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Efeitos da desnutricdo precoce e reabilitacdo nutricional em ratos

Effects of early malnutrition and nutritional rehabilitation in rats

Magda Lahorgue Nunes!, Bianca Brum Batista2, Flavia Micheli3, Vinicius Batistella2

Resumo

Objetivos: verificar os efeitos da desnutri¢do precoce e da
reabilitag@o nutricional emratos em desenvolvimento, em relagido ao
limiar para crises convulsivas, peso corporal e peso cerebral.

Métodos: foram utilizadas ratas prenhas do tipo Wistar e suas
ninhadas. Parte da ninhada foi submetida ao paradigma da desnutri-
¢do, e os animais restantes utilizados como controle. Em P15,
animais desnutridos e do grupo controle foram submetidos a estado
de mal convulsivo e, apds recuperacdo das crises, iniciavam em
periodo de reabilitagdo nutricional. Em P30, os ratos foram nova-
mente submetidos a crise convulsiva induzida por flurothyl para
determinacao do limiar convulsivante. Apds as crises, 0s ratos eram
sacrificados, tendo o cérebro removido e pesado. A ninhada era
pesada diariamente de P2 a P30.

Resultados: observamos, a partir de P5, diferenca estatistica-
mente significativa entre o peso corporal dos animais do grupo
desnutrido em comparagéo ao grupo nutrido. O processo de reabili-
tacdo nutricional iniciado em P16 foi associado a ascendente ganho
ponderal, entretanto a diferencga de peso permaneceu até P30. O peso
cerebral foi discretamente superior em animais nutridos (média
1,47g +0,17) e do sexo masculino (média 1,47 g £ 0,16), entretanto
a diferenca ndo foi estatisticamente significativa em relagdo aos
desnutridos (média 1,42 g + 0,17) ou ao sexo feminino (1,38 g +
0,12). O limiar (tempo em segundos) para o inicio da primeira crise
clonica e da primeira crise tonico-clonica avaliado em P15 e P30 ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos.

Conclusdes: nossos resultados sugerem que a desnutricéo pre-
coce ndo aumenta a susceptibilidade a crises convulsivas emratos, no
periodo de desenvolvimento, submetidos ao modelo do flurothyl. A
reabilitagdo nutricional iniciada precocemente teria efeito protetor
na susceptibilidade a crises convulsivas dos animais previamente
desnutridos.
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Abstract

Objective: to verify the effects of malnutrition and nutritional
rehabilitation regarding seizure threshold, body weight and brain
weight in rats.

Methods: pregnant Wistar rats and their pups were used. Part of
the rat pups were submitted to a malnutrition protocol and the rest
served as nourished controls. At P15, malnourished and control rats
were submitted to status epilepticus induced by flurothyl; and the
rehabilitation period started after recovery from seizures. At P30, all
rats were submitted to single flurothyl-induced seizures and the
threshold was determined. After the seizures, the rats were sacri-
ficed, the brain removed and weighed. Rat pups were weighed daily
from age P2 to P30.

Results: significant differences as to body weight between
malnourished and nourished rats were observed from P5 onwards.
At P30, even after nutritional rehabilitation, there were still differ-
ences in terms of body weight. Nourished (mean 1.47 g +0.17) and
male (mean 1.47 g +£0.16) rats had brain weight slightly higher than
that presented by malnourished (mean 1.42 g + 0.17) and female
(mean 1.38 g + 0.12) rats; however, the difference was not signifi-
cant. Differences observed in the threshold for the first clonic and
tonic seizure at ages P15 and P30 between the groups were not
statistically significant.

Conclusions: our results suggest that malnutrition does not
influence seizure threshold in rat pups submitted to flurothyl-
induced seizures. Early nutritional rehabilitation seems to have a
protective effect on seizure threshold in previously malnourished
animals.

J Pediatr (Rio J) 2002; 78 (1): 39-44: epilepsy, malnutrition,
nutrition rehabilitation.

Introducao

A desnutricdo materno-infantil ¢ uma das principais
causas responsaveis pelo alto indice de mortalidade infantil
ainda registrado no nosso pais. As criancas desnutridas
apresentam deficiéncias no seu sistema imunolégico e
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maior risco de infeccdes, além de maior predisposi¢ao ao
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor!-2,

Dados clinicos e experimentais mostram o periodo
neonatal como uma fase de maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de convulsdes. [sso ocorre devido a uma
combinacao entre diversos fatores, tais como aumento da
excitagdo e diminuicdo da inibicdo, além de alteracdes

inerentes ao desenvolvimento em estruturas subcorticaisS.

Desnutricao e epilepsia sdo problemas prevalentes em
paises em desenvolvimento, sendo uma relagdo causa-
efeito sugerida em estudos com modelo animal*8. Até o
presente momento, nenhum estudo clinico demonstrou que
adesnutri¢do per se aumenta o risco de epilepsia, entretan-
to, em estudo prévio, observamos uma tendéncia a maior
incidéncia de epilepsia em criangas desnutridas®.

Estudos experimentais evidenciam que a desnutri¢cdo
perinatal causa alteragcdes permanentes, fisiol6gicas e mor-
folégicas no SNC em desenvolvimento, além de diminuir o
limiar para crises convulsivas*3. Os efeitos da desnutricio
intrauterina sdo particularmente severos no periodo de
proliferagdo e crescimento neuronal, sendo enfatizada a
susceptibilidade de determinadas estruturas do sistema
nervoso central, como cértex, hipocampo e cerebelo! 011,
Alteracdes no EEG, cértex visual e sensorimotor também ja
foram descritas?8:12, Deficiéncias especificas de nutrien-
tes, tais como aminodcidos indispensaveis, ativam o cértex
piriforme anterior, que é uma estrutura limbica bastante
susceptivel a crises em ratos, causando um aumento da
severidade das crises e diminui¢do do limiar convulsivan-

te’.

Virios paradigmas de desnutri¢cdo sdo propostos na
literatura®8. Entre os mais utilizados, encontram-se a res-
tricdo alimentar pelo afastamento da mae durante o periodo
de lactacdo, dietas hipoprotéicas e dietas deficientes em
aminodcidos essenciais. O modelo experimental de desnu-
tricdo crénica precoce, por restricio daingesta alimentar!3,
¢ o mais semelhante ao que acontece na nossa populagdo
infantil, a desnutri¢do protéico-calérica nos dois primeiros
anos de vida, iniciando apds o término do aleitamento
materno.

Os modelos de convulsdes em animais em desenvolvi-
mento apresentam caracteristicas distintas de modelos adul-
tos!4. A vantagem da utiliza¢io do método de inalagio de
flurothyl deve-se ao fato de as crises poderem ser modula-
das e interrompidas rapidamente através de alteracdes no
gotejo da drogal3.

Estudos experimentais com ratos submetidos a proces-
so de desnutrigdo precoce e posteriormente reabilitados do
ponto de vista nutricional demonstram resultados contro-
versos quanto a ocorréncia de recuperagdo de estruturas do
SNC previamente danificadas. O conceito de plasticidade
cerebral j4 foi associado a recuperagdo do status nutricio-
nal®3.

O objetivo deste estudo foi a verificacdo dos efeitos da
desnutri¢do precoce e da reabilitacao nutricional em rela-
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¢a0 ao limiar para crises convulsivas, peso corporal e peso
cerebral em ratos em desenvolvimento.

Métodos

Foram utilizadas, neste estudo, ratas prenhas do tipo
Wistar e suas ninhadas. As ratas tinham livre acesso a dgua
e racdo desde o acasalamento e eram mantidas em sistema
claro/escuro (12/12h), em gaiolas individuais, higieniza-
das, com temperatura ambiental adequada. As ninhadas
foram limitadas a 10 filhotes por gaiola. A idade dos
filhotes era calculada em dias de vida pés-natal, sendo o dia
de nascimento da ninhada considerado como PO, e os dias
subseqiientes como P1 a P30. Parte da ninhada era subme-
tida ao paradigma de desnutricdo e os restantes foram
utilizados como controle. Em P15, animais desnutridos e do
grupo controle eram submetidos a estado de mal convulsivo
(ECM) e, apdsrecuperagdo das crises, iniciava o periodo de
reabilitacdo nutricional. Em P30, os animais eram nova-
mente submetidos a crise convulsiva induzida por flurothyl
para determinag¢@o do limiar para a primeira crise clonica e
a primeira crise tOnica. Apds a crise, 0os animais eram
sacrificados, o cérebro era removido e pesado. Toda a
ninhada era pesada diariamente, de P2 a P30. Neste expe-
rimento, foram utilizados filhotes machos e fémeas.

Paradigma da desnutri¢ao

O paradigma de desnutrigdo utilizado consistiu na limi-
tacdo da lactagdo através da separagdo da fémea nutriz de
parte da ninhada por periodos de tempo crescentes. O
periodo de privacao iniciava em P2 com 2 horas de afasta-
mento e era aumentado diariamente, em 2 horas, até atingir
12 horas, ficando entdo fixo até P15. Durante o afastamen-
to, os animais eram mantidos em gaiola aquecida, de forma
que sua temperatura corporal se mantivesse constante (apro-
ximadamente 34°C). Ap6s o periodo de privagao nutricio-
nal, os filhotes retornavam para a sua gaiola com livre
acesso a fémea nutriz. Os animais controle permaneciam

sempre em sua gaiola, com livre acesso 2 lactagdo!3.

Reabilitagcdo nutricional

Ap6s recuperacdo do estado de mal convulsivo, os
animais retornavam para a gaiola e iniciava o periodo de
reabilita¢do nutricional. Os ratos tinham livre acesso ao
aleitamento até P23, quando ocorria o desmame. Apds o
desmame, 0 acesso permanecia livre a 4gua e a racdo.

Crises convulsivas induzidas por flurothyl

O flurothyl [bis-(2,2,2 — trifluorethyl) éter) é um agente
volatil que estimula rapidamente o sistema nervoso central,
induzindo crises convulsivas generalizadasm’”. Em P15,
os ratos eram testados na cimera de flurothyl, em grupos de
trés, sendo o gotejo mantido em 6 gotas/minuto. Cada grupo
permanecia na camera por 30 minutos, sendo o gotejo
suspenso no vigésimo minuto. A primeira crise clonica e a
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primeira crise tdnico-clonica de cada animal era anotada
individualmente para cdlculo do limiar. Posteriormente ao
ECM, os ratos eram recuperados em ar ambiente, em gaiola
aquecida, retornando ao restante da ninhada apds as crise
clinicas terem cessado totalmente. Em P30, os ratos eram
submetidos, dois a dois, a nova exposi¢do ao flurothyl.
Desta vez, apds a primeira crise tonico-clonica, o gotejo era
suspenso € os animais removidos da cAmera. A Figura 1
mostra o equipamento utilizado na aplicacdo da técnica do
flurothyl.

Os ratos eram entdo sacrificados com dose elevada de
barbitirico, submetidos a perfusio transcardiaca e guilho-
tinados. O cérebro era removido e pesado em balanga
digital.

Os resultados referentes ao limiar para crises convulsi-
vas assim como o peso dos animais e peso cerebral foram
comparados através do Teste t de Student.

O estudo foi aprovado pelos Comités Cientificodo HSL
e de Eticada PUCRS. Os critérios éticos estabelecidos para
pesquisa experimental com modelo animal foram aplica-
dos!3.

Resultados

Foram incluidos neste estudo um total de 66 animais,
machos e fémeas, provenientes de 6 ninhadas distintas.
Quarenta animais foram submetidos ao paradigma de des-
nutri¢do, e 26 serviram de controle. Durante a aplicacdo do
paradigma de desnutricdo, 18 (28%) animais evoluiram
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para 6bito, tendo o maior nimero de 6bitos ocorrido em P8
(30%). Durante o periodo em estado de mal convulsivo, 6
animais (3 nutridos e 3 desnutridos) evoluiram para 6bito.

A aplicagdo do paradigma de desnutri¢@o evidenciou, a
partirde P5, diferenca estatisticamente significativaentre o
peso corporal dos animais do grupo desnutrido em compa-
racdo ao grupo nutrido (Figuras 2 e 3). O processo de
reabilitagdo nutricional iniciado em P16 foi associado a
curva ascendente de ganho ponderal, mas a diferenca de
pesoentre os grupos persistiu até P30. Em ambos os grupos,
os ratos machos apresentavam peso corporal (em média de
1 grama) superior ao das fémeas do mesmo grupo. Durante
o periodo de reabilitagdo nutricional foi observado que a
partir de P21 as fémeas desnutridas passavam a apresentar
peso corporal igual ou superior ao dos machos desnutridos,
entretanto ndo havia diferenca significativa entre o peso
corporal de machos e fémeas dentro dos respectivos grupos
de estudo entre as idades de P2 a P30. O peso cerebral
verificado apds perfusdointracardiacaem P30 ndo apresen-
tou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos,
entretanto foi discretamente superior em animais nutridos
(média 1,47 g +0,17) e do sexo masculino (média 1,47 g +
0,16) em relacdo aos desnutridos (média 1,42 g +0,17) ou
ao sexo feminino (1,38 g + 0,12).

O limiar (tempo em segundos) para o inicio da primeira
crise clonica e da primeira crise tonico-clonica foi avaliado
em P15 e P30. Em P15, ndo ocorreu diferenca estatistica-
mente significativa entre os grupos, entretanto foi observa-
do que os animais nutridos apresentavam maior limiar para
o desenvolvimento de crises convulsivas cldnicas e tonico-

Figura 1 - Modelo de camera vedada para experimentos com flu-
rothyl. A bomba de infusdo acoplada permite gotejo
constante da droga. Na parte anterior visualiza-se dispo-
sitivo que permite a entrada de ar. A evacuagdo do
agente é realizada através de vacuo-sucgdo
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Figura 2 - O gréfico apresenta as diferengas de peso (+ SEM)
em relagdo ao sexo e a idade

clonicas em comparagdo aos desnutridos. Tendéncia inver-
sa, apesar de ndo estatisticamente significativa, foi observa-
da em P30, na qual os animais previamente desnutridos
apresentavam maior limiar para o desenvolvimento dos
dois tipos de crises convulsivas. Nao foi observada diferen-
ca significativa para o limiar de ambas as crises em relagio
ao sexo (Tabela 1).

Os animais apresentavam comportamento e nivel de
atividade semelhante durante as crises € no periodo de
recuperacgdo pds-ictal, independente do estado nutricional.

Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o
paradigma de desnutri¢do aplicado é efetivo, pois precoce-
mente ja € possivel detectar diferenca significativa de peso
entre os animais do grupo nutrido e desnutrido. O paradig-
ma proposto, restricao de acesso ao alimento, assemelha-se
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ao processo de desnutricdo que ocorre em familias carentes,
no qual aingesta é inadequada, entre outras razdes, pelando
disponibilidade de alimentos. Os possiveis efeitos do stress
nos filhotes, pela separacdo da mae, foram minimizados
pelo controle de condi¢cdes ambientais adequadas, entretan-
to esse efeito certamente pode ser extrapoldvel a condi¢ao
da desnutri¢ao humana.

Nao observamos diferengas significativas em relacio
ao peso corporal ou peso cerebral considerando o sexo dos
animais. Em estudos prévios, tem sido utilizado de forma
indistinta ratos de ambos os sexos e nenhum deles eviden-
ciou diferencas nesse aspecto®>:19:20,

Também ndo foram observadas diferencas significati-
vas entre o peso cerebral de animais nutridos e desnutridos
apos reabilitacdo alimentar em P30. Wasterlain sugere que
ndo é a desnutricdo, mas sim a repeti¢do de crises no
cérebro, em periodos criticos do desenvolvimento, a res-
ponsavel pela redu¢@o no nimero de células e peso cere-
bral?%, Em estudo préviol3, utilizando ratos desnutridos
precocemente, submetidos a estado de mal convulsivo em

Figura 3 - Adiferencade peso/tamanho dos ratos é visualmente
evidente em P15

Tabela 1 - Limiar para crises convulsivas (tempo em segundos + dp) em P 15 e P30 em
relacdo ao estado nutricional e ao sexo

Tipo de crise/ idade Nutridos Desnutridos Machos Fémeas
Clonica P15 567+152 495+187 538+174 538+163
Ténica P15 614+168 537£151 535+113 635£179
Clonica P30 52170 536+152 554+152 50172
Tonica P30 660+149 746£110 729+127 691+41

Obs.: as diferengas entre os grupos nao foram significativas (p > 0,05)
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P15, sem reabilitacdo nutricional, observamos diminui¢do
do tamanho cerebral de animais desnutridos quando com-
parados aos controles (observagdo nao publicada). Os acha-
dos opostos observados em nosso primeiro estudo em P15
eno atual, em P30, podem estar relacionados tanto ao efeito
das crises em periodo em que ocorre extenso crescimento e
diferenciacdo celular (idade P15) como ao efeito da reabi-
litag@o nutricional.

Registramos ganho de peso constante durante a reabili-
tacdo nutricional, entretanto os ratos do grupo desnutrido
permaneciam em P30 com peso significativamente inferior
aos do grupo controle. A persisténcia de diferencas no peso
corporal, mesmo apds reabilitacdo alimentar, por tempo
mais prolongado (até P90) foi observada também por
Sharma e colaboradores?!-22,

O efeito da desnutricdo no limiar para crises convulsi-
vas parece ser uma questdo idade e modelo dependente.
Animais que sofreram desnutricao intrauterina ou na fase de
lactagdo submetidos a crises na idade adulta apresentam
maior susceptibilidade ao desenvolvimento de convul-
soes*8. Animais desnutridos submetidos aos modelos de
acido cainico e kindling também apresentam maior suscep-
tibilidade ao desenvolvimento de crises. A formacao hipo-
campal é uma das estruturas mais atingidas pela desnutri-
cdo, e os modelos de crise acima descritos geralmente
induzem alteragdes permanentes em estruturas hipocam-
pais!%-11:23_ Utilizando o modelo do flurothyl, que induz
crises convulsivas de forma aguda, ndo observamos dife-
rengas quanto ao limiar para crises convulsivas em nenhu-
ma das idades avaliadas (P15 e P30), mesmo ap0s reabili-
tacdo nutricional. Entretanto, comparativamente aos de-
mais estudos, iniciamos a reabilitacdo alimentar em idade
precoce, P16, sendo extrapolado para idade em humanos,
equivale a 3-4 anos de vida.

Os resultados de nosso estudo sugerem que a desnutri-
¢do precoce ndo aumenta a susceptibilidade a crises convul-
sivas emratos, no periodo de desenvolvimento, submetidos
ao modelo de crises convulsivas induzidas por flurothyl. A
reabilitacdo nutricional iniciada precocemente parece ter
efeito protetor na susceptibilidade a crises convulsivas dos
animais previamente desnutridos.
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