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RESUMO

A epilepsia € a doenga neurolégica mais comum no mundo. A caracteristica de
muitas doengas neurodegenerativas como a epilepsia em humanos é a permanente
perda de neurdnios. O cérebro humano é geralmente incapaz de produzir novos
neurdnios de forma suficiente para reparar as areas danificadas por essas doencas.
O exercicio fisico apresenta papel importante na recuperacao fisica e mental apés
danos causados por diferentes tipos de desordens cerebrais. Estudos em modelos
experimentais tém demonstrado um efeito positivo do exercicio fisico na epilepsia
em animais adultos. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo verificar a
influéncia de um programa de treinamento fisico na expressao da parvalbumina em
ratos idosos com epilepsia. Ratos Wistar (n=20), machos, com idade de um ano e
seis meses de vida foram divididos em 4 grupos (n=5): controle, exercicio, epilepsia
e epilepsia exercicio. Os grupos de exercicio fisico (exercicio e epilepsia exercicio)
foram submetidos a corrida em esteira durante 10 dias consecutivos. Os animais de
todos os grupos foram perfundidos para fixagao do tecido, fatiados, e em seguida foi
realizada a técnica de imunohistoquimica para marcagao de parvalbumina. Foi
observado um aumento significativo na expressdo de parvalbumina nas células e
fibras da regiao do hilo do giro denteado dos grupos treinados quando comparados
com seus respectivos controles. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa entre o grupo controle e epilepsia exercicio. Os resultados deste
trabalho indicam que um programa de exercicio fisico forgado provoca plasticidade
neuronal na formacéo hipocampal em ratos idosos com epilepsia.

Palavras-chave: epilepsia, exercicio fisico, neuroplasticidade, parvalbumina.



ABSTRACT

Epilepsy is the most common neurological disease in the world. The feature of many
neurodegenerative diseases such as epilepsy in humans is the permanent loss of
neurons. The human brain is generally unable to produce new neurons in order
enough to repair the damaged areas by such diseases. The exercise presents
important role in physical and mental rehabilitation after damage caused by different
types of brain disorders. Studies in experimental models have demonstrated a
positive effect of exercise in epilepsy in adult animals. Therefore, this study aimed to
verify the influence of a programme of physical training in parvalbumina expression
of elderly rats with epilepsy. Male Wistar rats (n=20), aged one year and six months
of life were divided into 4 groups (n=5): control, exercise, epilepsy and epilepsy
exercise. Animals from exercise groups (exercise and exercise epilepsy) were
submitted to a physical training in a treadmill for 10 consecutive days. Animals of all
groups were Killed and the brains were performed to immunocytochemistry procedure
using parvalbumin (PV). It was observed a significant increase in PV expression of
cells and fibers in the hilus of the dentate gyrus of trained groups when compared to
their respective controls. However, no significant difference was observed between
the control group and epilepsy group. The results from our study indicate that a
program of physical exercise induces neuronal plasticity in the hippocampal
formation in elderly rats with epilepsy.

Keywords: epilepsy, physical exercise, neuroplasticity, parvalbumin.
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1 INTRODU(}AO
1.1 Epilepsia

O termo epilepsia se refere a um disturbio da atividade cerebral caracterizada
pela ocorréncia periddica e espontanea de atividade elétrica altamente sincronizada,
acompanhada de manifestagcbes comportamentais (MCNAMARA, 1994). Portanto a
epilepsia ndo é uma doenga especifica ou uma unica sindrome, ela representa um
grupo complexo de disturbios decorrentes de fungdes cerebrais alteradas que
podem ser secundarias a um grande numero de processos patolégicos (FISHER, et
al., 2005).

As crises epilépticas referem-se a uma alteragdo transitéria do
comportamento devido a uma descarga desordenada e sincrénica de populagdes de
neurdnios do sistema nervoso central. Uma crise pode ser “nao epiléptica” como, por
exemplo, decorrente de eletrochoque ou convulsivantes quimicos ou “epiléptica”,
quando ocorre sem inducao aparente (MCNAMARA, 1994).

As epilepsias sao mais frequentes em paises subdesenvolvidos e de baixa
renda, pois estdo relacionadas a alguns fatores desencadeantes como desnutri¢ao,
baixo controle medicamentoso durante a gravidez e durante o parto, crises de febre,
traumatismo craniano e infecgdes. No Brasil, a neurocisticercose é a causa mais
frequentemente identificada de epilepsia (BASCH et al., 1997).

A epilepsia envolve um numero diferente de sindromes. Embora crises
especificas possam ser classificadas de acordo com suas caracteristicas clinicas, as
sindromes epiléticas também podem ser classificadas de acordo com o tipo de crise,
a presenga ou auséncia de desenvolvimento de anormalidades neurologicas e
achados eletroencefalograficos (BENBADIS, 2001). As sindromes epiléticas gerais
abrangem duas categorias: generalizadas e parciais. Muitas epilepsias
generalizadas possuem um forte componente genético, mas na maioria a fungéo
neurolégica € normal (CHANG; LOWENSTEIN, 2003).

Existem muitos tipos de crises epilépticas, cada uma com suas manifestacoes
caracteristicas. De acordo com a proposta da Liga Internacional Contra a Epilepsia
(ILAE, 1981), as crises estdo divididas em generalizadas e parciais. As crises

generalizadas sdo divididas em tdnico-clonica, de auséncia, mioclonica, atbnica e
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crises clonicas. As crises parciais sao divididas em parcial simples e parcial
complexa (de acordo com a preservagao ou alteragdo da consciéncia). As crises
generalizadas sdo aquelas nas quais as descargas epilépticas envolvem ambos os
hemisférios cerebrais simultaneamente, desde o inicio da crise, enquanto que, nas
crises parciais, a atividade epiléptica esta limitada a uma area focal do cérebro. A
atividade epiléptica das crises parciais (simples ou complexas) pode se difundir
tornando-as generalizadas e, neste caso, a crise € denominada secundariamente
generalizada.

Os dados epidemioldgicos mostram que a forma mais comum de sindrome
epiléptica é a epilepsia do lobo temporal (ELT), ocorrendo em cerca de 40% de
todos os casos de epilepsias (HAUSER; KURLAND, 1975), sendo a forma mais
comum de epilepsia em adultos (WALCZAK, 1995) e apresentando geralmente
histéria de convulsao febril (FRENCH, 1993).

Uma variedade de procedimentos cirurgicos tem sido desenvolvido para o
tratamento de epilepsia de lobo temporal (WIESER, 1996). Exames foram realizados
com sucesso usando diversos bioquimicos e técnicas anatdbmicas para investigar os
mecanismos da epilepsia. Porém os mecanismos basicos de atividade das crises
s&o relatados como uma atividade cortical anormal (MC NAMARA, 1994). A maioria
das hipoteses € baseada nas alteragdes glutamatérgicas (excitatoria) e gabaérgicas
(inibitdria) no sistema nervoso central (SNC) (DEFELIPE, 1999; HOUSER, 1991).

1.2 Efeitos Positivos Do Exercicio Fisico Em Individuos Com

Epilepsia

A relacdo entre epilepsia e atividade fisica tem sido assunto de controvérsia
por muito tempo, havendo a necessidade de maiores investigagcdes para seu melhor
esclarecimento. Uma atitude superprotetora em relagédo aos individuos com epilepsia
normalmente evita sua participagcdo em atividades esportivas. A principal
preocupacao desses individuos em relagdo ao exercicio fisico tem sido a
possibilidade deste atuar como fator indutor de crises ou o aumento da frequéncia
das mesmas apods o inicio de um programa de treinamento fisico ou atividade
esportiva (WILLIAMS et al., 1991; BJORHOLT et al., 1990).
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Nas ultimas décadas pacientes com desordens cronicas tém sido encorajados
a praticar atividades esportivas como parte de sua reabilitacdo. Pessoas com
epilepsia sdo facilmente excluidas de atividades fisicas pelo medo, prote¢do ou
ignorancia (ARIDA et al., 1999). Entretanto as atitudes de restricdo e protegédo a
individuos com epilepsia tém sido mudadas nos ultimos tempos (VAN LINSCHOTEN
et al., 1990). A superprotecdo em relagcédo a atividades fisicas ocorre devido a idéia
que atividades podem provocar crises epiléticas, que ocorrem apenas em casos
especificos, mas ndo é geralmente documentado (OGUNYEMI et al., 1988).

Dados epidemioldgicos da literatura tém mostrado o efeito do exercicio fisico
na epilepsia. Estudos mostram que individuos com epilepsia apresentam um baixo
grau de participacdo em atividades fisicas (NAKKEN, 1990; ARIDA et al., 2003).
Pessoas com epilepsia que levam vidas sedentarias apresentam maior peso
corporal e uma diminui¢do significante da capacidade respiratéria e de forga
muscular quando comparados a pessoas sem epilepsia que praticam exercicio fisico
regular (JALAVA; SILLANPAA, 1997).

Individuos com epilepsia apresentam os mesmos beneficios de um programa
de exercicio que pessoas sem epilepsia. Estes beneficios incluem aumento de
capacidade aerébia maxima, melhora de capacidade de trabalho, reducdo da
frequéncia cardiaca submaxima para a mesma carga de trabalho, redu¢do de peso
com redugao de gordura, aumento da auto-estima e diminuicdo da depressao
(NAKKEN et al., 1990; ARIDA, et al., 1998).

E essencial entender os fatores de um exercicio fisico que pode afetar a
desordem epilética. Experimentos com atividade elétrica cerebral tém mostrado que
as descargas anormais desaparecem durante a atividade fisica na maioria dos
pacientes, pois eleva os niveis de atencédo e de vigilancia, reduzindo o numero de
crises epiléticas (CORDOVA, 1993).

Estudos tém sugerido que o exercicio aumenta o limiar de crises e confere um
efeito protetor em pacientes epilépticos (KUIJER, 1980). Muitos experimentos
mostram que o exercicio fisico reduz a atividade epiléptica no EEG e reduz o
numero de crises em muitos pacientes durante a atividade fisica, mas retornam em
repouso (GOTZE et al., 1967). Tem sido também observado que estas pessoas
estdo propensas a terem menos crises quando estido ativamente ocupadas e que
poucas crises ocorrem durante a atividade mental e fisica comparado com periodos

de repouso. Durante o exercicio fisico, um fator que pode também reduzir a
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frequéncia ou a indugédo de crises € o limiar de vigilancia. Alerta e vigilancia séo
fatores que podem prevenir crises. Toda atividade fisica necessita de uma certa
quantidade de alerta. Este fator tem sido justificado como possivel contribuinte em

evitar crises durante o exercicio (KUIJER, 1980).

1.3 Plasticidade Neuronal

Plasticidade neuronal é a propriedade do sistema nervoso de se desenvolver
e reagir aos ajustes e mudancgas internas e externas do ambiente, ambas sob
condigdes patolégicas e fisiologicas. A literatura cientifica propde varias
classificagdes e terminologias neste campo. Achados experimentais e observagdes
clinicas tém revelado o dinamismo do sistema nervoso baseado no balango entre
rigidez e plasticidade. A plasticidade do sistema nervoso é baseada num amplo
mecanismo que possui dois aspectos caracteristicos: o primeiro tipo € o funcional de
plasticidade que é manifestado de forma relativamente rapida e as mudangas sao
reversiveis; o segundo tipo de plasticidade que € baseado na adaptagao do gendtipo
se transformando em fenétipo. Dentre as mudancgas importantes que podem ocorrer
no SNC estdo os fatores de crescimento neuronal, como familia de neurotrofinas,
moduladoras da plasticidade neuronal e o0 processo de neurogénese. A
neuroplasticidade pode ser ativada também por fatores prejudiciais ao cérebro
(TROJAN; POKORNY, 1999).

Alguns fatores sdo de grande interesse por desencadearem mudancgas
importantes no SNC. O exercicio fisico, que é responsavel por um aumento do fluxo
sanguineo cerebral, promovendo o crescimento de células neuronais (FRIEDLAND
et al., 2001), atua de forma positiva nos mecanismos de plasticidade neuronal ao
passo que, o envelhecimento que € um processo lento, progressivo e inevitavel,
caracterizado pela diminuicdo da atividade fisiolégica com adaptagdo ao meio
externo e surgimento de processos patolégicos (OLIVEIRA; FURTADO, 1999),
acarreta em uma diminuicdo do numero de células neuronais (RICHARD, 1991) e
provoca alteragcdes negativas no SNC.

Muitas evidéncias sugerem que o cérebro pode ter uma consideravel
capacidade de auto-reparo. Em estudos realizados com ratos com déficit motor e
comportamental submetidos a atividade fisica diaria, foi observada uma diminuigéo
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deste déficit mostrando que a reparagao cerebral induzida pelo exercicio fisico tem
se mostrado cada vez mais evidente (DROBROSSY; DUNNETT, 2003; SMITH;
ZIGMOND, 2003).

1.3.1 Alteragoes Plasticas Decorrentes Da Evolugao Da Idade

O cérebro é uma estrutura em processo dinamico de modificagdes. Fatores
como o envelhecimento que € um processo lento, progressivo e inevitavel, com
adaptacdo ao meio externo e surgimento de processos patolégicos podem provocar
alteracdes nessa estrutura cerebral (OLIVEIRA; FURTADO, 1999).

Muitas alteracbes cerebrais podem ser consequéncias da evolugdo da idade,
como a diminuigdo no volume e peso do cérebro (DAVIES; WRIGTH, 1977),
alteragcbes na sua estrutura quimica e redugdo nos niveis de varios
neurotransmissores em diferentes regides do encéfalo (TRELLES, 1986).

Himeda et al., (2005) demonstraram que dendritos e axdnios de neurdnios da
regiao de CA1 do hipocampo de camundongos também estavam particularmente
sensiveis ao processo de envelhecimento. Outro estudo mostrou diversas alteragdes
durante o processo de envelhecimento como diminuicdo do numero de células
neuronais, alteragdes dendriticas, placas senis e degeneracéo neurofibrilar.

Prejuizos de memodria relacionados com a idade comegam na meia vida e
este déficit cognitivo continua com o avancar da idade. Dentro da populagdo de
idosos sem deméncia, existe uma variabilidade muito grande de niveis de memoria
(FOSTER, 2006). Grande parte de ratos idosos analisados em laboratorio exibe um
profundo déficit de memodria espacial, quando testados em labirintos (testes de
memoria). Esta tarefa depende da integridade de areas cerebrais responsaveis pelo
aprendizado e memdria, como a formagao hipocampal. Animais idosos com memoaria
prejudicada mostram perda de espinhos dendriticos no giro denteado quando
comparados com o animal adulto jovem (GEINISMAN et al., 1986).

1.3.2 Alteragoes Plasticas Decorrentes Do Exercicio Fisico
Ultimamente, um grande incentivo para individuos sedentarios comecgar a se

exercitar, tem sido a descoberta de pesquisas mostrando que o exercicio € um meio

de aumentar e proteger a fungdo cerebral. A regido cerebral que tem mostrado



17

prematuramente e mantida a alta regulagdo neurotrofica em resposta ao exercicio é

o hipocampo (figura 1).

Cortex pré-frontal
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Figura 1. Localizagdo anatdmica do hipocampo no cérebro.

O exercicio fisico exerce uma importante melhora na qualidade de vida, pois,
esta relacionado a uma redugdo da ansiedade e depressdao (MARTINSEN et al.,
1985), melhora do humor (FOLKINS; SIME, 1981), redugcdo do déficit cognitivo
(STEWART et al,, 2001), aumento da plasticidade sinaptica e a diminuicdo dos
efeitos deletérios do envelhecimento (VAYNMAN; PINILLA, 2005).

Varios estudos tém mostrado os beneficios do exercicio nas fungdes
cerebrais em ratos (ARIDA et al.,, 2004; SMITH; ZIGMOND, 2003; SETKOWICZ;
MAZUR, 2006). Muitas evidéncias sugerem que o exercicio fisico pode afetar a
atividade neural (VISSING et al., 1996), a neuroquimica hipocampal (FORDYCE;
WEHNER, 1993) e a proliferagao de células granulares (VAN PRAAG et al.,1999).
Neste sentido, muitos estudos relatam que o exercicio promove aumento nas
fungdes cognitivas tanto em animais quanto em humanos. Ha muitas evidéncias de
aumento na formacido de novos neurbnios causados pelo exercicio. Experimentos

comparando ratos submetidos a atividade fisica com ratos vivendo em condigdes
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laboratoriais comuns, mostram uma maior plasticidade neuronal na regido
hipocampal do grupo submetidos a exercicio fisico (UYSAL et al., 2005).

Embora a literatura relate varias alteracbes no SNC, os mecanismos
moleculares pelo qual o exercicio influenciaria na plasticidade, ou seja, na
estruturacdo e na fungcdo do SNC, ndo estdo bem definidos. Fatores de crescimento,
como a familia das neurotrofinas tem sido candidatos a moduladores da plasticidade
neuronal. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) e Nerve Growth Factor (NGF),
membros da familia das neurotrofinas, sdo de particular interesse pela sua
capacidade de promover a sobrevivéncia e fungdo de varios sistemas de
neurotransmissdo. A regulacdo da expressdo de neurotrofinas esta claramente
ligada a atividade neuronal (BOATELL et al., 1992; GALL, 1993; LAUTERBORN et
al.,, 1994). Estudos prévios tém mostrado que ratos com acesso a atividade
voluntaria em roda, apresentam um aumento da expressao de BNDF no hipocampo
(NEEPER et al., 1995).

1.3.3 Alteragoes Plasticas Decorrentes Do Exercicio Fisico Em Idosos

Pesquisas com humanos sugerem que o exercicio fisico fornece efeitos
benéficos para a saude e fungdes cognitivas, principalmente em idosos (DRAPEAU
et al., 2003). Estudos recentes usando modelos animais de idade avancada foram
direcionados a compreender esses beneficios comprovando que o exercicio fisico
pode aumentar os niveis de BDNF e outros fatores de crescimento, aumentando a
neurogénese e a resisténcia ao insulto cerebral e melhorando o desempenho mental
(COTMAN, 2002).

Com o avango da idade a plasticidade hipocampal diminui, ocorrendo um
declinio na formagédo de novos neurdnios (MIKKONEN et al., 2001). Ratos idosos
submetidos a exercicio fisicos aquaticos mostram aumento de neurogénese e
melhora do aprendizado (DRAPEAU et al., 2003).

Tem sido também observado que o exercicio fisico voluntario em roda, facilita
a recuperagao de lesbdes neuronais, melhora a fungdo cognitiva, promove fatores
neurotroficos associados a sobrevivéncia de células progenitoras, diferenciagao e
elevagdo da memoria de longo prazo (VAN PRAAG et al.,, 1999). Van Praag e
colaboradores (2005) mostraram em ratos com 19 meses de idade submetidos ao

exercicio fisico voluntario por 30 dias, um aumento no numero de neurdnios no giro
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denteado e melhora no teste de memoéria (water maze), quando comparados com
ratos controle da mesma idade.

O exercicio fisico tem sido associado a mudangas positivas na saude geral,
funcdo cognitiva e memoria, particularmente durante o envelhecimento (KRAMER et
al., 1999; COLCOMBE et al., 2004). Diversos estudos tém indicado um efeito
neuroprotetor do exercicio fisico apos diferentes modelos de lesdo cerebral, como
por exemplo, a recuperagao funcional do SNC apds dano cerebral, a reducado da
vulnerabilidade da dopamina a agentes agressores e a diminuicdo da frequéncia de
crises epilépticas em animais tratados com pilocarpina (ARIDA et al., 1999; JONES
et al., 1999; SMITH; ZIGMOND, 2003)

1.4 Modelo Experimental De Epilepsia

Para um melhor entendimento para o estudo das epilepsias se fez necessaria a
busca por modelos experimentais, dentre eles 0 que mais se destaca € o modelo de
inducdo de epilepsia por pilocarpina (PILO) o qual mimetiza a epilepsia do lobo

temporal em humanos.

Durante as ultimas décadas foram desenvolvidos basicamente dois tipos de
modelos experimentais de epilepsias. Os chamados modelos agudos, cujas crises
sao unicas e nao espontaneas, e os modelos crénicos, nos quais as crises
epilépticas podem se repetir a intervalos mais ou menos variaveis e 0s registros
eletrencefalograficos podem evidenciar anormalidades elétricas intercriticas
espontaneas (PURPURA et. al., 1972).

Uma vez que as epilepsias humanas apresentam crises recorrentes e na
maioria das vezes ocorrem de forma espontanea, os modelos crdnicos se revestem
de maior importancia por mimetizarem, mais adequadamente, a condigdo humana
servindo, portanto, para uma maior caracterizagao fisiopatoldgica e para avaliagao de
drogas antiepilépticas (LEITE et. al., 1990; BLUMCKE et. al., 1999).

Dentre os modelos crénicos de epilepsia, o modelo da pilocarpina tem sido
amplamente usado em funcdo da facilidade técnica e, principalmente, pela
semelhanca fisiopatologica com a epilepsia do lobo temporal.



20

1.4.1 Modelo Experimental De Epilepsia Induzida Por Pilocarpina

A administracdo sistémica de pilocarpina (um agonista colinérgico
muscarinico), em ratos e camundongos, numa dose de 350 a 380 mg/kg,
desencadeia seletivamente, uma sequéncia de alteracbes comportamentais e
eletrencefalograficas. Estas alteragbes evoluem progressivamente para crises
generalizadas atingindo o estado de mal epiléptico, que por sua vez, produz
alteracdes patoldgicas cerebrais difusas (TURSKI et al., 1984).

As alteragdes comportamentais produzidas pela administragao intraperitoneal
(I.P.) de PILO, sédo dependentes da dose e do tempo. Imediatamente apds a injegcéo
de doses subconvulsivantes de PILO (100 e 200 mg/kg), os animais ficam imoveis,
com suas patas recolhidas e as orelhas voltadas para tras e coladas ao corpo. Este
periodo precede a segunda fase na qual predominam automatismos faciais. Em
seguida (aproximadamente 2 horas), 0s animais recuperam os padrdes normais de
comportamento pré-droga.

Na dose de 350 a 380 mg/kg, estas atividades motoras sdo mais intensas e
persistem aproximadamente por 30 minutos apds a inje¢cdo. Os animais, a seguir,
apresentam crises tonico-clénicas generalizadas. Tais crises recorrem a cada 2-8
minutos e evoluem para o estado de mal epiléptico (560-60 minutos apds a injecédo de
pilocarpina), perdurando em meédia 10 h entrando no estado de mal epiléptico, ou
status epilepticus (SE). As primeiras 24 horas ap6s a inje¢éo da PILO caracterizam o
periodo agudo de modelo. Em seguida os animais recuperam gradativamente suas
condigdes pré-droga, sem crises e sem alteragdes comportamentais aparentes,
caracterizando o periodo silencioso do modelo. Este periodo pode durar de 4 a 44
dias (média de 14 + 3.0 dias). Apds este periodo, todos os animais sobreviventes
passam a exibir crises epilépticas espontaneas e recorrentes que caracterizam o
periodo cronico. Durante este periodo, os animais apresentam de 2 a 15 episodios

criticos por més (média de 2 a 3 crises por semana).
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1.5 Parvalbumina

A parvalbumina (PV) é uma proteina ligante de calcio e um importante
modulador do dinamismo de calcio intracelular em neurdnios (BAIMBRIDGE et al.,
1992). Neurdnios de diferentes regides do cérebro contém PV tanto no soma, quanto
nos neuritos, mas seu papel fisiolégico em neurbnios cerebrais permanece pouco
claro (KOSAKA et al.,, 1993). A PV esta associada a protegdo, tamponamento de
célcio e sistemas enzimaticos (CAILLARD et al., 2000) e a sua expressao tém um
efeito protetor a lesées (SLOVITER, 1989; FERRER et al., 1994).

Segundo Caillard et al., (2000) a parvalbumina pode funcionar como uma
protegcado para canais lentos de calcio, afetando a amplitude e o tempo de curso da
transicdo de calcio nos terminais apdés um potencial de acido. Essas alteracbes
podem, consequentemente, regular a plasticidade sinaptica de curto prazo.

Existe a hipotese de que as proteinas ligantes de calcio sdo componentes
necessarios para a manutengcao da homeostase do calcio, evitando a ocorréncia de
morte nas células onde se encontram presentes (SLOVITER, 1989; FERRER et al.,
1994). A auséncia da homeostase do calcio neuronal pode ser a causa de muitas
doencas degenerativas encontradas em ratos idosos (KELLY et al., 2006).

Recentemente, Arida et al., (2004) demonstraram uma grande marcagao de
proteina PV no giro dentado (fibras e soma) de animais submetidos a atividade
voluntaria e forcada durante 10 dias consecutivos. Alguns autores tém sugerido que
a expressao de proteinas que se ligam ao ion calcio, como a PV, poderia ter um
efeito protetor e de aumento de resisténcia a lesdo excitotéxica que ocorreria na
presenca de crises epilépticas (SLOVITER, 1989; FERRER et al., 1994). Outro
estudo mostrou um aumento da marcacado de PV na formacgao hipocampal em ratos
com epilepsia submetidos ao exercicio fisico voluntario (ARIDA et al., 2007). Estes
resultados sugerem que a proliferagao celular induzida pelo exercicio fisico pode ter

um papel significante no processo normal e neuroprotetor no cérebro.
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1.6 Justificativa

A expressao de proteinas que se ligam ao ion célcio, como a PV, tem sido
usada para visualizar mudancgas fisiolégicas e patologicas no SNC. Elas
proporcionam uma marcagao sensivel e efetiva de células hipocampais (CELIO,
1990). Estudos em modelos experimentais de epilepsia mostram uma diminui¢cao na
expresséo da PV (ARIDA et al., 2004). Tendo em vista que o exercicio fisico & capaz
de modificar a expressao dessa proteina em animais adultos (ARIDA et al., 2004)
assim como os efeitos benéficos do exercicio fisico em modelos experimentais de
epilepsia, torna-se importante verificar se o exercicio fisico em animais idosos com
epilepsia provoca alteragbes na plasticidade neuronal que possam reverter esse

processo.
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2 OBJETIVO

Verificar as possiveis alteragcdes da expressao da Parvalbumina na formacgao
hipocampal de ratos idosos com epilepsia submetidos a um programa de exercicio

fisico aerébio em esteira rolante.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados para este estudo 20 ratos albinos da raga Wistar, machos,
com idade de 18 meses provenientes do biotério central da Universidade de Mogi
das Cruzes (UMC). Os animais ficaram alojados em grupo de 5 ratos, em gaiolas
apropriadas, onde tiveram livre acesso a agua e comida. As condi¢gdes do biotério
obedeceram a um ciclo claro-escuro de 12 horas (claro: 07:00-19:00), sendo a
temperatura ambiente mantida constante entre 21 e 22 °C. Os animais foram
divididos em 4 grupos: -controle, -exercicio, -epilepsia e -epilepsia exercicio (N=5). O
protocolo experimental obteve aprovacdo da Comissdo de Etica em Manipulagdo e
Experimentagdo Animal (CEMEA) da UMC.

3.2 Programa De Treinamento Fisico

O programa de treinamento fisico foi realizado em esteira rolante. Para as
divisdes dos grupos dos animais, uma escala de desempenho na esteira de 1 a 5,
classificada por Dishman et al., (1988) foi realizada; no estagio 1. o animal se recusa
a correr; 2. corrida sem constancia (corre e para ou corre em direcao errada); 3.
corrida regular; 4. corrida boa (ocasionalmente corre na parte de tras da esteira); 5.
corrida excelente (corre permanentemente na parte da frente da esteira). Os animais
com uma classificagao igual ou superior a 3 foram incluidos no grupo de treinamento
fisico. Este procedimento & usado para excluir possiveis niveis diferentes de
estresse entre os animais. Os animais foram familiarizados com a esteira rolante por
trés dias durante 10 min/dia. O programa de treinamento aerdbio consistiu de 10
sessdes em esteira rolante, 7 vezes por semana com intensidade do exercicio (60%
VO, max) de acordo com paréametros prévios utilizados em estudo anterior (Arida et
al., 1999). Cada sessao de treinamento iniciou-se com um aquecimento de 5 min a
8-10 m/min. O tempo e a velocidade de corrida foram aumentados gradativamente
durante os dias subsequentes até atingirem a velocidade de 18 metros por minuto.
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3.3 Preparacao Do Tecido

Os animais foram anestesiados com Tionembutal 2,5% 40mg/kg (i.p.) e
submetidos a perfusdo transcardiaca com tamp&o fosfato salina (PBS pH 7,4)
contendo heparina. A seguir, essa solugéo foi substituida por paraformaldeido 4%
em PBS. Os cérebros foram removidos imediatamente e deixados por 4 horas na
solucao fixadora de paraformaldeido 4% e depois foram colocados em uma solugao
sacarose 30% em PBS a 4°C. Apos 48 horas, esses cérebros foram cortados num
vibratomo (LEICA) em fatias de 50 um.

3.4 Imunohistoquimica

Para o processo imunohistoquimico, as fatias foram embebidas em solucéo
de perédxido de hidrogénio 0,1% por 30 minutos, para o bloqueio da atividade das
peroxidases endogenas do tecido, que seriam responsaveis por uma marcagao
inespecifica. A seguir, as fatias foram lavadas em Tris HCL e TRITON X-100 10%,
objetivando-se a permeabilizagdo celular. Em seguida, as fatias foram incubadas em
solugado de soro albumina 0,1% durante 90 minutos a temperatura ambiente, a fim
de evitar reacdes inespecificas. Posteriormente, os cortes foram incubados em
solugcdo contendo o anticorpo primario anti-Parvalbumina na diluicido adequada a
temperatura de 4°C ao longo da noite. A seguir, as fatias foram colocadas na
solugdo contendo o anticorpo secundario biotinilado, na diluigdo de 1:200, por um
periodo de 90 minutos a temperatura ambiente, permitindo a ligagdo do anticorpo
secundario ao primario. Posteriormente as fatias foram colocadas em uma solugao
do kit ABC por 90 minutos e depois foram reveladas com diaminobenzidina (DAB)
0,06% em Tris-HCI 0,05M pH 7,4 e peroxido de hidrogénio 1pl/ml. O DAB é um
substrato cromdgeno da enzima peroxidase, que confere ao sitio onde se encontra
uma cor castanho-amarelada ao sofrer a acdo dessa enzima, permitindo a
visualizagdo da imunomarcagado. Por fim as fatias foram montadas, desidratadas,

diafenizadas e cobertas com laminulas, usando-se Entellam (MERCK).
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3.5 Analise Dos Dados

Apos esses procedimentos, foi realizada nas laminas uma analise qualitativa
e quantitativa em microscopio optico e captura das imagens. A analise quantitativa
foi realizada para as fibras do hilo do giro denteado usando um programa de imagem
(image tool-UTHSCSA). Este programa proporciona calcular a densidade de fibras
nas areas estabelecidas através da porcentagem de fibras, utilizando um contraste
numa escala de cinza, que é regulada manualmente por quem esta avaliando as
imagens; em cima dessa regulagdo que o software executa os céalculos necessarios.
Utilizou-se ampliagdo de 200x em CA1, CA3 e giro dentado, e 400x para o hilo do
giro dentado. Para cada parametro da andlise estatistica, foi usado o teste One Way
ANOVA (analise de variancia) seguido do teste de Student-Newman-Keuls utilizando

o programa estatistico Sigma stat (v.7.1).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Qualitativa

Na analise qualitativa da expressdao da parvalbumina na formagao
hipocampal, foi observado um aumento da expressao de células imunorreativas a
parvalbumina nas regides de CA1, CA3 e no hilo do giro denteado (figura 2, 3 e 4)
do grupo exercicio (figuras 2B, 3B e 4B) e do grupo epilepsia exercicio (figuras 2D,
3D e 4D) quando comparadas com os grupos controle (figuras 2A, 3A e 4A) e

epilepsia (figuras 2C, 3C e 4C) respectivamente.

Figura 2. Fotomicrografias de células imunorreativas a parvalbumina e fibras
na regido do hilo do giro denteado. Grupo Controle (A), Grupo exercicio (B),
Grupo Epilepsia (C) Grupo Epilepsia Exercicio (D). Aumento de 400 X em A,
B, C eD.



Figura 3. Fotomicrografias de células imunorreativas a parvalbumina e fibras
na regido de CA3. Grupo Controle (a), Grupo Exercicio (b), Grupo Epilepsia (c)
Grupo Epilepsia Exercicio (d). Aumento de 200 Xem A, B, Ce D

Figura 4. Fotomicrografias de células imunorreativas a parvalbumina e fibras
na regido de CA1. Grupo Controle (A), Grupo Exercicio (B), Grupo Epilepsia (C)
grupo Epilepsia e Exercicio (D). Aumento de 200 X em A, B, C e D.

28
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4.2 Analise Quantitativa

A tabela 1 apresenta os valores em porcentagem de fibras encontrados para
as regidoes do hilo, CA1 e CA3 da regido hipocampal nos diferentes grupos

experimentais:

Tabela 1:Tabela de dados da média e desvio padrdo (Média + DP) da porcentagem da densidade de
fibras do Hilo, CA1 e CA3 dos grupos: Controle; Exercicio; Epilepsia e Exercicio + Epilepsia. (P<
0,001)

Hilo CA1 CA3
% Densidade de Fibras

Controle 20,69 % + 2,21 9,802+ 0,37 11,77 2 +0,83

Exercicio 25,65° + 2,59 13,19°+ 0,80 15,34° + 0,80

Epilepsia 9,04 ° + 0,80 5,21°+ 0,96 5,71°+0,57

Exercicio+Epilepsia 18,34 2+ 1,07 8,70%+ 1,03 10,602 + 1,20

3¢ | etras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos.

O grupo exercicio apresentou uma marcagao de fibras de células PV-positivas
significativamente maiores na regiao do hilo do giro denteado quando comparado ao
controle (P< 0,001), o grupo epilepsia (P< 0,001) e grupo exercicio + epilepsia (P<
0,001). O grupo epilepsia apresentou uma diminuicao significante em relagdo ao
grupo controle (P< 0,001) e exercicio + epilepsia (P < 0,001). (Figura 5)

O mesmo padrao foi observado quando analisadas as estruturas de CA1 e
CA3 da regido hipocampal. Nas regides CA1 e CA3, o grupo exercicio apresentou
aumento estatisticamente significante da expressao de fibras de células PV-positivas
em relagdo aos grupos controle (P< 0,001), epilepsia (P< 0,001) e exercicio +
epilepsia (P <0,001). O grupo exercicio + epilepsia apresentou um aumento da
expressdo de fibras de células PV-positivas nas regides CA1 e CA3 quando

comparado com o grupo epilepsia (P< 0,001) (Figuras 6 e 7).
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Figura 5. Comparacgéo da densidade de fibras de células PV-positivas na regido
do hilo do giro denteado dos grupos: controle, exercicio, epilepsia e epilepsia
exercicio.

2¢ ) etras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos.

Corno de Ammon 3

18,00 - b
16,00 -
14,00 - a a
12,00
10,00
8,00 - ¢
6,00 -
4,00 -
2,00
0,00

HH

HH

% Densidade das fibras

Controle Exercicio Epilepsia EP+EX

Figura 6. Comparagéo da densidade de fibras de células PV-positivas na regido
CA3 dos grupos: controle, exercicio, epilepsia e epilepsia exercicio.
3¢ | etras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 7. Comparagéo da densidade de fibras de células PV-positivas na regido
CA1 dos grupos: controle, exercicio, epilepsia e epilepsia exercicio.
3¢ | etras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 8. Comparacado da densidade de fibras de células PV-positivas entre as
regides do hilo, CA1 e CA3 dos grupos: controle, exercicio, epilepsia e epilepsia
exercicio.  Diferengas estatistica entre as regides.



32

5 DISCUSSAO

Poucas evidéncias tém sido observadas na relacdo do exercicio fisico em
animais idosos com epilepsia. Neste sentido, este estudo verificou o efeito do
exercicio fisico forgado sob as alteragbes morfolégicas na formagéo hipocampal de
ratos idosos com epilepsia, utilizando a PV como marcador neuronal. Os resultados
mostraram que o exercicio fisico pode influenciar a expressao hipocampal de PV
nos animais com epilepsia submetidos a 10 dias de exercicio forgado. Os animais
com epilepsia treinados apresentaram maior expressao de células e fibras
imunorreativas a PV quando comparados com os respectivos animais com epilepsia
nao treinados.

O exercicio fisico em esteira tem sido relacionado com o aumento da
proliferagdo celular no giro denteado (Kim et al., 2002; BURGHARDT et al., 2004).
Na zona subgranular encontram-se células progenitoras mitoticamente ativas, sendo
estas capazes de gerar novos neurOnios durante a fase adulta (LOIS; ALVAREZ-
BUYLLA, 1994; GOULD et al., 1999; ERIKSON et al., 1998). A proliferagdo de novas
células no giro denteado é conhecida por representar um papel de destaque no
processo de aprendizagem (LEMAIRE et al., 2000).

Nos uUltimos anos, inumeros estudos tém demonstrado que
este processo de neurogénese pode sofrer influéncia de uma grande
variedade de estimulos. Em animais adultos, a proliferagcdo celular no
giro dentado é maior em ratos submetidos ao exercicio fisico quando
comparado aos animais controle (VAN PRAAG et al., 1999; OLSON et al,
2006). Estes resultados sugerem que a proliferagdo celular induzida
pelo exercicio fisico pode ter um papel significante no processo
normal e neuroprotetor no cérebro. Por exemplo, NEUSTADT et al. (2004) mostrou
que animais submetidos ao exercicio fisico voluntario em roda apresentaram um
aumento de células na regido do giro denteado e em diversas partes do hipocampo.
Em um estudo prévio, observamos um aumento da plasticidade neuronal, pelo
aumento na marcacgao de fibras no hilo do giro denteado em animais submetidos a
exercicio voluntario em roda e exercicio forcado em esteira (ARIDA et al., 2004).

Alguns fatores sao conhecidos por inibir a taxa de produgdo de novas células

no giro denteado. O estresse induzido pelo exercicio de alta intensidade assim como
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o envelhecimento sdo conhecidos por diminuirem drasticamente essa taxa (KUHN,
1996; BORER, et al.,, 1992). Jacobs et al., (2000) relataram que a diminuicdo da
neurogénese pode ser induzida pelo estresse. Alguns estudos associam o estresse
pré-natal com a redugdo da neurogénese da regido hipocampal durante a fase
adulta em ratos e macacos (LEMAIRE et al., 2000; COE et al., 2003). O hipocampo
além de tradicionalmente estar relacionado a processos cognitivos, possui também
um envolvimento com a resposta ao estresse (LATHE, 2001). Ele é ativado por
diferentes estressores (LOPEZ et al., 1999) e participa do processamento de
informagdes sobre eventos ameagadores. A exposigao significante ao estresse induz
remodelamento dendritico em células piramidais hipocampais e diminuicdo da
neurogénese no giro denteado do hipocampo de animais de laboratério
(MAGARINOS et al., 1997). Desta forma, é importante que o exercicio fisico seja
realizado em intensidade adequada, isto €, intensidade baixa ou moderada (KIM et
al., 2002). Portanto, alteragbdes plasticas cerebrais provocadas pelo exercicio em
esteira podem estar moduladas pela intensidade e duragéo do exercicio (KIM et al.,
2002). A intensidade do exercicio utilizada em nosso estudo parece ser adequada
para animais idosos, pois foi observado um aumento da expressdo de PV nos
animais com e sem epilepsia treinados.

Uma outra hipotese para explicar o aumento da plasticidade neuronal
induzida pelo exercicio fisico esta relacionada a liberagdo de neurotrofinas. Muitos
estudos tém mostrado que o exercicio fisico afeta a liberagao
de neurotrofinas em animais adultos apds atividade voluntaria em roda, corrida e
ambiente enriquecido (NEEPER et al., 1995; GOMEZ-PINILLA et al., 1997; CAO et
al., 2008; VAN PRAAG et al., 2005). Estas neurotrofinas podem ser responsaveis
pelo aumento da expressao de fibras imunorreativas a PV nos animais treinados
deste trabalho.

Este estudo demonstra que o exercicio fisico aerobio em esteira gera
alteracbes na marcagao de fibras e células que expressam parvalbumina
nas regides de CA1, CA3 e hilo do giro denteado em animais idosos com
epilepsia, sugerindo que a PV pode ser um marcador util para o estudo de
mudancas relacionadas ao exercicio fisico.

Embora nossos resultados ndo permitam identificar se o aumento na

expressao de PV ocorre em novos neurdnios ou em preexistentes, estes
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achados sugerem que respostas plasticas no cérebro ocorram em

funcdo de um programa de exercicio fisico moderado em esteira.
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6 CONCLUSAO

Em conclusado, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que um
programa de exercicio fisico foi capaz de promover aumento da expressdo de
células e fibras imunorreativas a PV na formagao hipocampal de ratos idosos com

epilepsia.
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