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Resumo

O modelo de epilepsia induzida por pilocarpina em camundongos reproduz a
Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) em humanos. Animais submetidos a indugdo de status
epilepticus apresentam alteracdes comportamentais, eletroencefalogréficas e lesdo neuronal
compativeis com esta condicdo. Estudos recentes relatam relevantes efeitos positivos da
pratica de atividade fisica sobre o sistema nervoso tanto em humanos como em modelos
animais. Dentre estes efeitos figuram o aumento da sobrevivéncia neuronal e da resisténcia
cerebral a diferentes insultos, promog¢do da angiogénese, estimulo da neurogénese,
fortalecimento da potenciagao de longa duragdo no hipocampo, melhora da aprendizagem e
memoria e contribui¢do para a manutencdo da fungdo cognitiva durante o envelhecimento.
Todos estes efeitos conferem a atividade fisica um grande potencial neuroprotetor. Além
disso, foram relatados beneficios decorrentes desta intervengdo ambiental diretamente em
pacientes com epilepsia e em animais submetidos a epilepsia induzida. Contudo, ndao ha
dados na literatura sobre o possivel efeito neuroprotetor da atividade fisica no modelo de
epilepsia induzida por pilocarpina em camundongos. Assim sendo, o presente estudo teve
por objetivo investigar os efeitos da atividade fisica voluntaria cronica sobre a perda
neuronal no hipocampo e suas conseqiiéncias na fun¢do mnemonica de camundongos
submetidos a este modelo experimental. Trinta e dois camundongos Swiss foram divididos
em quatro grupos experimentais (n=8): Sauddvel Sedentario (SS), Saudavel Corredor (SC),
Epiléptico Sedentario (ES) e Epiléptico Corredor (EC). Quarenta e oito horas apds a
inducdo do status epilepticus, ou sua simulacdo, foi proporcionado aos animais dos grupos
corredores (SC e EC) o acesso a uma roda de atividade instalada em suas respectivas
gaiolas por um periodo de 28 dias. Apds este periodo os animais foram testados no labirinto
aqudtico de Morris para avaliacdo da memoria de referéncia espacial. Ao final dos testes os
animais foram perfundidos com paraformaldeido (4% em tampdo fosfato) e os cérebros
removidos e processados para inclusdo em parafina. Foram entio obtidos cortes frontais do
cérebro (8um) para avaliacdo da extensdo da lesdo tecidual (coloracdo de Nissl), da
presenca de neurdnios em degeneracao (Fluoro Jade B) e da proliferacdo celular (PCNA)
na formacdo hipocampal dorsal. Os animais dos grupos SS e SC ndo apresentaram lesdo
neuronal ou neurodegeneracdo, como esperado; também ndo diferiram entre si na
proliferacdo celular e no teste de memoria de um modo geral. Os animais dos grupos ES e
EC apresentaram lesdo neuronal e neurodegeneracdo, ndo sendo constatadas diferencas
entre sedentdrios e corredores. Por outro lado, os animais ES revelaram maior proliferagao
celular comparados aos EC. Os animais do grupo EC apresentaram desempenho
significativamente melhor nos testes de memodria quando comparados aos animais ES.
Assim, nossos dados revelaram que, a despeito de ndo ter ocorrido protecao contra lesao
histolégica, a atividade fisica melhorou significantemente o desempenho dos animais
submetidos ao status epilepticus no teste do labirinto aquético de Morris, indicando que
mesmo apods lesdo neuroldgica a atividade fisica promove melhora funcional. Acreditamos
que tal melhora pode ser atribuida a mecanismos moleculares relacionados a plasticidade
neuronal, que nao foram identificados pelas técnicas utilizadas no presente estudo.
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Abstract

Pilocarpine-induced epilepsy in mice is an experimental model of the Temporal
Lobe Epilepsy (TLE). Status epilepticus determined by pilocarpine adminstration leads to
behavioral and electroencephalographic changes and neuronal damage similar to those
observed in TLE. Recently, it has been shown that physical activity exerts neuroprotective
effects, such as increase in neuronal survival, angiogenesis and neurogenesis; resistance to
brain injuries, strengthening of the long term potentiation (LTP), improvement of memory
and learning; and preservation of cognitive function during aging process. Particularly,
physical activity also plays a positive role in epileptic patients and animals. However, there
are no reports regarding the neuroprotective action of physical activity on the pilocarpine
model of epilepsy in mice. In the present work, we studied the effects of the voluntary
physical activity on hippocampal neuronal loss and mnemonic function of mice after the
pilocarpine-induced status epilepticus. Thirty-two Swiss mice were assigned to four
experimental groups (n=8): Normal Sedentary (NS), Normal Runner (NR), Epileptic
Sedentary (ES) and Epileptic Runner (ER). Forty-eight hours after the status epilepticus or
its simulation the animals of the runner groups (NR, ER) had access to a running wheel for
28 days. After that, the mice were submitted to the Morris Water Maze test for the
evaluation of the spatial memory. Finally, the mice were perfused with paraformaldehyde
(4% in phosphate buffer), the brains were dissected and processed for paraffin embedding.
Frontal sections (8um) were serially cut and used for analysis of histologic damage (Nissl
staining),  degenerating neurons (Fluoro Jade B) and cell proliferation
(immunohistochemistry for PCNA) of the dorsal hippocampal formation. Mice of the NS
and NR groups showed neither neuronal damage nor neurodegeneration. In addition, these
groups were similar to each other in the Morris Water Maze test and exhibited comparable
immunostainig patterns for PCNA. In contrast to the previous groups, in ES and ER groups
neuronal damage and neurodegeneration were observed and equivalent. However, cell
proliferation was higher in ES than in ER. Animals of the ER group had better performance
in the Morris Water Maze test compared to ES mice. In conclusion, our results show that
physical activity improved significantly the spatial memory of mice that had status
epilepticus induced by pilocarpine, despite of having not changed the morphological
evidence of neuronal damage. We believe that such improvement might be attributed to
molecular mechanisms related to neuronal plasticity, which were not identified by the
techniques we used in the present investigation.
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1. Introducao

Epilepsia, conceito e caracteristicas

A epilepsia € admitida hoje como sendo um grupo de doencas que t€m em comum
crises epilépticas que ocorrem na auséncia de condi¢do toxico-metabdlica ou febril. Tais
crises sao eventos clinicos que refletem disfuncio tempordria de um conjunto de neurdnios de
parte do encéfalo (crises focais), ou de drea mais extensa envolvendo simultaneamente os
dois hemisférios do cérebro (crises generalizadas). Os sintomas das crises dependem de quais
regides cerebrais estdo envolvidas. Contudo, tais crises advém do desencadeamento de uma
atividade elétrica anormalmente intensa, sincrona e transitoria das c€lulas nervosas. Por outro
lado, considerando-se as diversas formas clinicas de epilepsia, acredita-se que no ambito
celular os mecanismos indutores das crises sejam varios (GUERREIRO et al., 2000).

A classificacdo das epilepsias e sindromes epilépticas baseia-se nas semelhangas, no
tipo de crise, idade de inicio, sinais clinicos associados, histérico familiar, dados neurolégicos
e prognoéstico. Assim, sdo descritos vdrios tipos diferentes de epilepsias e sindromes
epilépticas, que constam do quadro de classificacdo internacional. Destaque-se que gracas a
melhor caracterizagdo clinico-video-eletroencefalogrifica e ao conhecimento da histdria
natural de muitas formas clinicas, se tornou possivel nos ultimos anos a identificacdo de
sindromes e sub-sindromes como as epilepsias de lobo temporal (ELT), frontal, parietal e
occipital (GUERREIRO et al., 2000).

A ELT possui alta prevaléncia e, embora na maioria dos casos se inicie na infancia,
pode manifestar-se em qualquer idade, sendo relativamente resistente ao tratamento
medicamentoso. Aproximadamente 50% dos adultos com epilepsia apresentam ELT e o

controle completo das crises através de tratamento clinico ocorre em menos da metade desses



pacientes. Manifesta-se, geralmente, por crises parciais simples e complexas recorrentes,
sendo pouco freqiientes as crises com generalizacdo secunddria (crises tonico-clonicas). A
forma mais comum de ELT ¢ aquela cujos principais sintomas sao gerados
predominantemente pelo acometimento de estruturas mesiais do lobo temporal. Pacientes
com ELT freqlientemente apresentam histérico familiar de epilepsia e antecedente de
convulsdo febril prolongada na infincia. E comum existir um perfodo silencioso, sem
ocorréncia de crises ou com crises de ficil controle; esta fase se estende das manifestagoes
iniciais até o periodo no qual ocorrem crises espontaneas freqiientes ou refratirias a
medicacdo (ENGEL, 1989; GUERREIRO et al., 2000).

Um fendmeno clinico bastante comum em pacientes com epilepsias mesiais do lobo
temporal € a ocorréncia da aura imediatamente antes do inicio da crise propriamente. A aura
consiste em sintomas autondmicos, como mal estar epigéstrico, e psiquicos incluindo
emocdes como o medo, podendo ocorrer ainda sensagdes olfatérias ou gustativas. As
manifestacdes comportamentais decorrentes de crises parciais complexas geralmente iniciam-
se com parada de atividade e olhar fixo, sendo comuns automatismos oroalimentares. As
crises geralmente duram de 1 a 2 minutos. Apds a remissdo da crise o paciente pode
apresentar desorientacdo, amnésia do evento, déficit de memoria recente e afasia se as crises
atingiram o hemisfério dominante (ENGEL, 1993; GUERREIRO et al., 2000).

A ELT € a sindrome epiléptica mais estudada tanto clinicamente quanto no ambito
experimental. Esta importancia se deve a alta prevaléncia e a resisténcia ao tratamento
medicamentoso, como ja mencionado. Caracteristica peculiar da ELT € a sua associagdo com
esclerose mesial temporal, que consiste na reducdo da densidade neuronal com um padrdo
caracteristico, envolvendo predominantemente as regides CA1, CA3, CA4 e giro denteado da

formacdao hipocampal. A esclerose mesial temporal também pode atingir, em um grau



variavel, outras estruturas do lobo temporal como amigdala, tncus e giro parahipocampal
(BABB e BROWN, 1987; GLOOR, 1991; MEENCKE e VEITH, 1991; CENDES e
KOBAYASHI, 2000). A avaliacdo neuropsicolégica do paciente com ELT pode revelar
distirbios de memoria; essa disfuncdo tende a ser progressiva e € proporcional ao grau de

atrofia das estruturas mesiais, sobretudo do hipocampo (CENDES e KOBAY ASHI, 2000).

Modelo de epilepsia induzida por pilocarpina

Os modelos experimentais sdo importantes para a busca da melhor compreensao da
fisiopatologia das epilepsias. Diversos modelos animais que reproduzem a ELT foram
desenvolvidos em mamiferos fornecendo dados comportamentais, eletroencefalograficos e
histologicos compativeis com esta condi¢do em humanos (LOTHMAN et al., 1995; ENGEL,
1996; ISOKAWA, 1997; SANABRIA ¢ CAVALHEIRO, 2000). Nestes modelos se faz a
inducdo inicial do status epilepticus (SE) por meio de agentes farmacoldgicos ou por
estimulacdo elétrica. Nos modelos denominados agudos, o animal apresenta crises
convulsivas somente durante a vigéncia do agente indutor, enquanto que nos modelos
cronicos as crises recorrem a intervalos variados de tempo apds a inducdo, podendo
acompanhar toda a vida do animal (SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000).

Dentre os modelos crénicos, nos quais ocorrem crises recorrentes espontaneas, 0O
modelo induzido pela administragdo da pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico, em
ratos e camundongos reproduz com grande fidelidade a ETL humana (CAVALHEIRO, 1995;
CAVALHEIRO et al., 1996). A injecdo intraperitonial de 300-380mg/kg de pilocarpina
nesses animais induz uma série de alteracdes comportamentais e eletroencefalogréficas
indicativas de atividade epiléptica automantida. Apds a administracdo da droga os animais

apresentam status epilepticus (SE), caracterizado pela gradual manifestacdo de fendmenos



epilépticos, que pode durar 24 horas (fase aguda). Apos este periodo, segue-se uma fase
silenciosa, com duracdo de 4 a 44 dias, durante a qual ha um retorno progressivo ao quadro
comportamental e eletroencefalografico normal. Finalmente, com a ocorréncia da primeira
crise espontanea, inicia-se a fase cronica, na qual as crises ocorrem com uma freqiiéncia de 2
a 15 por més, por toda a vida do animal (CAVALHEIRO, 1995; CAVALHEIRO et al., 1996;
SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000).

Acredita-se que o efeito epileptogénico agudo da pilocarpina seja inicialmente
decorrente do bloqueio de correntes de potdssio, promovido pela ativacdo de receptores
muscarinicos, que leva a facilitacdo para a descarga de salvas de potenciais de acdo pelos
neur6nios hipocampais (BERNADO e PRINCE, 1981). Este mecanismo poderia levar a
ativacdo secunddria do sistema glutamatérgico e, conseqiientemente, a uma excitotoxicidade
na formac¢ao hipocampal e em outras estruturas (TURSKI, et al., 1984).

Estudos anatomopatoldgicos desse modelo evidenciam importantes alteracdes do
tecido nervoso similares ao que se observa em humanos, sendo que diferentes estruturas
neurais sao atingidas, tais como a formacdo hipocampal, o complexo amigdaldide, o cortex
entorrinal e o neocértex (TURSKI et al., 1983a, 1984). Tais alteracdes correspondem a
anormalidades dendriticas e axonais acompanhadas da perda de neurdnios, reacdo glidtica,
reorganizacao sindptica e neurogénese no giro denteado (CLIFFORD et al., 1987; MELLO et
al., 1992; PARENT et al., 1997). A perda neuronal é principalmente evidente na regido
hipocampal CA1 e CA3 e no hilo do giro denteado, embora também ocorra em outras regides
encefalicas (TURSKI et al., 1983b). Diversos estudos sugerem que a morte neuronal no hilo
do giro denteado seja um passo importante para o desencadeamento de uma reorganizacio
sindptica local determinando a ocorréncia de crises recorrentes. Uma hipdtese sugere que

com a morte de neurdnios hilares (células musgosas) que normalmente projetam axonios para



o campo dendritico das células granulares, ocorre um rearranjo nas conexoes locais. Tal
evento € caracterizado pelo brotamento (sprouting) de fibras musgosas das células granulares
do giro denteado que se projetam para seu proprio campo dendritico, resultando num circuito
excitatdrio recorrente (TAUCK e NADLER, 1985; McNAMARA, 1994). Outra proposi¢ao
indica que a perda de neurdnios hilares acarreta a remoc¢do da eferéncia excitatoria desses
neurdnios sobre as células em cesto, que, por sua vez, sio GABAérgicas e exercem uma
inibicdo tOnica sobre as células granulares. Desta forma a perda da inibi¢do combinada a
aferéncia de estimulos normais leva a excessivos disparos das células granulares resultando
em hiperexcitabilidade (SLOVITER, 1994; McNAMARA, 1994). Ainda um outro
mecanismo proposto que parece contribuir para a hiperexcitabilidade e o estabelecimento da
condi¢do cronica, com crises recorrentes, seria a ocorréncia de neurogénese ectdpica de
células granulares, em funcdo das crises. Trata-se da formacdo de novas células que
migrariam para outras regides do giro denteado além da camada granular, como o hilo e a
camada molecular, onde estabeleceriam conexdes aberrantes responsdveis pela
hiperexcitabilidade (PARENT et al., 1997; PARENT e LOWENSTEIN, 2002; PARENT,
2002; RIBAK e DASHTIPOUR, 2002).

Todas estas alteracdes sao compativeis com a esclerose hipocampal e promovem
mudangas na circuitaria da formacdo hipocampal gerando uma condi¢do permanente de
hiperexcitabilidade e epileptogénese (SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000).

Estas observacdes referentes a perda neuronal no modelo experimental sao
condizentes com os dados obtidos através de mapeamento com imagem por ressonancia
magnética em humanos, demonstrando que a maioria dos pacientes com crises parciais
complexas intratdveis apresenta esclerose temporal mesial devido a atrofia e perda celular na

por¢cdo mesial da formacdo hipocampal (GUERREIRO et al.,, 2000). Assim, parece



fortemente sugestiva uma associacdo entre perda neuronal na formacdo hipocampal e o

desenvolvimento de epilepsia do lobo temporal.

Atividade fisica, plasticidade cerebral e neuroprotecao

Um moderno conceito de plasticidade cerebral foi formulado por Hebb (1949) que
postulou: “quando uma célula excita outra repetidamente, ocorrem mudancas em uma ou
ambas as células de modo que uma se torna mais eficiente em disparar a outra”. Este conceito
foi ampliado desde entdo, e o processo plastico cerebral relacionado a ele envolve diversos
substratos anatOmicos, tais como sinapses, neuritos € mesmo neurdnios inteiros (Van
PRAAG et al., 2000; COTMAN e BERCHTOLD, 2002). A plasticidade cerebral parece ser
um fendmeno estreitamente relacionado com estimulos ambientais e experiéncia, e se revela
como um processo dependente de atividade, uma vez que a estimulacdo ambiental elicia
vdrias respostas plasticas no cérebro adulto (Van PRAAG et al., 2000).

A atividade fisica € tida como um importante estimulo para a plasticidade cerebral
(KEMPERMANN et al.,, 2000). Diversos estudos recentes relatam relevantes efeitos
positivos da prética de atividade fisica sobre o sistema nervoso tanto em humanos como em
modelos animais. Dentre estes efeitos figuram o aumento da sobrevivéncia neuronal e da
resisténcia cerebral a diferentes insultos, promog¢ado da angiogénese, estimulo da neurogénese,
fortalecimento da potenciacdo de longa duracdo no hipocampo, melhora da aprendizagem e
memoria e contribuicdo para a manutencdo da funcdo cognitiva durante o envelhecimento
(ISAACS et al., 1992; GOMEZ-PINILLA et al., 1998; KRAMER et al., 1999; Van PRAAG
et al., 1999a; Van PRAAG et al., 1999b; YOUNG et al., 1999; MATTSON, 2000; CARRO
et al., 2001; LAURIN et al., 2001; TREJO et al., 2001). Todos estes efeitos conferem a

atividade fisica um grande potencial neuroprotetor. E importante destacar também que as



alteracdes estruturais e funcionais relacionadas com a estimulacdo ambiental, através da
atividade fisica, envolvem especialmente a formagdo hipocampal, estrutura cerebral
classicamente relacionada com plasticidade, aprendizagem e memoéria (SQUIRE, 1992).

Na mesma linha de argumentos, TREJO e colaboradores (2002) apontam o
sedentarismo como fator de risco para doencas neuroldgicas que envolvem morte neuronal
progressiva ou aguda. Adicionalmente, COLCOMBE et al. (2003) estabeleceram uma
correlagdo entre o nivel de condicionamento fisico aerébio e a redugdo da perda de tecido
cerebral em humanos idosos atestando, desta forma, também para o potencial efeito
neuroprotetor da atividade fisica.

Os mecanismos neurofisioldgicos subjacentes as alteracdes morfo-funcionais
observadas na formacdo hipocampal em decorréncia da atividade fisica ndo estdo
completamente elucidados. No entanto, hd fortes indicios do envolvimento de diversos
fatores neurotréficos, moléculas que através de sinalizacdo extracelular regulam a
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de células nervosas durante o desenvolvimento do
sistema nervoso central. No organismo adulto postula-se que estes fatores neurotréficos estao
envolvidos em vdrios processos moleculares da neuroplasticidade como crescimento de
dendritos, sinaptogénese, neurogénese e ainda sobrevivéncia neuronal e resisténcia a insultos
(LINDVALL et al., 1994; SCHINDER e POO, 2000; Van PRAAG et al., 2000). Diversos
trabalhos relatam que a atividade fisica promove um aumento da expressdo de vérios fatores
tréficos como o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), o Fator de Crescimento do
Nervo (NGF), o Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF-2) e um fator periférico, o Fator
de Crescimento Semelhante a Insulina I (IGF-I), elegendo-os como provéveis mediadores dos
efeitos positivos da atividade fisica sobre o cérebro (NEEPER et al., 1996; GOMEZ-

PINILLA et al., 1998; CARRO et al., 2000; Van PRAAG et al., 2000; CARRO et al., 2001;



TREJO et al., 2001; COTMAN e BERCHTOLD, 2002; ANDERSON et al., 2002; ANG et

al. 2003; VAYNMAN et al., 2004).

Atividade fisica e epilepsia

Além do referido efeito positivo do exercicio fisico sobre a perda neuronal, a
neurogénese e a funcdo cognitiva, notadamente mnemonica, foram relatados beneficios
decorrentes desta intervencdo ambiental diretamente em pacientes com epilepsia e em
animais submetidos a epilepsia induzida.

Assim, pacientes com epilepsia podem colher beneficios da participacdo em um
programa adequado de atividade fisica, respeitando-se as exigéncias especiais para esta
populagdo. Isto promoveria melhora da capacidade funcional orgéanica geral, notoriamente
creditada a pratica regular de atividade fisica, além da tendéncia a reducdo da freqii€ncia de
crises e da conseqiiente melhora psicoldgica, com diminui¢do dos niveis de depressdo,
condi¢do muito comum entre pacientes com epilepsia (NAKKEN et al., 1990; ROTH et al.,
1994). Nesta linha, um estudo realizado por ARIDA et al. (1999), utilizando o modelo
experimental de epilepsia induzida por pilocarpina em ratos, revelou efeitos benéficos do
exercicio fisico diretamente sobre a epilepsia, ndo permitindo o aumento da freqii€éncia das
crises recorrentes, comum nesse modelo experimental. Em outro trabalho YOUNG et al.
(1999), apresentaram dados demonstrando que o ambiente enriquecido, incluindo entre seus
componentes uma roda de atividade, suprimiu as crises induzidas por cainato e protegeu
contra lesdo excitotoxica.

Num outro estudo que utilizou ratos com epilepsia induzida e submetidos a um
ambiente enriquecido, também com acesso a roda de atividade, constatou-se que os animais

que se exercitavam demonstraram melhor desempenho no teste do Labirinto Aqudtico, que



avalia a capacidade de memoria espacial dos animais, além de aumentada taxa de
neurogénese no giro denteado da formagao hipocampal (FAVERIJON et al., 2002).

Os mecanismos que sustentam os efeitos positivos creditados a atividade fisica em
animais e humanos com epilepsia nao sao bem compreendidos. Atualmente as explicacdes se
limitam a proposi¢des que passam pelo envolvimento de sistemas de neurotransmissores,
cujas concentracdes cerebrais podem ser alteradas sob influéncia da atividade fisica, tais
como a noradrenalina e o GABA, que influenciariam a atividade eletroencefalogréfica
epileptogénica (ARIDA et al.,1998; ARIDA et al., 1999). Outras evidéncias indicam que
fatores neurotréficos podem afetar processos envolvidos na geracdo de crises. Acredita-se
que tais fatores modificam a excitabilidade neuronal afetando a expressdo de proteinas
receptoras de glutamato e modulando canais de sédio e cdlcio, alterando, desta forma, o
limiar de crises (YOUNG et al., 1999).

Considerando os dados até aqui referidos, parece relevante testar a hipétese de que os
beneficios da pratica regular de atividade fisica - observados em animais € em humanos com
epilepsia - possam derivar de sua propriedade neuroprotetora potencial. Nos quadros
epilépticos, tal propriedade poderia contribuir para a manuten¢do das fun¢des do hipocampo,
amenizando a hiperexcitabilidade e a freqii€ncia e severidade das crises.

Além disso, ndo hd dados na literatura sobre o possivel efeito neuroprotetor da
atividade fisica no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina em camundongos. Assim
sendo, o presente estudo teve por objetivo investigar os efeitos da atividade fisica voluntéria
cronica sobre a perda neuronal no hipocampo e suas conseqiiéncias na fungao mnemonica de

camundongos submetidos a este modelo experimental.



2. Objetivos

Geral

Investigar o efeito da atividade fisica voluntdria sobre as conseqiiéncias do status
epilepticus induzido pela pilocarpina em camundongos.

Especificos

1. Comparar o volume de atividade fisica voluntdria de camundongos normais e de
camundongos que tiveram status epilepticus.

2. Avaliar o efeito da atividade fisica voluntiria sobre a memodria espacial de
camundongos que tiveram status epilepticus, por meio do teste do labirinto aquatico

de Morris.

3. Investigar se atividade fisica voluntdria altera o padrdao da lesdao hipocampal de
camundongos provocada pelo status epilepticus.

4. Avaliar o efeito da atividade fisica voluntdria sobre a degeneracdo neuronal na
formacao hipocampal dorsal de camundongos provocada pelo status epilepticus.

5. Avaliar o efeito da atividade fisica voluntéria sobre a prolifera¢do celular no giro
denteado de camundongos induzidos ao status epilepticus.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com idade de dez a doze semanas, pesando
entre 30 e 45 gramas, fornecidos pelo Laboratério Regional de Apoio Animal (LARA/MA,
Campinas). Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos em condig¢oes
controladas de luz, com ciclo 12:12 horas de claro-escuro, e temperatura (21°C), recebendo dgua e
racdo ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos: sauddvel sedentdrio (SS), saudéavel corredor

(SCO), epiléptico sedentdrio (ES) e epiléptico corredor (EC), sendo cada grupo formado com 8 animais.

3.2 Inducio do status epilepticus

Os animais pertencentes aos grupos ES e EC foram submetidos a inducdo do status epilepticus
(SE). Em tal procedimento os camundongos receberam inicialmente metilescopolamina 0,01% na
dose de Img/kg (s.c.), visando minimizar os efeitos colinérgicos periféricos da pilocarpina. Apos
trinta minutos foi administrada pilocarpina 4%, em dose unica de 340 mg/kg (i.p.) € monitorada a
ocorréncia do status epilepticus em cada animal. O SE € definido como crises clonicas generalizadas e
ininterruptas persistindo por um periodo minimo de 30 minutos antes de seu término espontaneo
(OLNEY et al.,1983; TURSKI et al., 1983b; CAVALHEIRO et al., 1991; SANABRIA E

CAVALHEIRO, 2000).
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Depois da administracdo das drogas os camundongos foram continuamente observados.
Imediatamente ap6s o inicio do SE os animais foram monitorados por um periodo de 6 horas. Somente
aqueles que apresentaram SE ininterrupto durante 6 horas foram incluidos nos grupos experimentais.

Os animais pertencentes aos grupos SS e SC receberam duas doses de solugio salina (NaCl

0,9%) em substitui¢do as drogas aplicadas aos animais dos outros grupos experimentais.

3.3 Condicoes de atividade fisica

Imediatamente apds a inducdo do SE os animais foram transferidos para gaiolas padrdo de
camundongo (29x18x12cm), sendo mantido um animal por gaiola. Os animais dos grupos sedentérios
(SS e ES) permaneceram nestas condigdes até o final do periodo de sobrevida. Quarenta e oito horas
apds a indugdo do SE, os animais dos grupos corredores (SC e EC) foram transferidos para gaiolas
individuais, com dimensdes de 40cm de comprimento, 32cm de largura e 16cm de altura, equipadas
com uma roda de atividade para pequenos animais, a qual tinham livre acesso. Esta roda tinha curso
livre e a atividade dos animais foi avaliada através de um conta-giros eletronico instalado no eixo da
mesma (Figura 1). O conta-giros estava conectado a um sistema de registro automatizado, desenvolvido
especificamente para esse fim, sendo computado o volume da atividade fisica (VAF) dos animais
durante 24 horas. De acordo com nossas prévias observagoes, esse tempo de espera (48 horas) é
necessério para que o animal se recupere do quadro neuroldgico agudo que se instala com o status
epilepticus. O periodo de permanéncia dos animais nas gaiolas experimentais foi de 28 dias. Apds esse
periodo, os camundongos foram submetidos ao Labirinto Aquatico de Morris durante 5 dias, para testes

de memoria, e a seguir sacrificados e processados para histologia.
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Figura 1. Os animais corredores (grupos SC e EC) foram mantidos
por 28 dias em gaiolas com dimensdes de 40cm x 32cm x 16cm,
equipadas com uma roda de atividade, a qual tinham livre acesso.
Esta roda tinha livre curso e a atividade dos animais foi avaliada
através de um conta-giros eletronico instalado no eixo da mesma.
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3.4 Teste do Labirinto Aquatico

Para avaliagao da memdria foi utilizado o Labirinto Aquatico de Morris que consistiu
de uma piscina circular com 120cm de diametro e 50cm de altura, preenchida com dgua a
26+1°C até 45 cm. Para que a 4gua ficasse opaca foram acrescentados 30ml de tinta branca
ndo téxica. Uma plataforma circular de acrilico, com 9 cm de diametro, foi colocada a
aproximadamente 1,5 cm abaixo da superficie da dgua (Figura 2)

Uma camara de video (Sony, TR818), posicionada a 2,5 metros acima do centro da
piscina, foi acoplada a um sistema de gravacdo em fita para o registro e posterior avaliacio
do comportamento do animal. Os equipamentos para o registro, composto por um monitor
de video e um gravador de fita VHS (Panasonic, NV-HD625), foram montados em uma
sala adjacente ao labirinto aquético para acompanhamento dos testes. Nas quatro paredes da
sala de teste foram distribuidas diferentes figuras (circulo, quadrado, tridngulo e estrela)
para servirem de pistas espaciais.

Para os testes de memoria de referéncia espacial a plataforma permaneceu numa
posicdo fixa num dos quadrantes da piscina ao longo de todo o periodo de testes. O animal
foi colocado na dgua junto a borda da piscina, com o focinho voltado para a mesma, e
liberado para nadar livremente até encontrar a plataforma; este procedimento caracteriza
uma tentativa. O animal realizou quatro tentativas por sessdo, sendo uma sessdo por dia.
Em cada tentativa o animal foi liberado em pontos de partida diferentes e aleatorios, porém
aproximadamente eqiiidistantes com relacdo a plataforma. O animal deveria encontrar a
plataforma em 2 minutos no maximo, onde permaneceria por 10 segundos e, entdo era
retirado pelo experimentador. Caso o animal ndo encontrasse a plataforma em 2 minutos,

ele era colocado sobre a mesma pelo experimentador. O tempo despendido pelo animal
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entre sua liberacdo e o momento em que encontrava a plataforma foi categorizado como a
laténcia e empregado como um indice de desempenho do animal no teste. A laténcia foi
cronometrada manualmente por dois experimentadores independentes de forma simultanea
a realizacdo das tentativas. Estes dados foram confirmados posteriormente pela andlise dos
videos. Apds cada sessdo de testes os animais foram secos com toalha de papel absorvente
e recolocados em suas respectivas gaiolas.

Ao final dos quatro dias de teste para memoria de referéncia espacial, foi realizado
um teste para avaliacdo da retencdo da memoria (Probe Test). Para isso a plataforma foi
removida do labirinto e avaliou-se o nimero de vezes que o animal penetrava na regido
ocupada pela mesma durante o teste para memoria de referéncia espacial. Esta regido foi
definida como uma drea circular de didmetro trés vezes maior que o da plataforma,
denominada contador critico. A duracgdo do teste foi de 3 minutos, sendo que este tempo foi
subdividido em trés periodos de 1 minuto cada. A freqiiéncia de entradas do animal no
contador critico foi obtida pela andlise posterior dos videos, desenhando-se na tela do
monitor um circulo de didmetro correspondente ao contador; e forneceu informacgdes sobre

a precisdo da resposta de busca.
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Figura 2. O Labirinto Aqudatico de Morris consistiu de uma piscina circular com 120cm de
didmetro e 50cm de altura, preenchida com dgua opaca até 45 cm. Uma plataforma circular de
acrilico (representada na figura pelo circulo pequeno) com 9 cm de didmetro, foi colocada a
aproximadamente 1,5 cm abaixo da superficie da dgua. O circulo maior representa a area
correspondente ao contador critico. A seta indica o camundongo em teste.

16



3.5 Analise histolégica e quantitativa

3.5.1 Perfusao e obtencao dos cortes histologicos

Apo6s os testes comportamentais e o periodo correspondente de sobrevida, 5 animais
de cada grupo foram anestesiados com Pentobarbital sédico 3% (0,1 ml/20g, i.p.),
submetidos a toracotomia e perfundidos transcardiacamente com 100 ml de solucdo
heparinizada (0,2 ml/ 500 ml de salina) de cloreto de s6dio 0,9%, seguido de 120 ml de
solucdo de paraformaldeido 4% em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,40), com auxilio de uma
bomba de perfusdao (Masterflex). Apds este procedimento, os animais foram eviscerados e
mantidos em geladeira com os encéfalos dentro dos respectivos cranios. Os mesmos foram
retirados apds 24 horas e mergulhados em uma solucdo de paraformaldeido 4% em tampao
fosfato (0,1 M, pH 7,40), onde permaneceram por 12 horas até o processamento de inclusao
em parafina (Paraplast®, Merck)

Foram obtidos cortes histolégicos com 8um de espessura, de orientagdo coronal, da
regido do encéfalo entre 1,00mm e 3,50mm posterior ao bregma (FRANKLIN and
PAXINOS, 1997), empregando-se microtomo Leica (modelo RM2125RT). Os cortes foram
recolhidos diretamente sobre laminas gelatinizadas, coletando-se trés cortes seqiienciais,
dispostos cada um em uma lamina diferente, e desprezando-se os dez cortes subseqiientes.
Este procedimento foi realizado sucessivamente até que se completassem cinco cortes por
lamina. Desta forma foram obtidas trés séries distintas de cortes histologicos. A primeira
série foi submetida a reacdo histoquimica para Fluoro Jade B, para a avaliacdo dos
neurdnios em degeneracdo na formacdo hipocampal; a segunda, a coloracdo de Nissl com

violeta de cresila, para a avaliagdo da perda neuronal na formacao hipocampal; e a terceira,
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a reacdo imunoistoquimica para o antigeno nuclear de célula em proliferacdo (PCNA) para

a avaliacdo da proliferacao celular no giro denteado.

3.5.2 Coloracao de Nissl com violeta de cresila e avaliacio da perda neuronal

Para coloragdo de Nissl com violeta de cresila seguiu-se o protocolo descrito por
ONISHI (1999), com algumas adaptacdes. Inicialmente os cortes foram desparafinizados
através de duas passagens em xilol por 3 minutos cada. A seguir foram hidratados em uma
série de alcoois: etanol 100%, 95%, e 70%, por 3 minutos cada, e finalmente deixadas em
agua destilada por 3 minutos. Os cortes foram entdo imersos em uma solugdo de violeta de
cresila, mantida a 45°C, por 9 minutos. Apds a etapa de coloragdo, os cortes foram
desidratados através de passagens rdpidas em dgua destilada seguida de outra em etanol
70% e transferidos para etanol 95% por 3 minutos e logo depois em trés passagens em
etanol 100% por 3 minutos cada. Os cortes foram entdo diafanizados em xilol através de
duas passagens de 5 minutos cada, e logo em seguida as laminas foram montadas com
Entellan (Merck).

A coloragdo de Nissl foi utilizada para a avaliagdo do grau de perda neuronal na
camada piramidal das regides CA1 e CA3 do hipocampo e no hilo e camada granular do
giro denteado. Essa avaliacdo foi realizada na por¢do da formagdo hipocampal dorsal
compreendida entre 1,58 mm e 1,79 mm posterior ao bregma, em ambos 0s hemisférios.
Foram utilizados trés cortes seriais para cada animal distanciados 96 um entre si. Atribuiu-
se um escore para cada uma das regidoes acima referidas em ambos hemisférios dos trés
cortes, conforme a tabela 1. Os valores dos escores de cada regiao foram ordenados para o
célculo da média que correspondeu ao escore final da regido analisada em cada animal. A

avaliacdo do grau de perda neuronal foi realizada utilizando-se microscépio Nikon
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Optiphot 2, sob objetiva de 40X. A identificacdo do grupo experimental ao qual pertenciam
os espécimes analisados ndo era do conhecimento do experimentador. Os cortes dos
animais pertencentes ao grupo saudavel sedentdrio (SS) tinham sua identidade conhecida
do experimentador, pois foram utilizados individualmente como referéncia para caracterizar
o padrao de 100% de neurdnios saudaveis (escore 0); e eram analisados sempre e
imediatamente antes da andlise dos cortes pertencentes aos animais dos outros grupos

experimentais (BORGES et al., 2003).

Escore Percentual de neuronios sauddveis
(niticleo e nucléolo evidentes)
0 100%
1 >75% e < 100%
2 > 50% a 75%
3 > 25% a 50%

4 <25%

Tabela 1. Escores utilizados na avaliacdo do grau de lesdo neuronal.

3.5.3 Histoquimica para Fluoro Jade B

Para marcacdo com Fluoro Jade B seguiu-se o protocolo descrito por SCHMUED e
HOPKINS (2000), com algumas adaptacdes. Os cortes foram desparafinizados, através de
duas passagens em xilol por 3 minutos cada, e foram seqiiencialmente imersos em NaOH
1%, em etanol 80% (5 minutos), e em etanol 70% (2 minutos). A seguir foram transferidos
para uma solu¢do de permanganato de potdssio 0,06% e mantidos por 10 minutos sob
agitacdo constante. Apds este procedimento, os cortes foram mergulhados em &4gua
destilada (2 minutos) e transferidos para uma solu¢do de Fluoro Jade B 0,0004% (20

minutos). Apés esta etapa de marcacdo, os cortes foram mergulhados por trés vezes em
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adgua destilada, durante um minuto cada. Imediatamente depois as laminas foram
transferidas para estufa a 50°C, por 40 minutos. Finalmente as laminas foram imersas em
xilol durante 1 minuto e montadas com Entellan (Merck).

O marcador Fluoro Jade B foi utilizado para avaliacdo quantitativa de neur6nios em
degeneracdo nas seguintes regides da formacdo hipocampal: camada piramidal das regides
CA1 e CA3 do hipocampo e hilo e camada granular do giro denteado. Os cortes utilizados
para esta avaliacdo eram imediatamente adjacentes aqueles corados com violeta de cresila,
destinados a avalia¢do da perda neuronal (vide item 3.5.2).

O ntimero de neurdnios Fluoro Jade B positivos foi contado em ambos os hemisférios
e por duas vezes em cada espécime; sem o conhecimento do grupo ao qual o mesmo
pertencia. A média das duas contagens correspondeu ao numero total de neurdnios
contados em cada uma das regides acima mencionadas. Foi utilizado um microscépio
Nikon Optiphot 2, equipado com um conjunto de filtros para fluoresceina (Nikon B-2A) e
uma video camera (Leica DC 300F) para a captura e digitalizacdo das imagens. As imagens
foram capturadas sob objetiva de 40 vezes e sobre as mesmas foram adicionados,
aleatoriamente, 36 quadrados de 30 x 30 micrometros cada um, em cada uma das regides da
formacdo hipocampal avaliadas (camada piramidal das regides CAl e CA3 do hipocampo
e hilo e camada granular do giro denteado) em cada animal. Foram contados todos os
neurdnios marcados com Fluoro Jade B, cujos corpos celulares ocupavam o interior do
quadrado que delimitava o campo amostrado, ou que tocavam as linhas horizontal superior

e/ou vertical direita deste (GUNDERSEN et al., 1988).
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3.5.4 Imunoistoquimica para o Antigeno Nuclear de Proliferacao Celular (PCNA)

Para marcacdo com PCNA os cortes foram inicialmente desparafinizados através de
trés passagens em xilol, varias lavagens em cada uma. A seguir foram hidratados em uma
série de dlcoois: etanol 100%, por trés vezes, etanol 80% e etanol 50%, varias lavagens em
cada um. Finalmente deixados em dgua destilada por 5 minutos. Os cortes passaram entao
pelo bloqueio da peroxidase endégena através de trés lavagens de trés minutos cada em
H,0,, 10%. Nova lavagem de 5 minutos em dgua destilada. Depois da lavagem os cortes
foram submetidos a recuperacao antigénica por 30 minutos em panela a vapor a 95°C com
tampao citrato (10mM; pH 6,0). Novamente foram lavados em &4gua destilada por 5
minutos. Finalmente os cortes foram incubados em estufa a 37°C por 30 minutos e depois
12 horas em geladeira (4°C) com anticorpo monoclonal contra PCNA (diluicdo 1:150;
DAKO, cat. n® M0879; Carpinteria, CA). Apés esta etapa os cortes foram lavados por trés
vezes, 3 minutos cada, no agitador, em tampdo fosfato salina (PBS). Os cortes foram
incubados com anticorpo secunddrio (Sistema Envision Peroxidase — DAKO; Carpinteria,
CA) por 1 hora em estufa a 37°C. Apds a incubacdo os cortes foram imersos em uma
solucdo de diaminobenzidina (DAB; 0,5 mg/ml; Sigma). Mais uma vez se realizou uma
lavagem em dgua destilada por 5 minutos e apds esta os cortes foram contra-corados com
hematoxilina. Repetiu-se a lavagem de 5 minutos em &4gua destilada acrescentando-se
hidréxido de amoénia por 10 segundos; e mais outra lavagem em &agua destilada por 5
minutos. Finalmente as laminas foram imersas em dlcool 100% por trés vezes e em xilol
por trés vezes e montadas com Entellan (Merck).

A marcacdo com PCNA foi utilizada para avaliacio quantitativa da proliferacdo
celular nas seguintes regides do giro denteado: camada granular, fronteira hilo-camada

granular e camada molecular. Os cortes utilizados para esta avaliacdo foram imediatamente
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adjacentes aqueles corados com violeta de cresila, destinados a avaliacao da perda neuronal

(vide item 3.5.2).

Foi realizada a contagem absoluta do nimero de células PCNA positivas, por duas
vezes, nas areas mencionadas acima e sem o conhecimento do grupo experimental ao qual
o espécime pertencia. A média das duas contagens correspondeu ao nimero total de células
contadas. As contagens foram realizadas utilizando-se microscépio Leica (DMLB), sob

objetiva de 40X.

3.6 Testes estatisticos

Os valores do VAF obtidos ao longo do periodo de 28 dias foram avaliados
estatisticamente através da Andlise da Variancia (ANOV A) para medidas repetidas, seguida
do Teste Tukey-Kramer. A comparacdo dos valores do VAF didrio médio computado ao
final do periodo de 28 dias foi realizada através do Teste t ndo pareado corrigido por
Welch.

A avaliagdo estatistica dos valores da laténcia registrados no labirinto aquatico de
Morris foi realizada através da Andlise da Varidncia (ANOVA) para medidas repetidas,
seguida do Teste de Tukey-Kramer para comparagdo entre os grupos. A comparacdo dos
valores da laténcia registrados na primeira e na quarta sessdes do labirinto aquético de
Morris em cada grupo foi realizada através do Teste t pareado.

A avaliagdo estatistica dos valores da freqii€éncia de entradas no contador critico
obtidos com o Probe Test foi realizada através da Andlise da Varidncia (ANOVA) para

medidas repetidas, seguida do Teste de Tukey-Kramer para comparacdo entre os grupos. A
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comparacdo dos valores da freqiiéncia de entradas no contador critico no 1° e no 3° minutos
em cada grupo foi realizada através do Teste t pareado.

Os valores obtidos na avaliacdo da perda neuronal foram analisados estatisticamente
através do Teste de Mann Whitney. Os resultados da contagem do nimero de neurdnios
marcados com Fluoro-Jade B foram analisados através do Teste t ndo pareado corrigido por
Welch. Os resultados da contagem do nimero de neur6nios imunorreativos para PCNA
foram processados através da Andlise da Variancia (ANOVA) de uma via seguida do Teste
de Tukey-Kramer.

Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad InStat (versao 3.00).
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4. Resultados

4.1 Alteracoes comportamentais induzidas pela administracao de pilocarpina

Apés 5 a 10 minutos da administracdo da pilocarpina os animais passaram a
apresentar alteracdes comportamentais caracteristicas que culminaram no status epilepticus
(SE). Inicialmente os camundongos apresentaram acinesia seguida de agitacdo do corpo ao
redor do eixo cranio-caudal (wet dog shakes), movimentos atixicos e automatismos
mastigatérios acompanhados por salivagdo. Esses comportamentos progrediram para
tremores generalizados, clonia nas extremidades do corpo, breves crises convulsivas
seguidas por um comportamento em que o camundongo ficava em pé, apoiado nas patas
posteriores e apresentando clonia nas patas anteriores (rearing), e queda. Finalmente, os
animais passaram a apresentar crises clonicas generalizadas e ininterruptas caracteristicas
do SE. O intervalo de tempo entre a aplicacdo da pilocarpina e o inicio do SE foi de
39,5+4,03 minutos (média + E.P.M.; n=32). Tais crises mantiveram-se com a mesma
intensidade por pelo menos 30 minutos e diminuiram gradualmente ao longo do periodo de

monitoramento (6 hs.), podendo se tornar parciais porém sem interrupgao.

4.2 Volume de atividade fisica (VAF)

Todos os animais sauddveis (SC) e epiléticos (EC) mantidos nas gaiolas com roda de
atividade acessaram voluntariamente a mesma e tal acesso ocorreu predominantemente no
periodo noturno, compreendido entre 19:00 e 7:00 horas. Contudo, apresentaram diferencas

no volume de atividade fisica didria (Figuras 3 e 4)
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Figura 3. Valores do volume de atividade fisica didria (VAF) dos animais saudaveis e
epilépticos corredores. Notar que o valor do VAF durante o primeiro dia foi
significativamente inferior nos animais epilépticos (* p<0,01). Notar também que no 3° dia
os valores do VAF foram semelhantes em ambos grupos. Notar ainda que apds o 3° dia os
animais epilépticos apresentaram uma inicial redu¢do do VAF seguida da estabilizacdo do
seu valor, contrariamente ao observado nos animais sauddveis. Os valores estao expressos
em média+E.P.M.
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Figura 4. Média do volume de atividade fisica didria (VAF) dos animais sauddveis e
epilépticos corredores. Notar que o VAF médio didrio computado ao final do periodo de 28
dias foi significativamente inferior no grupo de animais epilépticos (* p<0,0001). Os
valores estdao expressos em média+E.P.M.
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Os animais SC tiveram um aumento gradual do VAF diério na roda de corrida ao longo do
periodo de 28 dias. Nas primeiras 24 horas o VAF foi de 4,96+0,80 km/dia, caindo para
3,2940,66 km/dia ao final das seguintes 72 horas, e passando a aumentar gradativamente até
alcangar o valor de 6,54+0,97 km/dia nas tultimas 72 do periodo experimental. O VAF médio do
grupo SC, considerando-se todo o periodo de 28 dias, foi de 5,37+0,22 km/dia (n=8).

Por sua vez, os animais EC apresentaram um VAF significativamente inferior (0,6310,49
km/dia) aos animais SC (4,96+0,80 km/dia; F42=10,729 p<0,001) nas primeiras 24 horas.
Interessantemente, durante as seguintes 48 horas houve um acentuado aumento do VAF, que
atingiu o valor de 2,90+0,90 km/dia. Este pico de atividade foi seguido de uma lenta diminuicao
até o valor de 1,35+0,89 km/dia no 9° dia, que se manteve até o final do periodo de 28 dias
(1,45+67 km/dia). O VAF médio do grupo EC, considerando todo o periodo, foi de 1,54+0,09

km/dia (n=8) e significativamente inferior ao registrado nos animais do grupo SC (p<0,0001).

4.3 Teste do Labirinto Aquatico
4.3.1 Memoria de referéncia espacial

A avaliagdo da memoria de referéncia espacial através do Teste do Labirinto Aquatico de
Morris revelou que os animais dos grupos saudéveis, sedentdrios (SS) e corredores (SC),
apresentaram o melhor desempenho dentre todos os grupos ao longo dos 4 dias de teste. A
laténcia média destes dois grupos diminuiu gradativamente e apresentou diferencas significativas
entre a 1* e ultima sessdo para ambos grupos (SS: 17 sessd0=76,314.7; 4" sessa0=35,8+5,1;
p<0,002. SC: 1% sessd0=97,4+9,6; 4" sessdo=24,6+6,6; p<0,001). Ndo houve diferencas
significativas entre SC e SS, no entanto, a partir da 2° sessdo os animais corredores tenderam a

apresentar menores valores de laténcia que os animais sedentdrios. Por sua vez, os animais
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epilépticos, sedentérios (ES) e corredores (EC), apresentaram laténcias semelhantes entre si nas
trés primeiras sessoes. Contudo, a semelhanca do ocorrido com os animais saudaveis, os animais
epilépticos corredores tenderam a apresentar melhor desempenho que os animais epilépticos
sedentdrios. Esta tendéncia se tornou evidente na 4° sessdo, onde a laténcia dos animais EC
(77,5£13,2) foi significativamente menor que a dos animais ES (117,442,6; F(is105=12,953;
p<0,05). Por outro lado, apenas para os animais corredores (EC) houve diferenca significativa

entre as laténcias registradas na 1° ¢ a 4" sessdes (1* sessdo=108,3+5,8; 4* sessao=77,5+13,2;

p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Valores médios da laténcia para encontrar a plataforma. Notar que os animais
epiléticos corredores apresentaram laténcia significativamente menor que os animais
epilépticos sedentédrios na sessdo 4 do teste do labirinto aquético (* p<0,05). Notar ainda
que houve gradual diminuicao da laténcia dos grupos SS, SC e EC ao longo das sessoes. O
valor da laténcia na sessdo 4 foi significativamente inferior quando comparada a registrada
na sessdo 1 nos trés grupos (# p<0,05). Os valores estdo expressos em média+E.P.M.

28



4.3.2 Probe Test

O Probe Test avaliou a retencdo da memoria espacial através da freqiiéncia de
entradas dos animais no contador critico durante o 1°, 2°, e 3° minutos. Durante o 1° minuto
os animais sauddveis corredores entraram um nimero significativamente maior de vezes no
contador critico que os animais epiléticos sedentdrios (SC=8,6*+1,2; ES=1,510,7;
Fu177=7,798; p<0,001) e epiléticos corredores (SC=8,6t1,2; EC=3,9t1,3; F(1177=7,798;
p<0,05). Por sua vez, os animais sauddveis sedentdrios apresentaram uma freqii€éncia de
entradas maior apenas que a dos animais epiléticos sedentdrios (SS=5,9+1,4; ES=1,510,7;
Fu177=7,798; p<0,05). Por outro lado, embora ndao tenham sido detectadas diferencas
estatisticamente significativas entre a freqiiéncia de entradas dos animais dos grupos
saudaveis no 1° minuto, os animais corredores tenderam a cruzar um maior ndmero de
vezes os limites do contador critico (SC=8,6+1,2; SS=5,9+1,4). Esse mesmo padrido de
comportamento foi observado entre os grupos epilépticos. Ou seja, os animais corredores
mostraram maior tendéncia a entrar no contador critico que os animais sedentdrios no 1°
minuto (EC=3,9+1,3; ES=1,5%0,7).

Na fase final do teste observou-se que em ambos os grupos de animais corredores
(SC e EC) a freqiiéncia de entradas no contador critico apresentou queda entre o 1° minuto

e o 3° minuto, sendo estatisticamente significante para o grupo SC (p<0,02) (Figura 6).
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Figura 6. Freqiiéncia de entradas no contador critico durante o probe test. Notar que no 1°
minuto os animais sauddveis corredores apresentaram freqiiéncia de entradas
significativamente maior que os animais epilépticos corredores (*p<0,05) e epilépticos
sedentdrios (**p<0,001). Notar também que a freqiiéncia de entradas dos animais saudaveis
sedentérios foi significativamente maior que dos animais epilépticos sedentérios (#p<0,05),
porém ndo diferiu daquela registrada para os animais epilépticos corredores. Notar ainda
que em ambos grupos de animais corredores, sauddveis (SC) e epilépticos (EC), a
freqiiéncia de entradas apresentou queda entre o 1° e o 3° minuto, sendo estatisticamente
significante para o grupo SC (§p<0,02). Os valores estido expressos em médiatE.P.M.
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4.4 Analise histologica

4.4.1 Coloracao de Nissl e avaliacao da perda neuronal

A coloragdo de Nissl evidenciou nos animais dos grupos ES e EC lesdes na
formacdo hipocampal caracterizadas por perda de neur6nios na camada granular e hilo do
giro denteado e na camada piramidal das regides CA1 e CA3. Nestas mesmas regides pode-
se observar a presenca de neurOnios retraidos e com nucleos intensamente corados. Nos
animais dos grupos SS e SC nao foram observados sinais de lesdo em qualquer das regides

avaliadas na formacao hipocampal.

4.4.1.1 Giro denteado

A camada granular do giro denteado foi a regido que apresentou menor grau de
lesdo dentre todas as regides avaliadas em ambos grupos. De fato, apenas um animal do
grupo ES apresentou perda neuronal. A lesdo desse animal foi atribuido o escore 2 e o valor
da média para esse grupo foi igual a 0,4+0,4 (n=5). No grupo EC trés animais apresentaram
lesdo com escore 2 ou 1, e o valor da média do grupo foi igual a 1+0,4 (n=5). No entanto, a
diferenca entre os escores dos grupos ES e EC nio foi estatisticamente significante.

Por sua vez, o hilo do giro denteado apresentou os maiores escores de lesdo entre
todas as regides avaliadas. No grupo ES os animais apresentaram escores entre 2 e 3,5,
sendo que a média foi igual a 2,8+0,3. Por outro lado, os animais do grupo EC tiveram
lesdes de menor intensidade, com escore entre 1 e 3, e a média desse grupo foi igual a
240,3. Contudo, a diferenca entre os escores registrados nos grupos ES e EC ndo foi

estatisticamente significante
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4.4.1.2 Camada piramidal

Na regidao CA1l o escore da lesdo variou entre 0 e 3 e a média foi igual a 1+0,5 nos
animais do grupo ES. No grupo EC os animais apresentaram lesdes com escores entre O e 4,
e a média foi igual a 1,6£0,7. O grau de lesdo observado na camada piramidal da regiao
CA3 apresentou escore 2 em todos os animais do grupo ES. Por sua vez, nos animais do
grupo EC a intensidade da les@o variou entre os escores 0 e 4, sendo a média igual a
1,6£0,7.

A andlise estatistica revelou que nao houve diferenca significativa entre os escores

registrados nos grupos ES e EC em ambas regides CA1 e CA3 (Figuras 7, 8 ¢ 9).
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Figura 7. Escores atribuidos a lesdo histologica evidenciada pela coloracao com
violeta de cresila nas regides da formacao hipocampal avaliadas. CG — camada
granular. Os valores estao expressos em média+E.P.M. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos em quaisquer das estruturas analisadas.
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Figura 8. Avaliacdo da perda neuronal. A-D: Formacdo Hipocampal de animal do grupo Saudavel
Corredor. A — Imagem panoramica da formacdo hipocampal. B, C e D — Detalhes das regides CAl,
CA3 e giro denteado (hilo e camada granular), respectivamente, mostrando aspecto histoldgico
normal, sem sinais de perda celular. E-H: Formac¢do Hipocampal de animal do grupo Saudéivel
Sedentario. E — Imagem panoramica da formacao hipocampal. F, G e H — Detalhes das regidoes CAl,
CA3 e giro denteado (hilo e camada granular), respectivamente, mostrando aspecto histolégico
normal, sem sinais de perda celular. A e E, barra=500um; B-D e F-H, barra=50pm. (Violeta de
Cresila)
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Figura 9. Avaliacdo da perda neuronal. A-D: Formac¢do Hipocampal de animal do grupo Epiléptico
Corredor. A — Imagem panordmica da formacdo hipocampal. B e C — Detalhes das regides CAl e
CA3, respectivamente, mostrando a baixa densidade celular no local da lesdao. D — detalhe do giro
denteado mostrando a regido da lesdo, evidenciada pela baixa densidade celular no hilo, e camada
granular relativamente preservada. E-H: Formacdo Hipocampal de animal do grupo Epiléptico
Sedentario. E — Imagem panoramica da formacdo hipocampal; F e G — Detalhes das regides CAl e
CA3, respectivamente, mostrando a baixa densidade celular no local da lesdao. H — detalhe do giro
denteado mostrando a regido da lesdo, evidenciada pela baixa densidade celular no hilo, e camada
granular relativamente preservada. A e E, barra=500um; B-D e F-H, barra=50 pum. (Violeta de Cresila)
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4.4.2 Detecciao de neuronios marcados pelo Fluoro Jade B

O processamento histoquimico para Fluoro Jade B dos cortes imediatamente
adjacentes aqueles corados com cresil violeta revelou a presenca de neurdnios intensamente
fluorescentes na formacao hipocampal dos animais dos grupos ES e EC. Estes neurdnios
estavam presentes na camada granular e hilo do giro denteado e na camada piramidal das
regidoes CA1l e CA3. Contudo, em cada uma dessas estruturas o nimero de neurdnios
Fluoro Jade B positivo (FIB+) variou amplamente entre os animais do mesmo grupo.

Por sua vez, os animais dos grupos SS e SC ndo possuiam neurdnios Fluoro Jade B

positivo (FJB+) em nenhuma das estruturas avaliadas na formacao hipocampal.

4.4.2.1 Giro denteado

Em ambos grupos ES e EC apenas um animal de cada um deles apresentou
neuronios FJB+ na camada granular do giro denteado. Contudo, no animal do grupo EC o
ndmero de neurdnios FIB+/mm? foi cerca de 10 vezes maior (1.821) que o verificado no
animal do grupo ES (185). Esses mesmos animais apresentaram neurdnios FJB+ no hilo do
giro denteado, porém o nimero destes foi aproximadamente 4 vezes superior (1.451) no
animal do grupo ES quando comparado ao registrado no animal do grupo EC (340). Outros
dois animais, um de cada grupo, apresentaram igual nimero de neurdnios FJB+/mm? (463)
no hilo do giro denteado.

Considerando-se separadamente cada uma das regides do giro denteado, os testes
estatisticos nao acusaram diferencas significativas quanto a média do nimero de neurdnios

FJB+/mm” entre os grupos ES e EC.
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4.4.2.2 Camada piramidal

A andlise da camada piramidal mostrou que todos os animais dos grupos ES e EC
que apresentaram neuronios FJB+ na camada granular e no hilo do giro denteado também
possuiam neurdnios FJB+ em CA3 e/ou CAl. Porém, em cada um dos grupos houve um
animal em cada que exibia neur6nios FJB+ em CA3 sem, contudo, 0s possuir nas regioes
do giro denteado referidas acima. Destaca-se que a presenca de neurdnios FIB+ em CAl
ocorreu em dois animais de cada grupo, sendo que no grupo EC eram os mesmos que
possuiam esses neurdnios em CA3. Interessantemente, no grupo ES um dos animais que
exibia neurdnios FIB+ em CAIl ndo os possuia em CA3, porém os possuia na camada
granular e no hilo do giro denteado.

A contagem dos neurdnios FJB+/mm” na camada piramidal mostrou que o ndmero
total de neurdnios FJB+/mm” na regido CAl foi maior nos animais do grupo ES (6.636)
quando comparada com a do grupo EC (2.778). Por outro lado, o nimero total desses
neuronios presentes em CA3 dos animais dos ES (2.840) e EC (2.809) foi semelhante.

Considerando-se separadamente cada uma das regides da camada piramidal, os
testes estatisticos ndo acusaram diferencas significativas quanto a média do ndmero de

neur6nios FIB+/mm? entre os grupos ES e EC (Figura 10, 11 e 12).
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Figura 10. Nimero de neurdénios em degeneracido evidenciados pela marcacdo com
Fluoro Jade B nas regides da formacgdo hipocampal avaliadas. CG — camada granular.
Os valores estao expressos em média+E.P.M. Nao houve diferencas estatisticamente
significantes entre o0s grupos em quaisquer das estruturas analisadas.
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Figura 11. As colunas da esquerda e da direita sdo representativas da formagao
hipocampal de animais dos grupos Sauddvel Corredor e Saudadvel Sedentdrio,
respectivamente. Animais de ambos grupos ndo apresentaram neuronios
fluorescentes nas regides CAl, CA3 e no hilo e camada granular (CG) do giro
denteado, indicando a auséncia de neur6nios em degeneracdo. Barra=50um.
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Figura 12. Células Fluoro-Jade B-positivas. A coluna da esquerda ¢é
representativa da formagao hipocampal de animais do grupo Epiléptico Corredor
exibindo neurdnios fluorescentes nas regides CAl, CA3 e no hilo e camada
granular (CG) do giro denteado. A coluna da direita € representativa da
formagdao hipocampal de animais do grupo Epiléptico Sedentdrio exibindo
neurdnios fluorescentes nas regides CA1l, CA3 e no hilo e camada granular (CG)
do giro denteado. Barra=50pm
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4.4.3 Avaliacao da proliferacao celular

A avaliacdo da proliferacdo celular através da deteccdo de células imunorreativas
para PCNA presentes no giro denteando (camada granular, fronteira hilo-camada granular e
camada molecular) mostrou que estas estavam presentes mormente na camada granular e na
fronteira hilo-camada granular.

A média do ndmero total de células imunorreativas para PCNA presentes no giro
denteando dos animais do grupo ES (2545,7; médiatE.P.M.; F(3,16)=3,002; p<0,05) foi
significativamente superior a registrada nos animais do grupo EC (61+3,9) e semelhante as
dos grupos SS (1244,5) e SC (11+4,4), que, por sua vez, ndo diferiram entre si. Por outro
lado, o valor verificado nos animais do grupo EC ndo diferiu estatisticamente daqueles dos
grupos SS e SC.

Conforme ja referido, as regides da camada granular e da fronteira hilo-camada
granular foram as que principalmente contribuiram para o valor do nimero total de células
imunorreativas para PCNA (PCNA™). Contudo, é importante destacar que nos grupo ES e

EC 40% das células PCNA™ pertenciam a fronteira hilo-camada granular. (Figuras 13 e 14)
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Figura 13. Numero total de células imunorreativas para PCNA contadas em seccgdes
representativas do giro denteado da formacdo hipocampal. Os valores estdo expressos em
médiatE.P.M. * indica diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo
EC (P<0.05). ES — Epiléptico Sedentario; EC — Epiléptico Corredor; SS — Saudével
Sedentario e SC — Saudavel Corredor.
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Figura 14. Células imunorreativas para PCNA. Imagem superior esquerda representativa do giro denteado de
animais do grupo Sauddvel Sedentirio mostrando poucas células PCNA+. Imagem superior direita
representativa do giro denteado de animais do grupo Sauddvel Corredor mostrando varias células PCNA+.
Imagem inferior esquerda representativa do giro denteado de animais do grupo Epiléptico Sedentario mostrando
muitas células PCNA+. Imagem inferior direita representativa do giro denteado de animais do grupo Epiléptico
Corredor mostrando raras células PCNA+ (Barra=200um). Os retingulos no canto superior direito das imagens
mostram a visdo geral do giro denteado correspondente a cada caso (Barra=500um).



5. Discussao

As alteragdes comportamentais observadas apds a administracdo da pilocarpina e
durante o status epilepticus foram similares aquelas previamente descritas em
camundongos (TURSKI et al., 1984; SANTOS, 1995; CAVALHEIRO, et al., 1996;
NASCIMENTO, 2004). Confirmando, deste modo, a reprodu¢dao do modelo experimental
utilizado neste trabalho.

No presente estudo foi determinado o protocolo de atividade fisica voluntéria, pois
simula aspectos do comportamento humano, uma vez que os animais podem escolher
quando e com que freqiiéncia acessam a roda de atividade (VAYNMAN et al. 2004). Além
disso, este protocolo evita as varidveis associadas ao estresse produzido pela atividade
fisica forcada, as quais poderiam interferir nos resultados (COTMAN e BERCHTOLD,
2002).

Considerando o periodo de 28 dias em que os animais tiveram acesso a roda de
atividade instalada em suas gaiolas, observou-se que aqueles pertencentes ao grupo
sauddvel corredor (SC) correram em média 5,37+0,22 quildometros por dia. Este volume de
atividade fisica (VAF) foi coerente com os dados obtidos por Van PRAAG et al. (1999), os
quais relataram que camundongos C57BL/6 correram em média 4,78+0,41 quilometros por
dia. Por outro lado os animais do grupo epiléptico corredor (EC) apresentaram um VAF
didrio médio inferior ao dos animais SC. Nao h4 na literatura relatos referentes ao VAF em
trabalhos envolvendo animais submetidos a epilepsia experimental. Estudos abordando
modelos animais de epilepsia e ambiente enriquecido, que inclui dentre seus componentes o
acesso voluntirio a uma roda de atividade, ndo apresentam dados relativos ao

comportamento locomotor dos animais (YOUNG et al., 1999; FAVERJON, et al. 2002).
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RHODES et al. (2003), investigando a expressao da proteina Fos como marcador de
atividade cerebral (DRAGUNOW e FAULL, 1989) constataram forte correlagdo entre VAF
e atividade neural no giro denteado de camundongos com acesso a roda de atividade.
Segundo os autores, estes dados podem refletir uma ativagdo do hipocampo em funcio do
input sensitivo decorrente da atividade motora. No entanto, RHODES et al. (2003) sugerem
que o hipocampo pode exercer uma importante funcdo ativa na modulacdo do
comportamento motor. Tal modulacdo influenciaria aspectos qualitativos da execuc¢do do
movimento, tal como sua intensidade (ODDIE e BLAND, 1998). De fato, MORRIS e
HAGAN (1983) verificaram que ratos com lesdo hipocampal (fimbria-férnix) foram
capazes de saltar normalmente, contudo, ndo atingiram alturas facilmente alcangadas por
ratos normais, refletindo menor intensidade da acao motora. Assim, RHODES et al. (2003)
argumentaram que embora roedores com lesdes hipocampais sejam capazes de se
locomover sem prejuizos, eles ndo conseguem produzir movimentos intensos tipicamente
associados com alguns tipos de acdo motora, como saltos de grande amplitude e corrida
rdpida numa roda de atividade. Desta forma, podemos considerar que o menor VAF
apresentado pelos animais do grupo EC se deva a sua dificuldade de manter uma atividade
locomotora voluntdria em alta velocidade na roda de atividade.

Analisando o comportamento locomotor dos animais ao longo de todo o periodo de
atividade fisica, verificou-se que os sauddveis apresentaram um VAF alto no primeiro dia
que decaiu nas 72 horas seguintes e, entdo, aumentou gradualmente até o final do periodo.
Este aumento ao longo do periodo pode refletir uma melhora no condicionamento fisico
dos animais (ADLARD et al., 2004).

Quando analisados os animais epilépticos, verificou-se um padrdo comportamental

aparentemente oposto ao dos sauddveis no inicio, ou seja, pouca atividade no primeiro dia
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seguido de um aumento nas 48 horas seguintes. No entanto, uma andlise mais cautelosa
pode revelar semelhancas no comportamento inicial dos animais de ambos grupos. Embora
0 acesso a roda de atividade tenha sido permitido aos animais somente 48 horas apds o
status epilepticus, com a finalidade de assegurar sua recupera¢do do quadro neuroldgico
agudo que se estabelece, este periodo de recuperacdo varia entre 2 e 5 dias
(CAVALHEIRO et al., 1996). Além disso, a determinacdo de uma espera de 48 horas antes
de proporcionar acesso a roda de atividade foi baseada em observacdes prévias em nosso
laboratdrio, segundo as quais, depois deste tempo os animais apresentavam autonomia para
sobrevida. No entanto, a recuperacdo pode ndo ter sido plena para os camundongos
acessarem a roda de atividade. Portanto, € possivel que os animais ainda estivessem se
recuperando nos dois primeiros dias. Considerando esta possibilidade, estes animais
comegaram a acessar a roda apenas no terceiro dia, que revela um VAF alto. Assim sendo,
os animais epilépticos se comportaram no inicio de forma semelhante aos animais
sauddveis. Também como para os sauddveis, seguiu-se uma queda no VAF dos epilépticos
nos dias subseqiientes até o 9° dia. Contudo, apds este inicio similar, os epilépticos
apresentam uma estabilizacio do VAF até o final do periodo, enquanto os sauddveis o
aumentaram gradualmente conforme referido.

Ao longo dos testes no labirinto aquético de Morris pudemos observar que os animais
epilépticos nadavam de forma similar aos animais sauddveis, nido evidenciando prejuizo de
mobilidade nas condi¢cdes do teste. O mesmo foi relatado por outros autores que
empregaram o labirinto aqudtico de Morris em modelos experimentais de epilepsia
(FAVERIJON et al., 2002).

Os animais dos grupos sauddveis, corredores (SC) e sedentdrios (SS), apresentaram

desempenho semelhante entre si no labirinto aquatico de Morris. Ambos grupos exibiram

45



valores de laténcia similares ao longo do teste, com uma queda significativa deste
parametro entre a 1* sess@o e a 4°, dado indicativo de que os animais aprenderam a tarefa.
Van PRAAG et al. (1999a) obtiveram resultados idénticos, ndo constatando diferengas no
desempenho entre camundongos corredores e sedentdrios que realizaram um teste de
labirinto aquético com 4 tentativas por sessdo; exatamente como no presente trabalho.
Contudo, estes mesmos autores observaram que com um protocolo de teste mais desafiador,
apenas 2 tentativas por sessdo, os animais corredores apresentaram desempenho
significativamente melhor. Mais recentemente, em outros estudos utilizando o teste do
labirinto aqudtico de Morris com o protocolo de 2 tentativas por sessdo, também se
constatou melhor desempenho de ratos corredores diante de seus correlatos sedentdrios
(ADLARD et al., 2004; VAYNMAN, et al., 2004). E importante se destacar que os animais
do grupo SC, a despeito da falta de diferenca estatisticamente significante, exibiram valores
médios de laténcia que tenderam a ser menores ao longo das sessdes de teste comparados
aos dos animais SS; indicando um potencial ganho funcional decorrente da atividade fisica.
Diante desta tendéncia, é plausivel supor que com o protocolo de 2 tentativas por sessao a
diferenca entre os grupos SC e SS se acentuassem, conforme constatado por Van PRAAG
et al. (1999a).

Por sua vez, os animais epilépticos, corredores (EC) e sedentdrios (ES), revelaram
importantes diferencas entre si no desempenho no labirinto aquético de Morris. Os animais
EC tiveram melhor performance quando comparados aos ES, apresentando laténcia
significativamente menor na 4* sessdo. Além disso, a queda observada nos valores de
laténcia entre 1* e a 4* sessdo foi estatisticamente significante nos EC, evidenciando
portanto aprendizado. Mais ainda, similarmente ao ocorrido nos grupos saudaveis, também

para os animais epilépticos os valores médios de laténcia dos corredores na 1° 2* e 3*
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sessOes tenderam a ser menores quando comparados aos dos sedentdrios. Estes dados sdo
uma forte evidéncia do efeito positivo da atividade fisica sobre a funcdo mnemonica dos
animais estudados, sobretudo nos animais epilépticos.

No dia seguinte a ultima sessdo de testes para memoria de referéncia espacial
realizou-se o teste para avaliacdo da reten¢do da memoria espacial (Probe Test). Este teste,
com duracdo total de trés minutos, foi analisado em trés fragmentos de um minuto cada.
Assim, quanto maior o nimero de vezes que o animal entra no contador critico durante o
primeiro minuto, melhor é sua retencdo de memoria espacial. O fato de nao encontrar a
plataforma durante o primeiro minuto leva o animal a vasculhar o labirinto todo,
diminuindo assim a freqiiéncia de entradas no contador critico nos préximos dois minutos.
A extincdo do comportamento inicial de entrar no contador critico tem sido interpretada
como um indicador de aprendizado a partir de pistas espaciais (SANTOS, 1999). No
presente estudo constatamos que durante o 1° minuto os animais do grupo SC apresentaram
um ndmero significativamente maior de entradas no contador critico comparados aos dois
grupos epilépticos (EC e ES) e uma tendéncia para melhor desempenho com relacdo aos
animais SS. Estes dltimos, por sua vez, ndo diferiram dos animais epilépticos corredores,
sendo melhores apenas que os epilépticos sedentérios. Os epilépticos corredores, ndo foram
diferentes comparados aos animais SS, como ja referido, e também aos ES. Contudo, com
relagcdo aos animais ES, os animais EC apresentaram uma tendéncia a melhor performance.
Analisando-se a fase final do teste, 2° e 3° minutos, apenas os animais corredores (SC e EC)
apresentaram sinais de extincado do comportamento inicial. Em ambos grupos foi observada
queda na freqiiéncia de entradas no contador critico entre o 1° € o 3° minutos, sendo

estatisticamente significativa para o grupo SC. Desta forma, os dados do Probe Test
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reforcam as evidéncias obtidas nos testes de memoria de referéncia espacial de que a
atividade fisica teve um efeito positivo sobre a fun¢@o cognitiva.

A formacao hipocampal recebe aferéncias colinérgicas provenientes da drea septal.
Adicionalmente hd, ao menos em roedores, interneuronios colinérgicos nos circuitos
intrinsecos da formacdo hipocampal. Tal inervacio colinérgica incide, predominantemente
no stratum lacunosum moleculare de CA3, stratum piramidale de CA1 e CA3 e stratum
moleculare do giro denteado em camundongos CS57BL/6 e ratos Sprague-Dawley
(AZNAVOUR, 2002). A acetilcolina, através de receptores muscarinicos e nicotinicos, atua
despolarizando neurdnios piramidais glutamatérgicos e interneurdnios GABAérgicos
(McQUISTON e MADISON, 1999a, McQUISTON e MADISON, 1999b; JI e DANI,
2000; AZNAVOUR, 2002).

A pilocarpina é um potente agonista colinérgico muscarinico que, ao ativar
receptores colinérgicos de neurdnios hipocampais, despolarizando-os, desencadeia um
processo de hiperatividade na circuitaria hipocampal. Este evento progressivamente evolui
promovendo aumento da liberacdo de glutamato e ativacdo de receptores para glutamato do
tipo NMDA (CAVALHEIRO, 1995; HAMILTON, et al., 1997). A conseqiiente ativacao
do sistema glutamatérgico acarreta excessivo influxo de fons cdlcio (Ca**) aumentando sua
concentracdo intracelular. Os altos niveis intracelulares de Ca®* podem ativar proteases,
lipases, fosfatases e endonucleases que diretamente danificam estruturas celulares ou
induzem a formacdo de radicais livres oxidativos que sdo mediadores de morte celular.
Portanto, a excessiva liberacdo sindptica de glutamato leva ao aumento do influxo de Ca**
através dos receptores NMDA, podendo causar desequilibrio na homeostase deste fon
ativando processos intracelulares dependentes de calcio que culminam em morte celular.

Para tal fenomeno foi cunhado o termo excitotoxicidade referindo-se a neurodegeneracio
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mediada por receptores de aminodcidos excitatérios (OLNEY, 1969). Desta forma acredita-
se que a morte celular observada no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina em
camundongos € decorrente da excitotoxicidade desencadeada pelos eventos acima descritos
(TURSKI et al., 1984).

Uma vez que os ions cdlcio sdo um componente crucial para o fendomeno da
excitotoxicidade (ARUNDINE e TYMIANSKY, 2003), é de fundamental importancia a
capacidade celular de tamponamento e homeostase deste ion. Sendo assim, células dotadas
de proteinas intracelulares ligantes de cdlcio, como calbindina, parvalbumina e calretinina,
tétm menor suscetibilidade a neurodegeneracdo por excitotoxicidade (SYNTICHAKI e
TAVERNARAKIS, 2003).

As células granulares do giro denteado possuem a proteina ligante de cdlcio
calbindina. Além disso, os interneuronios da camada granular também possuem
parvalbumina e calretinina (MATYAS et al., 2004). Por outro lado, as células musgosas do
hilo do giro denteado, que sdo o principal componente celular desta regido, ndo apresentam
proteinas ligantes de cédlcio (FUJISE et al., 1998; MATYAS et al., 2004). Na regidao CA3 as
células piramidais ndo possuem as proteinas ligantes de célcio, enquanto interneuronios
desta regido expressam parvalbumina e calretinina. Na regido CAl também ocorrem
interneurdnios que expressam parvalbumina e calretinina, como na regido CA3; além disso,
ao contrario da regido CA3, em CA1l aparecem neurdnios piramidais superficiais que
expressam calbindina (MATYAS et al., 2004).

Estas caracteristicas referentes a presenca de proteinas ligantes de cdlcio em
distintos tipos de células neuronais e regides da formacdo hipocampal podem explicar o

padrdo de lesdo histoldgica observado neste estudo através da andlise dos cortes submetidos

a técnica de coloracdo de Nissl com violeta de cresila. Observou-se que o hilo do giro
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denteado apresentou os maiores escores de lesdo dentre todas as regides avaliadas; as
camadas piramidais de CA3 e CAl apresentarem importante grau de lesdo; e a camada
granular do giro denteado revelou-se relativamente preservada. Este padrdo de perda
neuronal foi semelhante ao previamente descrito em outros trabalhos com camundongos
(TURSK et al., 1984; CAVALHEIRO et al., 1996; NASCIMENTO, 2004) e é coerente
com a distribuicdo de proteinas ligantes de célcio em cada uma destas regides.

Contudo, quando comparados os escores médios de perda neuronal dos animais dos
grupos EC e ES ndo foram detectadas, em quaisquer das estruturas da formagao hipocampal
analisadas, diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. FAVERJON et al.
(2002) também nao encontraram diferengas na extensdo da perda celular nas regides CA3,
CA1l e no hilo do giro denteado de ratos neonatos submetidos a status epilepticus por
injecdo de litio-pilocarpina e posteriormente mantidos em ambiente enriquecido (AE),
tendo a roda de atividade como um dos seus componentes.

Por outro lado, YOUNG et al. (1999) constataram menor perda neuronal na regido
CA3 e no hilo de ratos expostos ao AE por trés semanas antes da inducdo do status
epilepticus por injecdo de cainato. Nesse mesmo estudo os autores verificaram também que
nos animais expostos ao AE houve uma maior expressao do fator neurotréfico derivado da
glia (GDNF) e do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). YOUNG et al. (1999)
argumentam que a resisténcia a lesdo neuronal observada nos animais mantidos em AE
poderia ser atribuida a neuroprote¢do proporcionada pelo aumento da expressdo desses
fatores neurotréficos. Os mesmos autores acrescentaram ainda que outras moléculas
neurotréficas também poderiam contribuir para o efeito neuroprotetor do AE, tais como o
fator de crescimento de fibroblasto (FGF), o fator de crescimento do nervo (NGF) e a

neurotrofina-3 (NT-3), que se elevam em virtude de exercicio fisico.
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E particularmente importante destacar no trabalho de YOUNG et al. (1999) o fato
dos animais terem sido expostos ao AE antes da indugcdo do status epilepticus,
diferentemente do protocolo por nés empregado. De fato, no presente estudo a atividade
fisica foi proporcionada aos animais 48 horas apds a administracdo da pilocarpina. Tal
estimulo pode ndo ter sido suficiente para impedir ou mesmo amenizar a evolu¢do do
processo de morte celular desencadeado pelo status epilepticus. Por outro lado, podemos
supor que, ndo obstante os niveis dos fatores neurotréficos estivessem abaixo de valores
necessarios para neuroprotecao por ocasido do status epilepticus, podem ter sido elevados
no decorrer do periodo de atividade fisica, considerando nossos resultados
comportamentais.

Para fins de avaliacdo do dano tecidual, além da coloracdo de Nissl com violeta de
cresila, foi utilizado no presente estudo o Fluoro Jade B como um marcador de neurdnios
que estdo em processo de degeneragdo (SCHMUED e HOPKINS, 2000). Embora a exata
estrutura quimica do Fluoro Jade B ainda ndo seja conhecida, trata-se de um derivado de
fluoresceina anidnica com afinidade para ligar-se a moléculas com cargas positivas, tais
como as poliaminas, que sdo expressas por neurdnios em degeneracdo (SCHMUED e
HOPKINS, 2000).

Nossos dados relativos a marcacdo com Fluoro Jade B revelaram a presenca de
neuronios intensamente fluorescentes na formacao hipocampal dos dois grupos submetidos
ao status epilepticus, ES e EC. Contudo, quando comparados os nimeros de neurdnios
Fluoro Jade B positivos por mm® dos animais de ambos grupos, ndo foram detectadas
diferencas estatisticamente significantes entre eles para quaisquer das estruturas da
formacdo hipocampal analisadas. Estes resultados corroboram aqueles revelados pela

avaliacdo da perda neuronal, indicando que o estimulo da atividade fisica pode ndo ter sido
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suficientemente benéfico a ponto de proteger os animais da neurodegeneracdo evidenciada
pela marcacao com Fluoro Jade B. Por outro lado, vale destacar que a literatura ndo traz
relatos de estudos avaliando neurodegeneracdo através da marcacdao com Fluoro Jade B
envolvendo modelos animais de epilepsia e manipulagdo ambiental, como atividade fisica
ou ambiente enriquecido.

O Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) é uma proteina essencial para
divisdo celular, esta estreitamente relacionada com a sintese de DNA durante a fase S do
ciclo mitético (MORRIS e MATHEWS, 1989). Em decorréncia desta caracteristica
funcional, o PCNA ¢ utilizado como um marcador de proliferacdo celular (RANKIN et al.,
2004).

No presente trabalho foram detectadas células PCNA positivas no giro denteado dos
camundongos de todos os quatro grupos estabelecidos no estudo. Entre os animais dos
grupos saudaveis, corredores (SC) e sedentdrios (SS), ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante na proliferacdo celular. YOUNG et al. (1999), também
utilizando PCNA como marcador de proliferagdo celular, constataram que ratos mantidos
em ambiente enriquecido apresentaram significantemente mais células imunorreativas para
PCNA na camada granular do giro denteado, comparados aos animais controle. Outros
estudos também estabeleceram que a atividade fisica estimula a neurogénese na camada
granular do giro denteado de camundongos C57BL/6 (Van PRAAG et al., 1999a; Van
PRAAG et al., 1999b). Contrastando com os trabalhos acima referidos, nossos resultados
ndo revelaram aumentada proliferacdo celular nos animais corredores.

Estudos da proliferacdo celular basal no giro denteado da formagao hipocampal em
diversas linhagens isogé€nicas e ndo isogénicas de camundongos adultos mostraram que

7

esse fendmeno ¢ geneticamente influenciado (KEMPERMANN et al, 1997a;
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KEMPERMANN e GAGE, 2002). Além disso, foi verificado que animais adultos da
linhagem isogénica C57BL/6 quando submetidos a ambiente enriquecido ndo apresentaram
modificacdo na proliferaciao celular no giro denteado da formagdo hipocampal. Embora a
sobrevivéncia das células neogeradas, especialmente dos neurdnios, tenha sido superior a
dos animais controle criados em condicdes normais de biotério (KEMPERMANN et al.,
1998b). Por outro lado, a exposi¢io de camundongos adultos da linhagem isogénica
129/Sv] ao mesmo ambiente enriquecido provocou aumento significativo da proliferacdo e
da sobrevivéncia celular nesses animais quando comparados aos animais controle
(KEMPERMANN et al., 1998a).

Estes estudos sugerem que as caracteristicas genéticas, além de influenciar
proliferacdo celular basal no giro denteado, também interferem no efeito que o estimulo
ambiental tem sobre a mesma.

Vale lembrar que nesses experimentos o ambiente enriquecido consiste de gaiolas
com dimensdes maiores que as comuns e ¢ composto por diversos elementos, tais com
tubos plésticos, materiais para construir ninhos, brinquedos diversos e uma roda de
atividade. Esta udltima parece ser o elemento mais importante para a estimulacdo da
neurogénese em camundongos adultos (Van PRAAG et al., 2000).

A linhagem empregada no nosso trabalho ndo é isogénica e, segundo nosso
conhecimento, ndo existem estudos sobre proliferacdo celular basal no giro denteado de
animais adultos desta linhagem, e nem como ela pode ser afetada pelo ambiente, em
particular pela atividade fisica voluntaria. Assim, € plausivel considerar que a auséncia de
diferencga na proliferacdo celular entre os animais dos grupos SS e SC tenha sido decorrente
das caracteristicas genéticas proprias da linhagem Swiss. Por outro lado € interessante

ponderar que o paradigma de ambiente enriquecido classicamente empregado proporciona
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estimulo ambiental inferior aquele do habitat selvagem de roedores (KEMPERMANN et
al., 1997b, 2002). Deste modo, sendo nossos animais nao isogénicos e possuindo, portanto,
um backgroud genético mais préximo de animais selvagens, as condi¢des proporcionadas
em nosso experimento podem nio ter sido suficientes para estimular a proliferacao celular
no giro denteado da formagao hipocampal dos animais do grupo SC.

Entre os animais epilépticos, aqueles pertencentes ao grupo sedentdrio (ES)
apresentaram significativamente maior nimero de células PCNA positivas comparados
com os corredores (EC). Estes dados parecem controversos quando se consideram os
achados de que a atividade fisica estimula a proliferacdo celular no giro denteado. Contudo,
diversos trabalhos relataram a ocorréncia de proliferacdo celular e neurogénese também em
decorréncia de crises epilépticas (PARENT et al., 1997; PARENT e LOWENSTEIN, 2002;
PARENT, 2002; RIBAK e DASHTIPOUR, 2002). Neste contexto, € interessante notar que
ARIDA et al. (1999), utilizando o modelo experimental de epilepsia induzida por
pilocarpina em ratos submetidos a atividade fisica apds a inducdo do status epilepticus,
constataram que os animais corredores tiveram uma reducdo na freqiiéncia das crises
recorrentes. Embora, no presente trabalho ndo tenham sido monitorados possiveis eventos
de crises recorrentes, € possivel que os animais do grupo ES, sem o estimulo da atividade
fisica, tenham sofrido um maior nimero dessas crises, o que teria determinado uma maior
proliferacdo celular. E importante considerar que tais crises podem de fato ter ocorrido,
pois, embora o periodo de sobrevida apds o status epilepticus estivesse compreendido
dentro do chamado periodo silente do modelo experimental, este € relativamente amplo

com duragdo média de 14,4+11,9 dias (CAVALHEIRO et al., 1996).
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E importante destacar ainda que, em contraste com o trabalho de YOUNG et al.
(1999), em nosso estudo ndo foi realizada marcacdo de fenétipo neuronal para as células
PCNA positivas. Assim as interpretacdes referentes a ocorréncia de neurogénese foram
limitadas. Isto nos obriga a considerar a possibilidade de que a maior prolifera¢do celular
observada nos animais ES seja devida também a gliogénese (STEINER et al., 2004).

Os dados do presente estudo até aqui discutidos apontam para um ganho funcional,
no que concerne a memoria, para os animais epilépticos que foram submetidos a atividade
fisica voluntdria cronica. Este efeito positivo se manifestou a despeito de ndo terem sido
constatadas diferencas na extensdo e no padrio da perda celular entre os animais dos grupos
EC e ES. FAVERIJON et al. (2002), cujo trabalho revelou resultados semelhantes, sugerem
que mesmo em um cérebro lesado, a manipulagdo ambiental pode promover recuperacdo ou
compensac¢do funcional. Desta forma, € possivel considerar que a atividade fisica exerce
seus efeitos influenciando, de algum modo, o complexo processo molecular subjacente aos
fendmenos de aprendizagem e formagao da memoria.

Num sentido mais geral, aprendizagem pode ser considerada como o processo
através do qual novas informagdes sdo adquiridas, enquanto que memdria seria 0 processo
em que tais informagdes sdo retidas (BAYLEI et al., 1996). Classicamente, a memoria pode
ser dividida em duas principais categorias, memoria explicita ou declarativa, e memdria
implicita ou ndo declarativa. A memdria explicita se refere ao conhecimento consciente
acerca de pessoas, lugares e coisas, enquanto que a implicita é aquela relativa ao
conhecimento inconsciente de habilidades motoras e outros comportamentos como
condicionamento cldssico, sensibilizacdo e habituacdo (POLSTER et al., 1991). Por sua
vez, a memoria explicita depende de estruturas diencefélicas e do lobo temporal, como

cortex entorrinal, subiculo e hipocampo, enquanto que a memdria implicita envolve as

55



mesmas vias de associagdo, motoras e sensitivas utilizadas na expressao dos processos de
aprendizagem (SQUIRE, 1992). O processo de armazenamento das duas formas de
memoria, implicita e explicita, € gradual e comumente dividido em pelo menos dois
estagios temporalmente distintos. Assim, t€ém-se memoria de curto prazo, com duracdo de
minutos a horas, e memoria de longo prazo, perdurando por dias, semanas € mesmo por
toda a vida (BAYLEI et al., 1996).

O armazenamento da memoria de longo prazo para aprendizagem explicita, tanto
para humanos quanto para animais experimentais, € criticamente dependente do hipocampo
(SQUIRE, 1992). Adicionalmente, em roedores, a memdria espacial € particularmente
sensivel a lesdes na formacdo hipocampal (BLISS E COLLINGRIDGE, 1993). O processo
de armazenamento da memoria estd associado a um programa celular de expressdao génica,
alterac@o da sintese de proteina e formagao de novas conexdes sindpticas (BAYLEI et al.,
1996). Diversos autores postulam que parte da via molecular necessdria ao processo de
consolidacdo da memoria envolve proteinas ligantes do elemento de resposta do AMP
ciclico (CREB; cAMP-response element-binding protein) (BAYLEI et al., 1996; YIN e
TULLY, 1996; ABEL e KANDEL, 1998; SILVA et al., 1998; LAMPRECHT, 1999). O
CREB ¢ um fator de transcri¢do que, quando ativado por fosforilacao, liga-se ao promotor
CRE no DNA, ativando a expressdo de genes envolvidos com as alteracdes estruturais
subjacentes ao processo de armazenamento da memoria a longo prazo (SILVA et al., 1998).
Deste modo, o aumento da fosforilagio do CREB estd relacionado com a plasticidade
sindptica necessdria a formacdo de memoria (BAYLEI et al., 1996). O mecanismo bdsico
proposto tem inicio com o aumento dos niveis intracelulares de AMP ciclico, que, por sua

vez, ativa a subunidade catalitica da proteina quinase A dependente de AMP ciclico
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(MAPK); esta proteina se desloca até o nicleo celular e, entdo, fosforila o CREB, ativando-
o (ABEL e KANDEL, 1998).

A atividade fisica induz aumento na expressdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) (NEEPER et al., 1996; NEEPER et al., 1997; VAYNMAN et al., 2003,
2004; ADLARD et al.,, 2004). Além disso, tem sido demonstrado que o BDNF estd
particularmente associado ao processo de aprendizagem e memoria hipocampal (MU et al.,
1999; ZHOU et al., 2000). ADLARD et al. (2004) apresentaram dados correlacionando a
aumentada expressdo de BDNF ao melhor desempenho de ratos no labirinto aqudtico de
Morris. Corroborando os achados de ADLARD et al. (2004), VAYNMAN et al. (2004)
verificaram que os ratos que tiveram acesso a uma roda de atividade apresentaram maior
expressao de BDNF, CREB e sinapsina I, além de maior nivel de CREB fosforilado.
Interessantemente, neste mesmo estudo os autores verificaram que os animais corredores
tratados com uma molécula quimérica (TrkB-IgG), que impede a acdo do BDNEF,
apresentaram pior desempenho no labirinto aquético que os animais corredores controle.
Estes dados se constituem numa forte evidéncia de que a eficécia da atividade fisica sobre a
plasticidade sindptica e funcdo cognitiva seja mediada pela acdo do BDNF, através de sua
associacdo com o fator de transcricio CREB.

Detalhando o envolvimento do BDNF nos processos de memoéria, VAYNMAN et
al. (2004) propuseram que neurdnios pertencentes a circuitos hipocampais liberam BDNF
nas sinapses e este, através do seu receptor de membrana TrkB, desencadeia nas células
pOs-sindpticas uma cascata de eventos intracelulares que culminam na ativacdo da via
MAPK-CREB. Portanto, é possivel que os efeitos positivos da atividade fisica sobre a
memoria, relatados em diversos estudos referidos neste texto e de fato constatados no

presente trabalho, sejam mediados pelo sistema BDNF-CREB. Adicionalmente,
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VAYNMAN et al. (2004) expdem outros mecanismos provaveis mediados pelo BDNF que
podem contribuir para a melhora da memoria através da atividade fisica. Segundo os autores, o
aumento da producdo de BDNF induzido pelo exercicio fisico determinaria um aumento dos
estoques e da liberacdo de glutamato por meio de dois mecanismos cooperativos e paralelos.
Primeiramente, o BDNF se ligaria ao seu receptor TrkB da célula pré-sindptica onde esta
ancorada a fosfolipase C que ativa a calmodulina quinase CaMKII, a qual regula os niveis de
sinapsina 1. Esta molécula estabelece a reserva de vesiculas dos neurotransmissores ancorando-
as ao citoesqueleto de actina (TAKEI et al., 1995). Pelo segundo mecanismo o BDNF ativaria a
MAPK, também via receptor TrkB, que fosforilaria a sinapsina I desencadeando a mobilizacao
das vesiculas sindpticas da reserva para liberagdo dos neurotransmissores. Desta forma, o
aumento da liberacdo de glutamato levaria a um incremento do influxo de fons cdlcio nos
neurdnios pos-sindpticos, através de receptores NMDA, e a ativacdo da CaMKII que, por sua
vez, também ativaria a via MAPK-CREB. Adicionalmente, TAO et al. (1998) reportam que,
além de regular a expressdao de genes envolvidos na plasticidade sindptica, o CREB também
tem como alvo o gene do proprio BDNF. Desta forma, vale destacar que estes mecanismos se
sustentariam reciprocamente, mantendo o efeito do exercicio fisico sobre a plasticidade
sindptica (VAYNMAN et al., 2003, 2004).

E importante considerar que os estudos realizados por VAYNMAN et al., (2004) sobre
a associacdo da atividade fisica, BDNF, CREB e memdria utilizaram animais sauddveis, sem
qualquer lesdo no sistema nervoso central. Contudo, é plausivel supor que a melhor
performance dos animais epilépticos corredores no labirinto aquédtico verificada no presente
estudo envolva o sistema BDNF-CREB. Considerando esta hipétese, e a despeito de ndo

termos observado diferencas significativas no padrio da lesdo histoldgica entre os grupos EC e
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ES, podemos considerar que a circuitaria hipocampal remanescente nos camundongos do grupo
EC foi funcionalmente otimizada pelo estimulo da atividade fisica.

Os nossos resultados e os dados da literatura justificam estudos futuros empregando-se
um protocolo experimental no qual se proporcione atividade fisica voluntdria aos animais antes
da inducdo do status epilepticus por pilocarpina. Tal protocolo permitiria a investigacdo da
ocorréncia de neuroprotecdo promovida pela manipulagdo ambiental, similarmente ao relatado
por YOUNG et al. (1999) quando proporcionaram aos animais um ambiente enriquecido
previamente a inducdo de status epilepticus por cainato. Em particular, considerando as
implicacdes que a otimizacgdo do sistema BDNF-CREB pode ter sobre a memoéria em quadros
epilépticos, julgamos extremamente interessante pesquisar a expressdo de BDNF e a ativacdo
do CREB no modelo de epilepsia induzida por pilocarpina associado com atividade fisica.

Considerando o conjunto de evidéncias experimentais e dados clinicos de que o
exercicio fisico traz beneficios a pacientes com epilepsia, parece justificivel encoraji-los a
praticar atividade fisica regular (NAKKEN et al., 1990; ROTH et al., 1994). Contudo, se fazem
ainda necessdrios estudos com pacientes com epilepsia engajados em programas sistematicos
de exercicio fisico. Tais estudos, associados aos realizados com modelos experimentais,
poderiam contribuir para uma melhor compreensao dos mecanismos neuroldgicos subjacentes
aos efeitos benéficos do exercicio fisico sobre essa populacdo. Varidveis como intensidade,
volume, freqiiéncia e modalidade do exercicio fisico devem ser consideradas nesse tipo de
estudo.

Finalmente, o maior e mais sélido conhecimento da relacdo epilepsia-exercicio
possibilitaria estabelecer estratégias adequadas para a elaboragdo de um programa de
treinamento fisico seguro, que poderia ser recomendado especialmente a estes pacientes,

minimizando os riscos e acentuando os beneficios.
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6. Conclusoes

1. O status epilepticus induzido pela pilocarpina causa significativa reducdo do
volume da atividade fisica voluntdria realizada pelos camundongos na roda de

atividade.

2. A atividade fisica voluntéria realizada pelos camundongos apés a inducdo de status
epilepticus determinou o seu melhor desempenho no labirinto aquatico de Morris
quando comparado ao dos animais epilépticos sedentdrios, sugerindo que a

atividade fisica contribuiu para preserva¢do da sua memoria espacial.

3. O padrao histologico da lesdo hipocampal e a ocorréncia de degeneracao neuronal
ndo diferiram entre os animais corredores e sedentdrios apds cinco semanas do
status epilepticus. Este resultado sugere que fendmenos de plasticidade neural de
natureza molecular, ndo detectdveis através das técnicas morfoldogicas empregadas,
sejam responsdveis pelo melhor desempenho dos animais corredores no labirinto

aquético de Morris.

4. A avaliagdo do nimero de células imunorreativas para PCNA sugere que a atividade
fisica voluntaria realizada pelos animais que tiveram status epilepticus produziu um
efeito inibidor sobre a proliferacdo celular no giro denteado da formacdo
hipocampal. Contudo, para uma melhor andlise da relacdo entre status epilepticus,
atividade fisica e proliferacdo celular, devem ser realizadas investigagdes sobre o

fenotipo das células geradas.

5. Embora extrapola¢des para o ambito clinico de resultados obtidos em estudos com
modelos experimentais exijam cautela, nossos resultados corroboram a hipdtese de
que atividade fisica adequadamente prescrita pode exercer importante acio

profilética e terapéutica em pacientes com epilepsia.
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Tabela 2. Valores médios da laténcia para encontrar a plataforma em cada sessdo do teste

LATENCIA (Seg)

ANIMAL Sessao 1 Sessdo 2 Sessdo 3 Sessdo 4
1SS 58,25 94 102 33,25
2SS 66 70,5 33,5 24,75
3 SS 79,75 25,25 22,25 32,75
4 SS 87 77 63,25 53,5
5SS 76,25 39,5 48,25 34,5
6 SS 61,25 65,5 59,75 61,5
7SS 86 34,25 21,75 26
8 SS 96 73,5 91 20,5
1 ES 120 120 92,25 99,5
2 ES 120 120 120 120
3 ES 120 120 120 120
4 ES 120 120 85 120
5 ES 120 120 120 120
6 ES 96 120 120 120
7TES 120 120 120 120
8 ES 120 120 120 120
1SC 120 31,25 7,75 5,25
2 SC 120 101 94,5 54
3 SC 106 14,25 25,25 17
4 SC 99 53 15,5 10
5 SC 69 78 58,75 51
6 SC 100,75 17 27,25 10,5
7 SC 120 120 71,25 20,75
8 SC 4475 27,75 42 28,25
1 EC 115,75 76,5 103,25 29
2 EC 75,5 41,75 38,5 33,5
3 EC 120 97,25 120 120
4 EC 100,5 84,5 78,5 99,5
5 EC 120 120 120 120
6 EC 120 119,25 51,5 45
7 EC 120 120 101,5 75,75
8 EC 94,75 78 48,5 97,5

do labirinto aquético de Morris.

SS—saudavel sedentério, ES—epiléptico sedentario, SC—saudavel sedentario, EC—epiléptico sedentério.
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ANIMAL 1° BIN 2° BIN 3°BIN

1SS
2SS
3SS
4SS
5SS
6 SS
7SS
8 SS
1 ES
2 ES
3ES
4 ES
SES
6 ES
TES
8 ES
1 SC
2SC
3SC
4 SC
5SC
6 SC
7SC
8 SC
1 EC
2EC
3EC
4 EC
SEC
6 EC
7TEC
8 EC
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Tabela 3. Numero de entradas no contador critico em cada BIN ao longo do probe test.
SS—saudavel sedentério, ES—epiléptico sedentario, SC—saudavel sedentario, EC—epiléptico sedentério.
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Tabela 4. Valores dos escores atribuidos a les@o histoldgica, evidenciada pela coloragdo

LESAO (escore)

ANIMAL CAl CA3 HILO CG
1 ES 1 2 3 0
2 ES 0 2 3 0
3ES 1 2 2 2
4 ES 0 2 2 0
5ES 3 2 3,5 0
1 EC 0 0 2 0
2 EC 2 4 2 2
3EC 0 0 1 0
4 EC 1,5 1,5 2 2
5 EC 4 2 3 1

com violeta de cresila, nas regides da formacao hipocampal avaliadas.
ES — epiléptico sedentério, EC — epiléptico corredor, CG — camada granular.



Tabela 5. Nimero de neurdnios em degeneracdo evidenciados pela marcacao com Fluoro

Jade B nas regides da formagdo hipocampal avaliadas.

NUMERO DE CELULAS FJ B +/mm2

ANIMAL CAl CA3 HILO CG
1 ES 0 0 0 0
2ES 0 0 0 0
3ES 2623,5 0 1450,6 185,2
4 ES 0 1605 0 0
SES 4012,3 1234,5 4629 0
1 EC 0 462,9 0 0
2EC 22222 1111,1 339,5 1820,9
3EC 0 0 0 0
4 EC 555,5 1234,5 4629 0
SEC 0 0 0 0

ES — epiléptico sedentério, EC — epiléptico corredor, CG — camada granular.
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Tabela 6. Numero total de células imunorreativas para PCNA contadas em seccoes
representativas do giro denteado da formacdo hipocampal.

ANIMAL NUMERO DE CELULAS PCNA +
CG HILO/CG CM TOTAL
1SS 13 3 0 16
2SS 24 1 0 25
3SS 15 0 0 15
4SS 1 0 0 1
5SS 3 0 0 3
1 ES 11 6 0 17
2 ES 13 1 0 14
3 ES 8 27 3 38
4 ES 12 4 0 16
5ES 28 12 0 40
1SC 9 7 0 16
2SC 0 0 0 0
3SC 14 2 0 16
4SC 1 0 0 1
5SC 20 2 0 22
1 EC 0 0 0 0
2 EC 0 0 0 0
3 EC 10 7 2 19
4 EC 0 0 0 0
5EC 7 3 1 11

SS—saudavel sedentério, ES—epiléptico sedentario, SC—saudével sedentario, EC—epiléptico sedentério.
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