UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES
RUDE DE SOUZA MACIEL

EXPRESSAO DA PARVALBUMINA NA FORMACAO
HIPOCAMPAL DE RATOS SUBMETIDOS A UM PROGRAMA
DE EXERCICIO FiSICO AEROBIO FORCADO EM
DIFERENTES IDADES

Mogi das Cruzes, SP
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES
RUDE DE SOUZA MACIEL

EXPRESSAO DA PARVALBUMINA NA FORMACAO
HIPOCAMPAL DE RATOS SUBMETIDOS A UM PROGRAMA
DE EXERCICIO FiSICO AEROBIO FORCADO EM
DIFERENTES IDADES

Dissertacdo apresentada a Universidade
de Mogi das Cruzes, como exigéncia final
para obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia Biomédica.

Orientador: Profe. Dre. Ricardo Mario Arida

Mogi das Cruzes, SP
2007



DEDICATORIA

Dedico este trabalho, a Deus primeiramente, que me da forcas para superar
todos os obstaculos, e seguir sempre trilhando o caminho das conquistas.
Aos meus pais, meus maiores incentivadores, pois sem eles ndo haveria a
possibilidade da realizacdo deste sonho.

Ao meu irmao Rodrigo (in memmoriam), que onde estiver estara torcendo
pelo meu sucesso.

E a todos os amigos que puderam contribuir de alguma forma seja ela direta
ou indiretamente para realizagao deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao professor e orientador Ricardo Mario Arida, por disponibilizar seu
tempo, sua atencao e seus conhecimentos nos momentos de duvida durante todo o
decorrer deste trabalho e ao professor Fulvio Alexandre Scorza pela colaboragéo e
co-orientagao.

Aos coordenadores do mestrado Annie France Frére Slaets e Jean Jacques
Bonvent.

Aos meus colegas de laboratério Fabiano, Sérgio, Leandro, Elisa, Adriana,
Aninha, Carla, Cassia, aos de republica Fred e Jandyr e aos que adquiri em Mogi
Fernando, Aline e Diego pela amizade durante o tempo em que estivemos juntos e
pela contribuicdo dada ao trabalho.

As funcionarias do NPT Fabiane e Therezinha pelo carinho com que sempre
me trataram.

Aos funcionarios do Biotério Paulo, Douglas, em especial ao Mauricio pela
atencao e por disponibilizar parte do material necessario para o andamento da
pesquisa.

Aos meus familiares, em especial meu pai Edemilson José Gomes Maciel e
minha mae Marina de Souza Maciel, que sao a base da minha vida, meu porto
seguro e minha razao de viver.

A Deus, o0 mais importante de todos, pois, sem ele nada em nossa vida se
realiza.

Ao apoio financeiro da CAPES e FAEP.

Obrigado a todos!
O autor.



"O futuro ndo pode ser previsto, mas pode ser inventado. E a
nossa habilidade de inventar o futuro que nos da esperanga
para fazer de nés o que somos".

(Dennis Gabor)



RESUMO

O exercicio fisico € conhecido por contribuir para a saude em geral. Estudos clinicos
fornecem evidéncias de que o exercicio fisico reduz a ansiedade e depresséao,
podendo proporcionar grandes beneficios a fungdo cognitiva e a memoria,
principalmente durante o envelhecimento. Varios estudos tém mostrado o efeito do
exercicio fisico na plasticidade neuronal ao longo da vida. Porém, seus mecanismos
permanecem ainda pouco esclarecidos. Baseado neste fato, o presente estudo
avaliou a expressao da parvalbumina, uma proteina ligante de calcio, que esta
associada a um fator neuroprotetor e de aumento de resisténcia a lesdes
excitotéxica na formagao hipocampal de ratos com diferentes idades, submetidos a
um programa de treinamento fisico aerdbio forcado em esteira rolante por um
periodo de 30 dias. Foram utilizados ratos Wistar, machos, divididos em 4 grupos (2,
6, 12 e 18 meses de vida). Cada idade foi subdividida em 2 grupos: A - controle
(n=5) e B — treinamento fisico (n= 5). Apds o programa de treinamento fisico os
animais de todos os grupos foram perfundidos com solucao paraformaldeido e seus
cérebros processados através da técnica de imuno-histoquimica para andlise da
expressao da parvalbumina. Para andlise estatistica entre os grupos controle e
experimental utilizamos o teste t ndo pareado e para analise das diferentes idades
utilizamos o teste de analise de variancia de dois fatores ANOVA. Foi observado um
aumento na expressao de parvalbumina nas células e fibras das regides de CA1,
CAS e hilo do giro denteado nos animais do grupo exercicio fisico forcado quando
comparado com o0s animais do grupo controle em todas as idades, nao
apresentando alterac¢des significativas quando correlacionadas as diferentes idades
do mesmo grupo. Os resultados indicam que um programa de exercicio fisico
aerobio forgcado provoca plasticidade neuronal na formagé@o hipocampal em ratos
com diferentes idades.

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



ABSTRACT

Physical exercise is known as contribute for health in general. Clinical studies have
shown positive effects of the physical exercise in the reduction of anxiety and
depression, and can provide great benefits to the cognitive function and memory,
mainly during the aging. Several studies have showed neuronal plasticity induced by
physical exercise throughout the life. However, their mechanisms are not well
understood. Based on this fact, the present study evaluated the expression of the
parvalbumin (PV), a calcium-binding protein, that it is associated to you factor of
neural protection and of resistance increase to lesions excitotoxic in the hippocampal
formation of rats in different ages submitted to a physical exercise program in a
treadmill for a period of 30 days. Male Wistar rats were divided into 4 groups (2, 6, 12
and 18 months of life). Each age was subdivided in 2 groups: A- control (n=5) and B-
forced physical exercise program (n = 5). After the physical training program animals
of all groups were perfused with paraformaldehyde and their brains processed
through immunocytochemical technique for PV expression analysis. For statistical
analysis among the control and experimental groups the unpaired t test was used
and for the analysis of the different ages we used the ANOVA test. An increase in PV
expression was observed in cells and fibers of CA1, CA3 areas and in the hilus of
dentate gyrus (DG) in physical exercise group when compared with the control group
in all ages. However, no significant alterations were observed when different ages of
the same group were analised. Our results indicate that a forced physical exercise
program can induce neuronal plasticity in the hippocampal formation of rats with
different ages.

Keywords: physical exercise, neuroplasticity, aging, parvalbumin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plasticidade neuronal

A plasticidade neuronal é uma importante propriedade do cérebro,
caracterizada pela ocorréncia de mudancas reversiveis (plasticidade funcional) e de
longo prazo (TROJAN & POKORNY, 1999). Estas mudancas podem ser
desencadeadas por estimulos naturais ou artificiais, internos ou externos e resultar
em alteragbes positivas ou negativas, sendo seus mecanismos baseados na
modulagao da transmissao sinaptica. Dentre as mudangas importantes que podem
ocorrer no Sistema Nervoso Central (SNC) estdo o crescimento neuronal, mediado
por familia de neurotrofinas, candidatas a moduladoras da plasticidade neuronal e o
processo de neurogénese.

O processo de neurogénese € conhecido como a formagdo de novos
neurdnios, estando identificadas em todas as espécies de mamiferos ja examinados
inclusive em humanos (GOUD et al., 1997; 1998; ERIKSON et al., 1998). Na grande
maioria dos organismos este processo pode persistir por periodos bastante
prolongados, provavelmente até a senescéncia (KEMPERMANN et al., 1997).

A neurogénese ocorre em regides como a zona subventricular dos
ventriculos laterais (ZSV) e a zona subgranular do giro dentado (ZSG) onde se
localizam células progenitoras mitoticamente ativas, sendo estas capazes de gerar
novos neurdnios durante a fase adulta (LOIS & ALVAREZ-BUYLLA, 1994; GOUD et
al., 1997; 1998; ERIKSON et al., 1998). Essa nova organizagcado neuronal apresenta
3 fases. Durante a primeira fase, futuros neurénios proliferam, na segunda eles
migram para o lugar de seu destino, e somente na terceira fase, durante a
diferenciagéo, eles assumem seu tamanho final e organizam seus circuitos de
entrada e saida (TROJAN & POKORNY, 1999).

Outra mudanga importante que pode ocorrer no SNC € o aumento da
expressao de algumas proteinas. Para visualizacdo destas alteracbes plasticas, a
utilizacdo de proteinas ligantes de calcio (CaBP) como marcadoras neuronais, tem
sido bastante difundida, devido as suas diversas propriedades e fungcées em todo
SNC. Por exemplo, a sinalizagdo pré-sinaptica de Ca®* desenvolve um papel crucial
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na plasticidade da transmissao singptica em curto prazo (MULLER et al., 2007).
Essas proteinas carrreadoras de calcio sdo conhecidas por serem expressas por
diferentes grupos de interneurdnios hipocampais (XU et al., 2007).

Alguns estimulos sdo de grande interesse por desencadearem essas
mudancas importantes no SNC. O exercicio fisico considerado um estimulo artificial
€ um deles, atuando de forma positiva nos mecanismos de plasticidade neuronal ao
passo que, o envelhecimento que € um processo lento, progressivo e inevitavel
caracterizado como estimulo natural (OLIVEIRA & FURTADO, 1999), acarreta em
diminuicdo do numero de células neuronais (RICHARD, 1991), provocando

alteracdes negativas no SNC.

1.2 Alteracoes plasticas decorrentes da evolucao da idade

O cérebro é uma estrutura em processo dinamico de modificagdes e algumas
dessas mudancgas podem ser decorrentes da evolugédo da idade. Uma diminuigéo no
volume e peso do cérebro (DAVIES & WRIGTH, 1977) assim como alteragbes na
estrutura quimica cerebral tem sido observada. Observa-se também uma redugéo
nos niveis de dopamina e noradrenalina em varias regides do encéfalo (nucleos da
base, hipotalamo e coértex cerebral), sobretudo no tronco encefalico. Os
neurotransmissores acetilcolina e 0 GABA estédo igualmente diminuidos decorrentes
também da diminuicdo da atividade das enzimas que o0s sintetizam, colina-
acetiltransferase e acido glutdmico descarboxilase em diferentes estruturas cerebrais
(TRELLES, 1986).

Segundo Foster (2006), prejuizos de memoria 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 memdria. Grande parte de ratos idosos analisados em
laboratério exibe um profundo déficit de memdria espacial, quando testados em
labirintos (testes de memdria). Esta tarefa depende da integridade de areas
cerebrais importantes, responsaveis pelo aprendizado e meméria, como a formagéao

hipocampal. Animais idosos com memoria prejudicada mostram perda de espinhos
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dendriticos no giro denteado quando comparados com o animal adulto jovem
(GEINISMAN et al., 1986).

Diversas sdo as hipoteses para o envelhecimento cerebral. Em um estudo
realizado por Kelly (2006), 3 conclusdes referentes ao envelhecimento cerebral foram
discutidas. A primeira é de que na doenca de Alzheimer conexdes sinapticas sao
perdidas. Por encontrarem-se seletivamente vulneraveis, neurdnios acabam
morrendo e 0s circuitos se deterioram; a segunda é de que prejuizos de memdria
associados ao avango da idade ocorrem na auséncia de perda neuronal significativa,
podendo envolver alteracbdes sinapticas em alguns circuitos; e a terceira seria uma
diminuigdo no estrogénio circulante interagindo com o envelhecimento e podendo ter
impacto em ambos, cognicdo e circuitos neurais. Os circuitos que sao mais
vulneraveis a degeneracao sao as vias perfurantes, que conectam o cértex entorhinal
ao hipocampo, e a longa projegcéao corticocortical que liga a juncado de cértices ao
cortex temporal inferior e cortex pre-frontal (MORRISON & HOF, 2002).

Schaffer
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Figura 1. Esquema representando as regiées do hipocampo CA1-CA3 e Giro Denteado (DG) e as
principais projegdes ( HARRY & D’ HELLENCOURT, 20083).

Himeda et al. (2005), demonstraram que dendritos e axénios de neurbnios da
regiao de CA1 do hipocampo de camundongos também estariam particularmente

sensiveis ao processo de envelhecimento. Outro estudo mostrou diversas alteragdes
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durante o processo de envelhecimento como diminuicdo do numero de células
neuronais, alteracdes dendriticas, placas senis, degeneragdo neurofibrilar,
degeneragao granulo-vacuolar e acumulo de lipofucsina. Estas lesées foram mais
evidentes no cortex pré-frontal, parieto-temporal, Iocus ceruleus, substantia nigra e
nucleo de Meynert (RICHARD, 1991).

Contrarias a idéia de que durante no envelhecimento normal ocorre uma
deterioracdo global do cérebro, observacbes experimentais indicam que existe
preservacao de fungdes no cérebro velho e, em geral as mudangas que ocorrem sao
relativamente especificas para diferentes sub-regides do hipocampo (ROSENZWEIG
& BARNES, 2003)

Por volta dos anos 80 (KHACHATURIAN, 1984; LANDFIELD & PITLER, 1984;
GIBSON et al., 1986), alguns pesquisadores sugeriram que alteracées em processos
dependentes de Ca?* durante o envelhecimento poderiam afetar o processo de
sinalizacdo de Ca* e, conseqiientemente trazer prejuizos & plasticidade neuronal.
Desta forma, alteracbes na comunicagdo neuronal representariam impactos
negativos na cogni¢cdo e memoria.

Nos ultimos anos, varios aspectos de sinalizagdo e regulagéo intracelular de
Ca® tém sido estudados durante o envelhecimento cerebral. Mecanismos como
captacao e liberacdo de Ca* pelo reticulo endoplasmatico, influxo associado com a
membrana plasmatica e remogdo de Ca®" intracelular estariam associadas a

alterag6es na fungao sinaptica e declinio cognitivo (KELLY et al., 2006).

1.3 Alteracoes plasticas decorrentes do exercicio fisico

O exercicio fisico pode se tornar um importante implemento no estilo de vida,
pois, esta relacionado a uma reducédo da ansiedade e depressdao (MARTINSEN et
al., 1985), melhora do humor (FOLKINS & SIME, 1981), reducao do déficit cognitivo
(STEWART et al., 2001), aumento da plasticidade sinaptica, diminuicdo dos efeitos
deletérios do envelhecimento (VAYNMAN & PINILLA, 2005) e controle de algumas
patologias do sistema nervoso como Alzheimer (YU et al., 2006) e epilepsia (ARIDA
et al., 1998/1999/2003/2004/2007).
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Estudos mostram que a atividade fisica pode conduzir a uma proliferacao de
células precursoras neurais, (VAN PRAAG et al., 1999; JACINI et al., 2004),
proporcionando regeneracdo de terminagbes axoniais de neurdnios danificados
(MOLTENI et al, 2004), além de ter um importante papel na reducédo da
vulnerabilidade de neur6nios dopaminérgicos a agentes agressores (SMITH &
ZIGMOND, 2003). Animais de laboratério que sao submetidos ao exercicio fisico
regular desenvolvem novos neurdnios na regiao do hipocampo, quando comparados
com animais inativos (VAN PRAAG et al., 1999; GAGE, 2002).

Tem sido também observado que o exercicio fisico voluntario em roda facilita
a recuperacao de lesbes neuronais, melhora a fungdo cognitiva, promove fatores
neurotréficos associados a sobrevivéncia de células progenitoras, diferenciacédo e
elevacdo da memdéria 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 nimero de neurdnios no giro
denteado e melhora no teste de memoéria (water maze), quando comparados com
ratos controle da mesma idade.

Jacini et al., (2004) observaram que os exercicios fisicos proporcionam um
aumento significativo no numero de células BrdU positivas (um marcador de divisédo
celular) no hipocampo, tanto em animais que realizam atividade voluntaria quanto
em atividade forgcada. Arida e colaboradores (2004) mostraram um aumento do
namero de células parvalbumina-positivas no hilo do giro denteado em exercicio
voluntario e forgado, indicando a viabilidade do método de exercicio fisico forgado.
Foi demonstrado também que os ganglios sensoriais dos animais submetidos ao
exercicio fisico, apresentam alteracao de fatores neurotréficos e sinapses entre o 3°
e o 7° dia de exercicio fisico, quando comparados com animais sedentarios
(MOLTENI et al., 2004).

Embora a literatura relate varias alteragcbes no SNC, os mecanismos
moleculares pelo qual o exercicio influenciaria na plasticidade, ou seja, na
estruturagcéo e na fungéo 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 regulagdo da expressdo de neurotrofinas estd claramente
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ligada a atividade neuronal (BOATELL et al., 1992; GALL, 1993; LAUTERBORN et
al., 1994). Estudos prévios tém mostrado que ratos com acesso a atividade
voluntéria em roda, apresentam um aumento da expressdo de BNDF no hipocampo
(NEEPER et al., 1995).

A atividade neuronal e interagcbes de neurotransmissores controlam a
expressdo do BDNF no hipocampo, sendo que varios neurotransmissores
modulatérios que convergem para neurbnios glutamatérgicos, incluindo a
acetilcolina, GABA e monoaminas, podem afetar a expressao de BDNF (COTMAN &
BERCHTOLD, 2002). O septo medial, sendo a origem de aferéncias colinérgicas e
GABAérgicas do hipocampo, poderia participar da “upregulation” do BDNF em
resposta ao exercicio fisico. Vanderwolf (1969) mostrou que a atividade voluntaria
em roda ativava um padrdo de disparo persistente (conhecido como ritmo teta) no
hipocampo de rato, e esse padrdo de disparo era dependente de neurbnios
colinérgicos e GABAérgicos do septo medial.

A relagéo entre exercicio fisico e fungdo cognitiva ainda nao esta totalmente
esclarecida, porém uma hip6tese € que a atividade fisica pode minimizar o declinio
da funcéo cardiovascular associada com hipdxia cerebral e consequiente declinio
cognitivo (LAUTENSCHLAGER et al., 2004). Um aumento da oxigenagao no cérebro
estimula e protege o sistema nervoso central (DISHMAN, 1985). Colcombe et al.
(2004) demonstraram que o aumento da aptiddo cardiovascular influenciou na
melhora da plasticidade cerebral em ratos idosos, com aumento da atividade
metabdlica nas regides pré-frontal e cortico-parietal.

Os estudos dos fatores de crescimento neuronal, exercicio fisico e funcao
cognitiva sdo de grande interesse para determinar a influéncia do exercicio sobre a
plasticidade cerebral. Alguns autores tém sugerido que a expressao de calbindina e
a parvalbumina (PV), poderia ter um efeito protetor e de aumento de resisténcia a
lesdo excitotoxica (SLOVITER, 1989; FERRER et al.,, 1994). O unico estudo que
analisou a expressdo da calbindina induzida pelo exercicio fisico, demonstrou um
aumento no numero de neurénios calbindina-positivos nas células granulares do giro
denteado e nas regides de CA1 e CA3 de ratos ap6s atividade locomotora em roda
(EILAM, et al., 1999).

Com relacdo a PV, além de ser encontrada aumentada em animais adultos
que realizam exercicio fisico (ARIDA et al., 2004), sua expressao também é maior
em animais que foram tratados com vitamina D (VIRAGH et al., 1989). O mesmo néo
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acontece com animais com esquizofrenia, onde é encontrada uma redugao de pelo
menos 50% de neurbnios dos corpos mamilares e interneurdnios gabaérgicos
imunoreativos a PV (BERNSTEIN et al., 2007). Estudos tém comprovado a eficacia
da PV como marcador neuronal, sendo util para uma variedade de sistemas e
circuitos funcionais cerebrais (HEIZMANN, 1992). Suas principais fun¢des séo a de
protecao, transporte de Ca2’, regulagédo de varios sistemas enzimaticos (HEIZMAN,
1992) e modulacgao da plasticidade sinaptica de curto prazo (CAILLARD et al., 2000)
Considerando que o processo de degeneracao celular € acompanhado de prejuizos
na homeostase de Ca2", foi postulado um papel protetor para as (CaBP) que se
ligam a certas populagdes de neurdnios (HEIZMAN, 1992). Existe a hip6tese de que
as CaBP sdo componentes necessarios para a manutencdo da homeostase do
célcio, evitando a ocorréncia de morte nas células onde se encontram presente
(SLOVITER, 1989; FERRER et al.,, 1994). A auséncia da homeostase do caélcio
neuronal pode ser a causa de muitas doengas degenerativas encontradas em ratos
idosos (KELLY et al, 2006). Estudos prévios tém mostrado um aumento da
marcacao de PV na formacao hipocampal em ratos submetidos ao exercicio fisico
voluntario e forcado (ARIDA et al.,, 2004), assim como em ratos com epilepsia
(ARIDA et al., 2007).

Tendo em vista que o exercicio fisico provoca alteragbes plasticas na
formagao hipocampal utilizando a PV como marcador desta plasticidade torna-se
importante verificar as possiveis alteragdes nos diferentes estagios de vida do
animal (2, 6 12, 18 meses), ap6s um programa de treinamento fisico aerobio forgado
em esteira rolante (30 dias).
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2 OBJETIVO

Determinar as possiveis alteracbes da expressdao da PV na formacéao
hipocampal de ratos com diferentes idades submetidos ao um programa de exercicio

fisico forcado aerdbio em esteira rolante.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados para o estudo ratos albinos da raca Wistar, machos, com
idade de 2, 6, 12 e 18 meses provenientes do biotério central da Universidade de
Mogi das Cruzes (UMC). Os animais ficaram alojados em grupo de até 4 ratos, em
gaiolas apropriadas, onde tiveram livre acesso a agua e comida. As condi¢cées 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 separados por idades (2, 6, 12, 18 meses) e subdivididos em
2 grupos: grupo (A) - controle e grupo (B) - treinamento fisico. 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
determinar uma medida de treinabilidade dos animais, uma escala de desempenho
na esteira de 1 a 5, classificada por Dishman e col. (1988) onde, 1. o animal se
recusa a correr, 2. corrida sem constancia (corre e para ou corre em diregao 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), foi
realizada. Os animais com uma classificacao igual ou superior a 3 foram incluidos no
grupo de treinamento fisico. Este procedimento é usado para excluir possiveis niveis
diferentes de estresse entre os animais. Os animais foram familiarizados com a
esteira rolante por 3 dias durante 10 min/dia. O programa de treinamento aerébio
consistiu de 30 sessdes em esteira rolante, 7 vezes por semana com intensidade do
exercicio (60% VO, max) de acordo com parametros prévios utilizados em estudo
anterior (Arida e col. 1999). Cada sessdo de treinamento iniciou-se com um
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aquecimento de 5 min a 10-12 m/min. O tempo e a velocidade de corrida foram

aumentados gradativamente durante os dias subsequentes.

3.3 Preparacao do tecido

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico 75mg/kg (i.p.) e
submetidos a perfusdo transcardiaca com tampéo fosfato salina (PBS pH 7,4)
contendo heparina. A seguir, essa solucao foi substituida por paraformaldeido 4%
em PBS. Os cérebros foram removidos imediatamente e deixados por 4 horas na
solucéo fixadora de paraformaldeido 4% e depois foram colocados em uma solu¢ao
sacarose 30% em PBS a 4°C. Apos 48 horas, esses cérebros foram cortados num
vibratomo (LEICA) em fatias de 40um.

3.4 Imunohistoquimica

Para o processo imunohistoquimico, as fatias foram embebidas em solucao
de perdxido de hidrogénio 0,1% por 30 minutos, para o bloqueio da atividade das
peroxidases endogenas do tecido, que seriam responsaveis por uma marcacao
inespecifica. A seguir, as fatias foram lavadas em Tris HCL e TRITON X-100 10%,
objetivando-se a permeabilizacao celular. Em seguida, as fatias foram incubadas em
solucao de soro albumina 0,1% durante 90 minutos a temperatura ambiente, a fim de
evitar reagdes inespecificas. Posteriormente, os cortes foram incubados em solucao
contendo o anticorpo primario anti-Parvalbumina na diluicio adequada a
temperatura de 4°C ao longo da noite. A seguir, as fatias foram colocadas na
solugcéo contendo o anticorpo secundario biotinilado, na diluicdo 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 solugéao
do kit ABC por 90 minutos e depois foram reveladas com diaminobenzidina (DAB)
0,06% em Tris-HCI 0,05M pH 7,4 e perdxido de hidrogénio 1ul/ml. O DAB é um
substrato cromégeno da enzima peroxidase, que confere ao sitio onde se encontra

uma cor castanho-amarelada ao sofrer a acdo dessa enzima, permitindo a
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visualizagdo da imunomarcacgdo. Por fim as fatias foram montadas, desidratadas,

diafenizadas e cobertas com laminulas, usando-se Entellam (MERK).

3.5 Analise dos dados

Apos esses procedimentos, as laminas de todos os grupos foram analisadas
qualitativamente e quantitativamente em microscopio éptico por dois pesquisadores.
A andlise qualitativa da expressao de células imunorreativas a PV foi realizada nos
subcampos CA1-CA3 e hilo do giro denteado do hipocampo dorsal. A quantificagéo
de fibras foi realizada no hilo do giro denteado (X400) usando um programa de
imagem (image tool-UTHSCSA). Para analise estatistica entre os grupos controle e
experimental utilizamos a comparacao das médias através do teste t ndo pareado e

para analise das diferentes idades utilizamos o teste de analise de variancia ANOVA.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise qualitativa

A expressdo da PV na formacao hipocampal foi analisada qualitativamente
em todos os grupos. Foi observado um aumento da expressdao de células
imunorreativas a PV nas regides de CA1, CA3 e hilo do giro denteado; e de fibras no
stratum radiatum de CA1 (figura 1), CA3 (figura 2) e hilo do giro denteado (figura 3),
dos grupos de 2 (figura 1 e 2 E), 6 (figura 1 e 2 F), 12 (figura 1e 2 G) e 18 meses
(figura 1 e 2 H) que realizaram um programa de exercicio fisico forcado quando
comparadas com as mesmas regides do grupo controle de 2 (figura 1 e 2 A), 6
(figura1 e 2B), 12 (figura 1 e 2 C) e 18 meses (figura 1e 2 D).



Figura 2: Fotomicrografias de células imunorreativas a PV na regido CA1 e fibras na regido do
stratum radiatum de CA1. Animais controle 2 (A), 6 (B), 12 (C) e 18 meses (D) (N=5) e exercicio
forgado 2 (E), 6 (F), 12 (G) e 18 meses (H), (N=5) (Do autor).
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Figura 3: Fotomicrografias de células imunorreativas a PV na regido CA3 e fibras na regido do
stratum radiatum de CA3. Animais controle 2 (A), 6 (B), 12 (C) e 18 meses (D) (N=5) e exercicio
forgado 2 (E), 6 (F), 12 (G) e 18 meses (H). (N=5) (Do autor).
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Figura 4: Fotomicrografias de células imunorreativas a PV e fibras na regido do hilo do giro

denteado. Animais controle 2 (A), 6 (B), 12 (C) e 18 meses (D) (N=5) e exercicio for¢ado 2 (E), 6
(F), 12 (G) e 18 meses (H). (N=5) (Do autor)
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4.2 Analise quantitativa

Foi observado um aumento significativo (p < 0.05) na marcacgao de fibras de
células PV-positivas na regidao do hilo do giro denteado nos animais do grupo
treinamento fisico quando comparado com os animais do grupo controle em todas as
idades, ndo apresentando alteracées significativas quando correlacionadas as

diferentes idades do mesmo grupo.
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Figura 5: Comparacgao do percentual de densidade de fibras de células PV-positivas na regiao do hilo
do giro denteado dos grupos controle e exercicio forgado com 2, 6, 12 e 18 meses de idade (Do
autor).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que o exercicio fisico moderado em esteira, leva a
alteracdes na marcacao de fibras e células que expressam PV nas regides de CA1,
CAS e hilo do giro denteado em diferentes idades. Nossos estudos sugerem que a
PV pode ser um marcador util para o estudo de mudancas relacionadas ao exercicio
fisico.

O exercicio fisico em esteira tem sido relacionado com o aumento da
proliferagdo celular no giro denteado (Kim et al. 2004). Essa regidao é de grande
importéncia, pois na zona subgranular, encontram-se células progenitoras
mitoticamente ativas, sendo estas capazes de gerar novos neurdnios durante a fase
adulta (LOIS & ALVAREZ-BUYLLA, 1994; GOUD et al., 1997; 1998; ERIKSON et al.,
1998). A proliferacdo de novas células no giro denteado € conhecida por representar
um papel de destaque no processo de aprendizagem (LEMAIRE et al., 2000). Outro
estudo também demonstrou que ratos que realizaram exercicio fisico em esteira por
um periodo de 7 dias apresentaram um aumento na expressao de potenciais de
longo-prazo (LTP) e fatores neurotréficos (BDNF) no giro denteado, melhorando
assim sua atencao e memoria (GALLAGHAN et al., 2007)

Apesar de ter sido encontrada em nosso estudo alteragdes em todos os
grupos com diferentes idades que realizaram exercicio fisico, 0 mesmo nao
aconteceu quando avaliamos a evolugédo da idade dentro de um mesmo grupo. Em
contraste, outros estudos que avaliaram a expressao de fatores neurotréficos como
BDNF decorrentes do exercicio voluntario por 28 dias (ADLARD et al., 2005) e
proliferacao celular decorrente de exercicio forcado durante 5 dias (KIM et al 2004),
tem encontrado uma diminuicdo desses fatores relacionadas ao processo de
evolucdo da idade. Com relagdo aos niveis basais do grupo controle, um estudo
demonstrou que as concentragdes da proteina BDNF ndo variam significativamente
com a idade (ADLARD et al., 2005). O mesmo padrao de variagao foi encontrado em
nosso trabalho utilizando a proteina PV. Em outro estudo os niveis de BDNF
apresentaram-se aumentados entre 2 e 6 meses de idade, mas mantidos até os 18
meses de idade (NRISAWA-SAITO & NAWA, 1996).

Um estudo mostra que as alteragdes plasticas cerebrais provocadas pelo

exercicio em esteira podem estd moduladas pela intensidade e duragéao do exercicio
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(KIM et al., 2003). Em outro estudo, o aumento na marcagéo de fibras no hilo do giro
denteado em animais submetidos a exercicio voluntario em roda € significativamente
maior do que o observado apos o exercicio forcado em esteira (ARIDA et al., 2004).
Animais que realizam exercicio em esteira em baixa intensidade apresentam um
namero maior de células BrDU- positivas no giro denteado, quando comparado com
animais que realizam exercicio em alta intensidade, sendo o pico de proliferacao
celular alcangado durante o sétimo dia de exercicio (KIM et al., 2003).

Em estudo realizado por ADLARD et al., (2005), animais jovens, adultos e
idosos que realizaram corrida voluntaria por um periodo de 7 dias, apresentaram os
mesmos niveis de BDNF, embora os animais jovens tenham percorrido distancias
maiores do que os demais. Com o passar dos dias, estes animais jovens
permanecem correndo distancias maiores e mantém seus niveis de BDNF
aumentados. Ja os animais adultos e idosos mantém suas distancias percorridas e
diminuem seus niveis de BDNF, passando a ndo apresentar diferengas significativas
guando comparados com 0s animais controles. Esta discrepancia de dados pode ser
atribuida a protocolos diferentes de exercicio. Provavelmente, o tipo de estimulo
fisico pode interferir neste processo.

Os resultados presentes neste estudo demonstram que a marcacgao de fibras
no hilo do giro denteado de animais submetidos a exercicio fisico em esteira é
significativamente maior do que os animais controles em todas as idades, e que a
evolucao da idade nao representou um fator de grande importancia. Um interesse
maior no estudo desta regido se faz necessario, principalmente porque estudos
prévios tém mostrado que neurotransmissor como N-metil-D-aspartato (NMDA),
crises epilépticas, isquemia, ambiente enriquecido e exercicio fisico também
contribuem para o aumento da proliferacdo de células granulares precursoras e
neurogénese no giro dentado (CAMERON et al., 1998; KEMPERMANN et al., 1997;
PARENT et al., 1998).

Outros fatores sao conhecidos por inibir a taxa de producao de novas células
no giro denteado. O estresse induzido pelo exercicio de alta intensidade assim como
o envelhecimento sdo conhecidos por diminuirem drasticamente essa taxa (KUHN,
1996; BORER, et al., 1992), além de provocarem perda neuronal no hilo do giro
denteado (WEST et al., 1994). O aumento na secre¢cdo de glucocorticbides, como
cortisol e corticosterona que suprime a neurogénese no DG sao sugeridos como

mecanismo subjacente da diminuigcdo da proliferagdo celular relacionada com o
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estresse e a idade (CAMERON, 1999; GOULD et al., 1992). Desta forma para que o
exercicio funcione como um mecanismo positivo para o SNC é interessante que seja
realizado em intensidade baixa ou moderada (KIM et al., 2003), podendo
proporcionar assim uma redugado dos niveis de estresse e uma diminuigcdo dos
efeitos deletérios do envelhecimento (KIRALY, 2005; VAYNMAN & PINILLA, 2005).
Embora nossas experiéncias ndao permitam identificar se o aumento na
expressao de PV acontece em novos neurbnios ou em neurbnios preexistentes,
estes resultados sugerem que respostas plasticas no cérebro ocorrem em todas as
idades avaliadas em funcdo de um programa de exercicio fisico moderado em

esteira.
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