de distirbio do
aprendizado e mais do que 50% das criancas com problemas de aprendizado apresentam
epilepsia (Lhatoo, 2001). Sabe-se, também, que aproximadamente 50% das criangas com
epilepsia apresentam dificuldades escolares (Adelkamp et al., 1990), sendo o prejuizo de
memoria o problema cognitivo mais referido por estas criancas (Strauss et al., 1995).
Diversos fatores relacionados a epilepsia afetam a memoria, estando o nimero de anos de
epilepsia ativa diretamente associados ao dano na mesma (Delaney et al., 1980). Dodrill
(Dodrill, 1986) concluiu que, em uma populacao de pacientes com todos os tipos de crises,
os que tiveram mais de 100 crises secundariamente generalizadas foram os que
apresentaram os piores resultados nos testes de fungdo cognitiva e intelectual, incluindo
memoria (Hendriks et al., 2004). Hermann et al (Hermann et al., 2002; Hermann et al.,
2006), estudando criangas com epilepsia, viram que as crises convulsivas ndo sé reduzem o
volume cerebral total como também reduzem o status intelectual e afetam a memoria.

Outros autores também ja haviam relatado esta relagdao (Dow et al., 2004; Hermann, 2005)

Do ponto de vista experimental, encontramos alteracdes significativas na
memoria espacial apés modelo de crises convulsivas (McCabe et al., 2001; Nadler, 1981).
Muitos experimentos confirmaram os achados clinicos de que crises prolongadas podem
acarretar uma variedade de efeitos adversos na cogni¢do, memoéria € comportamento
(Dodrill & Wilensky, 1990; Holmes, 1997; Liu et al., 1995). Os efeitos comportamentais
secunddrios a um status epilepticus, por exemplo, estdo associados com a idade do animal
na época do evento: animais adultos que sobreviveram a um status epilepticus
apresentaram deficiéncia substancial no aprendizado, memoria € comportamento; nos ratos
jovens, estas defici€ncias sdo mais amenas (Kelsey et al., 2000; Rice et al., 1998; Stafstrom
et al., 1993). Assim como crises prolongadas, crises recorrentes podem ser danosas. Crises
convulsivas neonatais recorrentes induzidas em ratos, através de flurothyl inalatério,
causam prejuizo de memoéria espacial (Holmes et al., 1998), e estas alteragdes

comportamentais podem ocorrer mesmo sem perda celular aparente (Riviello et al., 2002).

Embora as crises convulsivas possam induzir alteracdes em multiplas areas
cerebrais, o hipocampo tem sido particularmente muito bem estudado, pois esta regido é
mais vulnerdvel as injurias secunddrias as crises convulsivas. Sabendo da importancia do
hipocampo nos mecanismos de memoria, ndo nos € surpresa que as deficiéncias estruturais
decorrentes de crises convulsivas sejam acompanhadas de deficiéncias no aprendizado e

memoria (Holmes, 2002). Apesar do significado funcional da proliferacao em CA3 apds
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crises neonatais ndo estar claro, existe uma correlacdo entre o grau de proliferacao das
células musgosas em CA3 e a performance no LAM: os animais com maior proliferacao

desempenham pior no labirinto do que os com menor proliferacao (Rogalski et al., 2001).

Estudos eletrofisiol6gicos em hipocampo de roedores mostraram que atividades
convulsivas repetidas apresentam um efeito deletério em uma forma importante de
plasticidade sindptica, a LTP, que parece ser a base da forma¢dao da memoria. Tudo indica
que a atividade epiléptica por si leve a uma indugao indiscriminada da LTP consumindo e,
conseqiientemente, reduzindo a plasticidade hipocampal disponivel para o processamento
da informagdo. Assim sendo, sdo vistas deficiéncias no aprendizado dependente do
hipocampo em ratos que sofreram tanto crises convulsivas recorrentes (Zhou et al., 2007,

Reid & Stewart, 1997), quanto status epilepticus (Liu et al., 2003).

2.6 DESNUTRICAO, EPILEPSIA E MEMORIA

Desnutri¢do e Epilepsia sdo problemas comuns em paises em desenvolvimento,
sendo uma relacdo causa-efeito sugerida em diversos estudos (Bronzino et al., 1990;
Gietzen et al., 1996; Palencia et al., 1996). Ha uma maior prevaléncia de epilepsia nestes
paises, onde também ocorre maior indice de desnutricdo. A maioria das causas,
especialmente infecciosas e perinatais, de epilepsia na infancia, estdo fortemente ligadas a
pobreza e a desnutricdo. Assim, desnutricdo e epilepsia podem coexistir, constituindo
importante problema de saide publica (Hackett & Iype, 2001). Apesar da desnutricio nao
ser uma causa direta de epilepsia sabe-se que pode diminuir o limiar convulsivo (Bronzino
et al., 1986), o que pode contribuir para uma ocorréncia maior destes eventos em

populacdes com tais caracteristicas nutricionais (Nunes, 2001).

Durante o desenvolvimento das redes corticais do SNC existe uma troca
seqiiencial de células imaturas, que apresentam uma comunica¢do falha e desorganizada,
por uma rede madura, composta por neurdnios com milhares de sinapses ativas (Ben-Ari &
Holmes, 2006). Esta troca ¢ mediada por uma série de eventos que incluem tanto fatores
internos quanto externos. Desta forma, tanto a desnutricdo como a epilepsia podem

modificar estas redes, acarretando efeitos cerebrais deletérios e persistentes.

Parece existir um predominio de crises convulsivas em recém-nascidos de baixo

peso como conseqiiéncia de desnutricdo intra-uterina (Lombroso et al., 1998). Sabe-se que,
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sob algumas circunstancias, crises convulsivas em uma fase precoce da vida podem
acarretar alteracOes cerebrais e alterar a plasticidade cerebral. A extensdo das alteragcdes
celulares que ocorrem apds as crises € varidvel e assim, outros fatores devem ser levados
em conta como, por exemplo, uma histéria prévia de desnutricdo e a existéncia de uma

suscetibilidade genética as crises ou a formacgdo de displasias (Moshé, 2000).

Um grande ndmero de evidéncias sugere que a memoria depende de um
hipocampo adequadamente funcionante (Liu et al., 2003). Como ¢ sabido que o hipocampo
em desenvolvimento é particularmente vulnerdvel aos insultos neurolégicos, incluindo
desnutri¢do e crises convulsivas, € vdlido questionar se, durante a infincia, estes insultos
sdo capazes de ocasionar déficit cognitivo. Uma propriedade importante da circuitaria
hipocampal, que tem sido utilizada para estudar desnutri¢do, epilepsia e outros insultos
cerebrais, ¢ a de que a eficicia sindptica pode ser aumentada ou diminuida através da
ativacdo de repetidos inputs aferentes (Morgane et al., 2002). Assim, a formacdo
hipocampal tem se destacado em estudos tanto de plasticidade sindptica quanto de
processos de memdria. E amplamente aceito que os aspectos fundamentais, tanto da
plasticidade sindptica quanto dos processos de memdria, podem ser perturbados por
insultos perinatais como desnutricao e crises convulsivas (Morgane et al., 2002). Muito do
conhecimento que se tem atualmente sobre aprendizado € memdria derivam de estudos da
LTP no hipocampo (Ben-Ari & Represa, 1990). Estudos comportamentais em animais,
assim como estudos neuro-patolégicos em humanos, validaram o papel essencial da
formacgdo hipocampal em consolidar a informagdo em memoria duradoura. Este aumento
seletivo na resisténcia sindptica permanece como modelo predominante para um

mecanismo celular de aprendizado e memoria (Austin et al., 1992).

7z

Um objetivo, a longo prazo, nesta drea, € relacionar dados quantitativos
anatomicos, fisiolégicos e neuroquimicos as fungdes cognitivas integradas, como o
processamento de informacdes, memoria e julgamento, que produzem os comportamentos

complexos que descrevemos como inteligéncia (Morgane et al., 2002).

Na literatura, existem poucos trabalhos em roedores que avaliam a interacao entre
desnutri¢do, epilepsia e memdria viso-espacial. Huang et al (Huang et al., 2003), por
exemplo, ndo apontaram piora significativa na memoria de ratos desnutridos quando

submetidos a um status epilepticus.
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Considerando a existéncia de um ndmero substancial de criangas com desnutri¢do
e epilepsia € importante saber os efeitos da epilepsia no cérebro desnutrido, principalmente
no que diz respeito a memdria, entretanto, € interessante ressaltar que sob o ponto de vista

experimental, modelos que reproduzam esta situac¢ao tem sido alvo de poucos estudos.

Considerando o comportamento epidemiolégico de tais situacdes clinicas e a
importancia de uma maior fundamentacido fisiopatologica acerca destas questdes,
especialmente no que se refere a influéncia especifica sobre a memoria, procuramos

desenvolver um modelo experimental que reproduzisse esta situacdo clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

3.1.1 Verificar os efeitos da desnutri¢do precoce, das crises convulsivas recorrentes € do
status epilepticus na retengdo da memdria espacial de ratos jovens e verificar se

existe interacdo entre estas condi¢cdes sobre a memoria espacial dos animais.

3.2. ESPECIFICOS

3.2.1 Verificar os efeitos da desnutri¢do precoce, das crises convulsivas recorrentes e do

status epilepticus no peso corporal dos ratos jovens.

3.2.2 Verificar os efeitos da desnutri¢do precoce, das crises convulsivas recorrentes e do

status epilepticus no peso cerebral dos ratos jovens.

3.2.3 Verificar os efeitos da desnutri¢do precoce, das crises convulsivas recorrentes e do

status epilepticus na aquisicdo da memdoria espacial dos ratos jovens.

3.2.4 Verificar se os animais desnutridos sdo mais susceptiveis ao status epilepticus.
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4 METODOLOGIA

Foram utilizadas, neste estudo, 10 ratas prenhas do tipo Wistar e suas ninhadas.
As ratas tiveram livre acesso a dgua e racdo desde o acasalamento e foram mantidas em
sistema claro/escuro (12/12h), em gaiolas individuais, higienizadas, com temperatura
ambiental adequada. As ninhadas foram limitadas a 10 filhotes por gaiola, sendo todos os
animais filhos da mesma mae. A idade dos filhotes foi calculada em dias de vida pds-natal,
sendo o dia de nascimento da ninhada considerado como PO, e os dias subseqiientes como
P1 a P30. A ninhada foi alocada em seis grupos e foram usados apenas filhotes machos. Os
grupos foram os seguintes: NC: Nutridos Controles (n=12), NCR: Nutridos Crises
Recorrentes (n=12), NSE: Nutridos Status Epilepticus (n=12), DC: Desnutridos Controles
(n=10), DCR: Desnutridos Crises Recorrentes (n=17) e DSE: Desnutridos Status
Epilepticus (n=12). A metade dos animais foi submetida ao Paradigma da Desnutri¢dao
(NC, NCR e NSE) a outra metade (DC, DCR, DSE) foi alimentada normalmente
(aleitamento materno). De P2 a P4 os animais dos grupos NCR e DCR foram submetidos a
crises recorrentes breves ( trés crises por dia com uma hora de intervalo entre as mesmas),
induzidas por flurothyl. Em P15, os animais dos grupos NSE e DSE foram submetidos a
um status epilepticus, induzido por esta mesma droga. Nesta ocasido era determinado o
limiar para a primeira crise tonico-clonica. De P21 a P26, todos os animais foram testados
no LAM para avaliagdo de aprendizado e memoria espaciais. Em P30, os animais foram
sacrificados com uma overdose de tiopental e os cérebros foram removidos e pesados.

Todas as ninhadas foram pesadas diariamente durante o experimento.
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4.1 PARADIGMA DA DESNUTRICAO

O paradigma de desnutricdo empregado consistiu em limitar a lactagdo separando
metade da prole (grupos DC, DCR, DSE) da fémea nutriz, através da retirada da mesma da
gaiola, por periodos crescentes de tempo. O periodo de privacdo iniciou em P2 com 2
horas de afastamento e foi aumentado diariamente, em 2 horas, até atingir 12 horas,
ficando entdo fixo até P15. Durante o afastamento, os animais foram mantidos em gaiola
aquecida, de forma que sua temperatura corporal permanecesse constante
(aproximadamente 34°C). Apds o periodo de privagdo nutricional, os filhotes retornaram
para as suas gaiolas com livre acesso a fémea nutriz. Os animais dos grupos nutridos
permaneceram sempre em suas gaiolas, com livre acesso a lactagdo. Todos os animais

foram pesados diariamente, de P2 a P30.

A figura 1 mostra a diferenca nos tamanhos de um rato nutrido e de um

desnutrido, da mesma idade.

Figura 1. Comparacao dos tamanhos de um rato nutrido e um desnutrido da

mesma idade.
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4.2 CRISES CONVULSIVAS INDUZIDAS POR FLUROTHYL

O flurothyl [bis-(2,2,2 — trifluorethyl) éter) (99% min.) € um agente volatil,
bloqueador de receptor GABA A, que estimula rapidamente o sistema nervoso central,

induzindo crises convulsivas generalizadas (Truitt et al., 1960; Veliskova et al.,1996).

De P2 a P4, os animais dos grupos NCR e DCR foram submetidos as crises
convulsivas recorrentes de curta duracio (trés crises por dia com uma hora de intervalo
entre as mesmas). Os ratos foram testados na cimera vedada de flurothyl (9,38L), em
grupos de trés, sendo o fluxo mantido constante em 20 uL/minuto (Figura 2). O gotejo foi
suspenso apds a primeira crise tonico-clonica de qualquer um dos trés animais, quando
todos, entdo, foram removidos da camera. Em P15, os ratos dos grupos NSE e DSE foram
submetidos a um status epilepticus na mesma camera, em grupos de trés e com 0 mesmo
fluxo. Os animais permaneceram na cimera por 30 minutos, sendo que o gotejo foi
suspenso no vigésimo minuto. Para cada animal dos grupos NSE e DSE, a primeira crise
tonico-clonica foi registrada para verificacdo do limiar convulsivo. Posteriormente aos dois
tipos de crises, 0s ratos recuperaram-se em ar ambiente, em gaiola aquecida, retornando ao
restante da ninhada apds término das crises clinicas. Entre as exposi¢des ao flurothyl, a

camara foi limpa com véicuo e ar ambiente.
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Figura 2. Equipamento utilizado na aplicaciao da técnica do flurothyl.
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4.3 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS (LAM)

O LAM foi desenvolvido ha mais de 20 anos por Richard G. Morris (Morris,
1984) como um instrumento para investigar aprendizado espacial em roedores. A relativa
simplicidade do LAM ¢ indubitavelmente umas das razdes para seu sucesso. Na sua versao
espacial (também denominada de “plataforma oculta”), esta tarefa estd baseada em uma
capacidade universal, a utilizacdo de dicas ambientais para encontrar um alvo que, ao
permitir o escape de uma situagdo desprazerosa, atua como refor¢o positivo. De fato, o
LAM ¢ o modelo comportamental mais amplamente usado para analisar a participagdo do
hipocampo no processamento de informacdo espacial. O paradigma € plastico o suficiente
para poder ser adaptado com éxito a andlise de diferentes fases e modalidades do
processamento do traco mnemonico espacial, onde um maior nimero de sessdes de treino,
ou bem a execu¢ao do mesmo durante varios dias conduz ao estabelecimento de um mapa
mnemoOnico perdurdvel, claramente evidenciado pelo surgimento de uma marcada
preferéncia espacial. O LAM é um teste de memoria espacial hipocampo dependente, o

paralelo mais proximo da memoria episddica dos humanos (Jeltsch et al., 2001).

O LAM utilizado em nossos experimentos encontra-se em uma sala ampla, bem
iluminada (iluminacdo indireta) e sem janelas, a qual foi especialmente construida nas
instalacdes do Centro de Memoria do Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da PUC-RS
(Figura 3). O labirinto em si consiste de uma piscina circular feita de concreto rebocado e
impermeabilizado pintada de cor preta (2 m de diametro e 0,6 m de altura). Um cilindro de
acrilico preto (1m de diametro e 0,6m de altura) foi colocado dentro da piscina durante o
experimento, para limitar seu tamanho as ratos filhotes (Figura 4). A piscina esta
conceitualmente dividida em 4 quadrantes imagindrios idénticos (Figura 5). Dois
centimetros abaixo da dgua (mantida entre 21 e 23°C durante todo o experimento) e oculta
da vista do sujeito experimental encontra-se uma plataforma de escape de 8cm de
diametro. A superficie da plataforma € abrasiva para permitir que o animal suba nela assim
que a detectar. O LAM estd rodeado de numerosos elementos claramente visiveis e de
cores € motivos contrastantes ainda que comportamentalmente neutros (figuras,
fotografias, desenhos geométricos e abstratos, etc.) pendurados das paredes da sala (Figura
6). Estes elementos servem como dicas de localizacdo espacial e sua posicdo pode ser

mudada a vontade do experimentador.
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Figura 3. Vista geral da sala do LAM do Centro de Memoria do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS.

Figura4. Cilindro utilizado para limitar o tamanho da piscina do LAM.
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Figura 5. Esquema representativo do LAM (I).
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Figura 6. Esquema representativo do LAM (II).
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4.3.1 Aprendizado espacial no Labirinto Aquatico de Morris

A partir de P21, todos os animais foram testados no LAM por 6 dias.O treino na
versao espacial do LAM consistiu de uma sess@o didria de quatro largadas durante 5 dias
(Rossato et al., 2006). A plataforma de escape foi mantida na mesma posicdo durante os 5
dias de treino. Cada uma das quatro largadas diérias foi iniciada de uma posicao distinta da
piscina de acordo com um padrio pseudo-aleatério gerado por um sistema
computadorizado desenvolvido em nosso laboratério. A duracdo maxima da largada foi de
60s e se o animal ndo encontrasse a plataforma de escape neste periodo de tempo era
conduzido até ela pelo experimentador, permanecendo sobre a mesma durante 30s. A
retencdo da memoria no LAM foi avaliada em um teste de retencdo (teste de prova) na
auséncia da plataforma de escape de 60s, realizado 24 h apds o treino, no sexto dia. O
tempo que o animal permaneceu nadando no quadrante alvo (quadrante onde a plataforma
de escape esteve localizada durante o treino) foi utilizado como o principal indicador de

retengdo da memoria espacial.

Durante os cinco dias do teste de aquisi¢do, para cada animal foi medido o tempo
que o mesmo levou desde sua largada na piscina até encontrar a plataforma. Durante o
teste de prova, para cada filhote, foi medido o tempo que o mesmo levou para alcangar o
local onde a plataforma de escape estava previamente localizada e foi analisada a
percentagem de tempo gasta no quadrante alvo, por cada animal. O teste de aquisicdo
fornece uma medida de memdria de referéncia espacial, enquanto o teste de prova fornece
uma medida da intensidade do aprendizado, um grau de retencdo da memoria espacial

(Jeltsch et al., 2001).

Em P30, todos os ratos foram sacrificados com tiopental sédico intraperitoneal
(0,1 ml/100g de peso corporal), e guilhotinados. O cérebro foi removido e pesado em

balanca digital (Ficculab V-1200®).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média + erro padrao (E.P).

Os dados referentes a reabilitacdo nutricional e a suscetibilidade as crises foram

analisados através do método de ANOV A como tnico critério de classificacao.

Os dados referentes aos pesos corporais e cerebrais, assim como o0s dados
referentes ao teste de prova do LAM foram analisados através do método de ANOVA com

duplo critério de entrada.

Os dados referentes aos testes de aquisicio do LAM foram analisados através do

método de ANOVA com triplo critério de entrada.
A significancia estatistica foi definida como p<0,05 para todos os testes.

As andlises estatisticas foram realizadas através de software estatistico SPSS

versdo 15.0.

4.5 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 os grupos, calculou-se um nimero amostral de

aproximadamente 10 animais por grupo.
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5 ASPECTOS ETICOS

No presente estudo, os protocolos experimentais utilizados seguiram as normas
internacionais de experimentacdo com animais de laboratério. Todos os procedimentos
foram realizados tomando os cuidados necessdrios para reduzir a0 maximo o nimero de
animais empregados. Os animais receberam cuidados adequados e foram submetidos ao
minimo possivel de desconforto e estresse. Durante os procedimentos foram instituidas

sedacdo e analgesia de acordo com a prética veterindria aceita.

O estudo foi aprovado pelo Comité Cientifico de Etica em Pesquisa da PUC-RS,
protocolo 941/06 , em 14 de agosto de 2006.
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6 RESULTADOS

6.1 EFEITO DA DESNUTRICAO E DAS CRISES CONVULSIVAS NO PESO
CORPORAL

A tabela 1 e a figura 7 mostram que a média de ganho de peso corporal entre P2 e
P15 foi menor nos animais desnutridos (grupos DC, DCP e DSE; 11,9 + 0,2 g) do que nos
nutridos (grupos NC, NCP e NSE; 17,8 + 0,2 g; Fy.7;= 362,26 p<0,001). Da mesma
maneira, a média de ganho de peso corporal foi menor nos animais submetidos as crises
convulsivas recorrentes de P2 a P4 (grupos DCP e NCP; 14,6 + 0,3g) ou a um status
epilepticus em P15 (grupos DSE e NSE; 13,6 £ 0,3 g) do que nos animais controles
(grupos DC e NC; 16,3 + 0,3g; Fa.71= 25,25 p<0,001). A andlise realizada por ANOVA de
duas vias indica uma interagdo entre desnutricdo e crises convulsivas (F..7;= 10,70

p<0,001).

Tabela 1. Comparaciao do ganho de peso corporal (g) observado entre o dia 2 e

dia 15 segundo o tipo de crise convulsiva e a desnutricio em ratos

Wistar
Nutridos Desnutridos
ganho de peso ganho de peso ganho de peso
Crise n (2) dif. n (2) dif n (2) dif
Controle 24 16,310,3 - 12 20,1+0,4 12 12,630,4
CR 29 14,6+0,3 -1,7 12 16,6+0,4 -3.,5 17 12,5+0,3 -0,1
SE 24 13,610,3 2,7 12 16,710,4 -3,4 12 10,410,4 -2,2
Total 77 14,8+0,2 - 36 17,8%0,2 - 41 11,920,2 -

Os dados s@o apresentados como médiaterro padrdo. Efeito da crise no ganho de peso, P<0,001; efeito da
desnutricdo no ganho de peso, P<0,001; interacdo entre crise e desnutricdo, P<0,001. dif: diferenca entre o
grupo e o controle. Significincias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de
classificagdo.
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Comparaciao do ganho de peso corporal entre os grupos Nutrido Total
(NT) (i.e. todos os animais nutridos), Nutrido Controle (NC), Nutrido
Crise Recorrente (NCR), Nutrido Status Epilepticus (NSE), Desnutrido
Total (DT) (i.e. todos os animais desnutridos), Desnutrido Controle
(UC), Desnutrido Crise Recorrente (DCR) e Desnutrido Status
Epilepticus (DSE) , entre P2 e P15, em ratos Wistar.

Efeito da desnutricio no ganho de peso corporal (*P[desnutri¢io]
<0,001). Efeito da crises convulsivas no ganho de peso
corporal(**P[crises convulsivas] <0,001). Interaciao desnutricao x crises

convulsivas (P[desnutricio x crises convulsivas] <0,001)

6.2 EFEITO DA DESNUTRICAO E DAS CRISES CONVULSIVAS NO PESO
CEREBRAL

A tabela 2 e a figura 8 mostram que o peso cerebral em P30 foi menor entre os

animais desnutridos (grupos DC, DCP e DSE; 1,26 + 0,20 g) do que nos nutridos (grupos
NC, NCP e NSE; 1,38 + 0,20 g; Fy.71= 53,63 p<0,001). Todavia, ndo houve diferenca no

peso cerebral entre os animais controles (grupos DC e NC; 1,32 £+ 0,14 g) e os animais

submetidos as crises convulsivas recorrentes de P2 a P4 (grupos DCP e NCP; 1,32 £ 0,13

g) ou ao status epilepticus em P15 (grupos DSE e NSE; 1,32 £ 0,14 g). A andlise realizada



31
através de ANOVA de duas vias indica intera¢do entre desnutricdo e crises convulsivas

(F.71= 9,85 p<0,001).

Tabela 2. Comparacao do peso cerebral (g) observado no dia 30 segundo o tipo de

crise convulsiva e a desnutricao em ratos Wistar

Nutridos Desnutridos
Peso cerebral Peso cerebral Peso cerebral
Crise n (2) dif. n (2) dif n (2) dif
Controle 22 1,32+0,14 - 12 1,43+0,20 - 12 1,2240,20 -
CR 29 1,32+0,13 - 12 1,3340,20 -0,10 17 1,30+0,17 +0,06
SE 24 1,3240,14 - 12 1,3840,20 -0,05 12 1,2610,20 +0,02
Total 77 1,3240,08 - 36 1,38+0,12 - 41 1,26+0,11 -

Os dados sdo apresentados como médiaterro padrido. Efeito da crise no peso cerebral, P=0,972; efeito da
desnutricdo no peso cerebral, P<0,001; interacdo entre crise e desnutricdo, P<0,001. dif: diferenga entre o
grupo e o controle. Significincias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de
classificag@o.
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Figura8. Comparacao do peso cerebral entre os grupos Nutrido Total (NT) (i.e.
todos os animais nutridos), Nutrido Controle (NC), Nutrido Crise
Recorrente (NCR), Nutrido Status Epilepticus (NSE), Desnutrido Total
(DT) (i.e. todos os animais desnutridos), Desnutrido Controle (UC),
Desnutrido Crise Recorrente (DCR) e Desnutrido Status Epilepticus
(DSE) , em P30, em ratos Wistar.

Efeito da desnutricao no peso cerebral (*P[desnutricao] <0,001). Efeito
da crises convulsivas no peso cerebral(**P[crises convulsivas] =0,972).
Interacdo desnutricio x crises convulsivas (P[desnutricdo x crises

convulsivas] <0,001).
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6.3 EFEITO DO ESTADO NUTRICIONAL NO LIMIAR PARA CRISE
CONVULSIVA

A anélise realizada através do teste t de Student nao mostrou diferenga no tempo
para inicio do status epilepticus entre os animais nutridos (grupos NC, NCP e NSE; 7,45 +
0,37 min) e desnutridos (grupos DC, DCP e DSE; 7,88 + 0,41 min), como visto na tabela 3

e na figura 9.

Tabela 3. Comparaciao do limiar para SE (s) observado no 15 dia de vida segundo

a desnutricio em ratos Wistar

Nutridos Desnutridos
SE n limiar (s) n limiar (s)
sim 12 7,451+0,37 12 7,8810,41

Os dados sdo apresentados como médiaterro padrido. Efeito da desnutricio no SE, P=0,45. Significincias
estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com unico critério de classificagao.

Limiar Convulsivo (min)

NSE DSE
Grupos

Figura 9- Comparacdo de limiar convulsivo do Flurothyl entre os animais que
sofreram status epilepticus (grupos NSE e DSE), em P15, de acordo com o
estado nutricional, em ratos Wistar.

Nao houve diferenca significativa no limiar convulsivo (P=0,45).
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6.4 EFEITO DA DESNUTRICAO E DAS CRISES CONVULSIVAS NA
AQUISICAO E RETENCAO DA MEMORIA ESPACIAL

A tabela 4 (A) e a figura 10 (A) 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 os grupos experimentais com o
progresso do treino (F35.2473=116,5 p<0,001). Todavia, esta reducdo foi mais evidente
entre os animais nutridos do que entre os desnutridos (F;.7;= 14,0 p<0,001) e em animais
livres de crises, quando comparados aos animais que sofreram crises recorrentes de P2 a
P4, ou status epilepticus em P15 (F».7,=9,6 p<0,001). A andlise indica que ndo existe
interacdo entre desnutricdo e crises convulsivas em relagdo a aquisicdo da memoria
espacial(F,.71= 2,42 p=0,096). Como pode ser visto na tabela 4 (B) e na figura 10 (B), os
animais desnutridos passaram menos tempo no quadrante alvo (grupos DC, DCP e DSE:
234 + 1,7%) do que os animais nutridos (grupos NC, NCP e NSE: 327 + 1,7%)
(F1.60=15,33 p<0,001), durante o teste de prova realizado em P26 (i.e. 1 dia ap6s o dltimo
dia de treino no LAM). Da mesma maneira, os animais submetidos as crises convulsivas
recorrentes de P2 a P4 (grupos DCP e NCP: 26,7 £ 1,9%), ou ao status epilepticus em P15
(grupos DSE e NSE: 23,0 + 2,0%), passaram menos tempo no quadrante alvo do que os
animais controles (grupos DC e NC: 34,5 + 2,1%) (F».60=7,57 p=0,001). Houve uma
interacdo significativa entre desnutricdo e crises convulsivas em relacdo a retencdo da

memoria espacial (F.690=4,62 p=0,013).
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Tabela 4 (A). Comparacao da laténcia de chegada a plataforma oculta (s) observado

entre os dias 1 e S(testes de aquisicao) do LAM segundo o dia, o tipo de

crise convulsiva e a desnutricao em ratos Wistar

Nutridos Desnutridos

Crise Dia n Laténcia(s) n Laténcia(s) n Laténcia(s)
Controle 1 24 51,6%1,7 12 492425 12 54,1+2,5
2 24 44,5420 12 39,1+2,8 12 50,0+2,8

3 24 37,3423 12 31,043,3 12 43,643,3

4 24 24,5%29 12 20,7+4,1 12 28,4440

5 24 18,0+2,6 12 11,243,7 12 24,8+3,7

CR 1 29 52,516 12 52,6124 17 52,3%2,0
2 29  48,1+1.,8 12 47,0+2,8 17 49,3%23

3 29 34,3+2.1 12 32,8433 17 35,8427

4 29 27,1+2.6 12 26,3+4,0 17 27,8434

5 29 22,7424 12 22,7437 17 24,843,7

SE 1 24 56,4+1,7 12 55,024 12 57,8424
2 24 49,0+1,8 12 47,6+2,8 12 50,3+2,8

3 24 45,5423 12 43,7433 12 472433

4 24 36,6+2,8 12 31,4440 12 41,8440

5 24 33,0£2,6 12 22,7437 12 43,2+3,7

Os dados sdo apresentados como médiaterro padrdo. Efeito da crise na laténcia do aprendizado, P<0,001;
efeito da desnutri¢dio na laténcia do aprendizado, P<0,001; intera¢do entre crise e desnutri¢do, P=0,096. dif:
diferenca entre o grupo e o controle. Significincias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com triplo
critério de classificacdo.

Tabela 4 (B). Comparacao do tempo no Quadrante Alvo (QA) (%) observada no

teste de prova do LAM segundo o tipo de crise convulsiva e a

desnutricao em ratos Wistar

Nutridos Desnutridos
Crise n  %tempo QA dif. n % tempo QA  dif n % tempo QA  dif
Controle 22 34,5822 - 12 43,7129 - 10 25,4+32 -
CR 29 26,7+1,9 -7,8 12 27,0+2,9 -16,6 17 26,4124 +1,0
SE 24 23,022,1 -11,5 12 27,6+2,9 -16,0 12 18,312,9 -7,0
Total 75 28,1+1,2 - 36 32,7+1,7 - 39 23,4+1,7 -

Os dados s@o apresentados como médiaterro padrdo. Efeito da crise na % tempo no QA, P=0,001; efeito da
desnutricdo na %tempo no QA, P<0,001; interag@o entre crise e desnutricdo, P=0,013. dif: diferenca entre o
grupo e o controle. Significincias estatisticas obtidas em modelo de ANOVA com duplo critério de

classificagdo.
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(A) Teste de aquisicdo. Médias das laténcias de escape para a plataforma oculta do labirinto aquatico de Morris em
relagdo ao dia de treino. Efeito da desnutri¢do na laténcia de escape (P[desnutricdo] <0,001). Efeito da crises convulsivas
na laténcia de escape (P[crises convulsivas] <0,001). Interacdo desnutri¢do x crises convulsivas (P[desnutri¢do x crises
convulsivas] <0,096).
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(B) Teste de prova. A percentagem de tempo gasta no quadrante alvo, onde a plataforma estava previamente localizada
durante o teste de aquisicdio, entre os grupos foi a seguinte: NT 32,7£1,7%; NC 43,7+2,9%; NCR 27,0+2,9%; NSE
27,6+2.9; DT 23,4+1,7; DC 25,443,2; DCR 26,4+2,4; DSE 18,3+2,9. Efeito da desnutri¢do na percentagem de tempo no
quadrante alvo (*P[desnutri¢do] <0,001). Efeito das crises convulsivas na percentagem de tempo no quadrante alvo

(**P[crises convulsivas] =0,001). Interagdo desnutricio x crises convulsivas (P[desnutricio x crises convulsivas]
=0,013).

Figura 10. Comparacao da performance no labirinto aquatico de Morris entre os
grupos Nutrido Total (NT) (i.e. todos os animais nutridos), Nutrido
Controle (NC), Nutrido Crise Recorrente (NCR), Nutrido Status
Epilepticus (NSE), Desnutrido Total (DT) (i.e. todos os animais
desnutridos), Desnutrido Controle (UC), Desnutrido Crise Recorrente

(DCR) e Desnutrido Status Epilepticus (DSE).
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7 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os dados do presente experimento indicam que o processo de desnutrig¢do,
ocorrido entre o segundo (P2) e décimo quinto (P15) dias de vida, reduz o ganho de peso
corporal e o peso cerebral, assim como prejudica a memoria espacial dos ratos, sem reduzir
o limiar para crises convulsivas, através do modelo do flurothyl. Contudo, vimos que
apesar da desnutricdo e das crises convulsivas apresentarem um efeito aditivo deletério
sobre 0 peso corporal e sobre a memoria dos animais, o peso cerebral dos ratos desnutridos
que sofreram crises convulsivas foi maior do que o dos animais desnutridos livres das

mesmas.

Estudos prévios demonstraram que ratos desnutridos durante a gestacdo ou
durante o periodo de lactacdo, quando submetidos as crises convulsivas na idade adulta,
apresentaram menor limiar para as mesmas (Bronzino et al.,1986; Bronzino et al.,1990;
Gietzen et al., 1996; Palencia et al., 1996; Taber et al.,1980). Da mesma forma, existem
relatos de diminui¢do do limiar convulsivo apés modelo de epilepsia por kindling e 4cido
cainico em ratos adultos (Dobbing et al., 1971; Dobbing 1976; Sarkisian et al., 1997).
Todavia, neste experimento ndo observamos diferenca na suscetibilidade ao status
epilepticus entre os ratos nutridos e desnutridos, em P30. Este achado pode dever-se ao
fato de o flurothyl ser uma droga que necessita ser administrada repetidamente para que
tenha o poder de reduzir o limiar convulsivo (Grantham-Mc Gregor 1995; Hackett & Iype
2001). Mesmo sendo esta uma droga consistente na indugdo de crises convulsivas,
discrepancia similar ja havia sido relatada em outros estudos, com modelo similar ao nosso

(Nunes et al., 2000; Nunes et al., 2002).

O flurothyl que € um éter que ocasiona uma hiperexcitabilidade neuronal ao inibir
a neurotransmissdo GABA A (Grantham-Mc Gregor 1995; Hackett & Iype 2001;
Hashimoto et al., 2006), foi escolhido para ser utilizado neste experimento porque,

diferente de outros métodos convulsivantes, nao apresenta o efeito de tornar o animal
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epiléptico (ou crdnico), isto €, ao usar o flurothyl ndo corremos o risco de que os animais
apresentassem crises espontineas, algo que poderia complicar a interpretacdo dos

experimentos comportamentais no labirinto aquético de Morris.

Nao houve diferenca no peso cerebral entre os ratos livres de crises, ratos que
sofreram crises precoces e ratos que sofreram status epilepticus, em P30. Diferentemente
do que havia sido afirmado anteriormente por Wasterlain (Wasterlain, 1976a), de que
seriam as crises convulsivas, € nao o estado nutricional, as responsaveis por uma reducao
do peso cerebral de ratos desnutridos e epilépticos. Entre os ratos desnutridos, os que
sofreram crises convulsivas apresentaram peso cerebral maior do que os que sofreram
apenas desnutricao, contudo, os pesos dos seus cérebros permaneceram inferiores aos dos
animais nutridos. Acreditamos que o edema cerebral secunddrio a associagdo deletéria
entre desnutri¢do e crises convulsivas seja o responsdvel pelo aumento do peso cerebral
destes animais. De fato, existem diversos estudos clinicos e experimentais que mostram
que crises convulsivas, assim como defici€ncias nutricionais, sdo responsdveis por edema
neuronal e cerebral (Almonte et al., 1999; Andrew & McVicar 1994; Briellmann et al.,

2005; Carlton & Kelly 1969; Chan et al., 2004; Fountain 2000; Seitelberger et al., 1990).

Houve interacdo entre desnutri¢do e crises convulsivas no que diz respeito ao
prejuizo na retencdo da memdria espacial, em P26, durante o teste de prova. Ao que
sabemos, este é o primeiro experimento que mostra esta associa¢do. Estudos clinicos
relatam que tanto criancas desnutridas quanto criancas epilépticas, apresentam mais
problemas de aprendizado e memoria e sugerem uma maior tendéncia para epilepsia em
criancas desnutridas (Cornelio-Nieto 2007; Guimardes et al., 2007; Nunes et al., 1999;
Nunes et al., 2000). Experimentos anteriores mostraram existir prejuizo na memoria
espacial de animais tanto desnutridos quanto epilépticos, porém nunca havia sido relatada

esta interacdo (Huang et al., 2003; Jordan et al., 1981; Majak & Pitkidnen 2004).

De P2 a P15, os ratos desnutridos apresentaram menor ganho de peso corporal do
que os nutridos, como esperado. Este dado comprova a eficdcia do método experimental de
restri¢ao alimentar utilizado na reducao significativa do peso corporal dos animais, mesmo
ap6s um curto periodo de privagao alimentar (14 dias) (Nunes et al., 2002). O modelo de
restri¢do alimentar por nés utilizado € similar ao processo de desnutricdo que afeta familias
pobres em todo mundo (Grantham- Mc Gregor, 1995). E valido também lembrar que a
forma de avaliagdo da desnutricao, através da medi¢ao do peso corporal, é similar a forma

clinica da avaliacdo da desnutricdo em humanos. Um problema deste paradigma € que a
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separacdo dos filhotes de suas maes pode ter outros efeitos além de desnutricdo, como o
estresse gerado nos filhotes devido a separacdo (Genest et al., 2004; Huang et al., 2002).
Todavia, até este efeito pode ser extrapolado para uma situacdo de desnutricio em

humanos.

Em P30, os ratos desnutridos apresentaram menor peso cerebral do que os ratos
nutridos. Clinicamente sabe-se que o encéfalo ¢ protegido em detrimento de outras
estruturas quando sob insulto nutricional (Hales & Barker 1992). Contudo, existem relatos
de que a restricao alimentar durante a gestacdo de roedores acarreta alteragdes cerebrais
tais como modificacdes corticais e diminui¢do do peso encefdlico (Hernandez et al., 1985;

Soto-Moyano et al., 1993), como ocorreu com nossos animais.

De P21 a P25, durante os cinco dias de testes de aquisicdo no labirinto aquatico
de Morris, houve uma diminuicao progressiva na laténcia de escape para plataforma entre
todos os animais. Isto significa que todos os animais aprenderam com o passar dos dias de
treinamento. A reducdo na laténcia de escape foi mais evidente nos animais nutridos do
que nos desnutridos, assim como foi também mais evidente nos animais livres de crises,
quando comparados com 0s animais que sofreram crises recorrentes ou status epilepticus.
N3ao houve interacdo entre desnutri¢do e crises convulsivas durante os testes de aquisicdo
de memoria espacial. Em P26, no teste de prova do labirinto aquético de Morris, 0s ratos
desnutridos permaneceram menos tempo do que os nutridos no quadrante alvo. Da mesma
forma, os animais que sofreram tanto crises recorrentes quanto status epilepticus
permaneceram menos tempo no quadrante alvo do que os animais livres de crises. Como ja
dito anteriormente, houve interacdo entre desnutricao e crises convulsivas na percentagem
de tempo permanecida no quadrante alvo. Sendo o teste de prova uma forma de medida da
retencdo de memoria espacial, viu-se que as duas condi¢des estudadas alteram esta
retencdo. O labirinto aqudtico de Morris é um teste que avalia a memdria espacial
hipocampo-dependente (Morris, 1984), o paralelo mais proximo da memdria episddica de
humanos (Jeltsch et al., 2001). O teste de aquisi¢do, método usado durante os cinco dias de
localizagao da plataforma oculta fornece uma medida de aquisicdo da memdria de
referéncia espacial, enquanto que o teste de prova, realizado sem a plataforma, prové uma
medida de retencdo desta memoria. Existem relatos, tanto clinicos quanto experimentais,
de alteracdes cognitivas e comportamentais, com prejuizo no aprendizado e memoria, apds
desnutri¢do e epilepsia (Akman et al., 2004; Guardiola et al., 2001; Hoffmann et al., 2004

Huang et al., 2003; Majak & Pitkidnen, 2004). Como dito anteriormente, ao que sabemos,
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este parece ser o primeiro estudo mostrando a interacao da desnutri¢do e crises convulsivas
no dano cognitivo do rato jovem. Esta interag¢do significa uma “comunica¢do”, uma relacao
entre as duas condicdes estudadas, no que diz respeito ao prejuizo da memoria espacial

destes animais.
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste experimento pode-se concluir que:

1. A desnutricdo, assim como as crises convulsivas, apresenta efeito sobre o
cérebro imaturo em relacdo a reten¢do de memoria espacial. Tanto a desnutri¢ao precoce,
como as crises convulsivas recorrentes € o status epilepticus atuam, de forma isolada,
sobre o cérebro do rato jovem, de maneira prejudicial a sua memoria espacial. Até aonde
sabemos, este foi o primeiro experimento a demonstrar uma interagdo entre desnutricao e

crises convulsivas no prejuizo referente a retengao da memoria espacial de ratos filhotes.

2. Tanto a desnutri¢do precoce, como as crises convulsivas recorrentes € 0 status
epilepticus, atuam de forma isolada sobre o peso corporal do rato jovem de maneira que os
animais sob estas condi¢des apresentam desvantagem significativa no ganho ponderal
corporal, quando comparados aos controles. Foi observada uma interac@o entre desnutri¢ao

e crises convulsivas no que diz respeito a um menor peso corporal destes animais.

3. A desnutricdo precoce atua de forma isolada na reducdo do peso cerebral do
rato jovem de maneira que os animais sob esta condi¢do apresentam desvantagem
significativa no ganho ponderal cerebral quando comparados aos controles, fato que nao
ocorre com crises convulsivas recorrentes e status epilepticus. Foi observada intera¢ao
entre desnutri¢do e crises convulsivas no que diz respeito a um maior peso cerebral destes

animais, dado nunca antes relatado.

4. Tanto a desnutricdo precoce como as crises convulsivas recorrentes € o status

epilepticus, apresentam efeito significativo sobre o cérebro do rato jovem de maneira
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prejudicial a aquisi¢do de sua memoria espacial. Todavia, ndo foi observada interacio entre

desnutri¢do e crises convulsivas no que se refere a aquisi¢do de memoria destes animais.

5. Nao houve diferenca na susceptibilidade as crises convulsivas (status

epilepticus) entre os animais nutridos e desnutridos.
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9 PERSPECTIVAS

A linha de pesquisa mostrou-se promissora no sentido de que novos experimentos
podem dar continuidade a tematica abordada na medida em que existem poucos estudos

elucidados na literatura.

Pretende-se continuar com esta linha de pesquisa com os objetivos de:

- Incluir, em futuros experimentos, outros métodos de avaliagdo de memoria,

além da espacial.

- Incluir, em futuros experimentos, formas de reabilitacdo nutricional

- Incluir, em futuros experimentos, formas de reabilitacio comportamental.

- Incluir, em futuros experimentos, andlise histolégica cerebral.

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

Purpose: In this study we evaluated the effects of undernourishment and seizures on
memory and spatial learning in a model of developing brain.

Methods: Male Wistar pup rats were allocated to one out of six 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). UC, URS and USE groups were
maintained on a starvation regimen from post-natal day 2 (P2) to post-natal day 15 (P15).
URS and NRS groups suffered three daily flurothyl-induced seizures from P2 to P4. USE
and NSE groups suffered a status epilepticus (SE) at P15. Beginning at P21 all groups were
trained in the Morris water maze. At P30 the animals were sacrificed and their brains
weighted.

Results: Our data indicate that early undernourishment does not alter seizure susceptibility
at P15, but diminishes body and brain weight (p<0,001), whereas seizures diminish body
(p<0,001) but not brain weight (p=0,972). In the Morris water probe test we have observed
that undernourished rats spent less time in the target quadrant than nourished animals
(p<0,001). Also, rats submitted to recurrent seizures and rats submitted to status epilepticus
spent less time in the target quadrant than seizure-free animals (p=0,001). There was a
significant interaction between undernourishment and seizure (p=0,013).

Discussion: Our findings show that undernourishment and seizures have a detrimental
additive effect on body and brain weight as well as in spatial memory.

Keywords: undernourishment, epilepsy, seizures, memory, developing brain



Introduction

Undernourishment is responsible for serious physiological and morphological changes on
the developing central nervous system (Huang et al., 2003; Hoffmann et al., 2004). During
brain development, the first year of life is the most important period and whatever happens
at this time will have indelible repercussions later in life (Costa et al., 2001). Clinical trials
of undernourished children show that they have more learning, memory and behavioral
problems than well-nourished children (Ivanovic et al., 2000; Guardiola et al., 2001;
Franzon et al., 2004). In rodents, the adverse effects of undernourishment include, among
others, changes in neurotransmitter release, decrease in brain size and altered
neuroplasticity (Dobbing et al., 1971; Morgane et al., 2002; Rotta et al., 2003). In fact,
prenatal and lactation malnutrition affects spatial memory in rats (Jordan et al., 1981;
Huang et al., 2003). However, although it has been proposed that recovery of nutritional
status is associated with plastic changes in different areas of the brain (Schoneit &
Haensel, 1988), previous experiments with rats submitted to early malnutrition followed by
nutritional rehabilitation have yielded controversial results (Sharma et al., 1990; Nunes et
al., 2002).

Undernourishment is not a direct cause of epilepsy (Palencia et al., 1996), but it is known
that it might diminish the threshold for seizures induction (Stern et al., 1974; Palencia et
al., 1996). The neonatal period is considered the most susceptible life period for
developing seizures (Erickson & Zetterstrom, 1979; Lombroso, 1996). This is so because
of a combination of several factors, including higher excitation and lower inhibition
thresholds (Moshé, 1993). Children with epilepsy, even those medicated for seizure
control, are prone to have a smaller brain and altered neuroplasticity and, consequently,
cognitive and behavioral deficits (Bailet & Turk, 2000; Liu et al, 2005). Indeed, studies

with experimental animals have confirmed that recurrent or prolonged seizures can lead to



a variety of adverse effects on memory and behavior (Nadler, 1981; Holmes, 1997; Kim et
al., 2001; McCabe et al., 2001; Holmes et al., 2002; Holmes et al., 2005).

Several reports using animal models suggest epilepsy and undernourishment are related to
each other (Taber et al., 1980; Bronzino et al., 1986; Bronzino et al., 1990; Gietzen et al.,
1996; Palencia et al., 1996). However, a direct relationship between has not been
established yet. Besides, few experimental studies evaluated undernourishment and
seizures concerning memory deficit and none of them showed a direct interaction of these
conditions over cognition (Huang et al., 2003; Akman et al., 2004).

As food deprivation and epilepsy are both common in developing countries (Hackett &
Iype, 2001), it is interesting to determine whether food deprivation during early
development exacerbates seizure-induced damage. Considering the epidemiological
importance of undernourishment and epilepsy on cognitive aspects we decided to analyze
whether undernourishment and seizures interact to modify their functional effects in the
rat’s developing brain. In this experiment we evaluate the effect of food deprivation
initiated shortly after birth on seizure susceptibility, brain and body weight as well as on
spatial learning and memory following recurrent seizures and induction of status
epilepticus. To properly evaluate spatial learning and memory, we used the Morris water
maze that has often been used in the validation of rodent models for neurocognitive
disorders. Spatial learning in general and Morris water maze performance in particular
appear to depend upon the coordinated action of different brain regions and
neurotransmitter systems constituting a functionally integrated neural network (D’Hooge

& De Deyn, 2001).



Methods

The experiments were conducted under conditions approved by the Scientific and Research
Ethics Committees of the Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)
regarding animal welfare. Pregnant female Wistar rats from our breeding colony were
maintained on a 12-hour dark-light cycle with food and water freely available. The day of
birth was counted as PO. After delivery, each dam with the litter was housed individually.
Each litter was culled to 10 pups. The litters were randomly allocated in to six groups,
using only male pups (NC: Nourished Control (n=12); NRS: Nourished Recurrent
Seizures (n=12); NSE: Nourished Status Epilepticus (n=12); UC: Undernourished Control
(n=12); URS: Undernourished Recurrent Seizures (n=17); USE: Undernourished Status

Epilepticus (n=12).

Flurothyl-induced seizures: Flurothyl [bis (2,2, 2-trifluoroethyl) ether] (99% min.) is a
volatile convulsive agent that rapidly stimulates the central nervous system (CNS),
inducing generalized seizures (Truitt et al., 1960; Véliskova et al., 1996). Animals were
challenged with flurothyl (20 uL/min constant flow rate) in an air-tight chamber (9.38 L).
Animals from NRS and URS groups were submitted to 3 exposures of flurothyl per day (1
hour inter-exposure interval) from P2 to P4. Each exposure was carried out until
appearance of the first clonic seizure. Immediately after that, the animals were returned to
their home cages. Rats from NSE and USE groups were submitted to status epilepticus
under exposure to flurothyl at P15. The time to the first clonic seizure was recorded to
calculate seizure threshold. After the experiment, the animals were returned to their

original litters. Between exposures, the chamber was flushed with vacuum and room air.



Undernourishment paradigm: The undernourishment paradigm consisted of limiting the
offspring’s access to nutrition by removing the dams from the cage starting at P2. The
deprivation period was increased by 2 hours for 6 consecutive days, from 2 hours on P2 to
12 hours on P7. The deprivation period remained at 12 h/d for the next 8 days (P8 to P15).
During deprivation, pups remained in a heated cage, with body temperature maintained at
approximately 34°C. After the deprivation period, the pups were housed with their
respective dams. Age-matched control rats remained with their dams. Body weights were

measured daily, from P2-P30.

Training in the spatial version of the Morris water maze: All experimental groups were
trained in the spatial version of the Morris water maze from P21 to P25. The maze was a
black circular pool (100-cm in diameter) conceptually divided in 4 equal imaginary
quadrants for the purpose of data analysis. The water temperature was 24°C. One and a
half cm beneath the surface of the water and hidden from the rat’s view was a black
circular platform (8 cm in diameter). It had a rough surface, which allowed rats to climb
onto it easily. The swimming path of the animals was recorded using a video camera
mounted above the center of the pool and analyzed using a video tracking and analysis
system. The water maze was located in a well-lit white room with several posters and other
distal visual stimuli hanging on the walls to provide spatial cues. A curtain separated the
water maze room from the room where the computer was setup and where the animals
were temporarily housed during the behavioral sessions. Training in the hidden platform
(spatial) version of the Morris water maze was carried out during 5 consecutive days as
previously described (Rossato et al., 2006). On each day rats received 4 consecutive
training trials during which the hidden platform was kept in a constant location. A different

starting location was used on each trial, which consisted of a swim followed by a 60-s



platform sit. Any rat that did not find the platform within 60 s was guided to it by the
experimenter. The intertrial interval was 30 s. During the intertrial interval, rats were
carefully dried with a towel by the experimenter.

Memory retention was evaluated in a 60-s probe trial carried out in the absence of the
escape platform 24 h after the last training session. Data (latency to reach the platform,
distance traveled, average swimming speed and time spent in each quadrant) were
analyzed using one-way or multi-way ANOVA followed by pos-hoc tests, as appropriate.
At P30 animals were sacrificed with an overdose of thiopental sodium (0,3ml/100g, i.p.).

The brains were weighted in a digital scale.

Statistical analysis: Data from the seizure susceptibility experiments were analyzed by
Student’s t test. Two-way ANOVA was used to analyze body and brain weights. Two- and
three-way ANOVA were utilized to analyze spatial memory retention and acquisition,
respectively. Values are expressed as mean £ SEM. Statistical significance was defined as

P < 0,05 for all tests.



Results

Body weight

As expected the mean body weight gain between P2 and P15 was lower in undernourished
(UC, URS and USE groups; 11.9 £ 0.2 g) than in nourished animals (NC, NRS and NSE
groups; 17.8 £ 0.2 g; F;. 71= 362.26 p<0,001). In the same way, body weight gain was
lower in rats submitted to recurrent seizures from P2 to P4 (URS and NRS groups; 14.6 £
0.3g) or to status epilepticus at P15 (USE and NSE groups; 13.6 = 0.3 g) than in control
animals (UC and NC groups; 16.3 = 0.3g; F,. 7= 25.25 p<0,001). Two-way ANOVA
analysis indicates an interaction between undernourishment and seizures (F,. 7;= 10.70

p<0,001). Figurel.

Brain weight

Figure 2 shows that the brain weight at P30 was lower in undernourished (UC, URS and
USE groups; 1.26 + 0.20 g) than in nourished animals (NC, NRS and NSE groups; 1.38 +/-
0.20 g; Fy. 71= 53.63 p<0,001). However, brain weight was not different among control
animals (NC and UC groups; 1.32 +/- 0.14 g) and rats submitted to either recurrent
seizures from P2-P4 (NRS and URS groups; 1.32 £ 0.13 g), or to status epilepticus at P15
(NSE and USE groups; 1.32 £ 0.14 g; F,. 71= 0,02 p=0,972). Two-way ANOVA analysis

indicates an interaction between undernourishment and seizures (F,. 7;=9.85 p<0,001).

Seizure susceptibility
Student’s t test analysis revealed no difference on the mean time to seizure onset between
nourished (NC, NRS and NSE groups; 7.45 £+ 0.37 min) and undernourished rats (UC,

URS and USE; 7.88 + 0.41 min).



Morris Water Maze

Figure 3 (A) shows the mean escape latencies to the hidden platform during the five days
of training in the Morris water maze. Multi-factorial ANOVA analysis indicates that the
escape latency decreased in all experimental groups as training progressed (Fis. 2473=
116.5 p<0,001). Nevertheless, this reduction was more evident in nourished than in
undernourished animals (F;. 7;= 14.0 p<0,001) and in seizure-free animals than in animals
submitted to recurrent seizures or to a single status epilepticus (F.7;=9.6 p<0,001). The
analysis indicates no interaction between undernourishment and seizures (F. 7;= 2.42
p=0,096). As can be seen in Figure 3 (B), undernourished rats spent less time in the target
quadrant (UC, URS and USE groups; 23.4 + 1.7%) than nourished animals (NC, NRS and
NSE groups; 32.7 = 1.7%) (Fy. ¢9= 15.33 p<0,001) during a probe test performed at P26 (i.e.
1 day after the last Morris water maze training session). In the same way, rats submitted to
recurrent seizures (URS and NRS groups; 26.7 £ 1.9%) and rats submitted to status
epilepticus (USE and NSE groups; 23.0 + 2.0%) spent less time in the target quadrant than
seizure-free animals (UC and NC groups; 34.5 £ 2.1%) (F». ¢9= 7.57 p=0,001). There was a

significant interaction between undernourishment and seizure (F,. go= 4.62 p=0,013).



Discussion

In this report we present evidence showing that undernourishment from post-natal day 2
(P2) to 5 (P15) reduces body and brain weight gain and impairs spatial memory without
affecting the threshold for seizures in the flurothyl model. However, we also found that
although undernourishment and seizures have an additive detrimental effect on body
weight and learning, the brain weight of malnourished epileptic animals is higher than that
of undernourished non-epileptic rats.

It has been shown that animals undernourished “in utero” or during the lactation period,
are more susceptible to the development of seizures at adulthood (Taber et al., 1980;
Bronzino et al.,1986; Bronzino et al.,1990; Gietzen et al., 1996; Palencia et al., 1996). In
the same way, malnourished adult rats are more vulnerable to kainate- and kindling-
induced seizures (Dobbing et al., 1971; Dobbing, 1976; Sarkisian et al., 1997). Our
findings indicated that nourished and undernourished rats were equally susceptible to
flurothyl-induced status epilepticus. Although flurothyl is a reliable agent to elicit
convulsions this discrepancy was also reported in previous studies with similar model
(Nunes et al., 2000; Nunes et al., 2002).

We decided to use flurothyl in our experiment because, different from other convulsant
agents, it is not able of causing spontaneous seizures, something that could complicate the
interpretation of behavioral experiments in the Morris water maze.

We found no difference in brain weight, on P30, among animals who suffered seizures. As
opposed to the suggestion (Wasterlain, 1976), that it is not malnutrition, but rather the
occurrence of repeated seizures during critical developmental periods what causes a
reduction in brain weight, among the undernourished rats, those that suffered seizures
presented higher brain weight than those who did not. However, the brain weight of

undernourished rats was still lower than that of nourished animals. We believe that brain



edema secondary of the deleterious association between undernourishment and seizures
might be responsible for these results. In fact, several clinical and experimental reports
indicate that seizures and nutritional deficits are responsible for neuronal and brain edema
(Carlton & Kelly, 1969; Seitelberger et al., 1990; Andrew & McVicar, 1994; Almonte et
al., 1999; Fountain, 2000; Chan et al., 2004; Briellmann et al., 2005).

There was an interaction between undernourishment and seizures concerning impairment
of spatial memory retention at P26. As far as we know, ours is the first report showing this
interaction. Earlier reports showed that undernourishment and epilepsy impair the memory
in experimental animals (Jordan et al., 1981; Huang et al., 2003; Majak & Pitkédnen, 2004).
Nevertheless, a direct interaction between undernourishment and epilepsy had never been
described before. From P2 to P15, undernourished rats gained less body weight than
nourished rats, as expected. These data prove that the undernourishment paradigm
employed is effective in reducing animal body weight besides a short period of food
deprivation (14 days) (Nunes et al., 2002). The model used in the current study was
designed to mimic the early childhood undernourishment that is known to be related to
long term mental deficits in children (Grantham-McGregor, 1995). It is important to
remember that the way that we evaluated undernourishment (i.e. by measuring body
weight) is similar to the clinical way of assessing undernourishment in human beings. A
possible complication for the interpretation of our results is that maternal deprivation may
have other effect besides food restriction, in particular those induced by stress (Huang et
al., 2002; Genest et al., 2004). However, a possible effect of stress due this separation
could also be extrapolated to a situation of malnutrition in human beings.

At P30, undernourished rats presented lower brain weight than nourished. Clinical reports
indicate that when an organism suffers a nutritional insult, the brain is protected in

detriment of other body organs (Hales & Barker, 1992). However, several reports indicate



that nutritional restriction during gestation, or early after birth, affects the growth of
different areas of the brain, causing cerebral asymmetry, altered cortical responses and low
brain weight (Soto-Moyano et al., 1993; Nunes et al., 2002; Feoli et al., 2006).

From P21 to P25 (i.e. during the five days of training in the Morris water maze), there was
a progressive reduction in platform latency among all animals. That means that all animals
learned as training days passed by, because the more the rats learns the less they take to go
to the escape platform. Escape latency reduction was more evident among nourished than
undernourished rats. The same occurred among seizure-free animals when compared to
animals that suffered recurrent seizures or status epilepticus. There was no interaction
between undernourishment and seizures during acquisition tests. On P26, during Morris
water maze probe test, undernourished rats spent less time in the target quadrant then
nourished animals. In the same way, rats that suffered recurrent seizures or status
epilepticus spent less time in the target quadrant than control animals. As mentioned
above, there was an interaction between undernourishment and seizures in the percentage
of time spent in the target quadrant. The Morris water maze is a test of hippocampus-
dependent spatial memory (Morris, 1984), the closest parallel to episodic memory in
humans (Jeltsch et al, 2001). The testing procedure used during the 5 days of locating the
hidden platform provides a measure of spatial reference memory, while the probe test ,at
P26, is a measure of the strength of spatial learning.

Several clinical and experimental reports show cognitive and behavioral disturbances as
well as learning and memory injury after undernourishment or epilepsy (Nunes et al.,
1999; Guardiola et al., 2001; Huang et al., 2003; Akman et al., 2004; Hoffmann et al.,
2004; Majak & Pitkdnen, 2004). Nevertheless, this is the first experiment that shows an

interaction between undernourishment and seizures concerning cognitive injury in the rat.



This interaction means a communication, a relation between these conditions worsen
memory retention.

To conclude, our findings show that undernourishment and seizures have a detrimental
additive effect on body and brain weight as well as in spatial learning and memory

processing.
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Figure |- Comparison of body weight gain among nourished total (NT), nourished
control (NC), nourished recurrent seizures (NRS), nourished status epilepticus (NSE)
undernourished total (UT), undernourished control (UC), undernourished recurrent

seizures (URS) and undernourished status epilepticus (USE) groups, between P2 and PI5,

in Wistar rats. Effect of undernourishment in body weight gain (*Pf,ngernourishmentg <0,001).
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Figure 2- Comparison of brain weight among nourished total (NT), nourished control
(NC), nourished recurrent seizures (NRS), nourished status epilepticus (NSE)
undernourished total (UT), undernourished control (UC), undernourished recurrent

seizures (URS) and undernourished status epilepticus (USE) groups, in P30, in Wistar

rats. Effect of undernourishment in brain weight (*Ppy,dernourishmenty <0:001). Effect of

seizure in brain weight (**P[s,re) =0,972). Interaction undernourishment x seizure

(P[undernourishment X seizure] <0,001 )
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Figure 3- Comparison of the performance on the MWM task among nourished total

(NT), nourished control (NC), nourished recurrent seizures (NRS), nourished status



epilepticus (NSE) undernourished total (UT), undernourished control (UC),
undernourished recurrent seizures (URS) and undernourished status epilepticus (USE)

groups. (A) Acquisition Test. The mean escape latencies do the hidden platform in MWM

as a function of day. Effect of undernourishment in escape latency (Ppngernourishment]
<0,001). Effect of seizure in escape latency (Psizyre) <0,001). Interaction

undernourishment x seizure (Pndernourishment x seizure] <0:096). (B) Probe Test. The

percentage of time spent in the target quadrant where the platform was located during
acquisition test were NT 32,7+1,7%; NC 43,7£2,9%; NRS 27,0+2,9%; NSE 27,6+2,9; UT

23,4+1,7; UC 25,4+3,2; URS 26,4+2,4; USE 18,31+2,9. Effect of undernourishment in the

percentage of time spent in the target quadrant (*P,dernourishmenty <0,001). Effect of
seizure in the percentage of time spent in the target quadrant (**Pis,.e) =0,001).

Interaction undernourishment x seizure (Ppy,dermourishment x seizure] =0:013)-



