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RESUMO

O status epilepticus (SE) € uma convulsdo com duragao igual ou superior a 30
minutos ou diversas crises consecutivas sem que o individuo retome a
consciéncia por igual periodo. O SE, quando ocorre durante a infancia, induz
morte neuronal e pode levar a alteragbes comportamentais e cognitivas na
idade adulta. Tém sido descritos na literatura os efeitos benéficos exercidos
pelo exercicio fisico sobre diversos sistemas, incluindo mais recentemente o
sistema nervoso central. No presente estudo, investigamos os efeitos de um
protocolo de exercicio fisico de baixa intensidade em esteira sobre as
alteragdes comportamentais e cognitivas em ratos Wistar submetidos ao SE,
induzido pela administracdo de LiCl-pilocarpina, durante periodos iniciais do
desenvolvimento. Na primeira parte do estudo, investigamos o perfil de morte
neuronal na regidao CA1 do hipocampo e no cortex perirrinal ao longo de 7 dias
apos o SE. Nas duas regibes avaliadas, o SE provocou um aumento no
numero de neurdnios em degeneragdo em todos os tempos avaliados (1, 3 ou
7 dias). A maior morte neuronal ocorreu 1 dia apos a convulsdo, apresentando
uma diminuicdo na neurodegeneragcdo nos tempos de 3 e 7 dias em ambas
estruturas. Outro grupo de animais foi utilizado para avaliar os efeitos do SE
sobre parametros comportamentais e os efeitos do exercicio fisico sobre
possiveis alteracdes decorrentes da crise convulsiva. A atividade locomotora
na tarefa de campo aberto ndo foi alterada em nenhum dos quatro grupos
estudados (controle, exercicio, SE e SE+exercicio). No entanto, o grupo SE
apresentou um aumento no numero de viagens (saidas do home base) e uma
diminuigdo no numero de paradas por viagem em relagdo ao grupo exercicio,
bem como uma diminuicdo no tamanho das viagens em relagdo aos grupos
exercicio e SE+exercicio. No teste de reconhecimento de objetos o grupo SE
apresentou um déficit significativo na memdéria de longa duragdo, sendo que
esta alteracao foi revertida pelo protocolo de treinamento de baixa intensidade
em esteira (grupo SE+exercicio). A indugcédo de SE por LiCl-pilocarpina na
infancia e o treinamento fisico de baixa intensidade ndo alteraram os niveis de
ansiedade na tarefa de labirinto em cruz elevado em ratos, na idade adulta.
Nossos resultados indicam que a atividade fisica pode promover uma melhora
da fungédo cognitiva em modelos animais, sugerindo uma potencial aplicagéo
dessa intervencdo na terapia complementar em pacientes que sofreram SE
durante a infancia.
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ABSTRACT

Status epilepticus (SE) is characterized as a prolonged seizure activity or
repeated seizures for a long period (30 min). In immature brains, this kind of
seizure is associated with alterations such as neuronal loss and behavioral
impairment during adulthood. Several authors have shown that physical
exercise improves neurogenesis and can be beneficial to the cognitive function.
In this study we evaluated the potential benefits of a low intensity treadmill
exercise protocol in order to prevent or modify the long-standing cognitive
alterations induced by SE in young Wistar rats. The SE was induced in 16 days
old Wistar rats, by the administration of LiCl-pilocarpine. In one subset of
animals we evaluated the neuronal loss 1, 3 or 7 days after the SE induction.
SE increases the neurodegeneration in the CA1 hippocampal subfield and in
the perirhinal cortex in all times tested. The neuronal loss was higher 1 day after
lesion, when compared with 3 and 7 days after SE. Another subset of animals
was submitted to a low intensity exercise protocol after SE induction, in order to
investigate the potential benefits on SE-induced behavioral alterations. In the
open field task, we did not find alterations in motor activity among the four
groups tested (control, exercised, SE and SE+exercised). SE group presented
a high number of trips and a low number of stops per trip when compared with
exercised group, as well as a reduction in the trip length when compared with
exercised and SE+exercised rats. The second behavioral test performed was
the object recognition, where animals from the SE group showed a significantly
long-term memory impairment in the adulthood. When SE-induced animals
were submitted to the low intensity treadmill exercise protocol, the deficit in the
recognition memory was completely reversed. SE-induced during early period
of life did not alter any parameter in the plus maze task, indicating no anxiety-
like behavior. These data suggest that physical exercise may promote an
improvement in cognitive function in seizure-induced rats, suggesting a
potential application as complementary therapy in patients that suffered SE
during the childhood.



APRESENTAGAO

Esta dissertagao é constituida de cinco partes:
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Parte Il. Os resultados que fazem parte desta Dissertacao estdo apresentados
sob a forma de artigo cientifico, subdividido em: Introdu¢cdo, Material e
Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias Bibliograficas;

Parte lll. Discusséao final;
Parte IV. Perspectivas;

Parte V. Referéncias bibliograficas referentes a Introduc&o e Discusséo final.



Parte . Introducgao




1.EPILEPSIAS
O termo epilepsia engloba um conjunto de disturbios que acometem o

sistema nervoso central (SNC), os quais apresentam em comum crises
epilépticas recorrentes, caracterizadas por descargas transitorias, excessivas e
hipersincronicas das células nervosas [1]. A atividade neuronal anormal
durante as crises epilépticas ocorre subitamente e pode acometer uma
determinada regido do SNC ou ocorrer de maneira generalizada, acometendo
ambos hemisférios cerebrais [2].

Estima-se que aproximadamente 3% da populacdo mundial é portadora
de epilepsia, sendo que cerca de 80% encontram-se em paises com baixo
indice de desenvolvimento humano [3]. A incidéncia das epilepsias apresenta-
se em uma curva em forma de U, sendo maior durante a infancia, diminuindo
durante a adolescéncia e vida adulta [4] e tornando a aumentar apds a sexta
década de vida [5].

A incidéncia de epilepsias € maior em criangas do sexo masculino quando
comparada com o sexo feminino [4, 6]. Esta diferenga sexo-especifica varia de
acordo com o tipo de disturbio e com a idade. Durante a infancia, aos 5 anos, a
incidéncia é maior em individuos do sexo feminino e durante a adolescéncia
tende a ser maior em individuos do sexo masculino [6]. A diferenga da
predominancia demonstra diferengas na exposi¢cao a fatores de risco, bem
como na suscetibilidade sexo-especifica [7].

Diferentes fatores podem levar ao desenvolvimento das epilepsias, sendo
que 25% a 45% das epilepsias pediatricas estédo relacionadas a fatores de risco
tais como: infecgdes do SNC, incidéncia familiar de epilepsias, traumatismo

cranio-encefalico, malformagdes congénitas, desordens metabdlicas,



convulsdes neonatais e convulsbes febris [7], sendo que o restante possui
etiologia desconhecida [8, 9].

A maior parte dos pacientes que apresenta crises epilépticas durante a
infancia apresenta, na idade adulta, remissdo das crises. No entanto,
individuos jovens portadores de epilepsia, associada a alteragbes estruturais
no SNC, apresentam 60% de chance de desenvolver algum tipo de desordem
neuroldgica ou psiquiatrica durante a idade adulta [10]. Além disso, crises
epilépticas ocorridas durante periodos criticos do desenvolvimento cerebral
estdo relacionadas a um maior risco de prejuizo intelectual e cognitivo quando

comparadas a crises epilépticas ocorridas na adolescéncia ou na idade adulta.

1.1.Epilepsia do lobo temporal

A epilepsia do lobo temporal (ELT) é a sindrome epiléptica de maior
prevaléncia na idade adulta [3]. Além disso, cerca de 30% dos pacientes
portadores de ELT sao refratérios ao tratamento farmacoldgico disponivel
atualmente, mesmo quando utilizada uma combinacdo de 2 ou mais
anticonvulsivantes. Para os pacientes refratarios, a remogao cirurgica da area
epileptogénica (lobotomia) é a unica alternativa para remissao e/ou controle
das crises, sendo que aproximadamente 80% dos pacientes ficam livres de
crises [1].

Cerca de 50% a 70% dos pacientes portadores de epilepsia do lobo
temporal apresentam esclerose hipocampal [11]. A esclerose hipocampal induz
perda neuronal progressiva e gliose reativa nas regides CA1 e hilo do
hipocampo. No entanto, ndo alteram a anatomia e morfologia das regides CA2,
giro denteado e subiculum [12]. Embora exista uma grande correlagdo entre

epilepsia do lobo temporal e esclerose hipocampal, pouco se sabe sobre como



a esclerose hipocampal influencia na geragao de crises convulsivas, sendo que
este tema continua gerando grande debate. Meyer et al. [13] observaram que
danos ocorridos em fases precoces do desenvolvimento cerebral podem levar
a esclerose hipocampal, que por sua vez, pode estar relacionada ao
desenvolvimento de epilepsia do lobo temporal. Convulsdes febris ou crises
epilépticas prolongadas (status epilepticus — SE) estdo entre as injurias que
quando ocorridas em periodos iniciais do desenvolvimento podem levar a um
posterior desenvolvimento de epilepsia do lobo temporal [14]. Estudos
retrospectivos em pacientes mostram que aproximadamente 80% dos
pacientes com epilepsia do lobo temporal apresentaram, durante os primeiros

anos de vida, convulsdes febris ou SE [15, 16].

1.2.Status Epilepticus

O SE é caracterizado por uma crise epiléptica prolongada ou crises
epilépticas repetidas sem que o individuo recupere a consciéncia entre as
crises, sendo uma das emergéncias médicas mais comuns durante a infancia,
e que pode ser fatal quando ocorrido precocemente [3]. A maior incidéncia de
crises convulsivas prologadas em periodos iniciais do desenvolvimento esta
relacionada com um desequilibrio entre a atividade dos sistemas excitatorio e
inibitério. Esta maior predisposicao do cérebro imaturo ao SE pode estar
relacionada a atividade excitatéria exercida pelo acido gama-aminobutirico
(GABA) durantes periodos iniciais do desenvolvimento, sendo que na idade
adulta esse torna-se o principal neurotransmissor inibitorio [17].

O impacto de crises epilépticas prolongadas sob a maturagcdo do SNC
nao estdo totalmente esclarecidas e constituem um importante alvo de

investigacao [18]. Individuos acometidos de SE durante a infancia podem



apresentar, na idade adulta, alteragdes no comportamento emocional,
esclerose hipocampal, déficit cognitivo e epilepsia secundaria [19].

Inimeros trabalhos, utilizando tecido cerebral de pacientes com ELT e
modelos animais, tém sido realizados no intuito de elucidar as bases
fisiolégicas e neuroquimicas envolvidas nas alteragdes cerebrais decorrentes
de crises epilépticas de longa duragcdo. Entre os modelos mais bem
caracterizados estdo o modelo de abrasamento (ou kindling) e o modelo da
pilocarpina [20]. No modelo de abrasamento sdo gerados repetidos estimulos
elétricos em limiar subconvulsivantes na regido limbica (como amigdala,
hipocampo, cértex entorrinal), os quais, apds alguns dias de estimulos, levam
ao desenvolvimento de epilepsia seguida de alteragbes comportamentais e
eletrofisiolégicas caracteristicas [21].

O modelo de SE induzido por pilocarpina é caracterizado pela
administragdo aguda de uma alta dose desse agonista colinérgico.
Inicialmente, a atividade epiléptica se deve a acao estimulatéria da pilocarpina
sobre o sistema colinérgico, enquanto a manutengdo da crise se deve a
ativacédo do sistema glutamatérgico [22]. Clifford et al. [23] demonstraram que
um pré-tratamento com cloreto de litio potencializa a agédo epileptogénica da
pilocarpina, possibilitado uma reducdo na dose administrada, o que diminui
consideravelmente os efeitos colinérgicos periféricos e consequentemente a
mortalidade, sem alterar, no entanto, o padrdo convulsivo. O padrao da crise
convulsiva durante o SE induzido pela combinagcao de LiCl-pilocarpina segue a
seguinte ordem: nos primeiros 5 min os animais apresentam hiperatividade,
tremores e clonismos de patas. Apds este periodo os animais apresentam um
aumento da atividade motora, que acarreta SE entre 30 e 40 min apds a

administragcdo da pilocarpina. Durante o SE o0s animais apresentam



automatismos orofaciais, salivacao, clonismos de patas e perda de equilibrio. O
SE induzido por LiCl-pilocarpina apresenta uma intensa atividade elétrica tanto
a nivel cortical quanto hipocampal [24]. Wang et al. [25], utilizando o modelo
de pilocarpina, demonstraram que uma convulsdo de longa duragdo em ratos
adultos induz massiva neurodegeneragdo em diversas areas cerebrais até 14
dias apos o insulto. No mesmo trabalho foi provado que a grande maioria dos
neurénios em degeneragao estavam sofrendo processo apoptético (96%) e que
na sua grande maioria (88%) eram neurénios GABAérgicos. Apdés o SE, os
animais iniciam um periodo onde ha a auséncia de alteragdes
eletroencefalograficas bem como de crises recorrentes, denominado fase
latente. Apds a fase latente, aproximadamente 80% dos animais passam a
apresentar crises espontaneas de origem limbica acompanhadas de alteragbes

comportamentais [26, 27].

2.ATIVIDADE FiSICA

Diversos beneficios relacionados ao exercicio fisico vém sendo
elucidados nas ultimas décadas. Esta bem estabelecido que o exercicio fisico
melhora o sistema cardiovascular, reduzindo os riscos de hipertenséo e parada
cardiaca [28, 29] reduz o risco de AVC [30], auxilia no controle glicémico de
pacientes diabéticos [31, 32], além de promover a melhora da saude mental

[28].

2.1.Exercicio e cognicao
Sibley and Etnier [33], através de uma meta-analise, encontraram uma
correlacdo positiva entre a pratica de exercicios fisicos e uma melhora

cognitiva em criangas em idade escolar. Além disto, foi demonstrado que logo



ap6s a pratica de exercicio aerdbico, criangas apresentam uma melhora na
velocidade de reacao [34] e, apds corrida de alta intensidade, foi observada
uma melhora no aprendizado, que esta relacionada com um aumento dos
niveis de BDNF e dopamina [35]. Em adultos jovens (média de 33 anos), o
treinamento aerdbico por trés meses gerou uma melhora na cognigdo logo
apos o exercicio, além de induzir neurogénese [36].

O processo de envelhecimento esta relacionado com a alteracao de
diferentes fatores, como, atrofia do coértex e do hipocampo, diminuicao da
capacidade cardiorrespiratoria, além de uma diminuicdo dos processos de
memodria. O exercicio fisico tem se mostrado um fator determinante na melhora
e manutencdo da capacidade fisica e mental ao longo da vida [37, 38]. O
treinamento fisico aumenta a cognigcao e desacelera a diminuicdo da memoria
relacionada com a idade [39]. A pratica de atividade fisica entre 15 e 25 anos
apresenta uma correlagao positiva com a velocidade de processamento de
informagdes quando testadas na idade de 62 a 85 anos [40]. O treinamento de
forga diminui a perda de massa muscular gerada pelo envelhecimento, sendo
que aliado a uma alimentacdo correta, a massa muscular pode inclusive
aumentar em individuos idosos [41].

O exercicio é utilizado como intervengao em diferentes doencas, no
intuito de melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Schwartz [42] provou
que, para individuos com cancer, um treinamento de corrida com intensidade
leve a moderada ¢é eficaz no controle do peso, na redugao da fadiga induzida
pelo tratamento e levou a uma melhora na qualidade de vida dos pacientes.
Individuos idosos (<75 anos) com insuficiéncia cardiaca apresentaram uma
melhora na capacidade de se exercitar e na qualidade de vida apds quatro

meses de treinamento em bicicleta [43]. Efeito semelhante foi observado em



criancas com asma, com uma melhora na qualidade de vida e na capacidade
pulmonar apds dois meses de treinamento moderado de basquete [44].
Exercicios na agua por 10 ou 20 semanas apresentaram um efeito positivo na
percepcao da qualidade de vida em individuos obesos com osteoartrite [45].
Estudos envolvendo exercicio fisico e doencas degenerativas
demonstram uma melhora no quadro da doenga. Pacientes com Alzheimer
submetidos a um programa de treinamento de 12 semanas apresentaram
importantes melhoras no desempenho das atividades diarias [46]. Além disto, o
exercicio fisico apresenta um carater preventivo no desenvolvimento da doenca
de Alzheimer [47]. Pacientes com Parkinson e que participam de aulas de
tango apresentam uma melhora na mobilidade, na qualidade de vida e no
convivio social [48]. Um treinamento aerdbico por um periodo de seis meses se
mostrou eficaz na melhora das capacidades de abstracdo, flexibilidade mental
e atencao em pacientes com Parkinson quando comparados com pacientes

nao treinados [49].

2.2 Exercicio voluntario e exercicio forgado

Diferentes protocolos de exercicio fisico tém sido utilizados em modelos
animais. Os protocolos de atividade fisica utilizados podem ser classificados
como exercicio voluntario e exercicio forcado, sendo que no exercicio
voluntario de corrida é utilizada a roda de exercicio e a corrida forcada é
realizada em esteira ergométrica. Variagbes nos protocolos de exercicio e na
duragao do treinamento podem levar a diferentes resultados experimentais.
Leasure e Jones [50] demonstraram que a realizacao de exercicio forgcado por
oito meses promove uma maior neurogénese em relacdo ao exercicio

voluntario. O exercicio em esteira, mas nao o exercicio voluntario, por trés



semanas, induz neuroprotegdo em ratos submetidos ao modelo de acidente
vascular cerebral [31]. Em um trabalho investigando a influéncia do exercicio
voluntario ou forgado em camundongos submetidos ao modelo de Alzheimer,
Yuede et al. [51] demonstraram que o exercicio voluntario produz melhores
resultados quando comparado com o exercicio forgado.

Animais submetidos a protocolos de exercicio voluntario ou forcado
apresentam melhoras em diferentes tarefas comportamentais como o labirinto
aquatico de Morris, o labirinto em Y elevado, o labirinto em T elevado e o
labirinto radial [52]. Em outras tarefas dependentes do hipocampo como medo
condicionado, esquiva passiva e reconhecimento de objetos ambos protocolos
mostraram-se eficientes [53, 54].

Kim et al. [565] demonstraram que o exercicio em esteira induz
neurogénese e que esta alteragdo é influenciada pela intensidade do exercicio
e pela duragao do treinamento. Um protocolo de exercicio de baixa intensidade
se mostrou mais eficaz na indugdo de neurogénese quando comparado com

exercicio de média ou alta intensidade.

2.3.Exercicio e epilepsia

Muitos individuos epilépticos sao desencorajados a participar da pratica
de exercicios fisicos, independente da modalidade e intensidade do exercicio,
bem como da frequéncia e do tipo de crises apresentada pelo paciente. O
desencorajamento recai principalmente no receio por parte do corpo médico de
que ocorra um aumento da frequéncia das crises devido a atividade fisica.
Embora essas recomendagdes médicas tenham sido revistas apds pesquisas
mais aprofundadas envolvendo o tema, o estigma permanece e individuos

epilépticos continuam sendo menos ativos do que a populagdo em geral [56].
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Desta forma, pacientes epilépticos podem apresentar aumento de peso,
diminuicao da capacidade aerébica, diminuicdo da autoestima, e aumentar os
niveis de ansiedade e depressao [57].

Segundo Nakken [58], individuos epilépticos podem participar de
atividades fisicas que apresentem baixo risco quando acompanhados por um
profissional. A reducao de riscos para pacientes epilépticos depende dos
seguintes cuidados: monitoramento adequado da medicagao, realizagdo da
atividade sob acompanhamento de profissionais e familiares treinados e a nao
realizacao de exercicios de longa duragdo que possam levar a hipoglicemia e
desidratacao [56, 59]. Em pacientes epilépticos, o exercicio fisico pode ser
utilizado tanto como coadjuvante no tratamento quanto como forma de melhoria
da saude em geral e da qualidade de vida [60].

Embora a literatura envolvendo epilepsia e exercicio fisico em modelos
animais seja bastante restrita, foram demonstrados importantes beneficios
decorrentes do treinamento. Em um trabalho utilizando o modelo de
abrasamento, Arida et al. [61] demonstraram que um treinamento prévio em
esteiras por 45 dias é capaz de aumentar a resisténcia aos estimulos elétricos,
aumentando o numero de estimulos necessarios para os animais apresentarem
SE. Induzindo epilepsia com a administracao de pilocarpina, Arida et al. [62]
investigaram o efeito de um programa de treinamento de baixa intensidade em
esteira com frequéncia de 7 dias por semana durante 45 dias. Os animais
foram monitorados por 45 dias apds o surgimento das crises, 45 dias em que
foram submetidos a atividade fisica e 45 dias ap6s o treinamento, sendo que os
animais treinados apresentaram uma diminuicdo da frequéncia das crises
durante o periodo de treinamento e também nos 45 dias apds o término do

treinamento.
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O treinamento fisico se mostrou capaz de reduzir a frequéncia de
disparos de neurdnios hipocampais em fatias cerebrais de ratos epilépticos na
presenca de altas concentracbes de potassio ou na presenga do inibidor
gabaérgico bicuculina [63]. Van Praag et al. [64] demonstraram que o
treinamento fisico em camundongos epilépticos é capaz de reverter a
diminuigdo do potencial de longa duragéo (LTP - long-term potentiation)
apresentado por animais epilépticos. Rambo et al. [65] demonstraram que um
treinamento de nado forcado ou suplementacdo com creatina atenuam a crise
convulsiva induzida por pentilenotetrazol (PTZ) e que a combinagéo dos dois

tratamentos apresenta um aumento no controle da convulséao.
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3.0BJETIVOS

3.1.0bjetivo geral
Investigar os efeitos do exercicio fisico de baixa intensidade sobre as
alteracbes comportamentais induzidas pelo status epilepticus em animais

jovens.

3.2.0bjetivos especificos
Avaliar o perfil de neurodegeneragdo em ratos jovens submetidos a crises

convulsivas de longa duragao induzidas por LiCl-pilocarpina.

Avaliar os efeitos do exercicio fisico aerdbico de baixa intensidade nas
tarefas de campo aberto, labirinto em cruz elevado e reconhecimento de
objetos em ratos submetidos ao modelo de SE induzido em periodos iniciais do

desenvolvimento.
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SUMMARY

Status epilepticus (SE) in immature brains is associated with neuronal loss and
behavioral impairment at adulthood. Here, we evaluated the time-course of
neuronal loss, as well the potential benefits of a low intensity treadmill training
on long-standing cognitive impairment in SE-rats. SE induced neuronal loss in
the CA1 hippocampal subfield and in the perirhinal cortex until 7 days after SE
onset. At adulthood, SE group presented a high number of trips and a low
number of stops per trip, as well as a reduction in the trip length in the open
field when compared with exercised and SE+exercised groups. Moreover, a
long-term memory impairment was displayed by SE group in the object
recognition and the training protocol completely reversed this alteration. These
data suggest that physical exercise may promote an improvement in cognitive
function in SE-induced rats, suggesting it as a potential application for patients
that suffered SE during the childhood.

Key Words
Status epilepticus; pilocarpine; neuronal death; physical training; learning and

memory.
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1. Introduction

Epilepsy is one of the most frequent neurological disturbs around the
world [1] and is more frequently in children than in adults [2]. The effects of
epileptic activity on developing brain are not completely understood and still
under investigation [3, 4]. Status epilepticus (SE) is a common childhood
neurological emergency defined as a seizure with at least 30 min of duration or
recurrent convulsions occurring over a 30-min period without recovery of
consciousness [5]. SE has been frequently associated with morbidity and
mortality and in some cases can cause neurological dysfunction, such as
mental retardation or paresis, school or learning problems, and memory or

linguistic skills [6].

Several animal models have been shown that SE induces neuronal
damage when occurring during early periods of life. Sankar et al. [7] found an
elevation in the serum levels of neuron specific enolase one day after SE
induction. Moreover, SE-submitted rats presented DNA fragmentation and
apoptotic bodies in the hippocampus indicating that neuronal death may occurs
by apoptosis [8]. Wang et al. [9] using the pilocarpine model demonstrate that
neuronal degeneration in adult rats occurs in several brain regions at last 14
days after the insult. Administration of LiCl-pilocarpine in P16 or P20 causes
degenerative process in the brain and induces mossy fiber sprouting as well as
cognitive impairments in the adulthood [10]. Kubova et al. [11] showed that LiCl-
pilocarpine-induced SE on P12 or P25 causes memory impairments 3 months
after the insult. These cognitive impairments found in animals models of SE are

similar to those presented by human patients. Jambaqué et al. [12] found that
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child who suffered a SE at age 5 presented cognitive impairment (1Q of 62) with

7 years old.

Physical training has been used as a therapeutic intervention which
produces benefits to cognitive functions after brain damage. Exercise has
shown a beneficial effect on cognitions in Parkinson’s and Alzheimer’s diseases
[13-15]. Chae et al. [16] demonstrated that a 6 weeks training protocol in
treadmill improves cognitive function, increases nerve growth factor (NGF)
levels and BrdU-labeled cells in the dentate gyrus of hippocampus in diabetic
rats. Voluntary physical activity improves the spatial memory and increases the
hippocampal content of BDNF in mice subjected to pilocarpine-induced SE [17].
Moreover, Arida et al. [18], using a kindling model of SE, have demonstrated
that physical training increases the resistance to seizure development in rats.
Voluntary running increases learning and memory in mice who have been

submitted to pilocarpine-induced SE [17].

Therefore, the aim of this study was to investigate the potential benefits
of a low intensity treadmill exercise protocol on behavioral tasks applied on
adult rats subjected to a LiCl-pilocarpine-induced SE model during early period
of life. We also evaluated the time-course of neuronal loss in SE-induced young

rats.
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2. EXPERIMENTAL PROCEDURE
2.1. Materials

Pilocarpine hydrochloride was purchased from Sigma-Aldrich (USA), and
Fluoro-Jade B was purchased from Chemicon, Inc. (USA). Others chemicals

were purchased from Nuclear (Brazil).

2.2. Subjects

Male young Wistar rats (15 days post natal) were obtained from local
breeding. The litters were culled to 8 pups. The day of birth was defined as day
0 and the animals were weaned on postnatal day 21. After weaning, animals
were housed in standard polypropylene cages in groups of 4-5 animals with
food and water ad libitum (21 + 1 °C room temperature) under a 12h light/dark
cycle (lights on at 7:00 a.m.). The handling and care of the animals were
conducted according to the Guide for Care and Use of Laboratory Animals from
National Institutes of Health (NIH Publications No. 80-23, revised 1996). All
procedures in the present study were approved by the Committee of Ethics from

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (protocol number #2008058).

2.3. Induction of status epilepticus

Rat pups 15 days old were injected with a solution of LiCl (3 mEqg/kg, i.p.)
12-18h prior to pilocarpine hydrochloride administration (60 mg/kg, i.p.) [8, 19].
Control animals were handled and housed in the same manner and received an
equal volume of saline solution (0.9% NaCl). Rats were put in individual plastic
cages at 34°C (nest temperature) for seizure observation. The duration of SE
was evaluated only by behavioral measures. The rats were allowed to

spontaneously recover from SE. Each experimental group contained pups from
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several litters. After SE induction, animals were divided in two main subsets.
The first subset was used to determine the time-course of SE-induced neuronal

loss and the second subset was submitted to the exercise protocol.

2.4. Fluoro-Jade B staining

Animals from first subset were divided in two groups: control and SE. The
Fluoro-Jade B staining was performed as described by Schmued et al. [20].
Briefly, 1, 3 and 7 days after SE induction rats were deeply anesthetized by i.p.
injection of ketamine (90mg/kg) and xylazine (12 mg/kg) and sequentially
perfused through the heart with 200 mL of ice-cold 0.1 M sodium phosphate
buffer (pH 7.4) followed by 100 mL of ice-cold fixative solution 4%
paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4). The brains were
removed and immersed in fixative solution plus 30% sucrose until the brains
sank to the bottom of the chamber. Frozen 30-um coronal sections were
mounted onto gelatin-coated slides and dried at 37° C overnight. Then, they
were immersed in absolute alcohol for 3 min, followed by 70% ethanol for 2 min,
and distilled water for 2 min. The slides were transferred to 0.06% potassium
permanganate for 15 min. After rinsing with distilled water for 2 min, the slides
were incubated for 30 min in 0.001% Fluoro-Jade B solution made in 0.1%
acetic acid, rinsed in water, dried at 37° C, dehydrated in xylene, and cover
slipped. Sections were examined using a Nikon Eclipse E600 epi-fluorescence

microscope.

2.5. Exercise protocol
Animals from the second subset were divided in 4 groups: control (C —

n=10), exercised (E — n=10), status epilepticus (SE — n=11) and status
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epilepticus+exercised (SE+E — n=11). Seven days after SE induction, animals
from E and SE+E groups were submitted to a low intensity exercise protocol
during 4 weeks. Rats run 30-min a day in one four-line treadmill, 5 days a week.
The warm-up consisted of 2m/min into the first 5-min, followed by 5m/min to the
next 5 min, and 8m/min in the last 20 min [21]. Control and SE animals were left

in the treadmill for 30 min a day without running.

2.6. Behavioral tasks

After the end of exercise protocol, animals were submitted to behavioral
tasks. Open-field, object recognition and elevated plus maze task were carried
out on P56, P57-58 and P60, respectively. For all behavioral procedures,
animals were put on the testing room (temperature 21 + 2° C) 1h before the
beginning of the task in order to habituate. Since the rodents are nocturnal, all
tasks were performed between 6:00 and 10:00 p.m. The behavior was recorded
and analyzed using the ANY-Maze® video-tracking system (Stoelting, CO).

Between every trial, apparatuses were cleaned with ethanol 50%.

2.6.1. Open Field

The test consisted of a circular wooden black arena with 60x50 cm
(diameter x height). The floor was virtually divided into 28 squares (12 central
and 16 peripheral). The testing room was illuminated by two lamps directed to
the ceiling. The light intensity was 15 Lux in the center of arena. Each animal
was individually placed in the periphery of the arena and was left free to explore
it for 15 minutes. Based on study by Eilam (2003), the following behavioral
parameters were quantified.

2.6.1.1 Level of activity:
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Number of rearing and grooming.

Distance traveled: Overall distance that a vole traveled during the 15-min
observation.

Locomoting time: Overall duration of locomoting periods, during which
voles accumulated the traveled distance.

Number of stops: The incidence of “non-locomoting” intervals that were
bounded by “locomoting” intervals.

Inter-stops distance: The metric distance traveled between two
consecutive stops (total distance divided by the total number of stops).
2.6.1.2 Temporal organization of locomotion

Number of trips: By ranking squares (places) according to the
accumulated “non-locomoting” intervals, the place with the highest rank was
termed “home-base”. Intervals between consecutive stops at the home-base
were scored as “trips” to the arena.

Trip length: Metric distance traveled in a round-trip (= total distance
divided by the total number of trips).

Stops/trip: Number of stops taken between two successive stops at the
home-base (= total number of stops divided by the total number of trips).
2.6.1.3 Spatial distribution

Distance traveled along the perimeter: traveled distance along the vicinity
of the walls of the arena.

Locomoting time spent along the perimeter: traveling time along the

vicinity of the walls of the arena.

2.6.2. Object recognition
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The arena used to object recognition was the same used to open field
task. Two glass made objects with comparable size (10 cm high) were fixed to
the apparatus 10 cm away the wall and 15 cm from each other. In the training
session, animals were allowed to explore two identical objects (object A) for 5
minutes. To evaluate the short-term memory (STM), animals were allowed to
explore for 5 min one familiar object and a new one (object B) 3 hours after the
training session. Twenty four hours after the training session, long-term memory
(LTM) was assessed by changing object B for a new form (object C) and

animals were allowed to explore for 5 min [22].

2.6.3. Elevated plus-maze

The maze consisted of two open arms (50x10 cm) and two closed arms
(50%x10%x40 cm) with the arms of each type opposite to each other [23]. The
maze was elevated to a height of 50 cm of floor. The experiment was leading in
a room illuminated by red light. The light intensity in the center of apparatus was
5 Lux. Rats were placed into the center of the maze facing a closed arm and
was left free to explore it for 5 minutes. Number of entries, time spent into the
arms, number of risk assessment behaviors and total distance travelled were

registered.

2.7. Data analysis

Fluoro-Jade B-positive cell data were shown as meanzS.E.M.
Quantification of Fluoro-Jade B-positive neuronal cells was performed in
coronal brain sections on representative microscopic fields corresponding to
plate 30-32 of The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates from Paxinos and

Watson [24]. Cells exhibiting bright green fluorescence and profiles of neuronal
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somas were counted in the Imaje-J software while Fluoro-Jade B-positive
fragments were not counted.

All behavioral data were expressed as mean+S.E.M. For open-field and
elevated plus maze tasks, one-way ANOVA followed by the Tukey’s post hoc
test for unequal samples were used. Data from object recognition were
analyzed by two-way ANOVA followed by the Tukey’s post hoc test for unequal

samples.
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3. RESULTS
3.1. Characterization of status epilepticus

The behavioral pattern of SE-induced rats was observed at last 3 hours
and was well correlated with the description of Hirsch et al [19]. Systemic
administration of LiCl-pilocarpine produced defecation, salivation, body tremor,
and scratching within 2 to 5 min. This behavioral pattern progressed within 8 to
12 min to increased levels of motor activity and culminated in SE in all animals.
SE was characterized by sustained orofacial automatisms, salivation, chewing,

forelimb clonus, loss of the righting reflex and falling.

3.2. Status epilepticus-induced neuronal degeneration in hippocampus and
cortex of young rats

LiCl-pilocarpine administration increased the number of Fluoro-Jade B-
labeled neurons in CA1 hippocampal subfield and perihinal cortex in all times
evaluated (Fig. 1). The number of Fluoro-Jade-B positive neurons decreased 3
and 7 days after SE-induction when compared with 1 day after the SE (Table 1).
Control animals did not display Fluoro-Jade B-positive neurons in the brain

regions.

3.3. Effects of status epilepticus and treadmill exercise on open field task

There was no difference between every groups regarding the total
distance traveled (F= 0.2711; p>0.05), the whole-body grooming (F= 0.8514;
p>0.05) and the total number of rearing (F= 0.4300; p>0.05). We did not find
any difference in the distance along the time between groups neither in the
mobile time (Finteraction= 0.5755; p>0.05). The apparatus was divided into 28

squares to identify where the animal spend more time and this square was



27

defined as the home base. The total time immobile in the home base was
similar between groups (F= 2.670; p>0.05) (Fig. 2A).

We also evaluated how many times animal leaves and come back to the
home base (number of trips), the number of stops per trip and how long were
every trip (distance/trip). SE-rats performed more trips during the test when
compared with the exercised group (F= 4.464; p<0.05), although animals in the
groups exercised and SE+exercised travelled a highest distance per trip when
compared with the SE group (F= 4.931; p<0.05). The time spent in the center of
the arena was the same for all groups.

We did not find any difference on percentages of time and distance, as

well as the number of stops along the vicinity of the apparatus wall (Table 2).

3.4. Effects of status epilepticus and treadmill exercise on object recognition
During the training session, animals explored equally the two stimuli
objects (Fig. 3). For the STM test session, all groups spent more than 65% of
their object interaction time with the novel object (Finteraction= 1.109; p<0.05).
However, for the LTM test session animals from SE group presented a
decreased exploration time for the novel object (57.72%) when compared with
animals from control (66.65%; p<0.05), exercised (66.70%; p<0.05) and
SE+exercised (71.06%; p<0.01) groups (Fig. 3). There was no difference in the

mean of absolute object interaction time in all groups (data not shown).

3.5. Effects of status epilepticus and treadmill exercise on elevated plus maze
There was no difference among experimental groups in the time spent

(F= 1.649; p>0.05) and in the number of entries in the open arms (F= 0.6120;
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p>0.05), as well as in the number of risk assessment behaviors (F= 0.7024;

p>0.05) (Fig. 4).
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4. DISCUSSION

Several studies have frequently described cognitive and behavioral
abnormalities in adult rats with a history of SE during critical periods of brain
development [25]. The latent period after the brain insult may offer a window of
opportunity in which an appropriate prophylactic treatment may stop or modify
these alterations. However, administration of conventional “antiepileptic drugs”
(AEDs), such as phenytoin and carbamazepine, has failed to prevent or modify
the SE-induced cognitive and behavioral abnormalities [26, 27].

It is known that physical exercise can modify brain physiology and
cognitive function both in humans and laboratory animals. Moreover, it has
been used in the prevention or treatment of a variety memory impairments, like
those caused by natural aging [28, 29], morphine administration [30] and
prenatal ethanol exposure [31]. On the basis of this concept, in this study we
evaluated the potential benefits of a low intensity treadmill exercise protocol in
to recover the long-standing cognitive alterations induced by SE in young rats.
To date, this is the first report about the effect of physical exercise on cognitive
deficits induced by SE in young rats.

The induction of SE in early period of brain development induced
expressive neuronal loss in CA1 hippocampal subfield and perihinal cortex up
to 7 days after the insult (Fig. 1). Although previous studies have demonstrated
that the developing brain may be relatively resistant to seizure-induced
morphological alterations [32], it has been showed that SE may cause massive
neuronal loss in hippocampus and thalamus in young rats [8, 33]. Moreover,
Wang et al. [9] showed that pilocarpine administration in adult rats caused
massive neuronal loss in several brain areas until 14 days after the insult, with

dense distribution in the cerebral cortex and in hippocampus.
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In addition to neuronal damage, animals submitted to SE early in life
showed a significant impairment in long-term memory 42 days after LiCl-
pilocarpine administration (Fig. 3), indicating that early-life prolonged seizures
can cause long-standing cognitive impairment. Similar results were achieved in
other memory tasks, such as Morris water maze and inhibitory avoidance task
[33, 34]. However the cellular and physiologic mechanisms involved in SE-
induced neurodegeneration are still under investigation. Neuronal damage
observed in the SE group (Fig. 1) may be related to this cognitive deficit,
whereas several works have demonstrated that the integrity of perirhinal cortex
is critically to the recognition learning in rats [35]. Animals with selective lesions
on perirhinal cortex demonstrated a significantly object recognition impairment
24h after training session when compared to the control unlesioned animals
[35]. Nevertheless, hippocampal role on recognition memory formation could
not be excluded, since these structures interact anatomical and functionally via
the entorhinal cortex [36-38] as well as directly [39, 40].

When SE-induced animals were submitted to a low intensity forced
treadmill exercise protocol, the recognition memory impairment was completely
reversed when compared to the untrained SE group (Fig. 3). Several works
have shown the beneficial effects of physical exercise on the brain functions,
which include neurogenesis [41-44], cognitive improvement [16, 45-47] and
brain function recovery after different insults [48, 49]. The neurochemical and
physiological mechanisms involved in beneficial effects of exercise on the brain
area still under investigation, however studies have demonstrated that physical
training increases the long-term potentiation [50] as well raises the BDNF levels
in mouse hippocampi [51]. Moreover, the exercise protocol did not alter any

cognitive parameters per se, which is in agreement with others works that
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demonstrated that acute and chronic physical exercise in a treadmill had no
effect per se on spatial and recognition learning [52, 53].

In order to investigate the effects of SE on locomotor and exploratory
activities as well as to eliminate the possibility of an impaired locomotion on
object recognition task performance, animals were also tested in the open field
task. Both SE and treadmill training did not induce any alterations in gross
exploratory activity, such as total distance traveled and number of rearings and
groomings (Fig. 2A). Nevertheless, the spatio-temporal organization of
locomotor and exploratory activity was altered in the SE group when compared
with the exercised and SE+exercised groups. These data suggest that low
intensity exercise recover spatial organization memory altered by LiCl-
pilocarpine administration.

SE- and training-induced behavioral alterations in object recognition and
open field tasks did not appear to be related with increased anxiety levels, since
there was no difference among groups in the elevated plus maze (Fig. 4). This
data is in agreement to work performed by Salim et al. [54], which showed that
rats subjected to a moderate intensity treadmill exercise protocol during 4
weeks (30-60 min/day) did not present anxiety-like behaviors in the light-dark
test. However, the effect of exercise on anxiety-like behaviors is not a
consensus in the literature, whereas Fulk et al. [55] showed a reduction of
anxiety levels in rats submitted to a moderated intensity treadmill for 45
min/day, five days a week, for ten weeks.

In conclusion, the present study showed that SE during early periods of
life (P16) promotes long-last neuronal degeneration, observed until 7 days after
SE induction. Moreover, LiCl-pilocarpine-treated rats showed a significant

impairment in the recognition memory at adulthood, which was reversed by a
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low intensity forced treadmill protocol. These observations suggest that exercise
may be considered as potential alternative and complementary non-

pharmacological therapy for patients that suffer SE during childhood.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Status epilepticus induces neuronal degeneration in hippocampus and
cortex of young rats. Brain coronal sections showing the distribution of Fluoro-
Jade B-labeled degenerating neurons in CA1 hippocampal subfield (D-F) and
perirhinal cortex (J-L) 1 day, 3 days and 7 days after LiCl-pilocarpine-induced
SE. There was found a markedly increased number of Fluoro-Jade B-labeled
neurons in brain sections of SE-induced animals when compared with their

controls (A-C; G-I). Scale bars: 100 pm.

Fig. 2. Effects of status epilepticus and treadmill exercise in open field task. The
task was performed on P56. Data show end points (A) and spatio-temporal
analysis of behavior (B). N = 10-11 animals/group. * indicates p<0.05. One-Way

ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

Fig. 3. Effects of status epilepticus and treadmill exercise in object recognition.
The task was performed on P57 and P58. Data show train section (A) short-
term memory test (B) and long-term memory test (C). N = 10-11 animals/group.
* indicates p<0.05 between different objects in the same group (A and A'-B-C);
different letters indicates p<0.05 differences in the discrimination index between

different groups. One-Way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

Fig. 4. Effects of status epilepticus and treadmill exercise in elevated plus maze.
The task was performed on P60. Data show time spent in the open arms (A);
number of entries in the open arms (B); and number of risk assessment (C). N =

10-11 animals/group.
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Table 1. Total number of Fluoro-Jade B-positive neurons

Brain structures

Group CA1 hippocampal subfield Perirhinal cortex

1 day 3 days 7 days 1 day 3 days 7 days
Control NF NF NF NF NF NF
SE

747" +76 351 +11.8 324 +11.2 257 +51 7.8 +09 8.0 +20

N = 4-7 animals/group. NF = Not found. * indicates p<0.05; ** indicates p<0.01 between SE
groups in the different time evaluated and the respective control. One-Way ANOVA followed by
Tukey post test.



Table 2. Effects of status epilepticus and treadmill exercise on spatial
distribution of exploratory activity in open field task

40

Group Time along the vicinity Distance along the vicinity Stops along the vicinity
(%) (%)

Control 93.9+1.2 84.7+20 722+56

Exercised 91.1+2.0 78.5+23 77.3+6.8

SE 90.1+2.5 81.7+34 740+79

SE+Exercised 87.6+20 79.4+27 81.0+8.0

Data are expressed as mean+S.E.M of percentages of time along the vicinity, distance along
the vicinity and the number of stops along the vicinity of the apparatus wall. N = 10-11
animals/group.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Individuos que apresentam SE na infancia podem apresentar alteracoes
comportamentais e cognitivas na vida adulta, desenvolvimento de epilepsia,
podendo levar a morte [66, 67]. Diversos estudos observaram alteragdes
cognitivas e comportamentais em ratos adultos que sofreram SE durante
periodos criticos do desenvolvimento cerebral [25, 68-70]. Além disso, crises
convulsivas de longa duragéo durante a infancia podem resultar em déficit
cognitivo em diferentes tarefas comportamentais na vida adulta [71, 72]. O
periodo latente apds o insulto € um momento fundamental, no qual
intervencdes apropriadas podem reverter ou modificar as alteragdes
decorrentes do SE. No entanto, o tratamento com medicamentos
antiepilépticos como fenitoina e carbamazepina nao foi capaz de prevenir ou
alterar as anormalidades cognitivas e comportamentais geradas pelo SE [73,
74].

O exercicio fisico pode influenciar a fisiologia cerebral e as funcgdes
cognitivas tanto em humanos quanto em modelos animais. Diferentes
protocolos de exercicio vém sendo utilizados na prevencao e no tratamento de
déficit de memoria decorrente de diversos fatores como envelhecimento [75,
76], administracdo de morfina [77] e exposicao pré-natal ao etanol [78]. Além
disso, o exercicio fisico € capaz de induzir neurogénese [79-82] e melhorar as
fungdes cognitivas [83-85]. Considerando as evidéncias descritas, neste estudo
investigamos os possiveis beneficios gerados por um protocolo de exercicio
fisico de baixa intensidade na reversdo das alteragées cognitivas em ratos
adultos que sofreram SE em periodos iniciais do desenvolvimento (P16).

Na primeira parte deste trabalho, demonstramos que o SE induzido por
LiCl-pilocarpina na infancia leva a uma expressiva perda neuronal na regiao

CA1 do hipocampo e no cortex perihinal até 7 dias ap6s a convulsédo (Fig. 1).
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Embora o cérebro imaturo seja relativamente mais resistente a alteragbes
morfoldgicas causadas por convulsdes [86], alguns trabalhos evidenciaram que
o SE pode causar neurodegeneragdo massiva em regides como talamo e
hipocampo em ratos jovens [71, 87]. Wang et al. [25] demonstraram que a
administracdo de pilocarpina em ratos adultos promove morte neuronal em
diversas areas cerebrais até 14 dias apds a convulsao, com densa distribuicao
no cortex e no hipocampo. Em adi¢éo, Druga et al. [88] induziram SE em ratos
de 12 dias de vida pds-natal, e observaram neurodegeneragao em diferentes
regioes cerebrais.

Na segunda parte deste estudo, apds identificar a neurodegeneragao
derivada da indugdo do SE, investigamos os efeitos do SE, induzido em
periodos iniciais da vida (P16), e do treinamento fisico em tarefas
comportamentais na idade adulta em ratos. Animais submetidos ao SE
apresentaram déficit significativo na memoria de longa duragéo na tarefa de
reconhecimento de objetos (Fig. 3), indicando que convulsdes prolongadas em
periodos iniciais do desenvolvimento podem causar prejuizos cognitivos a
longo prazo. Diversos estudos tém demonstrado que a indugdo do SE em
periodos iniciais da vida gera um efeito negativo em diferentes testes
comportamentais de memoaria, como no labirinto aquatico de Morris e na tarefa
de esquiva inibitéria [71, 89], embora os mecanismos que levem a este déficit
nao estejam completamente elucidados. A neurodegeneragdo observada no
grupo SE (Fig. 1) pode estar relacionado com o déficit cognitivo observado nos
animais submetidos ao SE, considerando que estudos demonstram que a
integridade do cértex perihinal é critica para o meméria de reconhecimento em
ratos. Animais com lesao no cértex perihinal apresentam um comprometimento

significativo no reconhecimento de objetos 24h apds a sessao de treino quando
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comparados com animais controle que nao sofreram lesao [90]. Apesar da
importancia do cortex perirrinal na formagéo da memaria de reconhecimento, a
participacdo do hipocampo neste processo nao pode ser desconsiderada,
tendo em vista a existéncia de interacbes anatbmicas e funcionais entre essas
duas estruturas através de conexdes diretas ou via cortex entorrinal [91-94].

Nos animais em que apds a inducdo do SE foram submetidos ao
protocolo de exercicio de baixa intensidade em esteira o déficit na memaria de
reconhecimento foi revertido completamente quando comparado com os
animais do grupo SE (Fig. 3). Embora tenha sido demonstrado por diferentes
autores que o exercicio fisico é capaz de reverter o dano causado por insultos
ao SNC [95, 96], protocolos de exercicio per se nao alteram parametros
cognitivos [97, 98]. Assim como nesses trabalhos, em nosso estudo o exercicio
per se nao gerou alteragbes cognitivas nos animais treinados. Nossos
resultados indicam que o exercicio fisico de baixa intensidade pode reverter os
danos na memoria de reconhecimento avaliada pelo teste de reconhecimento
de objetos, que foi prejudicada por uma convulsdo de longa duragdo na
infancia.

Na tarefa de campo aberto nenhum dos grupos avaliados (controle,
exercitado, SE e SE+exercitado) apresentou alteragcdes relacionadas a
atividade motora. No entanto, a organizagao espacial se mostrou alterada entre
0os animais do grupo SE, quando comparado aos grupos exercitado e
SE+exercitado. Esse resultado sugere que o protocolo de exercicio de baixa
intensidade em esteira reverte a alteragado observada na organizagéo espacial
demonstrada por ratos que sofreram a administracao de LiCl-pilocarpina.

Na tarefa de labirinto em cruz elevado, os animais dos diferentes grupos

nao apresentaram diferenga no comportamento relacionado aos niveis de
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ansiedade. Este resultado esta de acordo com dados encontrados por Salim et
al. [99], que mostraram que ratos submetidos a um protocolo de exercicio de
intensidade moderada por 4 semanas (30-60 min/dia) n&do apresentam
alteracdo nos niveis de ansiedade. Por outro lado, Fulk et al. [100]
demonstraram que um treinamento fisico de intensidade moderada durante dez
semanas (45 min/dia, 5 vezes/semana) reduziu os niveis de ansiedade na
tarefa de labirinto em cruz elevado. Resultados da literatura indicam que
diferentes protocolos de exercicio e diferentes periodos de treinamento
resultam em alteragdes na influéncia do exercicio sobre o comportamento
indicativo de ansiedade no labirinto em cruz elevado.

Em conclusao, o presente estudo demonstrou que o SE durante periodos
iniciais do desenvolvimento (P16) resulta em degeneragao neuronal até, pelo
menos, 7 dias apds a convulsdo. Além disso, ratos tratados com LiCl-
pilocarpina na infancia apresentaram um comprometimento significativo na
memodria de longa duragao na tarefa de reconhecimento de objetos, sendo que
esta alteracao foi revertida nos animais que foram expostos ao protocolo de
exercicio de baixa intensidade. Nossos resultados sugerem que 0 exercicio
fisico pode ser utilizado como uma alternativa, bem como terapia nao
farmacolégica complementar para pacientes que sofreram SE durante a

infancia.
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Parte IV. PERSPECTIVAS
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Considerado que o SE apresenta uma grande incidéncia em criangas e
que este disturbio pode gerar alteragdes comportamentais e em alguns casos
levar ao desenvolvimento de epilepsia, torna-se relevante avaliar diferentes
abordagens que visem minimizar ou reverter tais efeitos. Em nosso trabalho,
observamos que o exercicio se mostrou eficaz em reverter o déficit cognitivo no
modelo de SE induzido por LiCl-pilocarpina, podendo ser utilizado como terapia
complementar nao farmacologica. Neste sentido, torna-se interessante
investigar as alteragées geradas pelo exercicio fisico no SNC de ratos que
sofreram SE em periodos iniciais do desenvolvimento. Como perspectivas,
pretendemos avaliar os efeitos do exercicio fisico com diferentes intensidades
e frequéncias sobre alteragdes morfologicas, tais como o surgimento de novos
neurénios, a identificagdo da natureza neuroquimica destes neurdnios (agao
inibitéria ou excitatoria), bem como avaliar possiveis alteragcbes na morfologia
glial, na captagéo e na liberagao de glutamato em hipocampo e cortex de ratos.
Pretendemos também investigar os efeitos do exercicio fisico nos
transportadores de glutamato em cértex e em hipocampo apds a administragao

de LiCl-pilocarpina.
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