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Resumo

A atividade fisica contribui positivamente para a plasticidade cerebral facilitando
processos neuroadaptativos e neuroprotetores. Diversos estudos relatam os efeitos positivos
da prética de atividade fisica sobre os processos de aprendizado e memoéria. Indugdo de
status epilepticus (SE) por pilocarpina provoca lesdo na formagao hipocampal e distirbios
de memoria. O 6xido nitrico (NO) tem participagdo nos processos neurais de aprendizado e
memoria. Recentemente, evidéncias apontam para uma provavel participacdo do NO nos
mecanismos intracelulares de pré-sobrevivéncia ativados pela atividade fisica. Por outro
lado, diversos estudos sugerem um possivel envolvimento do NO na fisiopatologia da
epilepsia. Entretanto, estes estudos sdo controversos € ndo esclarecem o papel do NO nas
crises epiléticas. Assim, o presente trabalho investigou a participa¢do do 6xido nitrico no
modelo experimental de epilepsia induzida por pilocarpina e sua relagdo com o efeito da
atividade fisica voluntdria sobre a memoria espacial. Camundongos Swiss adultos foram
submetidos a indu¢do SE por pilocarpina (P) e entdo sacrificados: 1 dia (1d), 7 dias (7d), 21
dias (21d) e 35 dias (35d) ap6s SE. Os animais controles (Ct) foram tratados com salina e
sacrificados nos mesmos tempos. Os animais anestesiados e em seguida sacrificados 35d
ap6s SE foram denominados: controle corredor (CtC), pilo corredor (PC), controle sedentério
(CtS) e pilo sedentario (PS). Dois dias apds SE, os animais do grupo PC e CtC tiveram
acesso livre a roda de corrida durante 28 dias. Apds este periodo, os animais dos grupos
CtS, CtR, PS e PR foram testados no labirinto aquatico (LA) para avaliagdo da memoria de
referéncia espacial. Quatro animais dos grupos CtS, CtC, PS e PC foram perfundidos com
paraformaldeido e os cérebros removidos e processados histologicamente. Cortes frontais
do cérebro (Sum) foram obtidos para avaliar a lesao tecidual (coloracdo de Nissl) e analisar
a distribui¢do dos neurdnios nitrérgicos (nNOS) na formagdo hipocampal dorsal. Outros
cinco animais de cada grupo foram decapitados, o hipocampo rapidamente dissecado e
congelado em nitrogénio liquido. Homogenato de hipocampo foi utilizado para a avaliagao
da atividade da NOS dependentes (ANOS) e independente de Ca’t (iNOS), pela técnica da
[3H]-L-Arginina e para a andlise da expressao protéica da nNOS por Western blotting. Os
animais dos grupos PS e PC apresentaram lesdo neuronal e neurodegeneracdo que nao
diferiram entre sedentdrios e corredores. Os animais do grupo PC apresentaram
desempenho no teste do LA superior ao registrado no PS e similar ao registrado nos CtS e
CtC. Os grupos que sofreram indu¢do de SE apresentaram reducdo da atividade da dNOS 1
dia ap6és SE que se acentuou com o tempo. A expressao da nNOS reduziu 1 e 7 dias apds o
SE quando comparado ao grupo controle. A atividade da iNOS ndo se alterou 1 dia e 7 dias
ap6s SE, mas exibiu significativo aumento no grupo P21d quando comparado com
respectivo controle. A atividade da dANOS nos grupos PS e PC nido diferiram e foram
inferiores as observadas nos CtS e CtC. A expressdao da nNOS nao diferiu entre os grupos
CtS, CtC, PS e PC, contudo o grupo PC apresentou uma tendéncia a redugdo da expressao
da nNOS. Por fim, nossos resultados mostraram que os efeitos positivos da atividade fisica
sobre a memoria dos animais PC resultou da ativagdo de mecanismos moleculares talvez
nio diretamente mediados por NO. Além disso, nossos dados confirmam a importante
participacdo do NO nos mecanismos fisiopatologicos da epilepsia e mostraram que as
isoformas da NOS responsaveis pela sua producdo sao diferentemente afetadas pelo SE.
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Abstract

Physical activity contributes to brain plasticity, facilitating neuroadaptive and
neuroprotective processes. Many studies show the positive effects of physical activity
practice in process of learning and memory. Pilocarpine-induced status epilepticus (SE)
causes injury in hippocampal formation and disturbance in memory. Nitric oxide (NO)
participates in neural processes of learning and memory. Recently, evidences showed a
probable involvement of NO in pro-survival intracellular mechanisms activated by physical
activity. On the other hand, several studies have suggested a possible role of NO in epilepsy
pathophysiology. However, these studies have produced controversial results and do not
explain the role of NO in epileptic seizures. Therefore, the present work investigated NO
participation in experimental model of epilepsy induced by pilocarpine in mice and its
relationship with voluntary physical activity effects on spatial memory. Swiss adult mice
were submitted to pilocarpine-induced SE (P) and sacrificed after 1day (1d), 7 days (7d), 21
days (21d) or 35 days (35d). Control animals (Ct) were treated with saline and sacrificed in
the same time point. The animals sacrificed 35d after SE were named as control runner
(CtR), pilo runner (PR), control sedentary (CtS) and pilo sedentary (PS). Two days after SE,
the animals of PR and CtR group had access to a running wheel for 28 days. After that,
CtS, CtR, PS and PR group’s animals were tested in water maze (WM) for the referential
spatial memory evaluation. Four animals of CtS, CtR, PS and PR groups were perfused
with paraformaldehyde and their brains were removed and processed for paraffin
embedding. Frontal sections of brains (S5pum) were obtained for analysis of tissue damage
(Nissl staining) and nitrergic neurons distribution (nNOS) in dorsal hippocampal formation.
Moreover, hippocampus from five animals of each group were rapidly dissected and frozen
in liquid nitrogen. Homogenates of hippocampus were used to evaluate the activity of
calcium-dependent (dANOS) and calcium-independent (iNOS) NOS isoforms by [3H]-L-
Arginine’s technique and the neuronal NOS (nNOS) expression by Western blotting.
Animals of PS and PR groups showed neuronal damage and neurodegeneration that did not
differ between sedentaries and runners. In WM test, animals of PR group had better
performance than PS and similar performance to the registered in CtS and CtR. Pilo’s
group showed a reduction of dNOS activity 1 day after SE, this reduction increased along
the time. Moreover, nNOS expression reduced 1 day and to 7 days after SE when compared
to control groups. iNOS activity did not change at 1 day and 7 days after SE, but it
increased in P21d group when compared with respective control group. dNOS activity
results were similar between PS e PR groups and these were lower than CtS and CtR.
nNOS expression was similar in the CtS, CtR, PS and PR groups. However, PR group
showed a shift to reduction of nNOS expression. Finally, our data showed that positive
effects of physical activity on memory in PR group resulted from molecular mechanisms
activation that maybe are not directly mediated by NO. Moreover, our work confirm the
important of NO participation in epilepsy pathophysiological mechanisms and also showed
that NOS isoforms responsible for NO production are differently affected by SE.
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1. Introducao

1.1 Epilepsia: conceito, caracteristicas e classificacao

A epilepsia corresponde a um grupo de doengas que t€ém em comum crises epilépticas
recorrentes as quais ocorrem na auséncia de condi¢do toxico-metabdlica ou febril. Tais crises
podem assumir um cardter focal, quando ha a disfuncdo temporédria de um conjunto de
neurdnios de parte do encéfalo, ou serem generalizadas ao acometer uma drea mais extensa
envolvendo simultaneamente os dois hemisférios cerebrais. Em geral, as crises epiléticas sdo
ocasionadas por descargas elétricas anormalmente intensas, sincronas e transitorias das
células nervosas, sendo que as alteracdes comportamentais associadas as mesmas dependem
do tipo de neurdnio acometido. Contudo, considerando-se as diversas formas clinicas de
epilepsia, acredita-se que, no ambito celular, os mecanismos indutores das crises sejam vAarios

(GUERREIRO et al., 2000).

As epilepsias e sindromes epilépticas classificam-se de acordo com as semelhancas
no tipo de crise, idade de inicio, sinais clinicos associados, histérico familiar, achados
neuroldgicos e prognostico. Desta forma, sdo descritos no minimo dezoito tipos diferentes de
epilepsias e sindromes epilépticas que constam do quadro de classificacdo internacional. E
importante reforcar que gracas a melhor caracterizacdo clinico-video-eletroencefalografica e
ao conhecimento da histdria natural de muitas formas clinicas tornou-se possivel, nos dltimos
anos, a identificacdo de sindromes e sub-sindromes como as epilepsias de lobo temporal
(ELT), frontal, parietal e occipital (GUERREIRO et al., 2000).

Em particular, ELT apresenta grande importancia clinica em razdo da alta

prevaléncia e gravidade, além de ser relativamente resistente ao tratamento medicamentoso



(GUEDES et al., 2006). Os pacientes portadores da ELT freqiientemente apresentam
histérico familiar de epilepsia e antecedente de convulsdo febril prolongada na infancia. Na
maioria das vezes, essa sindrome inicia-se na infancia, embora sua manifestacdo possa
ocorrer em qualquer idade. Aproximadamente 50% dos adultos portadores da epilepsia
apresentam ELT, contudo o controle eficaz e completo das crises por meio do tratamento
clinico ocorre em menos da metade desses individuos. Em geral, a ELT manifesta-se por
crises parciais simples e complexas recorrentes, sendo raras as crises com generalizagao
secundaria (crises tonico-clonicas), e usualmente acometem as estruturas mesiais do lobo
temporal. Em um segundo momento, € habitual existir um periodo silencioso, sem
ocorréncia de crises ou com crises de facil controle. Tal fase estende-se das manifestacoes
iniciais até o periodo no qual ocorrem crises espontineas freqiientes ou refratdrias a
medicacdo (ENGEL, 1989; GUERREIRO et al., 2000).

Dentre as caracteristicas clinicas, ¢ comum aos pacientes com epilepsias mesiais do
lobo temporal (ELTM) a ocorréncia da aura que consiste em sintomas vegetativos, tais como
o mal estar epigdstrico e psiquico incluindo emog¢des como o medo, podendo ocorrer ainda
sensacoes olfatorias ou gustativas. Tal fendmeno clinico advém imediatamente antes do
inicio da crise propriamente. As crises parciais complexas geralmente possuem duracio de 1
a 2 minutos e iniciam-se com parada de atividade e olhar fixo, sendo comuns automatismos
oroalimentares. Na fase pods-ictal o paciente pode apresentar desorientacdo, amnésia do
evento, postura distonica de mao (contralateral ao foco epileptogénico), alucinagdes visuais
complexas, déficit de memoria recente e afasia, se as crises tiverem inicio no hemisfério
dominante (ENGEL, 1993; GUERREIRO et al., 2000).

E importante destacar que tanto os estudos de cardter clinico como os experimentais

convergem sua atencdo para a ELT principalmente quando associada a esclerose mesial



temporal (EMT). Esta abordagem justifica-se pela alta prevaléncia e pela resisténcia ao
tratamento medicamentoso, como ja mencionado. A EMT, incluindo a esclerose
hipocampal, consiste na alteracdo patoldégica mais comum encontrada na ELT e €
caracterizada pela perda especifica de neur6nios no hipocampo, giro parahipocampal e
amigdala, com subseqiiente proliferacao glial (GUEDES et al., 2006). Detalhadamente,
observa-se a reducdo da densidade neuronal com um padrdo caracteristico, envolvendo
predominantemente as regides CA1l, CA3, CA4 e giro denteado da formagao hipocampal
(GLOOR, 1991; MEENCKE e VEITH, 1991; CENDES e KOBAYASHI, 2000). A
avaliac@o neuropsicoldgica do paciente com ELT pode revelar distirbios de memoria; essa
disfunc¢ao tende a ser progressiva e é proporcional ao grau de atrofia das estruturas mesiais,
sobretudo do hipocampo (CENDES e KOBAYASHI, 2000; GUEDES et al., 2006).

O aumento da suscetibilidade do tecido nervoso as crises epiléticas estd relacionado a
uma anormalidade no sistema de neurotransmissao, devido ao aumento da transmissao
excitatdria, ou pela diminuicdo da transmissao inibitéria, ou por ambos. Em conseqiiéncia, a
neurotransmiss@o inadequada resulta em modifica¢des importantes no metabolismo da célula
neuronal representadas por alteracdes enzimdticas, ativacdo e fosforilacdo de proteinas
envolvidas na sinaptogénese € na expressdo génica. Assim, inimeros fatores podem estar
envolvidos nas alteragdes neuroquimicas da ELT, tais como: neurotransmissao
aminoacidérgica, protefnas ligantes de calcio, enzimas como a ATPase Na*, K" , fatores de

transcri¢do, dentre outros (NAFFAH-MAZZACORATTI, 1998).



1.2 Modelo experimental de epilepsia induzida por pilocarpina

Os modelos em animais fornecem dados inestimdveis a fim de proporcionar uma
melhor compreensdo da fisiopatologia das epilepsias. E notdvel a relevincia destes
modelos, pois demonstram uma epileptogenicidade similar a encontrada no tecido
“epiléptico” em humanos (AVOLI et al.,, 2005). Diversos modelos em animais que
reproduzem a ELT tém sido desenvolvidos em mamiferos com a finalidade de fornecer
dados comportamentais, eletroencefalograficos e histolégicos compativeis com esta
condicdo em humanos (LOTHMAN et al., 1995; ENGEL, 1996; ISOKAWA, 1997;
SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000). A maioria destes modelos tem como denominador
comum a inducdo inicial do status epilepticus (SE) que pode ocorrer através de agentes
farmacoldgicos ou por estimulagdo elétrica. Assim, denominam-se agudos os modelos nos
quais o animal apresenta crises convulsivas somente durante a vigéncia do agente indutor,
enquanto que os crénicos sao caracterizados pela recorréncia das crises em intervalos
variados de tempo apds a indugdo e podem acompanhar toda a vida do animal (NAFFAH-

MAZZACORATTI, 1998; SANABRIA & CAVALHEIRO, 2000).

Dentre os modelos cronicos, destaca-se o modelo induzido pela administracdo de
pilocarpina, um agonista colinérgico muscarinico, em ratos € camundongos que reproduz
com grande fidelidade a ELT humana (CAVALHEIRO, 1995; CAVALHEIRO et al.,
1996). Apés um pré-tratamento com metilescopolamina para diminuicdo dos efeitos
colinérgicos periféricos, a injecdo intraperitonial de 300-380 mg/kg de pilocarpina nesses
animais induz uma série de alteracdes comportamentais e eletroencefalogréfica. Tais
alteracdes evoluem para um estado de crises continuas (clonicas) que caracterizam o status

epilepticus (SE) e podem durar 24 horas (fase aguda). Em um segundo momento, segue-se



uma fase silenciosa, com duracdo de 4 a 44 dias, durante a qual ha a normalizacdo das
alteracdes comportamentais e eletroencefalogréaficas. Finalmente, com a ocorréncia da
primeira crise espontanea, inicia-se a fase cronica, na qual as crises recorrem com uma
freqiiéncia de 2 a 15 por més, durante toda a vida do animal (CAVALHEIRO, 1995;
CAVALHEIRO et al., 1996; SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000).

Portanto, acredita-se que, inicialmente, o efeito epileptogénico agudo da pilocarpina
seja decorrente do bloqueio de correntes de potdssio, em conseqiiéncia da ativacdo de
receptores muscarinicos que leva a facilitacdo de descargas tipo “burst” pelos neurdnios
hipocampais (BERNADO e PRINCE, 1981). Por efeito, tal mecanismo poderia levar a
ativacao secunddria do sistema glutamatérgico e, finalmente, a excitotoxicidade na formacao
hipocampal e em outras estruturas (TURSKI, et al., 1984). O insulto excitotéxico secundario
a hiperatividade neuronal induzida por um tempo prolongado, além de provocar morte de
neurdnios em 4reas susceptiveis, induz uma cascata de eventos moleculares e estruturais
que culminam em modificagdes nas propriedades intrinsecas neuronais, bem como das
redes neuronais, tornando-as epileptogénicas (SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000).

Diversos estudos anatomopatoldgicos deste modelo demonstram que o tratamento
com pilocarpina, associado ao status epilepticus (SE), resulta em seletiva perda celular
hipocampal com caracteristicas semelhantes as observadas na esclerose hipocampal humana,
além de atingir outras estruturas neurais, tais como complexo amigdaléide, cortex entorrinal e
neocortex (TURSKI et al., 1983a; AL-NOORI et al., 1998). Portanto, € possivel evidenciar
vdrias alteracoes como anormalidades dendriticas e axonais acompanhadas da perda de
neurdnios, reacdo glidtica, reorganizagdo sindptica e neurogé€nese no giro denteado

(CLIFFORD et al., 1987; MELLO et al., 1992; PARENT et al., 1997; GUEDES et al., 2006).



Em particular, a perda neuronal € principalmente evidenciada na regido hipocampal
CA1l e CA3 e no hilo do giro denteado, embora esta também ocorra em outras regioes
encefalicas (TURSKI et al.,, 1983b; BORGES et al., 2003). Além disso, varios estudos
supdem que a morte neuronal no hilo (células musgosas) do giro denteado seja fundamental
para a reorganizacdo sindptica local determinando a ocorréncia de crises recorrentes. O
rearranjo nas conexdes locais € caracterizado pelo brotamento (sprouting) de fibras musgosas
das células granulares do giro denteado que se projetam para seu proprio campo dendritico,
resultando num circuito excitatério recorrente (TAUCK e NADLER, 1985; McNAMARA,
1994; BORGES et al., 2003). Outra hipdtese indica que a perda de neurdnios hilares acarreta
a remoc¢do da eferéncia excitatéria desses neurdnios sobre as células em cesto que, por sua
vez, sao GABAérgicas e exercem uma inibicdo tonica sobre as células granulares. Desta
forma, a perda da inibicdo sobre estas células permite com que as mesmas promovam
excessivos disparos resultando, assim, na hiperexcitabilidade (SLOVITER, 1994;
McNAMARA, 1994). A ocorréncia de neurogénese ectdpica de células granulares, em
funcdo das crises, também parece contribuir para a hiperexcitabilidade e o estabelecimento da
condi¢do cronica, bem como das crises recorrentes. Assim, as novas células formadas
migrariam para outras regides do giro denteado além da camada granular, como hilo e
camada molecular, onde estabeleceriam conexdes aberrantes responsdveis pela
hiperexcitabilidade (PARENT et al., 1997, PARENT e LOWENSTEIN, 2002; PARENT,
2002; RIBAK e DASHTIPOUR, 2002; GUEDES et al., 2006).

Embora todas as células hipocampais sejam excitadas durante as crises, a morte
neuronal parece ser seletiva sugerindo que algumas populacdes neuronais sejam mais
vulnerdveis que outras. Tal vulnerabilidade parece estar relacionada com a auséncia de

protefnas tamponadoras de Ca™ no citoplasma da célula. Segundo Cavalheiro e Bentivoglio



(1991), o hipocampo de animais submetidos ao modelo da pilocarpina mostrou uma severa
diminui¢do das proteinas calbindina e parvalbumina durante a fase cronica do modelo.
Assim, na auséncia destas proteinas, hd concentracdes excessivas de Ca™ que, por sua vez,
promove a ativacao de inimeras proteases e lipases envolvidas com a morte neuronal seletiva
pos-injuria NAFFAH-MAZZACORATTI, 1998).

Todas as alteragdes neuropatoldgicas ja descritas sao compativeis com a esclerose
hipocampal e reforcam as semelhangas do modelo animal com a ELT humana. Logo, o
desenvolvimento de epilepsia do lobo temporal parece estar fortemente associado a perda

neuronal na formacao hipocampal (SANABRIA e GUERREIRO, 2000; BORGES et al., 2003).

1.3 O éxido nitrico: caracteristicas gerais

O ¢6xido nitrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogénio e uma das menores
moléculas sinalizadoras com atividade bioldgica, pois é relativamente instdvel e apresenta
propriedades que facilitam sua difusdo através das membranas celulares sem o auxilio de
transportadores especificos (MAYER e HEMMENS, 1997). Devido a sua natureza gasosa,
ele ndo € vesiculado e, portanto, sua liberagdo nao segue os padrdes mais tradicionais como
processos de exocitose dependentes de calcio (GARTHWAITE, 1991; MONCADA et al.,
1991; BREDT e SNYDER, 1992; 1994; DAWSON e SNYDER, 1994). Esse mensageiro
parécrino alcanga seu alvo através de difusido simples e ndo existem descritos sistemas de
recaptacdo que possam regular sua disponibilidade. Acredita-se que sua degradacdo
aconteca pela interacdo do NO com oxigénio ou anions superdxidos, o que limita sua

existéncia em poucos segundos (DAWSON e SNYDER, 1994).



1.3.1 Biosintese do 6xido nitrico

A sintese de NO € intermediada por um grupo de enzimas genericamente chamadas
de 6xido nitrico sintases (NOS) a partir do aminoédcido L-arginina (L-Arg). Tais sintases
catalisam a oxidacdo de uma molécula de L-Arg pelo oxigénio molecular com formacao do
N-w-hidroxi-L-arginina, como produto intermediério, e L-citrulina € uma molécula de NO
como produto final (PALMER et al., 1988; STUEHR et al., 1991; MARLETTA, 1994).
Esta oxidacdo envolve a transferéncia de cinco elétrons e ocorre em duas etapas. Na
primeira, ocorre a hidroxilacdo de um dos nitrogénios guanidinos da L-Arg para gerar o N-
o-hidroxi-L-arginina (NHA) com a transferéncia de dois elétrons. Esta reacdo utiliza
NADPH e oxigénio e, provavelmente, envolve o grupo heme da NOS. Na segunda etapa,
ocorre a conversao de NHA em NO e citrulina. Nesta etapa, Flavina adenina dinucleotideo
(FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4) sao utilizadas como
co-fatores na reacdo (Figural) (MARLETTA, 1994, GROVES e WANG, 2000;

TEIXEIRA, 2001; DUSSE et al.; 2003).
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Figura 1. Representacdo esquemadtica das reacdes catalisadas pelas NOS (GROVES e
WANG, 2000).



A NOS € uma proteina dimérica e o mondmero de suas isoformas possui massa
molecular que varia de 135 a 164 kDa. Estas enzimas sdo designadas NOS neuronal
(nNOS), NOS endotelial (eNOS), NOS induzida (iNOS) e NOS mitocondrial (mtNOS),
sendo que esta ultima € uma variante da nNOS presente na membrana mitocondrial interna
(BREDT e SNYDER, 1990; ELFERING et al., 2002; GUIX et al., 2005). A nNOS ¢
expressa em tecido nervoso, tanto em neurdnios adultos como nos neurdnios em
desenvolvimento e também em astrocitos. A eNOS € principalmente expressa no endotélio,
mas também pode ser encontrada em neurdnios e midcitos cardiacos (MARSDEN et al.,
1993; BREDT e SNYDER, 1994b; ABE et al., 1997; CORK et al.; 1998; GUIX et al.,
2005). Estas duas isoformas s@o identificadas como constitutivas, ou seja, presentes em
condicdes fisiolégicas e reguladas pelo fon Ca®*, enquanto que a iNOS é expressa em
macréfagos, astrécitos e microglia em resposta a estimulos de natureza inflamatdria ou
imunoldgica. Destaca-se que as isoformas constitutivas geram um aumento do NO em
poucos minutos, enquanto a producao de NO pela NOS induzivel pode durar horas ou dias
(MONCADA et al., 1991; GALEA et al., 1992; LEE et al., 1993; IADECOLA et al., 1995;
TEIXEIRA, 2001; MUNGRUE et al., 2003, EBADI e SHARMA, 2003; GUIX et al.,

2005).

1.3.2 - Regulacao da atividade da NOS

Em razdo de sua natureza gasosa e sua alta capacidade de difusdo, a formagdo do
NO deve ser rigorosamente controlada para que haja especificidade em sua sinalizacao.
Sobre este aspecto, a familia de enzimas sintetizadoras de NO realmente dispdem de uma

grande variedade de mecanismos regulatérios que incluem interacdes com proteinas e



modificagdes transcricionais, pOs-transcricionais, traducionais e pds-traducionais que
controlam a biosintese de NO (STAMLER e MEISSNER, 2001; BREDT, 2003;

PEIXOTO, 2004).

A iINOS ¢ tipicamente regulada (estimulada) por citocinas, através de mecanismos
transcricionais (ENDO et al., 1994). Nas cavéolas sarcoplasméticas, a eNOS é modificada
através miristoilacio em um mecanismo de co-tradu¢do e por palmitoilacio em um
mecanismo de pds-traducdo (SASA, 1997).

A funcdo reguladora da atividade da nNOS ¢é conferida, principalmente, ao Ca**
citosélico livre, o qual estimula a enzima por meio de sua interagdo com a calmodulina. A
chegada do potencial de acio, os canais de Ca*> dependentes de voltagem que se encontram
no neurolema sao ativados com subseqiiente liberagcao de cdlcio dos estoques intracelulares.
O aumento da concentracdo do Ca*™ citosélico acima de 40nM promove a ligacdo da
calmodulina 2 nNOS ativando a enzima. Entretanto, quando as concentra¢des de Ca*
diminuem, este se dissocia da calmodulina que, conseqiientemente, se dissociardao da nNOS
(KNOWLES et al., 1989; SHENG et al., 1992; ESPLUGUES, 2002; GUIX et al., 2005).
Por outro lado, a regulacdo da nNOS também pode se concretizar via fosforilacdo, onde a
reducgdo da atividade catalitica desta isoenzima € mediada por quinases, tais como: proteina
quinase dependente de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), proteina quinase C , ou
proteina quinase II dependente de Ca**/calmodulina (SCHMIDT et al., 1992; BREDT et al.,
1992; HAYASHI et al., 1999; KOMEIMA et al., 2000; ESPLUGUES, 2002; LEDO et al.,
2004; GUIX et al., 2005).

No SNC, a sintese do NO parece ser predominantemente regulada pelo influxo de

2 . . . . e
Ca*™ via canais dependentes de receptor, em particular apés a estimulagdo pds-sindptica de
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receptores NMDA (NMDARs), pelo neurotransmissor excitatério glutamato. Alguns
splicings da NOS neuronal apresentam dominio PDZ em sua por¢ao terminal, com excecao
das variantes f e y (ALDERTON et al., 2001; ESPLUGUES et al., 2002). Tal dominio
promove uma interacdo da nNOS com uma proteina de densidade pds-sindptica PSD-95
que, por sua vez, também se liga ao motivo Ser/Thr-X-Val (tSXV) do receptor NMDA. A
PSD-95 ¢ membro de uma grande familia de proteinas de densidade pds-sindptica que,
quando ligadas aos receptores NMDA, podem ancord-los no citoesqueleto. A ligacdo da
nNOS com a PSD-95 se faz de forma direta através da interacdo PDZ-PDZ e envolve o
segundo dominio PDZ da proteina (PDZ2). Esta proximidade da nNOS com o receptor
NMDA conferida pela interagdo com a proteina PSD-95 facilitard a exposicao direta desta
isoenzima ao influxo de Ca+2, ativando-a (Figura 2) (KORNAU et al., 1995;
CHRISTOPHERSON et al., 1999; SATTLER et al., 1999; TOMITA et al.,, 2001;
ESPLUGUES, 2002).

As interacoes entre o NO e os receptores NMDA sdo particularmente interessantes
por trés razdes. Primeiramente, semelhante ao NMDAR, o NO aumenta sua atividade em
condi¢des neuropatoldgicas incluindo isquemia, trauma, deméncias associadas ao HIV e
pode ser responsdvel, em parte, pelos processos de apoptose e necrose neuronal nas
condi¢des mencionadas. Segundo, a ativacio do NMDAR estimula a atividade da NOS
neuronal resultando no aumento do NO enddgeno no tecido cerebral. Por fim, a atividade
do NMDAR ¢ iniba pelo NO enddgeno e espécies relacionadas a0 mesmo caracterizando
um feedback negativo em razao da excessiva atividade dos canais associados a0 NMDAR
(GARTHWALITE et al., 1988; BREDT e SNYDER, 1992; LIPTON et al., 1993; DAWSON

et al., 1991 e 1993; CHOI et al., 2000).
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Figura 2. Ativagdo da nNOS no SNC. A liberacdo de glutamato ativa NMDAR e o
conseqiiente influxo de Ca®* pelos canais i0nicos ativa a nNOS, que por sua vez esta
“ligada” ao receptor via proteina de densidade pds-sindptica PSD-95. A proteina CAPON
estd associada a regulacdo da produgdo de NO nos neurdnios via nNOS (ESPLUGUES,
2002).

Um dos mecanismos de controle dos canais associados a0 NMDAR e outros canais
i6nicos de membrana envolve a modulagdo direta pelo NO por um mecanismo molecular
independente de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), contudo ainda desconhecido
(MANZONI et al., 1992; STAMLER et al., 1997). Estudos realizados por Choi e
colaboradores (2000) revelam que estes canais sdo modulados tanto pelo NO endégeno, por

um mecanismo regulatério pds- transcricional, quanto pelo NO exdgeno. A modulacido por
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meio enddgeno resulta da S-nitrosilagdo de um residuo de cisteina critico (Cys 399)
localizada na subunidade NR2A do NMDAR e, uma vez que esta subunidade se encontra
mutada, o efeito endégeno do NO € perdido. A subregulacdo da atividade do NMDAR pela
reacdo do NO enddégeno com o grupo tiol de um residuo de cisteina propde que a
justaposi¢ao desta proteina no espaco da submembrana de densidade pds-sindptica pode
facilitar a inibi¢do por feedback (CHOI et al., 2000).

Assim como a bioatividade do NO controla a atividade dos canais i0nicos por
feedback, existem proteinas que potencialmente regulam o acoplamento da nNOS com o
NMDAR.. A proteina CAPON, por exemplo, possui um motivo ligante do dominio PDZ
em sua por¢ao C-terminal o qual interage com dominio PDZ da nNOS. Uma vez ligada a
nNOS esta proteina ancora a NOS neuronal a outras macromoléculas regulando a formagao
de NO nos neurénios do SNC e direcionando o NO para alvos especificos (JAFFREY et al.,
1998 e 2001; ESPLUGUES, 2002). Além da CAPON, a nNOS também pode interagir com

a proteina inibidora da nNOS (PIN) (JAFFREY e SNYDER, 1996; ESPLUGUES, 2002).

1.3.3 - Aspectos fisiolégicos do NO: atuacao no sistema glutamatérgico

Em condigdes fisioldgicas, o NO é produzido em baixas concentracdes (<1uM) e
assume o estado redox nao nocivo ao metabolismo celular, ativando cascatas de segundos
mensageiros distintas das cascatas responsivas ao estresse oxidativo (TAMIR et al., 1993 e
1996; NAKAYA et al., 2000; HAN et al.,, 2002). Concentragdes fisiologicas de NO
também levam a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS ou EROs), contudo as
doses sdo tdo minimas que sdo incapazes de sobreviver ao mecanismo de resisténcia

celular. Embora fisiologicamente todas as células aerdbias gerem espécies radicalares, as
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abundantes defesas antioxidantes dos organismos previnem o dano celular causado por

EROs (PEIXOTO, 2004; BISHOP e ANDERSON, 2005).

O sistema de defesa antioxidantes enzimdtico € constituido principalmente pelas
enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX),
glutationa redutase (GR). As superéxido dismutases (CuZnSOD e MnSOD), por exemplo,
convertem o superéxido (O,-) em perdxido de hidrogénio (H,O;) tornando o superéxido
inacessivel ao NO para a formacdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS) (BECKMAN
et al, 1994; GONZALES-ZULUETA et al, 1998; PEIXOTO, 2004; BISHOP e
ANDERSON, 2005).

Virias agoes fisioldgicas do NO sdo mediadas por alteragdes nos niveis de GMPc,
devido a ativagdo da guanilato ciclase (GC) resultante da ligacdio do NO ao grupo heme
desta enzima (MONCADA et al., 1991; GRIFFITH e STUEHR, 1995). A ativacdo da GC
resulta na conversio do GTP em GMPc que é o segundo mensageiro celular na via de
sinalizacdo do NO (STAMLER e MEISSNER, 2001; PEIXOTO, 2004; GUIX et al., 2005).

O NO age como neurotransmissor e/ou neuroregulador tanto no SNC quanto no
SNP por um mecanismo dependente de GMPc. A acao da nNOS no SNC tem sido
associada a percepcao de dor, controle do sono, apetite, termoregulagcdo, desenvolvimento
neural e plasticidade sindptica (MONCADA et al., 1991; BREDT e SNYDER, 199%4a;
DINERMAN et al., 1994; HUANG, 1999; PRAST e PHILIPPU, 2001; CHENG et al.,
2003; MONTI e JANTOS, 2004; GUIX et al., 2005). Devido a sua natureza difusional, o
NO também tem uma agao retrégrada através de um halo de dispersao de cerca de 300 wm
(DAWSON e SNYDER, 1994; ARANCIO et al., 1996). Essa acdo interfere em diversas

etapas do funcionamento neuronal, em especial nos neuronios que expressam receptores de
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glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Esse tipo de receptor apresenta uma forte
relacdo de interdependéncia com o NO, seja em sua acdo pds-sindptica ou na sintese do

proprio NO (GARTHWALITE et al., 1989; GARTHWAITE, 1991).

A ativacdo de NMDAR leva a conseqiiente ativacao da nNOS, a qual pode garantir
neuroprotecdo através do bloqueio das caspases (KHALDI et al., 2002). A ativa¢do da
nNOS, via NMDAR, tem o seu pico durante 5-15 minutos e retorna aos niveis basais apos
60 min., em sua maioria devido a exaustdao de substrato, em diversas regides cerebrais tais
como hipocampo, estriato, hipotdlamo e locus coeruleus (FEDELE et al., 2001; TRABACE
et al., 2004). A ativacdo do receptor NMDA produz um incremento transiente do calcio
citosdlico que leva a um aumento transiente da produ¢ao do NO (LUO e VINCENT, 1994).
Essa forte interdependéncia entre o receptor NMDA e NO sugere uma grande participacio
desse gds nos processos bioldgicos nos quais esse receptor tem agdo preponderante, como
nos mecanismos de potenciagdo a longo-prazo (LTP), comuns em d&reas corticais € no
hipocampo, e de depressao a longo-prazo (LTD), presente no cerebelo (GARTHWAIT et

al., 1989; ARANCIO et al., 1996).

Trabalhos do grupo de Eric Kandel mostraram que a difusdao do NO produzido em
neurdnios pos-sindpticos afeta retrogradamente o terminal pré-sindptico e prolonga a LTP
correlacionando-a com respostas comportamentais especificas que sdo dependentes desses
fendmenos, como aprendizado e memoéria (ARANCIO et al., 1996). Corroborando
fortemente essa hipétese, a investigacdo do efeito da administracdo sistémica de inibidores
da NOS sobre a aquisicdo de memodria espacial por roedores mostrou que reduzir a

producdo de NO gera déficits significativos no desempenho desses animais em testes

15



especificos (TOYODA et al., 1996; HOLSCHER et al., 1996; PRENDERGAST et al.

1997; QIANG et al., 1997).

Em particular, € interessante destacar que a administragao de 7-nitroindazole (7-NI),
um inibidor seletivo da isoforma neuronal da NOS, dificultou o aprendizado de
camundongos para navegacdo espacial no labirinto aqudtico e no labirinto radial
(HOLSCHER et al., 1996). Mais recentemente, Weitzdoerfer e colaboradores (2004)
mostraram que camundongos knock-out para nNOS também apresentam menor
performance na navegacao espacial no labirinto aquatico, refor¢cando a idéia do NO como

agente modulador dos circuitos glutamatérgicos envolvidos no processamento cognitivo.

1.3.4 — Oxido Nitrico e neurotoxicidade

Em contraste a sua agcdo neuromoduladora, o NO também pode ser nocivo ao SNC e
assim contribuir para a neurotoxicidade da célula. Tal mensageiro gasoso assume uma
identidade neurotdxica a partir do momento em que sua producao passa a ser excessiva, ou
seja, atinge valores superiores a 1uM (>1uM). A intensa producdo de NO pode ser
justificada, em parte, pela ativacdo da nNOS em conseqiiéncia a persistente estimulacao dos
NMDARSs ou pela inducdo da iNOS por citocinas ou endotoxinas (CHABRIER et al.,
1999). Em condicdes patoldgicas, o NO e o superéxido sdo produtos resultantes da
excitoxicidade e também da ativacdo de macréfagos, microglia e astrdcitos, por intermédio

da iNOS (SHARMA et al., 1996; WINKLER et al., 1998; BISHOP e ANDERSON, 2005).

Em particular, o NO € especialmente nocivo devido a produ¢do de EROs e
formagdo de peroxinitrito. O NO reage com o anion superéxido (027) formando o

peroxinitrito (ONOO") levando a rdpida oxidacdo de grupos sulfidrilas e tioésteres, bem
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como nitracdo e hidroxilagdo de compostos aromaticos como tirosina. Pode-se considerar
que o peroxinitrito € a molécula que une o estresse oxidativo desencadeado pelo vazamento
de elétrons na cadeia respiratéria, ao estresse nitrosativo, provocado pelo aumento da
producdo de NO. Dentre os alvos mais importantes das EROs e RNS estdo as membranas
celulares e intracelulares, com o inicio e a propagacao da peroxidagao lipidica; as proteinas,
que sofrem maior ataque proteolitico devido a sua carbonilag¢do; e as moléculas do DNA
(nuclear e mitocondrial), com o aparecimento de quebras e/ou ligacdes cruzadas com
proteinas, eventualmente irreversiveis, (IMLAY e LINN, 1988; FARBER et al., 1990;

PEIXOTO, 2004).

1.4 Epilepsia e Oxido Nitrico

A constatacao da participagdo do NO nos processos cognitivos fez diversos autores
considerarem sua importancia nos distirbios de aprendizado e memoria freqiientemente
associados a crises epilépticas. De fato, tém-se evidéncias experimentais e clinicas
inequivocas que o status epilepticus (SE) pode causar danos cerebrais, sendo o hipocampo
particularmente vulnerdvel (MELDRUM e BRIERLEY, 1973; MELDRUM, 1978;
DODRILL e WILENSKY, 1990; VAN ESCH et al., 1996; SANKAR et al., 1998 e 2000;

ALLDREDGE e LOWENSTEIN, 1999).

Quanto a participagdao do NO nas crises epilépticas, diversos autores observaram
que a administracdo de inibidores especificos ndo seletivos da NOS, como o N-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME), potencializou significativamente as crises epilépticas
induzidas por 4cido cainico ou pilocarpina em roedores, atribuindo ao NO um papel anti-

convulsivante (STARR e STARR, 1993; PENIX et al.,, 1994; MAGGIO et al., 1995).
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Corroborando essa hipétese, Noyan e Gulec (2000) observaram que o tratamento prévio de
ratos com L-arginina reduziu significativamente a ocorréncia de SE induzido por litio-
pilocarpina. Por outro lado, Przegalinski et al. (1996) relataram que a administracdo de L-
NAME ou de 7-nitroindazole (7-NI; inibidor seletivo da nNOS) potencializou a ocorréncia
de crises convulsivas induzidas por NMDA em camundongos. Contudo, essas drogas nao
tiveram qualquer efeito sobre a severidade das crises convulsivas quando induzidas por
pilocarpina, pentilenetetrazol, ou mesmo por estimulacdo elétrica. Além disso, outros
autores atribuiram ao NO um papel pré-convulsivante com base na constatacdo que a
administracao de inibidores seletivos da nNOS atenuou as crises induzidas por pilocarpina
em camundongos (VAN LEEUWEN et al., 1995; DZOLIJIC et al., 1997). Essa controvérsia
se torna ainda interessante se considerarmos que os efeitos desses inibidores podem variar
segundo as doses e os modelos experimentais de epilepsia, como reportado por Del-Bel et

al. (1997).

Além da administragao de inibidores da NOS em animais, outras abordagens t€ém
sido adotadas a fim de averiguar o estresse oxidativo na epilepsia. Desta forma, diversos
estudos tém objetivado investigar os niveis de peroxidacdo lipidica, a participacdo das
enzimas antioxidantes e a formacao de nitrito com a finalidade de elucidar, detalhadamente,
o papel das espécies reativas de oxigénio (ROS) nesta injiria. Um estudo realizado por
Freitas e colaboradores (2005), no modelo da pilocarpina, verificou um aumento nos niveis
de peroxidacdo lipidica nas regides do hipocampo e cortex frontal apdés o SE em ratos.
Ainda neste modelo, os mesmos pesquisadores constataram que o SE altera a defesa
antioxidante no cérebro de ratos e aumenta a atividade da enzima catalase no hipocampo.

Corroborando com estes achados, Dal-Pizzol e colaboradores (2000) observaram que o SE
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induzido por cainato também eleva os niveis de peroxidagdo lipidica sugerindo que as

espécies reativas de oxigénio podem estar envolvidas nos danos neuronais.

1.5 Atividade fisica: implicacdes na plasticidade e neuroprotecao

O termo plasticidade cerebral corresponde a capacidade do cérebro de modificar sua
organizagdo, tanto de elementos constitutivos como de conectividade, e sua funcdo em
conseqiiéncia a sua interacao com estimulos ambientais (VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA,
2005). Este processo pléastico envolve diversos substratos anatdmicos, tais como regides
sindpticas, neuritos e até mesmo todo o neurdénio (VAN PRAAG et al., 2000; COTMAN E
BERCHTOLD, 2002). Tal fendmeno parece estar estreitamente relacionado com estimulos
ambientais e experiéncia e se revela como um processo dependente de atividade, uma vez que
a estimulag@o ambiental elicia vdrias respostas pldsticas no cérebro adulto (VAN PRAAG ET

AL., 2000).

A atividade fisica € caracterizada como um importante estimulo para a plasticidade
cerebral (KEMPERMANN et al, 2000; VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA, 2005;
DISHMAN et al., 2006). Diversos estudos, tanto clinicos como em animais, demonstram os
inimeros beneficios que a pratica da atividade fisica exerce sobre a fung¢ao neuronal. Tais
beneficios englobam o aumento da sobrevivéncia neuronal e da resisténcia cerebral a
diferentes insultos, promoc¢do da angiogénese, estimulo da neurogénese, fortalecimento da
LTP no hipocampo, melhora da aprendizagem e memdria e contribui¢do para a manutencao
da funcio 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
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et al., 2001). E importante ressaltar que estes efeitos positivos envolvem, especialmente, a
formacdo hipocampal, uma regido cerebral classicamente relacionada com plasticidade,

aprendizagem e memoria (SQUIRE, 1992).

Embora o efeito neuroprotetor da atividade fisica seja evidente, os mecanismos
neurofisiol6gicos subjacentes as alteragdes morfo-funcionais observadas na formacao
hipocampal, em decorréncia da mesma, ainda nio estdo completamente elucidados. Diversos
estudos elegem os fatores neurotréficos como provaveis mediadores dos efeitos positivos da
atividade fisica sobre o cérebro (ANG et al. 2003; DING et al.; 2004; LI et al.; 2004;
GRIESBACH, et al.; 2004; DISHMAN et al., 2006). Através de sinalizacdo extracelular, os
fatores neurotréficos exercem uma fungdo reguladora sobre a proliferagdo, diferenciacao e
sobrevivéncia de células nervosas durante o desenvolvimento do sistema nervoso central. Por
outro lado, no organismo adulto, estas moléculas estdo envolvidas em varios 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; VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA,

2005).

Recentemente, Cotman e Berchtold (2002) destacaram importantes efeitos positivos
da pratica regular de atividade fisica sobre o sistema nervoso em humanos e em modelos
animais. Dentre os efeitos positivos referidos estdo os aumentos nos niveis de diversos
fatores neurotréficos, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e a melhora
no desempenho cognitivo, em especial na aprendizagem e memoria, funcdes classicamente
relacionadas com a formagdo hipocampal. Além do BDNF, a atividade fisica promove um

aumento da expressdo de outros fatores tréficos, tais como: o Fator de Crescimento do Nervo

20



(NGF), o Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF-2) e um fator periférico, o Fator de
Crescimento Semelhante 2 Insulina I (IGF-I) (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).

Em particular, o BDNF parece ser especialmente susceptivel a regulacdo pela
atividade fisica, tanto na sua expressdo quanto na liberacao (LU e CHOW, 1999;
SCHINDER e POO, 2000; VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA, 2005). Membro da familia
das neurotrofinas, o BDNF desempenha um importante papel no crescimento,
desenvolvimento, manuten¢do e funcido de diversos sistemas neuronais, destacando-se a sua
imprescindivel participacdo na plasticidade sindptica e neurogénese na formagao hipocampal
(FH) (LESSMANN et al.,, 2003; VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA, 2005). Um estudo
realizado por VAYNMAN e colaboradores (2004) constatou que a melhora nos processos de
aprendizagem e memoria induzidas pela prética da atividade fisica € dependente do aumento
nos niveis de BDNF. Além disso, estes pesquisadores verificaram que, além do BDNF, o
exercicio aumenta a expressio do RNAm da sinapsina I, uma proteina que regula o
desenvolvimento de neuritos, a formac¢do e manuten¢do de estruturas pré-sindpticas e a

formacao de novas sinapses.

1.6 Atividade Fisica e Epilepsia

A recomendacdo da atividade fisica como intervencdo terapéutica ou preventiva em

pacientes portadores da epilepsia tem suas controvérsias (HOWARD et al., 2004). Desta
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forma, diversos estudos tém buscado avaliar os efeitos da atividade fisica sobre as crises

epiléticas, em particular na ELT (ARIDA et al., 1999; ARIDA et al., 2004).

Um estudo realizado por Arida e colaboradores (1999), utilizando o modelo
experimental de epilepsia induzida por pilocarpina em ratos, revelou efeitos positivos do
exercicio fisico diretamente sobre a epilepsia, ndo permitindo o aumento da freqiiéncia de
crises recorrentes. Por sua vez, Young et al. (1999) apresentaram dados demonstrando que
o ambiente enriquecido reduziu a morte celular apoptética espontdnea no hipocampo de
ratos, suprimiu as crises induzidas por cainato e protegeu contra lesdo excitotoxica.
Corroborando com estes achados, Gobbo e O’Mara (2005) verificaram que a atividade
fisica resultou na melhora da funcdo cognitiva, notadamente mnemonica, em animais
submetidos a indugao de crises por dcido cainico, um modelo de injdria neuronal.

Recentemente, Faverjon e colaboradores (2002) mostraram que ratos que tiveram
SE por pilocarpina e expostos a um ambiente enriquecido, que inclui acesso a uma roda de
atividade espontanea, apresentaram melhor desempenho no teste do labirinto aquético e
aumento da taxa de neurogénese no giro denteado da formacao hipocampal em comparagao
aos animais sedentdrios. Nesta linha, sdo muito sugestivos os achados de Farmer e
colaboradores (2004), os quais mostraram que camundongos que realizaram atividade fisica
voluntdria exibiram aumento na expressao de BDNF e de subtipos de receptores especificos
para glutamato. Tais alteracdes podem estar associadas ao aumento da neurogénese e a
reducdo do limiar para a geracdo de LTP, também verificadas por esses autores. Um estudo
realizado em nosso laboratério verificou que camundongos que tiveram SE por pilocarpina

e desenvolveram atividade fisica voluntdria em roda de corrida apresentaram melhor
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desempenho no teste do labirinto aqudtico, quando comparado ao dos animais que tiveram

SE e permaneceram sedentdrios (SARTORI, 2005).

Nao existem evidéncias claras quanto aos efeitos a curto e longo prazo da atividade
fisica sobre a epileptogénese. No entanto, pacientes portadores de epilepsia podem colher
beneficios da participacdo em um programa de atividade fisica adequado, com a melhora da
capacidade funcional organica geral e psicolégica, com a diminuicdo dos niveis de
depressdo, condi¢do muito comum entre pacientes epilépticos (NAKKEN et al., 1990;

ROTH et al., 1994; ARIDA et al., 2004).

Apesar dos vérios estudos ja realizados, os mecanismos subjacentes aos efeitos
positivos creditados ao exercicio fisico em animais e humanos portadores de epilepsia nao
sdo ainda bem compreendidos. Atualmente, nenhum estudo sistematico foi realizado
focando o envolvimento do NO nesse contexto. Assim, considerando os dados até aqui
referidos, julgamos relevante investigar se, € como, a sintese do NO pode estar relacionada
com os efeitos benéficos da pratica regular de exercicio fisico sobre a melhora da

capacidade cognitiva em animais com epilepsia.
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2. Objetivos

Geral

Investigar a participacdo do 6xido nitrico no modelo experimental de epilepsia
induzida por pilocarpina e sua relacdo com o efeito da atividade fisica voluntdria sobre a

memoria espacial de camundongos.

Especificos

1 — Analisar a expressdo da isoforma neuronal da NOS ap6s a inducdo do status
epilepticus.

2 — Avaliar a atividade das isoformas da NOS dependente e independente de célcio apds
a inducao do status epilepticus.

3- Avaliar o efeito da atividade fisica voluntaria realizada por camundongos durante
quatro semanas apos status epilepticus sobre:

3.1 - seu desempenho no labirinto aquatico

3.2 - a distribuicdo de neurdnios nitrérgicos no hipocampo

3.3 - a expressdo da isoforma neuronal da NOS no hipocampo

3.4 - a atividade das isoformas da NOS dependente e independente

de cdlcio no hipocampo

24



3. Materiais e Métodos

3.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com idade de 10 a 12 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 condi¢des controladas de luz, com ciclo de doze horas de claro e escuro, e temperatura

(21°C), recebendo dgua e racdo ad libitum.

Os animais foram divididos em grupos que tiveram status epilepticus (SE) induzido
com pilocarpina (P) e animais controle (Ct) que receberam apenas solug¢do salina. Parte
desses animais foi subdividida de acordo com os diferentes tempos de sacrificio apos SE e
seus respectivos controles: 1dia (1d), 7 dias (7d), 21 dias (21d) e 35 dias (35d) . Os animais
que tiveram sobrevida de 35 dias foram subdivididos em grupos que realizaram atividade fisica
espontanea ou corredores (C) e em grupos que ndo realizaram atividade fisica espontanea ou
sedentarios (S). Assim, os grupos de 35 dias foram denominados: controle corredor (CtC),
pilocarpina corredor (PC), controle sedentério (CtS) e pilocarpina sedentério (PS).

Tabela 1 - Grupos e Procedimentos Experimentais

Atividade na Teste do Histologia Atividade Expressao
Gr::n;;os Roda de Labirinto Imunoistoquimica  Enzimatica Protéica gg?rr;?/igz
Corrida Aquatico para nNOS da NOS da nNOS
Ct1d (5) - - - X X 1 dia
Ct7d (5) - - - X 7 dias
Ct21d (5) - - - X X 21 dias
P1d (5) - - - X X 1 dia
P7d (5) X X 7 dias
P21d (5) - - - X X 21 dias
CtS (11) X X X X 35 dias
CtC (11) X X X X X 35 dias
PS (11) X X X X 35 dias
PC (11) X X X X X 35 dias
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3.2 Inducao do status epilepticus

Para a inducdo do SE nos camundongos, inicialmente estes receberam uma dose de
metilescopolamina (0,01% em solucdo salina; 1mg/kg s.c.), a fim de minimizar os efeitos
colinérgicos periféricos da pilocarpina. Apds trinta minutos, foi administrada uma dose de
pilocarpina (4% em solucdo salina; 340 mg/kg i.p.) € monitorada a ocorréncia do SE em
cada animal. Este foi definido como crises clonicas generalizadas e ininterruptas, que
persistiram por um periodo minimo de 30 minutos antes de seu término espontdneo
(OLNEY et al., 1969; TURSKI et al., 1983b; CAVALHEIRO et al., 1991; SANABRIA E

CAVALHEIRO, 2000).

Imediatamente apds o inicio do SE os animais foram monitorados por 6 horas e
somente aqueles que apresentaram SE ininterrupto durante esse periodo foram incluidos
nos grupos experimentais.

Os animais pertencentes aos grupos controles (Ctld, Ct7d, Ct21d, CtS e CtC)
receberam duas doses de solucdo salina (NaCl 0,9%), em substituicdo as drogas aplicadas

nos animais dos grupos submetidos a indugao do SE (P1d, P7d, P21d, PS e PC).

3.3 Condicoes de atividade fisica

Os animais dos grupos P que tiveram sobrevida de 1d, 7d, 21d apdés o SE e seus
respectivos controles, bem como os animais dos grupos CtS e PS foram mantidos durante
todo o experimento em gaiolas individuais para camundongo (29cm x 18cm x 12cm). Os
animais dos grupos corredores (CtC e PC) foram transferidos para gaiolas individuais com
dimensdes maiores (40cm x 32cm x 16cm) e equipadas com uma roda de atividade, a qual

tinham livre acesso (Figural). Esta roda era de livre curso e a atividade dos animais foi
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monitorada através de um conta-giros eletronico instalado no eixo da mesma. O conta-giros
foi 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.

A transferéncia dos camundongos para as gaiolas experimentais descritas acima foi
feita 48 horas apds a indugao do SE, ou da administragdo de solugao salina, nos animais dos
grupos PC e CtC, respectivamente. De acordo com nossas prévias observagdes, este tempo
de espera € necessdrio para que o animal se recupere do quadro neurolégico agudo que se
instala com o SE. O periodo de permanéncia dos animais nas gaiolas experimentais foi de
28 dias. Apds esse periodo, os camundongos dos grupos CtS, CtC, PS e PC foram
submetidos ao teste do Labirinto Aquatico durante 5 dias para avaliacio da memdria

espacial, conforme descrito abaixo.
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Figura 3. Gaiolas equipadas com roda de atividade. Os animais submetidos a um protocolo
de atividade fisica (grupos CtC e PC) 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 era de 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

Os testes do Labirinto Aqudtico foram realizados em uma piscina circular com
120cm de diametro e 50cm de altura, preenchida com dgua a 26+1°C até 45cm (Figura2).
Foram acrescentados a dgua 30ml de tinta branca ndo téxica para que a mesma ficasse
opaca. No interior da piscina foi colocada uma plataforma circular de acrilico, com 9cm de
diametro, a aproximadamente 1,5cm abaixo da superficie da dgua. 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 avaliagdo 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

aqudtico para acompanhamento dos testes. Nas paredes da sala de teste foram distribuidas

diferentes figuras (circulo, quadrado, tridngulo e estrela) utilizadas como pistas espaciais.

Para a avaliacdo da memdria de referéncia espacial a plataforma permaneceu numa
posicdo fixa em um dos quadrantes da piscina, ao longo de todo o periodo de testes. Para
cada tentativa, 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. Para
cada animal foram realizadas quatro tentativas por sessdo, sendo uma sessao por dia. Em
cada tentativa o animal foi liberado em pontos de partida diferentes e aleatérios e
aproximadamente eqiiidistantes com relagdo a plataforma. Foi atribuido ao animal um
tempo maximo de 2 minutos para que o mesmo encontrasse a plataforma, onde
permaneceria por 10 segundos e, entdo seria retirado pelo experimentador. Caso o animal
ndo encontrasse a plataforma em 2 minutos, ele era colocado sobre a mesma pelo

experimentador. A laténcia ou o tempo gasto pelo animal para encontrar a plataforma foi
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empregado como um indice de aprendizagem do animal no teste. A mesma 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 sess@o de testes os animais foram secos 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 reten¢do da aprendizagem ou memdria espacial (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 diametro, denominada
contador critico, com dimensao trés vezes maior que o da plataforma. A duragdo do teste
foi de um minuto e a freqiiéncia de entrada do animal no contador critico foi analisada
posteriormente em video. O examinador desenhou na tela do monitor um circulo de
diametro correspondente ao contador e assim pode visualizar e registrar a freqiiéncia de

entrada do animal na area de interesse.
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Figura 4. O Labirinto Aquatico consistiu de uma piscina circular com 120cm de diametro e
50cm de altura, preenchida com dgua opaca até 45cm. Uma plataforma circular de acrilico
(representada na figura pelo circulo pequeno) com 9cm de didmetro, foi colocada a
aproximadamente 1,5cm abaixo da superficie da dgua. O circulo maior representa a area

correspondente ao contador critico. A seta indica o camundongo em teste.
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3.5 Analise histolégica e imunoinstoquimica
3.5.1 Perfusao e obtenc¢ao dos cortes histolégicos

Ap6s o periodo correspondente de sobrevida, os animais dos grupos CtS, CtC, PS e
PC foram anestesiados com Pentobarbital sédico 3% (0,1ml/20g, i.p.), submetidos a
toracotomia e perfundidos transcardiacamente com 100ml de solu¢do heparinizada (0,2ml/
500ml de salina) de cloreto de sodio 0,9%, seguido de 120ml de solucdo de
paraformaldeido 4% em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,40), com auxilio de uma bomba de
perfusao (Masterflex). Apds este procedimento, os animais foram eviscerados e o0s
encéfalos foram mantidos em geladeira dentro dos respectivos cranios. Os mesmos foram
retirados apds 24 horas e mergulhados em uma solucao 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 Sum de espessura, de orienta¢do coronal, da
regido do encéfalo entre 1,00mm e 3,50mm posterior ao bregma (FRANKLIN e
PAXINOS, 1997), empregando-se micrétomo Leica (modelo RM2125RT). Os cortes foram
recolhidos diretamente sobre laminas gelatinizadas, coletando-se cinco cortes seqiienciais,
dispostos cada um em uma lamina diferente, e desprezando-se os oito cortes subseqiientes.
Este procedimento foi realizado sucessivamente até que se completassem cinco cortes por
lamina. Assim, foram obtidas cinco séries distintas de cortes histologicos. Séries adjacentes
de cortes contendo a formac¢do hipocampal foram submetidas a coloracdo de Nissl com

violeta de cresila e a reacao imunoistoquimica com anticorpo anti-nNOS, respectivamente.
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3.5.2 Coloracao de Nissl com violeta de cresila e avaliacao da perda neuronal

Para coloragdo de Nissl com violeta de cresila seguiu-se o protocolo descrito por
ONISHI (1999), com algumas adaptagdes. Inicialmente os cortes foram desparafinizados
através de duas passagens em xilol por 3 minutos cada. A seguir foram hidratados em uma
série de dlcoois: 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 solu¢do de violeta de
cresila, mantida a 45°C, por 9 minutos. Apds a etapa de coloracdo, os cortes foram
desidratados através de passagens rapidas 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 uma. Os cortes foram entdo diafanizados em xilol através
de duas passagens de 5 minutos cada uma, e logo em seguida as laminas foram montadas

com Entellan (Merck).

A coloracdao de Nissl foi utilizada para a avaliacdo 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 formagdao hipocampal dorsal
compreendida entre 1,58mm e 1,79mm posterior ao bregma, em ambos os hemisférios.
Foram utilizados cinco cortes seriais para cada animal distanciados 60 um entre si.
Atribuiu-se um escore para cada uma das regides acima referidas em ambos os hemisférios
dos cinco cortes, conforme a Tabela 2. Os valores dos escores de cada regido foram
ordenados para o cdlculo da mediana que correspondeu ao escore final da regido analisada
em cada animal. A avaliacio do grau de perda neuronal foi realizada utilizando-se
microscopio Nikon Optiphot 2, sob objetiva de 40X. A identificacdo do grupo experimental

ao qual pertenciam os espécimes analisados ndo era do conhecimento do experimentador.
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Somente os cortes dos animais pertencentes ao grupo controle sedentdrio, tinham sua
identidade conhecida do experimentador, pois foram utilizados como referéncia para
caracterizar o padrao de 100% de neurdnios saudéveis (escore 0). Estes eram analisados
sempre ¢ imediatamente antes da andlise dos cortes pertencentes aos animais dos outros
grupos experimentais.

Tabela 2 - Escores utilizados na avaliacao do grau de lesdo neuronal.
Escore Percentual de neurénios saudaveis
(nucleo e nucléolo evidentes)
100%
>75% e <100%
> 50% a 75%
> 25% a 50%
< 25%

~AWON—2O

3.5.3 Imunoistoquimica para isoforma neuronal da NOS

Para a andlise da distribui¢do dos neuronios nitrérgicos os cortes foram inicialmente
desparafinizados em xilol e re-hidratados em bateria de dlcoois e por fim lavados em dgua
destilada. Para o bloqueio da peroxidase enddgena, os cortes foram incubados em solugdo
de H,O, (3%) e metanol por 15 minutos. A recuperacdo do antigeno foi realizada
empregando-se solu¢do Tris-HCl 50mM (pH 9,5) e uréia (5%) em forno de microondas
(900W) por 10 minutos. A seguir, o bloqueio dos grupos aldeidos feito com tampado Tris-
Gli 0,1M por 30 minutos, seguido do bloqueio dos sitios inespecificos com solucdo de leite
em po6 desnatado (5%) em tampao PBS (pH 7,4) e soro de cabra (1:6) por 3 horas. Os cortes
foram incubados com anticorpo primario anti-nNOS (policlonal produzido em coelho;
Dako, cat. n° Z0334) diluido (1:50) em tampao de bloqueio, no interior de cimara imida
por 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram incubados com

anticorpo secunddrio (1:200; Rockland, 611-1602) por 1 hora a temperatura ambiente. A
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imunorreatividade foi amplificada com o kit ABC (complexo avidina-biotina) por 1 hora e
revelada pela reacdo com H,O, e DAB (diaminobenzidina). Os cortes foram contracorados

com hematoxilina de Harris e montados com Entelan (Merck).

3.6 Analise bioquimica e molecular
3.6.1 Dissecacao do hipocampo

Para as andlises de expressdo protéica e de atividade da NOS no hipocampo, os
camundongos foram decapitados, com auxilio de uma guilhotina, e o hipocampo
rapidamente dissecado sobre uma placa de Petri resfriada com gelo picado. Imediatamente
a seguir foi pesado, congelado em nitrogénio liquido conservados em biofreezer a -80°C até

0 seu processamento.

3.6.2 Analise da atividade de NOS

Para a medida da atividade das isoformas dependentes (nNOS e eNOS) e
independente (iNOS) de cdlcio, foram empregados os procedimentos estabelecidos no
Laboratério de Farmacologia Bioquimica dos Radicais Livres da USP sob orientacdo do

Prof. Dr. Marcelo Nicolas Muscara.

Inicialmente, os hipocampos foram pesados e homogeneizados em 5 volumes de
tampao de incubacgdo (Tris-HCl 50mM, pH 7.4) contendo 1 mM de PMSF e ImM de L-
citrulina. Desse homogenato, SOUL foram incubados na presenca de NADPH (1,0mM),
CaCl, (2,0mM) e 10uM de L-arginina contendo 100.000cpm de [2,3,4,5—3H] L-arginina

mono hidrocloreto em um volume final de 100ul a temperatura ambiente (25 - 27°C)
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durante 30 minutos, em duplicata. Todos os reagentes foram preparados em tampao de
incubacdo (sem PMSF e L-citrulina). Apds este periodo, a reagdo foi interrompida pela
adicao de Iml de tampao HEPES 20mM, pH 5.4 contendo 1mM de EGTA e ImM de
EDTA. Os tubos foram centrifugados (5’ a 10.000 rpm) e os sobrenadantes aplicados em
colunas contendo 0,6ml de resina de troca idnica (tipo anidnica forte, Dowex AG 50X-8).
Os eluatos foram recolhidos em viais de cintilagdo. As colunas foram lavadas com 1ml
adicional de tampao HEPES e os eluatos foram combinados aos anteriores. Apds a adicao
de 10ml de liquido de cintilagio a radioatividade foi medida durante Imin. em
espectrometro de cintilacdo. As contagens foram corrigidas por subtracdo do “branco”
(onde o homogenato de tecido foi adicionado apés o tampao HEPES). Para o célculo das
atividades enzimadticas, as contagens (cpm) foram relacionadas a atividade total (os
conteudos destes tubos receberam [2,3,4,5—3H] L-arginina mono hidrocloreto diretamente
nos viais de cintilagdo) pela férmula:

pmol L-cit/min = 1000 x (dpm amostra - dpm branco) / dpm totais / 30

O valor 1000 corresponde a quantidade de L-arginina adicionada a mistura de
incubacdo, em pmols, e 30 é o tempo de incubag¢do, em minutos.

Paralelamente, em cada ensaio foram realizados controles farmacolégicos da
atividade enzimética que consistem na omissdo do CaCl, e na adi¢do de ImM de EGTA no
meio de incubacdo (a fim de caracterizar o tipo de NOS) e na adi¢cdo de ImM de L-NAME
(inibi¢do especifica para as NOS).

O conteido de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976)
utilizando-se kit comercial (Bio Rad, EUA). A atividade da NOS foi expressa como pmols

de L-citrulina produzidos por minuto e por mg de proteina.
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A atividade da NOS dependente de Ca”* foi obtida pela subtracdo da atividade

independente de Ca®* (que possui EGTA no meio de incubacdo) da atividade total.

3.6.2 Analise da expressao protéica da nNOS

Cento e trinta microlitros das amostras de homogenato de hipocampo (concentragao
de proteinas totais = 5Smg/ml) foram diluidas com 30ul de tampao de Laemmli (0,0625M de
Tris-HCI, ph 6,8 contendo 2 de SDS, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol e 5%

de 2-mercaptoetanol) e fervidas durante 10min.

Ap6s centrifugacao a 13.000rpm, (Smin.; IEC Centra M2/EUA), 45ug de proteinas
das amostras foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (7%) contendo
0.1% de lauril sulfato de so6dio (SDS- PAGE; Laemmli, 1970).

Os géis de concentracdo e de corrida foram preparados conforme descrito a nas

tabelas a seguir:

Tabela 3: Gel de corrida

Reagente Gel 7% (ml)
H.O dest. 5,560
Glicerol 50% 0,095
TRIS 1,5M- pH 8,8 2,800
Acrilamida 30% + Bis-acrilamida 0,8% 2,600
SDS 10% 0,112
TEMED 0,010
Persulfato de aménio 10% 0,030
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Tabela 4: Gel de concentracao

Reagentes Gel 3% (ml)
H,O dest. 3,150
TRIS 1,5M- pH 8,8 1,250
Acrilamida 30% + Bis-acrilamida 0,8% 0,500
SDS 10% 0,050
TEMED 0,006
Persulfato de aménio 10% 0,025

Para a composicdo do tampdo utilizado na corrida eletroforética utilizamos os
seguintes reagentes: TRIS (25Mm), glicina (192mM) e SDS (0,1%) ajustado para pH 8,3.

A separacgdo das proteinas foi realizada a intensidade de corrente constante (40mA),
durante aproximadamente duas horas, resultando em valores de voltagem variando entre
100 a 180V. Posteriormente, as bandas protéicas foram transferidas eletroforeticamente
através de sistema submerso para uma membrana de nitrocelulose, aplicando-se uma
amperagem de 150mA (voltagem ~40V) durante 2 horas. A composicio do tampao
empregado na transferéncia eletroforética das proteinas para a membrana de nitrocelulose é
a seguinte: TRIS (25mM), glicina (192mM), SDS (0,1%) e etanol (18%). Para comprovar a
eficiéncia da transferéncia, os géis foram corados com corante Commassie blue (solucdo a
0,1% de Commassie brilliant blue em solu¢@o aquosa de 4cido acético 5% contendo 25%
de etanol), e as membranas foram coradas com vermelho de Ponceau (solugdo a 2% de
corante Ponceau em solu¢do aquosa contendo 30% de écido tricloro acético e 30% de 4cido
sulfosalicilico). Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram
bloqueados mediante incuba¢do da mesma solugdo a 0,2% de caseina dissolvida em tampao

TBS-t pH 7,4 (20mM de TRIS-HCI, 8% de NaCl contendo 0,1% de Tween-20) sob
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agitacdo constante durante uma hora. A seguir, as membranas foram incubadas durante 15-
18 horas, a 4°C com anticorpo primdrio anti-nNOS (1:1000; coelho; policlonal;
Tranduction Lab., EUA), diluidos em tampao TBS-t.

Ap6s o término da incubagdo, as membranas foram lavadas (6 vezes durante 10min)
com tampao TBS-t e incubadas com anticorpos secundarios (1:3000, cabra, anti-coelho,
Bio Rad, EUA) conjugados com fosfatase alcalina (AP), durante 2 horas em temperatura
ambiente.

Em seguida, as membranas foram submetidas a uma nova série de lavagens com
TBS-t e as bandas imunorreativas foram reveladas mediante kit de revelacdo por
quimioluminescéncia (Lummiphos, Pierce, EUA). As imagens foram captadas mediante
sistema Chemilmager (Alpha Innotech, EUA). O peso molecular das bandas foi calculado a
partir das mobilidades relativas de proteinas marcadoras de peso molecular (faixa: 7 a 205

kDa, Bio Rad, EUA).

A intensidade das bandas, considerada como grau de expressdo da proteina, foi
determinada por andlise densitométrica mediante o uso de software Sigma Gel (Sigma

Chem. Co., EUA), e os valores foram expressos em porcentagem.

3.7 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 de 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.
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A avaliagao estatistica dos valores da laténcia registrados no labirinto aquético foi
realizada através da Andlise da Variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do
Teste de Tukey-Kramer para comparagdo entre os grupos. A comparagao dos valores da
laténcia registrados na primeira e na quarta sessoes do labirinto aqudtico em cada grupo foi
realizada através do Teste t pareado.

A avaliacdo estatistica dos valores da freqiiéncia de entradas no contador critico
obtidos com o Probe Test foi realizada através da Andlise da Variancia (ANOVA) para
medidas repetidas, seguida do Teste de Tukey-Kramer para comparacio entre os grupos. A
comparacao dos valores da freqii€éncia 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 atividade da NOS foram expressos como média + erro padrdao da
média e foram analisados pelo teste de ANOVA de um critério seguido do teste de Student
- Newman - Keuls para multiplas comparagdes.

Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad InStat (versdo

3.00) considerando significantes os valores de p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Alteracoes comportamentais resultantes da administracao de pilocarpina

Ap6s 10 minutos da administracdo da pilocarpina os animais apresentaram
alteracdes comportamentais caracteristicas que culminaram no status epilepticus (SE). Em
um primeiro momento, os camundongos apresentaram acinesia seguida de agitacdo do
corpo ao redor do eixo cranio-caudal (wet dog shakes), movimentos atdxicos e
automatismos mastigatérios acompanhados por salivacdo. Em seguida, houve uma
progressdo destes sinais clinicos com a aparicdo de tremores generalizados, clonia nas
extremidades do corpo e breves crises convulsivas. Por fim, 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 29,23+1,05 minutos (média +
E.P.M.; n=37). Tais crises mantiveram-se com a mesma intensidade por pelo menos 30
minutos e diminuiram gradualmente ao longo do periodo de monitoramento (6 horas),

podendo se tornar parciais, porém ininterruptas.

4.2 Volume de atividade fisica (VAF)

Durante o periodo de 28 dias todos os animais controle corredores (CtC) e pilo
corredores (PC) acessaram voluntariamente a roda de corrida, predominantemente no
periodo noturno compreendido entre 19h e 7h. Entretanto, observou-se que o volume de
atividade fisica, diario, dos animais controle (CtC) difere do VAF diario dos animais

experimentais (Pilo).
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Figura 5. Valores do volume de atividade fisica didria (VAF) dos animais dos grupos CtC
(Controle) e PC (Pilo) na roda de corrida durante 28 dias. Notar que os animais PC tiveram
significativo aumento do VAF entre o 1° € 0 5° dia e a seguir uma estabilizacdo dos seus
valores, contrariamente ao observado nos animais CtC. Os valores estdo expressos em

média+E.P.M.
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Os animais CtC apresentaram um aumento gradual do VAF didrio na roda de corrida ao
longo do periodo de 28 dias. Nas primeiras 24 horas, o VAF foi de 4,0110,65 km/dia, caindo para
2,9810,51 km/dia ao final das 48 horas seguintes, e aumentando gradativamente até o atingir o
valor maximo de 7,02 10,62 km/dia final no 22° dia de treinamento. O VAF médio do grupo
CtC, considerando-se todo o periodo de 28 dias, foi de 5,62+0,22 km/dia (n=8) (Figura 5).

Por sua vez, os animais PC ndo apresentaram atividade na roda de corrida durante as
primeiras 24 horas. Interessantemente, durante as seguintes 120 horas houve acentuado aumento
do VAF, que atingiu o valor de 2,7310,82 km/dia (p<0,05). Este pico de atividade foi seguido de
brusca diminui¢do para 1,3140,62 km/dia no 6° dia, e aumento do VAF para 2,3240,71 ao final
do 7° dia. A partir do 8° dia (2,0010,52 km/dia) houve a manutencdo da VAF até o final do
periodo de 28 dias (1,6810,57 km/dia). O VAF médio do grupo PC, considerando todo o periodo,

foi de 1,5740,12 km/dia (n=8) e significativamente inferior ao registrado nos animais do grupo

CtC (p<0,001) (Figura 5).

4.3 Teste do Labirinto Aquatico
4.3.1 Memoria de referéncia espacial

O Teste do Labirinto Aquético, que avalia a memoria de referéncia espacial, revelou que
os animais controle apresentaram melhor desempenho comparado aos animais tratados com
pilocarpina. Os grupos CtC e CtS apresentaram comportamento semelhante durante todo o teste.
A laténcia média destes dois grupos diminuiu gradativamente e apresentou diferengas
significativas entre a 1* e a tltima sessdo para ambos os grupos (CtS: 1% sessdo=81,52+6,66; 4"
se$s30=55,57%12,66; CtC: 1" sessd0=93,9549,5; 4* sessdo=51,25+13,34; p<0,05). Por sua

vez, os animais do grupo PC apresentaram melhor desempenho comparado aos animais do grupo
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PS. Tal melhora tornou-se evidente na 2%, 3* e 4* sessdes, onde a laténcia dos animais PC foi
significativamente menor que a dos animais PS (PC: 2% sessda0=85,98+8,81; 3*
sessd0=76,36+10,14; 4* sessdo=74,719,5; PS: 2% sessdo=120+0; 3" sessdo=111,45+495; 4*
sessao=110,8414,92; p<0,05). Além disso, somente nos animais do grupo PC houve diferenca
significativa entre as laténcias registradas na 1° e a 4" sessdes (1* sessdo=102,84+5,64; 4

sessao=74,719,5; p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Valores médios da laténcia para encontrar a plataforma. Notar que os animais do
grupo PC apresentaram melhor desempenho comparado aos animais do grupo PS a partir
da 2* sessdo (* p<0,05). Notar também que o valor da laténcia na sessio 4 foi
significativamente inferior quando comparada a registrada na sessdo 1 nos grupos CtS, CtC

e PC (% p<0,05). Os valores estdo expressos em médiatE.P.M.

44



4.3.2 Probe Test

A memoria espacial foi avaliada através da freqii€ncia de entradas dos animais no
contador critico durante um minuto. Durante este periodo, os animais controle corredores
entraram um nuimero significativamente maior de vezes no contador critico que os animais
pilo sedentdrios (CtC=5,3610,97; PS=2,09+0,86; p<0,05) e controle sedentérios
(CtC=5,3620,97; CtS=3,0+1,03; p<0,05). Embora nao tenham sido detectadas diferencas
estatisticamente significantes entre a freqiiéncia de entradas dos animais dos grupos
corredores (CtC e PC), os animais saudaveis tenderam a cruzar um maior nimero de vezes
os limites do contador critico (CtC=5,3610,97; PC=3,7310,9) (Figura 7). J4 os grupos

sedentarios (CtS e PS) apresentaram comportamentos semelhantes.

FreqlUéncia de Entradas

CtS CtC PS PC

Figura 7. Freqiiéncia de entradas no contador critico durante o probe test. Notar que os
animais CtC apresentaram freqiiéncia de entradas significativamente maior que os animais

dos grupos PS e CtS (*p<0,05). Os valores estdo expressos em média+E.P.M.
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4.4 Analise histologica

4.4.1 Coloracao de Nissl e avaliacao da perda neuronal

A avaliagdo da perda neuronal realizada através da coloracdo de Nissl evidenciou
lesdes na formagao hipocampal dos animais pertencentes aos grupos PS e PC. Tais lesdes
foram caracterizadas por perda de neurénios na camada granular e hilo do giro denteado e
na camada piramidal das regides CAl e CA3. Ainda nestas regides pdde-se observar a
presenca de neurdnios retraidos e com nucleos intensamente corados. Por outro lado, nos
animais dos grupos CtS e CtC nao foram observados sinais de lesdo em qualquer das

regides avaliadas na formagao 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 os grupos PS e PC. No grupo PS dois
animais apresentaram lesdo com o escore 1 ou 0, e o valor da mediana do grupo foi igual a
0,5 (n=3). O mesmo ocorreu com o grupo PC, entretanto o escore atribuido a les@o foi igual
a 1 ou 2, e o valor da mediana do grupo foi igual a 1. Contudo, a diferenca entre os escores

dos grupos PS e PC nio foi estatisticamente significante.

Diferentemente da camada granular, o hilo do giro denteado apresentou os maiores
escores de lesdo entre todas as regides avaliadas. Os animais pertencentes ao grupo PS
apresentaram escores entre 3 e 4, sendo que a mediana foi igual a 4. J4 no grupo PC, os animais
tiveram lesdes com escore entre 2 e 4, € a mediana desse grupo foi igual a 3,5. No entanto, a

diferenca entre os escores registrados nos grupos PS e PC ndo foi estatisticamente significante.
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4.4.1.2 Camada piramidal

Todos os animais do grupo PS apresentaram lesdes na regido CA1 com escore entre
0 e 2 e a mediana igual a 1. Entretanto, no grupo PC os animais apresentaram lesdes com
escores entre 0 e 1, e a mediana foi igual a 0,5. A camada piramidal da regido CA3
apresentou lesdes com escore entre 1 e 4, e a mediana igual a 2, nos animais do grupo PS.
Por sua vez, nos animais do grupo PC a intensidade da lesdo variou entre os escores 0 e 4,

sendo a mediana igual a 1,5.

A andlise estatistica revelou que ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre os escores registrados nos grupos PS e PC, em ambas as regides CA1 e CA3. (Figuras

8,9,10e11)
I CA1
[ ] CA3
I HILO
Camada Granular
4,0 —
3,5 —
O 3,04
B 4
8 2,5 —_
2,0 —
Ll i
1,5 —
1,0 —
0,5 1
0,0 A,

Pilo Sedentarios Pilo Corredores

Figura 8. Escores atribuidos as lesdes histoldgicas evidenciadas pela coloracdo com violeta de
cresila nas regides da formagdo hipocampal avaliadas. Os valores estdo expressos em
média+E.P.M. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos em quaisquer

das estruturas analisadas.
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Figura 9. Avaliacdo da perda neuronal na regido CAl. A-H: Regido de CA1l na Formacao
Hipocampal de animais dos grupos Controle Sedentério, Controle Corredor, Pilo Sedentério
e Pilo Corredor. A-D: Imagem panoramica da regido CA1. E e F — Detalhes da regiao CA1
de animais do grupo Controle Sedentério e Controle Corredor, respectivamente, mostrando
aspecto histoldgico normal, sem sinais de perda celular. G e H — Detalhes da regido CAl de
animais do grupo Pilo Sedentdrio e Pilo Corredor, respectivamente, mostrando a baixa
densidade celular no local da lesdo evidenciada somente no grupo Pilo Sedentério. A-D,

barra=25um; E-H, barra=15um. (Violeta de Cresila)
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Figura 10. Avaliacio da perda neuronal na regido CA3. A-H: Regidao de CA3 na
Formacao Hipocampal de animais dos grupos Controle Sedentario, Controle Corredor, Pilo
Sedentério e Pilo Corredor. A-D: Imagem panoramica da regido CA3. E e F — Detalhes da
regido CA3 de animais do grupo Controle Sedentirio e Controle Corredor,
respectivamente, mostrando aspecto histolégico normal, sem sinais de perda celular. G e H
— Detalhes da regido CA3 de animais do grupo Pilo Sedentdrio e Pilo Corredor,
respectivamente, mostrando a baixa densidade celular no local da lesdo. A-D, barra=25um;

E-H, barra=15um. (Violeta de Cresila)
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Figura 11. Avaliag¢do da perda neuronal na regido do Giro Denteado. A-H: Giro Denteado
(hilo e camada granular) na Formacdo Hipocampal de animais dos grupos Controle
Sedentario, Controle Corredor, Pilo Sedentario e Pilo Corredor. A-D: Imagem panoramica
do Giro Denteado. E e F — Detalhes do giro denteado de animais do grupo Controle
Sedentdrio e Controle Corredor, respectivamente, mostrando aspecto histolégico normal,
sem sinais de perda celular. G e H — Detalhes do Giro Denteado de animais do grupo Pilo
Sedentério e Pilo Corredor, respectivamente, mostrando a regido da les@o, evidenciada pela
baixa densidade celular no hilo, e camada granular relativamente preservada. A-D,

barra=25um; E-H, barra=15um. (Violeta de Cresila)
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4.4.2 Avaliacao Imunoistoquimica

A andlise imunoistoquimica revelou uma variabilidade na distribui¢io regional de
neurdnios positivos para nNOS, tamanho e intensidade de marcagao celular entre os grupos
estudados. Tal diversidade pode ser observada tanto nos grupos controle (CtC e CtS),

quanto nos grupos induzidos com pilocarpina.

Considerando-se a distribui¢ao regional, a camada piramidal CA3 foi a regido que
apresentou a maior populacdo de neurdnios positivos para nNOS em todos os grupos
estudados (Figuras 13 e 14). Nesta regido, observou-se a presenca de grandes neuronios
piramidais com citoplasma intensamente marcado. E importante destacar que o padrio de
intensidade de marcacao variou ao longo de CA3. Assim, a por¢ao mais proxima ao giro
denteado apresentava os neurdnios piramidais mais intensamente marcados. Além do corpo
celular era possivel visualizar as ramificagdes que se projetavam de cada neurdnio (Figura
14). A variabilidade na intensidade de marcagdo foi principalmente evidenciada nos grupos
controle, tanto sedentarios como corredores.

Na regiao de CAl, houve poucos neurdnios piramidais marcados e estes eram de
tamanho menor quando comparados aos encontrados em CA3. Somente no grupo de
animais PC ndo se observaram neurdnios positivos para nNOS (Figura 12).

No giro denteado, os neuronios positivos para nNOS foram observados principalmente na
regido do hilo. Contudo, apenas os animais controle apresentaram neurdnios marcados nessa regido.
Além disso, nesses animais tais células se apresentavam intensamente marcadas e geralmente de
maiores dimensdes, quando comparadas as dos animais sedentdrios. Nas demais regides do giro
denteado, os neur6nios imunorreativos para nNOS foram menos freqiientes e exibiram marcacdo

pouco intensa. Este padrdo foi observado em todos os grupos de animais (Figura 15).
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Figura 12. Imunomarcacio para nNOS na regido CAl. A-H: Regido de CA1 na Formacio
Hipocampal de animais dos grupos Controle Sedentario, Controle Corredor, Pilo Sedentario
e Pilo Corredor. A-D: Imagem panoramica da regidao CAl. E e F — Detalhes da regido CA1l
de animais do grupo Controle Sedentério e Controle Corredor, respectivamente, mostrando
poucas células positivas para nNOS (setas). G e H — Detalhes da regido CA1 de animais do
grupo Pilo Sedentério e Pilo Corredor, respectivamente, mostrando poucas células positivas
para nNOS no grupo Pilo Sedentdrio e auséncia de células positivas para nNOS no grupo

Pilo Corredor. A-D, barra=25um; E-H, barra=15um.
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Figura 13. Imunomarcacio para nNOS na regido CA3. A-H: Regido de CA3 na Formacio
Hipocampal de animais dos grupos Controle Sedentério, Controle Corredor, Pilo Sedentério
e Pilo Corredor. A-D: Imagem panoramica da regiao CA3. E e F — Detalhes da regido CA3
de animais do grupo Controle Sedentério e Controle Corredor, respectivamente, mostrando
vérias células positivas para nNOS (setas). G e H — Detalhes da regiao CA3 de animais do
grupo Pilo Sedentério e Pilo Corredor, respectivamente, mostrando vérias células positivas

para nNOS sobreviventes a lesdo (setas). A-D, barra=25um; E-H, barra=15um.
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Figura 14. Imunomarcacdo para nNOS na regido CA3 préxima ao Giro Denteado. A-H:
Regiao de CA3 préxima ao Giro Denteado na Formacdo Hipocampal de animais dos
grupos Controle Sedentdrio, Controle Corredor, Pilo Sedentdrio e Pilo Corredor. A-D:
Imagem panoramica da regido CA3 préxima ao Giro Denteado. E e F — Detalhes da regiao
CA3 préxima ao Giro Denteado de animais do grupo Controle Sedentdrio e Controle
Corredor, respectivamente, mostrando vdérias células positivas para nNOS. G e H —
Detalhes da regido CA3 préxima ao Giro Denteado de animais do grupo Pilo Sedentario e
Pilo Corredor, respectivamente, mostrando varias células positivas para nNOS (setas).
Notar que além do corpo celular € possivel visualizar as ramifica¢des que se projetavam de

cada neurdnio. A-D, barra=25um; E-H, barra=15um.
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Figura 15. Imunomarcagao para nNOS na regido do Giro Denteado. A-H: Giro Denteado
(hilo e camada granular) na Formacdo Hipocampal de animais dos grupos Controle
Sedentério, Controle Corredor, Pilo Sedentario e Pilo Corredor. A-D: Imagem panoramica
do Giro Denteado. E e F — Detalhes do giro denteado de animais do grupo Controle
Sedentério e Controle Corredor, respectivamente, mostrando varias células positivas para
nNOS no hilo e raras células positivas para nNOS na camada granular (setas). G e H —
Detalhes do Giro Denteado de animais do grupo Pilo Sedentidrio e Pilo Corredor,
respectivamente, mostrando auséncia de células positivas para nNOS no hilo e raras células
positivas para nNOS indicadas pela seta na camada granular. A-D, barra=25um; E-H,

barra=15um.
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4.5 Expressao protéica da NOS neuronal

Os resultados obtidos pela técnica de Western blot mostram que a expressiao
protéica da nNOS diminuiu significativamente 1 dia, 7dias e 21dias apds a inducdo do SE
por pilocarpina quando comparada a dos animais controle (P1d=73,6213,55%;
P7d=50,62t7,83%; P21d=74,38%3,92%; p<0,05) (Figura 16). Contudo, € interessante notar
que a queda na expressao da nNOS acentuou-se até 7 dias apds o SE e retornou aos valores

observados apds 1 dia.

Por outro lado, nao foram observadas diferencas na expressdao protéica da NOS
neuronal entre os grupos CtS, CtC, PS e PC, ou seja, 35 dias apds o SE no caso dos grupos

PS e PC (Figura 17).
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Figura 16. A) Western blot representativo (n = 5) da proteina nNOS em amostras de
homogenatos de hipocampos (45ug) de camundongo submetidos a inducdo por pilocarpina
com sobrevidas de 1 dia, 7 dias e 21 dias. Anticorpo policlonal anti-nNOS (dil. 1:500).

B) Intensidades relativas das bandas da proteina nNOS (quantificadas por densitometria)
para os grupos Pld, P7d, P21d e controle (média dos grupos Cld, C7d e C21d) em
amostras de hipocampo de camundongo (vide Western blot do painel A). Notar que ha
queda significante na expressao da proteina nNOS 1 dia ap6s o SE que se acentua com 7
dias do SE (*p<0,05; grupo Controle versus P1d, P7d e P21d; **p<0,05; P7d versus P21d).
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Figura 17. A) Western blot representativo (n = 5) da proteina nNOS em amostras de
homogenatos de hipocampos (45ug) de camundongos submetidos a indug¢do com
pilocarpina (PS, PC) e de camundongos injetados com soluc¢ao salina (CtS, CtC). Anticorpo
policlonal anti-nNOS (dil. 1:500).

B) Intensidades relativas das bandas de nNOS (quantificadas por densitometria,
considerando-se grupo CtS=100%) para os grupos estudados (vide Western blot do painel

A). Notar que ndo houve diferencas na expressao da proteina nNOS entre os grupos.
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4.6 Atividade de Oxido Nitrico Sintase
4.6.1 NOS dependente de Ca**

A atividade da NOS dependente de Ca** foi significativamente inferior em todos os
grupos de animais tratados com pilocarpina quando comparada a dos seus respectivos
controles (Ctld=17,16x1,46 pmol L-citrulina/min/mg de proteina; P1d=8,5910,88;
Ct7d=12,64%1,13; P7d=1,961042; Ct21d=14,94+1,31; P21d=3,1810,46; CtS=17,42t14;
PS=5,3710,51; CtC=15,2110,19; PC=5,1710,42/ p<0,001; Figura 18). Dentre os grupos de
animais tratados com pilocarpina, pdode-se observar queda significativa da atividade da
NOS dependente de Ca®* 7 dias ap6s o SE. Esta queda manteve-se nos 14 dias seguintes e
elevou-se 35 dias apds o SE (vide grupo PS, Figura 18).

Por outro lado, ndo houve diferenca significativa da atividade da NOS dependente
de Ca®* entre os animais sedentdrios e corredores, quer controles ou tratados com

pilocarpina.

4.6.2 NOS independente de Ca**

A atividade da NOS independente de Ca®* foi significativamente superior somente
nos animais do grupo P21d quando comparado ao seu respectivo controle

(Ct21d=2,51%0,19; P21d=5,2410,48; p<0,05; Figura 19).

Nos grupos de animais com sobrevida de 35 dias, a atividade da NOS independente
de Ca* foi semelhante entre os grupos de animais sedentirios e corredores

(CtS=3,46%0,55; CtC=3,2610,57; PS=4,12+0,32; PC=4,1310,34, Figura 19).
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Figura 18. Atividade da NOS dependente de Ca®* obtida de homogenato de hipocampo de
camundongos submetidos a indu¢do com pilocarpina e controle em diferentes tempos de
sobrevida (1dia, 7 dias, 21 dias e 35 dias). Notar que a atividade da NOS dependente de
Ca®* foi significativamente inferior em todos os grupos tratados com pilocarpina quando
comparado aos seus respectivos controles (**p<0,001; grupos controle versus grupo
pilocarpina). Notar também uma reducgao significativa da atividade da NOS dependente de
Ca” 7 dias ap6s o SE que se manteve nos 14 dias seguintes e elevou-se 35 dias aps SE
(*p<0,05; grupo Pld versus P7d, P21d, PS e PC). Os valores estdo expressos em
média+E.P.M.
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Figura 19. Atividade da NOS independente de Ca®* obtida de homogenato de hipocampo
de camundongos submetidos a indu¢do com pilocarpina e controle em diferentes tempos de
sobrevida (1 dia, 7 dias, 21 dias e 35 dias). Notar que a atividade da NOS independente de
Ca®* foi significantemente superior somente no grupo P21d, quando comparado ao seu
respectivo controle Ct21d (**p<0,001). Os valores estdo expressos em média+E.P.M.

(*p<0,001; P21d versus Ct21d).
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5. Discussao

A atividade fisica contribui positivamente para a plasticidade cerebral ao facilitar
processos neuroadaptativos e neuroprotetores (VAYNMAN e GOMEZ-PINILLA, 2005;
KIRALY e KIRALY, 2005; DISHMAN et al., 2006). Por sua vez, o NO tem sido
implicado como molécula chave nos mecanismos intracelulares de pro-sobrevivéncia
ativados pelo exercicio e como importante mediador em processos de plasticidade neuronal
(CHEN et al., 2006). No presente estudo, investigamos o possivel envolvimento do NO nos
efeitos da atividade fisica voluntdria sobre memoria espacial de camundongos que
desenvolveram status epilepticus (SE) induzido por pilocarpina.

O protocolo de atividade fisica voluntdria em roda de corrida, empregado neste
trabalho, tem a vantagem de evitar varidveis associadas ao estresse produzido pela
atividade fisica forcada em esteira (COTMAN e BERCHTOLD, 2002). Além disso, este
protocolo permite simular aspectos do comportamento humano, uma vez que os animais
podem determinar, espontaneamente, quando e com que freqii€éncia acessar a roda de
atividade (VAYNMAN et al., 2004).

Os resultados deste estudo mostraram que, apds o periodo de 28 dias de treinamento
na roda de corrida, o padrdo de comportamento assim como o volume de atividade fisica
(VAF) foi diferente entre os grupos de animais que receberam pilocarpina ou salina. Os
animais controle corredor correram em média 5,62+0,22 km/dia, um volume
significativamente superior aos animais tratados com pilocarpina. Este volume de VAF foi
coerente aos dados obtidos por VAN PRAAG e colaboradores (1999a), os quais relataram
que camundongos C57BL/6 correram em média 4,78+0,41km/dia. Além disso, num estudo

previamente realizado em nosso laboratério computou-se um VAF médio de
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5,374£0,22km/dia em camundongos controle da mesma linhagem, o qual foi superior ao
VAF dos animais que tiveram o SE induzido com pilocarpina (SARTORI, 2005).

O menor VAF verificado no grupo de animais que receberam pilocarpina pode ser
justificado pela lesdo na formaca@o hipocampal provocada por essa substancia. RHODES e
colaboradores (2003) constataram forte correlagdo entre VAF e atividade neural no giro
denteado de camundongos com acesso a roda de atividade. Segundo esses autores, a
expressdo da proteina Fos, empregada como marcador de atividade neural precoce
(DRAGUNOW e FAULL, 1989), parece refletir a ativagdo do hipocampo e produzida por
input sensitivo decorrente da atividade motora. Desta forma, o hipocampo poderia exercer
uma importante fun¢do na modulacdo do comportamento motor influenciando os aspectos
qualitativos e quantitativos do movimento (ODDIE e BLAND, 1998). Nao obstante a
importancia dessa modulag¢do exercida pelo hipocampo sobre a atividade motora, animais
com lesdes hipocampais sao capazes de se locomover sem prejuizos aparentes. Entretanto,
estes animais sdo incapazes de produzir movimentos intensos tipicamente associados a
alguns tipos de acdo motora, como saltos de grande amplitude e corrida rdpida numa roda
de atividade. De fato, Morris e Hagan (1983) verificaram que embora os ratos com lesao
hipocampal (fimbria-férnix) pudessem saltar, o faziam com menor intensidade que a
exibida por ratos normais. Por conseguinte, podemos inferir que o menor VAF apresentado
pelos animais que tiveram o SE se deva a sua dificuldade de manter uma alta velocidade de
locomocgao na roda de atividade.

Quanto ao comportamento dos animais nas gaiolas com roda de atividade ao longo
de todo o periodo experimental (28 dias), verificou-se que os animais controle corredores
(CtC) apresentaram VAF alto no primeiro dia. Este valor decaiu nas 48 horas seguintes,

mas aumentou gradualmente até o final do periodo. O padrdo crescente do VAF nestes

70



animais ao longo do periodo pode refletir uma melhora no condicionamento fisico dos
animais (ADLARD et al., 2004). Por outro lado, no grupo de animais que tiveram SE (PC)
constatou-se auséncia de atividade nos dois primeiros dias de treinamento e atingiu o valor
maximo no 4° dia de treinamento.

Verificamos em nosso laboratério que os animais que tiveram o SE induzido por
pilocarpina se recuperavam do quadro neurolégico agudo ap6s 2 dias e exibiram autonomia
para se alimentar e se movimentar na gaiola. Desta forma, sé apds esse periodo os animais
foram transferidos para gaiolas com roda de atividade. Contudo, é possivel que a
recuperacdo das condi¢des fisicas e/ou motivacionais dos animais durante as primeiras 48
horas apds o SE ndo tenha sido suficiente para que pudessem acessar a roda de atividade
(CAVALHEIRO et al., 1996).

Nossas observacdes também revelaram que mobilidade dos animais no teste do
labirinto aquético foi semelhante entre os animais de todos os grupos. Ou seja, os
camundongos que desenvolveram o SE nadaram de forma similar aos animais controle
corredor, nao sendo possivel detectar qualquer prejuizo de mobilidade destes animais nas
condicdes do teste. O mesmo foi relatado por outros autores que investigaram funcdes
mnemoOnicas em modelos experimentais de epilepsia empregando o labirinto aqudtico
(FAVERJON et al., 2002; SARTORI, 2005).

Nos testes com o labirinto aquético, observamos que os animais controle corredor
(CtC) e sedentario (CtS) apresentaram desempenhos semelhantes. Ambos os grupos
exibiram valores de laténcia similares ao longo do teste, com queda significativa deste
parAmetro entre a 1* e a 4" sessdes indicando que os animais aprenderam a tarefa. Estes
resultados confirmam dados previamente obtidos em nosso laboratério por Sartori (2005) e

estdo de acordo com o observado por Van Praag e colaboradores (1999a) ao empregarem o
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protocolo de quatro tentativas por sessao no teste de labirinto aquatico, similar ao adotado
no presente trabalho. Contudo, Van Praag e colaboradores (1999a) e, mais recentemente,
também outros autores (ADLARD et al., 2004; VAYNMAN, et al., 2004) verificaram que
ao utilizarem um protocolo com apenas duas tentativas por sessdo foi possivel evidenciar
que os animais corredores t€ém desempenho significativamente melhor que os animais
sedentdrios no teste do labirinto aquatico.

Dentro deste contexto, devemos destacar que embora o desempenho de ambos os
grupos controle (CtS e CtC) tenha sido semelhante em nosso estudo, o grupo CtC exibiu
valores de laténcia que tenderam a ser gradativamente menores que dos animais CtS ao
longo das sessdes de teste sugerindo um possivel ganho funcional decorrente da atividade
fisica. Considerando-se esta tendéncia, € plausivel pressupor que a diferenca entre os
grupos CtC e CtS poderia se acentuar ao se empregar um protocolo de 2 tentativas por
sessdo, conforme constatado por outros autores (VAN PRAAG et al.,1999a; ADLARD et
al., 2004; VAYNMAN, et al., 2004)

Os efeitos positivos da atividade fisica desenvolvida pelos animais do grupo PC
foram claramente evidenciados no teste do labirinto aquético. Diferentemente do observado
nos grupos controle (CtS e CtC), esses animais apresentaram melhor desempenho quando
comparados aos animais do grupo PS. De fato, somente os animais PC apresentaram queda
significativa nos valores de laténcia entre a 1* e a 4 sessoes. Estudos realizados por Rice e
colaboradores (1999) verificaram que ratos que tiveram o SE induzido com pilocarpina
exibiram laténcias maiores comparadas as dos ratos controle durante todo o periodo de
testes no labirinto aquatico. Além disso, nossos resultados confirmam evidéncias

previamente obtidas em nosso laboratério (SARTORI, 2005).
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Apoés a tdltima sessao de testes para memoria de referéncia espacial realizou-se o
teste para avaliagdo da reten¢do da memoria (Probe Test). Neste teste, com duracdo total de
um minuto, quanto maior o nimero de vezes que o animal entra no contador critico melhor
¢ sua retencdo de memoria espacial. A extingdo 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, constatou-se que durante um minuto os
animais do grupo CtC apresentaram um nimero de entradas no contador critico semelhante
ao dos animais PC e superior ao dos animais dos grupos sedentarios CtS e PS. Embora nao
tenham sido observadas diferencas entre os grupos de animais que receberam pilocarpina, o
grupo PC apresentou tendéncia a melhor performance que também pode ser evidenciada
quando comparado ao grupo CtS. Deste modo, os resultados obtidos no Probe Test
reforcam aqueles observados no teste de memoria de referéncia espacial e sugerem que a
atividade fisica teve efeito positivo sobre a fungdo mnemonica.

O modelo experimental de epilepsia utilizado neste estudo baseia-se na indugado de
atividade epiléptica a partir da aplicagdo sistémica de pilocarpina, um potente agonista
colinérgico muscarinico. Ao ativar receptores colinérgicos de neurdnios hipocampais, a
pilocarpina ird promover a despolariza¢ao destes neuronios desencadeando um processo de
hiperatividade na circuitaria hipocampal. Em um segundo momento, esta hiperatividade
hipocampal levard ao aumento da liberacdo de glutamato e ativacdo de receptores para
glutamato do tipo NMDA (NMDARs) (CAVALHEIRO, 1995; HAMILTON, et al., 1997,
SANABRIA e CAVALHEIRO, 2000). Por sua vez, a ativacdo do sistema glutamatérgico
gerard um excessivo influxo de fons célcio (Ca®™) ou a liberacdo excessiva dos estoques
intracelulares aumentando sua concentra¢do intracelular, com subseqiiente ativacdo de

proteases, lipases, fosfatases e endonucleases que diretamente danificam estruturas
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celulares ou induzem a formacao de radicais livres oxidativos que sao mediadores de morte
celular. Desta forma, acredita-se que a morte celular observada neste modelo, em
camundongos, seja decorrente da excitotoxicidade, neurodegeneracdo mediada por
receptores de aminodcidos excitatorios, desencadeada pelos eventos acima descritos
(OLNEY, 1969; TURSKI et al., 1984).

O estresse oxidativo e o cdlcio s@o componentes importantissimos na
excitoxicidade (ARUNDINE e TYMIANSKY, 2003; SALINSKA et al., 2005). Embora
todas as células hipocampais sejam excitadas durante as crises epilépticas, a morte neuronal
parece ser seletiva sugerindo que algumas populacdes neuronais sejam mais vulneraveis do
que outras. Portanto, células dotadas de proteinas intracelulares ligantes de célcio como
calbindina, parvalbumina e calretinina tém menor suscetibilidade a neurodegeneragao por
excitotoxicidade (SYNTICHAKI e TAVERNARAKIS, 2003).

As proteinas ligantes de célcio estdo distribuidas ao longo de todo o hipocampo. No
giro denteado, por exemplo, a proteina ligante de calcio calbindina esta presente nas células
granulares, enquanto que a parvalbumina e calretinina sdo encontradas nos interneuronios
da camada granular (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 calcio (FUJISE et al., 1998; MATYAS et al., 2004). Na regiao CA3
somente os interneurdnios desta regido expressam parvalbumina e calretinina. Entretanto,
na regido CAl, além da presenca de interneurOnios que expressam parvalbumina e
calretinina, hd também neurdnios piramidais superficiais os quais expressam calbindina
(MATYAS et al., 2004).

Nossos resultados mostraram que o hilo do giro denteado e a camada piramidal

CA3 foram as regides que apresentaram os maiores escores de lesdo, enquanto que a
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camada piramidal de CAl e a camada granular do giro denteado demonstraram-se
relativamente preservadas. Os dados descritos acima indicam que as regides com maior
perda celular referem-se aquelas com populagdo neuronal mais vulnerdvel a morte,
mostrando coeréncia com a distribuicdo de proteinas ligantes de cdlcio em cada uma destas
regides. Este padrao de perda neuronal foi semelhante ao previamente descrito em outros
trabalhos com camundongos (TURSKY et al., 1984; CAVALHEIRO et al., 1996;
NASCIMENTO, 2004; SARTORI, 2005). Por outro lado, nao foram observadas diferencas
significativas entre os escores médios de perda neuronal entre os animais sedentdrios e
corredores (PS e PC) em quaisquer das estruturas da formagdo hipocampal analisadas.
Nossos achados corroboram os resultados previamente obtidos em nosso laboratorio,
considerando-se as mesmas condi¢des experimentais (SARTORI, 2005). Além disso,
Faverjon e colaboradores (2002) ndo observaram diferencas na extensdo da perda celular
nas regidoes CA3, CAl e no hilo do giro denteado de ratos neonatos que tiveram SE
induzido por injecdo de litio-pilocarpina e, posteriormente, mantidos em ambiente
enriquecido (AE) com roda de atividade e outros componentes.

Em contrapartida, Young e colaboradores (1999) constataram que ratos expostos ao
AE por trés semanas antes da indu¢do do SE por injecdo de cainato apresentaram menor
perda neuronal na regidao CA3 e no hilo. Além disso, os mesmos autores verificaram que
nos animais expostos ao AE houve uma maior expressdo de fator neurotréfico derivado da
glia (GDNF) e do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), os quais seriam
responsaveis pela neuroprotecdo conferida a estes animais. Ainda neste estudo, Young e
colaboradores (1999) sugerem a possivel participacdo de outras moléculas neurotréficas,
tais como fator de crescimento de fibroblasto (FGF), o fator de crescimento do nervo

(NGF) e a neurotrofina-3 (NT-3) as quais se elevam em virtude de exercicio fisico e que
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poderiam estar contribuindo para a neuroprotecdo destes animais. No presente estudo, a
atividade fisica foi proporcionada aos animais apenas dois dias apds a administracdo da
pilocarpina. Tal estimulo pode ndo ter sido suficiente para impedir ou mesmo amenizar a
evolucdo do processo de morte celular desencadeado pelo SE. Por outro lado, considerando
nossos resultados comportamentais, € valido supor que embora os niveis dos fatores
neurotréficos estivessem abaixo de valores necessarios para neuroprote¢do por ocasiao do
SE, estes fatores podem ter sido elevados no decorrer do periodo de atividade fisica.

A excitotoxicidade produzida pelo glutamato tem sido associada a intensa produgao
de 6xido nitrico, que leva ao aumento intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(GARTHWALITE, 1991; DAWSON e DAWSON, 1996; DUNCAN e HEALES, 2005;
GUIX et al., 2005; SALINSKA et al., 2005). Detalhadamente, o NO reage com o anion
superdxido (027) formando o peroxinitrito (ONOO), o qual € responsavel, em sua maioria,
pela ativacdo de vias neurotdxicas e conseqiiente morte celular (DAWSON et al., 1991,
1993 e 1996). A sintese de NO a partir de L-arginina é mediada pelas trés isoformas da
sintase do 6xido nitrico (NOS), sendo a NOS neuronal (nNOS) e NOS endotelial (eNOS)
reguladas pelo fon Ca** e constitutivamente expressas em células neuronais e endoteliais,
respectivamente. Por outro lado, a NOS induzida (iNOS) é independente de Ca’** e ¢é
expressa por macrofagos, astrécitos e outras células em resposta a estimulos de natureza
inflamatéria ou imunolégica. No contexto da ativacdo glutamatérgica, a intensa producdo
de NO pode ocorrer pela ativacio da nNOS, a qual € dependente de célcio, em
conseqiiéncia da persistente estimulacio dos NMDARs ou pela inducdo da iNOS por
citocinas ou endotoxinas (CHABRIER et al., 1999). Apesar disso, o préprio NO pode

aumentar a liberac@o de glutamato o que leva a intensa ativacdo de receptores de glutamato
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do tipo NMDA fortalecendo os efeitos excitotoxicos deste neurotransmissor e, finalmente,
resultando na morte neuronal (SALINSKA et al., 2005).

Atualmente, diversos estudos tém admitido o NO como um dos mediadores das
moléstias neurodegenerativas e injurias neuronais como, por exemplo, a epilepsia
(KIRKBY et al., 1996; HUH et al., 2000; RAJASEKARAN, 2005; KATO et al., 2005;
SALINSKA et al., 2005). No modelo da pilocarpina, em particular, estudos realizados com
N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME), um inibidor nao seletivo das NOS, atribuiram
um papel anti-convulsivante ao NO, uma vez que o inibidor L-NAME potencializou as
crises induzidas por pilocarpina (STARR e STARR, 1993; MAGGIO et al., 1995;
PRZEGALINSKI et al., 1996; DZOLJIC et al., 1997; WOJTAL et al., 2003). Por outro
lado, Van Leeuwen e colaboradores (1995) verificaram que a administragdo de 7-
nitroindazole, inibidor especifico da nNOS, atenuou as crises induzidas por pilocarpina em
camundongos implicando que o NO age como um fator pré-convulsivante no SNC.

O presente estudo revelou dados inéditos quanto a expressao da nNOS e a atividade
da NOS no hipocampo de camundongos tratados com pilocarpina. Nossos resultados
mostraram que o SE induzido por pilocarpina diminuiu temporariamente a expressao
protéica da nNOS no hipocampo de camundongos. Tal reducdo temporaria pode ser
justificada pela significativa perda neuronal detectada nestes animais. Desta forma, €
possivel que os neurbnios que morreram em conseqiiéncia ao insulto excitotéxico
expressavam a proteina nNOS. No entanto, ndo podemos descartar que a queda da
expressao da nNOS possa estar relacionada com mecanismos de regulacdo da sua expressao
nos neurdnios sobreviventes. E importante ressaltar que a expressio da nNOS pode ser
dinamicamente regulada em diversas condi¢des fisioldgicas e fisiopatoldgicas. Um estudo

realizado por Zhang e colaboradores (1994) observou o aumento da expressdo protéica e
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génica da nNOS em ratos submetidos a oclusao da artéria cerebral média. Os mesmos
autores sugeriram que o aumento da expressao da nNOS contribui para a propagacao da
morte neuronal apds o insulto isquémico (ZHANG et al., 1994; SAMDANI et al., 1997;
FORSTERMANN et al., 1998). Em um outro estudo, Prabhakar e colaboradores (1996)
observaram um aumento da expressdao protéica da nNOS em neurénios centrais e
periféricos de ratos submetidos a hipéxia hipobarica.

Segundo Baader e colaboradores (1996), a expressdo da proteina nNOS também
pode ser regulada pelas mudangas na atividade neuronal. Estes autores, ao realizarem um
estudo in vitro com células granulares do cerebelo, observaram que a inibi¢do da
neurotransmissdo glutamatérgica aumentou a expressdo da nNOS nestas células. Os
mesmos autores sugerem que a expressdo da nNOS € regulada por neurotransmissores
excitatorios e que o cdlcio é o principal responsavel pelas mudangas na expressdo desta
proteina. Assim, a ativacdo de receptores metabotrépicos de glutamato leva ao aumento da
concentracio de Ca®* proveniente de estoques intracelulares ou pela abertura de canais de
calcio voltagem dependente (VDCCs) regulando para baixo os niveis de nNOS nas células
granulares.

Interessantemente, os resultados do presente estudo corroboram as observacdes de
Baader e Schilling (1996). O insulto excitotéxico caracteristico deste modelo é mediado
pela ativacdo do sistema glutamatérgico e excessiva liberacdo de cdlcio. Desta forma, é
plausivel supor que a queda da expressao protéica da nNOS constatada 1 dia e 7 dias apds
o SE por pilocarpina seja justificada pelos elevados niveis de célcio. No entanto, nossos
resultados demonstraram que a expressdo protéica da nNOS retorna aos niveis basais 35
dias ap6és o SE. E importante ressaltar que os animais tratados com pilocarpina

encontravam-se no periodo silente do modelo experimental caracterizado pela auséncia de
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crises, o qual possui duracdo média de 14,4*+11,9 dias (CAVALHEIRO et al., 1996).
Embora no presente trabalho ndo tenham sido monitorados possiveis eventos de crises
recorrentes, o retorno da expressdao protéica a niveis basais pode ser justificado pela
recuperacgdo destes animais apds o SE.

Uma outra hipdtese estd relacionada a expressdo da proteina nNOS por astrdcitos.
Borges e colaboradores (2003), ao estudarem as alteracdes neuropatoldgicas no modelo da
pilocarpina em camundongos, verificaram a ocorréncia de morte neuronal na formacao
hipocampal, em especial na camada piramidal de CA3. Ainda no mesmo estudo, detectou
uma intensa reagdo astrocitdria nas dreas de lesdo, apds 10 dias do SE. Segundo dados da
literatura, a expressdo da proteina nNOS no hipocampo ndo se restringe aos neurdnios, mas
pode ser também detectada em astrdcitos, contudo em baixos niveis de expressao
(KUGLER et al., 1996; CATANIA et al., 2003). Especificamente na epilepsia, Catania e
colaboradores (2003), ao induzir epilepsia por estimulacdo elétrica verificaram que o
hipocampo de ratos epiléticos apresentou maior imunorreatividade para nNOS do que os
animais controles e que tal imunorreatividade era presente tanto em neurdnios quanto em
astrocitos. Estudos previamente realizados em nosso laboratério verificaram uma intensa
reacdo astrocitdria no hipocampo de camundongos tratados com pilocarpina 7 e 21 dias
ap6s o SE (dados ndo publicados). Logo, podemos supor que a nNOS detectada no
hipocampo dos animais tratados com pilocarpina, pela técnica de western blot, provém ndo
s6 dos neurdnios sobreviventes, mas também de astrécitos. Por fim, a semelhanca
encontrada nos resultados da expressao protéica da nNOS entre os animais injetados com
pilocarpina e os animais controle (CtC e CtS) pode ser justificada pela intensa reacdo

astrocitdria comum neste modelo, considerando-se que houve morte neuronal.

79



Sobre a distribuicio da proteina nNOS nos neurdnios hipocampais, nossos
resultados revelaram a presenca de neurdnios positivos para nNOS em CAl, CA3, hilo e
camada granular do giro denteado no hipocampo dos animais controle (CtC e CtS). A
regido CA3 foi a regido que apresentou a maior populacdo de neurdnios imunorreativos
para a nNOS com destaque para a por¢ao mais proxima ao giro denteado. Estes dados
corroboram os achados de Gotti e colaboradores (2005) ao analisar a distribuicdo da
imunorreatividade da NOS no cérebro de camundongos. Estes autores verificaram a
presenca de neurdnios positivos para nNOS em todas as regides mencionadas acima e
destacou a regido localizada entre CA3 e o giro denteado como a 4rea mais intensamente
marcada, o que também foi evidenciado em nossos resultados. E importante lembrar que no
presente estudo esta regido de transicao foi nomeada como a por¢cdo de CA3 mais préxima
do giro denteado.

Ao contrario dos animais controle (CtC e CtS), ndo se observou a presenca de
neurdnios positivos para nNOS no hilo dos animais tratados com pilocarpina. Os resultados
referentes a morte neuronal corroboram a auséncia de neurdnios positivos para nNOS no
hilo que foi a regido que apresentou os maiores escores de lesdo. Além disso, Fujise e
colaboradores (1998) verificaram que as células musgosas do hilo do giro denteado, que
sdo o principal componente celular desta regido, ndo apresentam proteinas ligantes de
calcio. Adicionalmente, Hamani e colaboradores (1999) ao investigarem a expressdao
histoquimica de NADPHd (um marcador de neur6énios que contém NO) no hipocampo de
ratos submetidos ao SE por pilocarpina observaram uma reducdo significativa de neurdnios
positivos para NADPHd na regido do hilo. Leite e colaboradores (2002), ao realizaram um

estudo em humanos ex vivo observaram uma diminui¢do de neurdnios positivos para nNOS
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no hipocampo de pacientes portadores da epilepsia do lobo temporal (ELT). Tal reducao foi
significativamente observada em CA3, CA2, CAl, hilo e fascia denteada.

Quanto a atividade das diferentes isoformas da NOS, nossos resultados revelaram
que o SE induzido por pilocarpina diminuiu a atividade das NOS dependentes de calcio
(eNOS e nNOS) no hipocampo de camundongos. A reducdo dessa atividade pode ser
justificada pela queda da expressdo da proteina nNOS no hipocampo destes animais em
conseqiiéncia da morte neuronal. Por outro lado, é possivel que a reducdo da atividade da
NOS dependente de cdlcio esteja relacionada com o mecanismo de auto-inibi¢do da NOS
ou mecanismo de controle por feedback (ALDERTON et al., 2001). Os mecanismos de
acdo do NO como um inibidor da NOS ¢ atribuido a uma interacdo direta entre o NO e
alguns grupos funcionais da NOS como o grupo heme. O NO interfere no substrato da
oxidacgdo ao se ligar ao citocromo P450 interferindo na oxidagdo enzimética da L-arginina
(GRISCAVAGE et al., 1994; KOTSONIS et al., 1999). Além disso, o NO pode reagir com
o anion superoxido formando o peroxinitrito o qual diminui a geracdo de NO pela eNOS
via inibi¢do da proteina quinase Akt, (ZOU et al., 2002). Adicionalmente, o peroxinitrito
pode reagir com o cofator da NOS tetrahidrobiopterina (BH4), o cofator mais importante
para a NOS, diminuindo, diretamente, a atividade da NOS (KUZKAYA et al., 2003;
GOVERS e OESS, 2004). Embora, o presente trabalho nao tenha avaliado a atividade das
diferentes isoformas da NOS em tempos anteriores a 24 horas, podemos sugerir um
provavel aumento do NO neste periodo que poderia afetar a atividade da NOS dependente
de célcio e resultar na posterior reducdo catalitica desta enzima.

O célcio € considerado o principal regulador da NOS constitutiva (eNOS e nNOS) o
qual estimula a atividade da enzima através da interacdo com a calmodulina (CaM). No

cérebro, a interacdo do dominio PDZ da nNOS com a proteina PSD-95 ¢ de fundamental
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importancia para a ligagdo desta enzima ao receptor NMDA. Esta ligacao conferida pela
proteina PSD-95 facilitard a exposicdo direta da nNOS ao influxo de Ca*’, via receptor
NMDA, ativando-a. E importante destacar que diversos estudos tém mostrado a
participacdo de outras proteinas na regulacao da atividade da NOS dependente de célcio
(SATTLER et al., 1999; TOMITA et al., 2001; ESPLUGUES, 2002; DREYER et al.,
2004). Um exemplo disto € a proteina CAPON (C-terminal PDZ ligante da nNOS) a qual
compete com a PSD-95 pela interacdo com a nNOS no cérebro e impede a ativagao desta
enzima pelo Ca*> (JAFFREY e SNYDER, 1996; JAFFREY et al., 1998; DREYER et al.,
2004). Uma outra proteina denominada PIN (proteina inibidora da nNOS) inibe a atividade
da nNOS através da desestabilizacdo do dimero ao se ligar a por¢ao N terminal da enzima.
(JAFFREY e SNYDER, 1996).

Recentemente, Dedio e colaboradores (2001) identificaram uma nova proteina
denominada NOSIP (proteina de interacdo da NOS) capaz de exercer um efeito inibitério
na eNOS ao se ligar a porcdo C-terminal desta enzima. Posteriormente, Dreyer e
colaboradores (2004) verificaram que a NOSIP também exerce um efeito inibitério na
atividade catalitica da nNOS quando acoplada a esta enzima. Tais autores observaram que
neuroepiteliomas transfectados com NOSIP apresentaram uma reducdo na atividade da
nNOS quando comparadas as células ndo transfectadas in vitro. Ainda neste estudo, os
autores analisaram a distribuicdo de NOSIP in vivo e verificaram que no cérebro de ratos
esta proteina encontrava-se expressa no cerebelo, cortex e hipocampo, principalmente no
giro denteado. Além disso, observaram também um aumento da expressao de NOSIP nas
regides de CA1, CA2 e giro denteado no hipocampo de camundongos apés crises induzidas
por acido cainico. Os mecanismos pelos quais a NOSIP atenua a atividade da nNOS ainda

ndo estdo completamente elucidados.
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Assim como a nNOS, as proteinas PIN, CAPON e NOSIP também sdo expressas no
hipocampo (GREENWOOD et al.,, 1997; JAFFREY et al., 1998) e podem estar
relacionadas com a redugdo da atividade da NOS dependente de calcio observada nos
animais que tiveram o SE. De fato, a atuacdo isolada destas proteinas poderia nao ser
suficiente para reduzir a atividade da NOS dependente de célcio nestes animais. Contudo, a
atuacdo destas proteinas em conjunto ao préprio NO podem esclarecer o comportamento
destas isoenzimas neste modelo experimental.

N3o obstante, nossos resultados demonstraram um aumento da atividade da NOS
induzida 21 dias ap6s o SE induzido por pilocarpina. E possivel que este sibito aumento da
atividade da NOS independente de célcio esteja relacionado com a expressdao da proteina
iNOS pelos astrécitos. Estudos previamente realizados em nosso laboratério constataram
uma intensa reacao astrocitdria no hipocampo de camundongos 21 dias ap6s o SE induzido
por pilocarpina (dados nao publicados). De fato, o aumento da atividade da iNOS coincide
temporalmente com intensa proliferacdo de astrocitos no hipocampo destes animais
sugerindo uma possivel relacdo entre estes eventos. Recentemente, Kalinichenko e
colaboradores (2005) investigaram a expressdao de iNOS em astrécitos apds crises
epilépticas audiogénicas. Neste estudo, tais autores observaram que ratos geneticamente
predispostos a crises convulsivas audiogénicas apresentaram células imunorreativas para
iNOS e GFAP no foco epiléptico do cortex temporal.

No contexto da atividade fisica, nossos resultados mostraram que a atividade da
NOS, assim como a expressdo da proteina nNOS no hipocampo, foi semelhante em ambos
os grupos sedentdrios e corredores, controle ou induzidos ao SE. Os dados deste estudo

sugerem que o ganho funcional promovido pela atividade fisica voluntdria na memdria
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espacial dos animais do grupo PC resultou da ativacdo de mecanismos moleculares talvez
nao diretamente mediados pelo NO.

Diversos estudos tém observado que os efeitos benéficos do exercicio no
aprendizado e memoria estdo relacionados com o aumento da expressao do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (ADLARD et al., 2004; VAYNMAN e GOMEZ-
PINILLA, 2004 e 2005). Nesta linha, Vaynman e colaboradores (2004) verificaram que
ratos que tiveram acesso a uma roda de atividade apresentaram maior expressdo de
sinapsina I, BDNF, CREB e CREB fosforilado, este tltimo sendo um fator de transcricao
importante nos processos de armazenamento da memoéria a longo prazo. Ainda neste
estudo, estes autores observaram que os animais corredores tratados com uma molécula
quimérica (TrkB-IgG), que impede a acao do BDNF, apresentaram pior desempenho no
labirinto aquatico comparado aos animais corredores controle. Além disso, a inibi¢ao da
acdo do BDNF bloqueou o aumento de CREB, sinapsina I, RNAm do BDNF e CREB
fosforilado induzido pelo exercicio.

Membro da familia das neurotrofinas, o BDNF é abundantemente expresso na
formacdo hipocampal (FH) e desempenha um importante papel na plasticidade sindptica
dependente de atividade sindptica, como a LTP. A aquisi¢do e a consolidacao da memoria
estdo associadas ao aumento da expressdo génica do BDNF e também a ativacdo do seu
receptor tirosina quinase TrkB (YAMADA e NABESHIMA, 2003). A interagdo do BDNF
com seu receptor TrkB leva a dimerizacdo deste e a autofosforilagdo do residuo tirosina no
dominio intracelular do receptor e subseqiiente ativacio de vias de sinalizagdo
citoplasmadtica incluindo a MAPK, fosfolipase C-y (PLC-y) e fosfatidilinositol-3 quinase
(PI3-K) (KAPLAN e MILLER, 2000). Em linhas gerais, a fosforilagdao do TrkB resulta na

ativacdo da PI-3 quinase a qual fosforila a Akt (proteina quinase serina-treonina) que por
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sua vez fosforila a GSK-3f, uma das muitas quinases capazes de fosforilar o CREB. Este
fosforilado (CREBp) transcreve uma variedade de genes promotores da sobrevivéncia
neuronal (CHEN e RUSSO-NEUSTADT, 2005).

Recentemente, Mizuno e colaboradores (2000 e 2003) demonstraram que a ativagao
da via BDNF/TrkB/PI3-K/Akt no hipocampo € importante para a memoria espacial. Estes
autores verificaram que a formacao da memoria espacial estd associada com o aumento da
expressdao de RNAm do BDNF no hipocampo de ratos submetidos ao teste no labirinto do
braco radial. Além disso, ratos tratados cronicamente com um inibidor da PI3-K
apresentavam um prejuizo no aprendizado espacial. Interessantemente, Chen e Russo-
Neustadt (2005) verificaram que a préatica de atividade fisica voluntdria também resulta na
ativacdo da via PI3-K. Tais autores observaram que apds duas semanas de atividade
voluntdria na roda de corrida houve aumento da expressao das proteinas PI-3 quinase, Akt-
thr308, Trk fosforilado, BDNF, CREBp no hipocampo de ratos adultos. Os achados de
Chen e Russo-Neustadt (2005) sugerem que a expressdo de BDNF induzida pelo exercicio
estd associada ao aumento da expressao de inimeras moléculas intermedidrias chave da via
PI3-K-Akt, a qual € conhecida por seu papel na sobrevivéncia neuronal. Posteriormente,
Chen e colaboradores (2006) constataram que a inibicdo da NOS através da administragao
de L-NAME bloqueou os efeitos do exercicio cronico sobre a expressao do BDNF e da
PI3-K no hipocampo de ratos. Neste estudo, observou-se que os niveis de proteina PI3-K
no hipocampo de animais submetidos ao treinamento voluntdrio em roda de corrida por
duas semanas e tratados com L-NAME eram semelhantes aos dos animais controle
sedentdrios. O mesmo comportamento foi verificado quanto a expressdo do RNAm e

proteina do BDNF.
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Estas recentes evidéncias sugerem a participacdo do 6xido nitrico no aumento da
expressao do BDNF e PI3-K no hipocampo de ratos exercitados. Em particular, o exercicio
fisico aumenta a liberacdo de célcio mediada pelo glutamato, através de receptores do tipo
NMDA, ativando a NOS. O NO produzido aumenta a liberagdo de noradrenalina (NE) e
glutamato adicional, iniciando um feedback positivo. Por sua vez, o NO ativa a sintese de
PI3-K via GMPc estimulando a cascata de sobrevivéncia. O exercicio também pode
estimular a ativacdo da PI3-K e MAPK mediada pelo receptor TrkB, um feedback positivo
adicional. Todas estas vias convergem para o aumento da expressao de BNDF e outros
genes associados a sobrevivéncia (CHEN et al., 2006).

Nossos resultados ndo apontam qualquer alteragdo na sintese de NO em resposta a
atividade fisica. Entretanto, anélises previamente realizadas em nosso laboratério revelaram
que os animais corredores (CtC e PC) apresentaram um aumento da expressao protéica do
BDNF no hipocampo quando comparado a expressdo desta proteina nos animais
sedentarios (CtS e PS) (dados ndo publicados). Estes resultados confirmam a possivel
participacdo do BDNF nos efeitos positivos da atividade fisica voluntéria sobre a atividade
mnemonica. Contudo, no contexto da epilepsia, o sistema nitrérgico ndo parece estar
diretamente ligado aos mecanismos moleculares responsaveis pelo aumento do BDNF em
resposta a atividade fisica.

Interessantemente, a atividade fisica voluntdria modula a expressdo de genes
associados a plasticidade neuronal e envolvidos no fendmeno da LTP (TONG et al., 2001).
A maioria dos genes afetada pela atividade fisica estd envolvida no trafico sindptico, via de
transdugdo de sinais ou reguladores transcricionais. Com relacdo aos genes envolvidos na
LTP, a atividade fisica aumenta a expressdo génica da CaM quinase II, CREB, NMDAR,

além dos muitos componentes da cascata MAP-K (TONG et al., 2001; MOLTENI et al.,
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2002). Todavia, as diferengas no perfil de expressao temporal entre os varios sistemas de
genes ilustram como a atividade fisica aguda e cronica podem impactar diferentemente o
cérebro. Neste contexto, Molteni e colaboradores (2002) verificaram que a via CaM-K ¢é
altamente regulada em curtos periodos de exercicio, enquanto que a via MAP-K/ERK atua,
importantemente, durante o exercicio a longo prazo. E vélido destacar, que as andlises de
Monteni e colaboradores (2002) foram realizadas no hipocampo de ratos submetidos a um
protocolo de atividade fisica voluntaria em roda de corrida durante 3, 7 e 28 dias. Estas
evidéncias revelam que a atividade fisica pode atuar através de diferentes vias de
sinaliza¢do envolvidas no processo de formac¢do da memdria. Assim, é plausivel supor que
os efeitos positivos da atividade fisica sobre os mecanismos de aprendizado e memdria
principalmente evidenciados nos animais tratados com pilocarpina resultem da expressao
de genes envolvidos na LTP.

E importante enfatizar que a atividade fisica reduz o estresse oxidativo e o estresse
nitrosativo no cérebro (KIRALY e KIRALY, 2005). Um dos mecanismos pelo qual o
exercicio auxilia no combate ao estresse oxidativo estd relacionado com o aumento da
atividade das enzimas antioxidantes. Somani e colaboradores (1995) verificaram que o
hipocampo é uma regido particularmente vulnerdvel ao estresse oxidativo, em razdo da
baixa reserva antioxidante. Ainda neste estudo, estes autores verificaram que o exercicio
aumentou a atividade da superéxido dismutase (SOD) no hipocampo de ratos submetidos
ao treinamento em esteira durante 8 semanas. Destaca-se que a SOD € a enzima
responsavel pela degradacdo do anion superéxido que precede a formagdo de peroxinitrito e
do radical hidroxila. Recentemente, Raddk e colaboradores (2001) verificaram que ratos
submetidos a um protocolo de exercicio na piscina, durante nove semanas, apresentaram

um menor acimulo de derivados de carbonila reativos (RCD) no hipocampo quando
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comparados aos animais controle. Além disso, estes animais apresentaram um melhor
desempenho nos testes de aprendizado e memoria. De acordo com estes autores, a redugao
do estresse oxidativo parece estar diretamente envolvida com os efeitos positivos da
atividade fisica na fungdo mnemonica destes animais.

Diversos estudos apontam o estresse oxidativo como responsdvel pela morte
neuronal no modelo da pilocarpina. Neste contexto, Bellissimo e colaboradores (2001)
observaram uma redugdo da atividade da SOD no hipocampo de ratos, apds 24 horas do SE
induzido por pilocarpina. Segundo estes autores, excessivas concentracdes de peroxido de
hidrogénio (H,0;) podem inibir a atividade da SOD e resultar no dano cerebral evidenciado
nestes animais. Posteriormente, Freitas e colaboradores (2005) verificaram um aumento da
peroxidacao lipidica e da formacdo de nitrito no hipocampo de ratos, apés o SE por
pilocarpina. Estes dados sugerem um possivel aumento na concentracdo de ROS no
hipocampo que estariam envolvidos no dano neuronal. Diante destas evidéncias, € possivel
propor que a atividade fisica voluntdria esteja minimizando o estresse oxidativo no
hipocampo dos animais tratados com pilocarpina potencializando a atuagdo das enzimas
antioxidante apés SE.

Por fim, nossos resultados mostraram que os efeitos positivos da atividade fisica
voluntdria na funcdo mnemonica de animais tratados com pilocarpina resultaram da
ativacdo de mecanismos moleculares talvez ndo diretamente mediados pelo NO. Contudo,
outros estudos fazem-se necessdrios a fim de esclarecer os mecanismos envolvidos nos

efeitos benéficos da atividade fisica na epilepsia.
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6. Conclusoes

1. Os resultados do presente estudo mostraram que a atividade fisica voluntaria (AFV)
de camundongos que desenvolveram o SE contribuiu para o melhor o desempenho

destes no labirinto aquético, quando comparado ao dos animais do grupo PS.

2. Nossos resultados sugerem que o ganho funcional promovido pela atividade fisica
voluntdria na memoria espacial dos animais do grupo PC resultou da ativacdo de

mecanismos moleculares talvez ndo diretamente mediados pelo NO.

3. Existem evidéncias de que a AFV é capaz de promover aumento da expressiao do
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) que, por sua vez, estd envolvido nos
processos de aprendizado e memoria. Além disso, o BDNF tem sua expressio
aumentada em decorréncia de crises epilépticas. Assim, é plausivel supor que esta
molécula desempenhe um papel chave para o melhor desempenho dos animais do

grupo PC no teste do labirinto aquético.

4. A indugdo do SE por pilocarpina em camundongos promoveu queda da expressao
protéica da nNOS no hipocampo. Esta pode ser justificada pela morte neuronal

resultante do insulto excitotoxico.

5. A recuperagdo parcial da expressdo da nNOS apéds 21 dias do SE sugere a ativagao
de mecanismos de plasticidade e reparo tecidual, nos quais os astrocitos podem

estar envolvidos.

6. A queda da atividade das isoformas da NOS dependentes de Ca®* mostrou que o insulto
excitotéxico modifica o estado funcional dessa enzima além de alterar sua expressao no
hipocampo. Além disso, € possivel que este fendmeno seja decorrente de mecanismos de
auto-inibicdo da NOS durante as primeiras 24 horas apds o SE e pela interacdo da NOS

com agentes inibidores da mesma, especialmente 7 e 21 dias apds o SE.

89



7. A atividade da NOS independente de Ca2+ no hipocampo foi afetada
diferentemente das demais isoformas pelos eventos celulares associados ao SE.
Nossos resultados sugerem que o aumento da atividade da iNOS detectada somente
21 dias ap6s o SE esteja associada a resposta astrocitdria que se intensificou neste

modelo experimental entre uma e trés semanas apds SE.
8. O presente trabalho, além de corroborar a importante participagao do 6xido nitrico

nos mecanismos fisiopatoldgicos da epilepsia, mostrou que as isoformas da NOS

responsaveis por sua producdo sdo diferentemente afetadas pelo SE.
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Tabela 6. Valores médios da laténcia para encontrar a plataforma em cada sess@o do teste
do labirinto aquético.

LATENCIA (Seg)

ANIMAL Sessao 1 Sessao 2 Sessao 3 Sesséao 4
CtS 66 70,5 33,5 24.75
CtS 70,5 43 23,25 12,25
CtS 76,25 39,5 48,25 34,5
CtS 61,25 65,5 59,75 61,5
CtS 86 34,25 21,75 26
CtS 120 120 120 120
CtS 67 90,25 104 120
CtS 120 101,5 66 35,25
CtS 63 37,75 42.5 7,75
CtS 67 58,75 93,5 104
CtS 99,75 64,25 94,75 65,25
PS 96 120 120 120
PS 120 120 120 120
PS 84,75 120 120 120
PS 114,25 120 120 120
PS 120 120 99 92,75
PS 120 120 97,5 91,75
PS 120 120 120 120
PS 120 120 69,5 74,75
PS 120 120 120 120

PS 120 120 120 120
PS 120 120 120 120
CtC 44,75 27,75 42 28,25
CtC 120 116,25 88,25 103
CtC 120 91 100,5 65,75
CtC 120 95 120 120
CtC 116,75 120 120 120
CtC 100,75 48,5 13,75 16,5
CtC 100,25 74,25 57 9
CtC 94,75 77,5 74 51
CtC 120 7,25 29,75 18,25
CtC 48,25 75,5 21,25 24,25
CtC 48 43,5 17 7,75
PC 115,75 76,5 103,25 29
PC 75,5 41,75 38,5 33,5
PC 120 119,25 51,5 45
PC 120 120 1015 75,75
PC 94,75 78 48,5 97,5
PC 120 96 75,75 1145
PC 78 91,5 120 120
PC 76,25 71,75 22 81
PC 105,25 35,25 92,5 39,25
PC 105,75 120 66,5 66,25

PC 120 95,75 120 120
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Tabela 7. Nimero de entradas no contador critico durante um minuto no probe test.

ANIMAL Numero de ANIMAL Numero de
entradas entradas
CtS 8 CiC 8
CtS 1 CtC 3
CtS 5 CtiC 4
CtS 0 CtC 0
CtS 0 CiC 0
CtS 2 CtC 7
CtS 10 CtC 8
CtS 0 CtC 5
CtS 1 CiC 8
CtS 4 CtC 9
CtS 2 CtC 7
PS 1 PC 2
PS 2 PC 9
PS 0 PC 1
PS 2 PC 0
PS 3 PC 3
PS 3 PC 7
PS 0 PC 4
PS 1 PC 0
PS 10 PC 6
PS 0 PC 3
PS 1 PC 6

CtS—controle sedentario, PS—pilocarpina sedentario, CtC—controle sedentario,
PC-pilocarpina sedentério.

114



Tabela 8. Valores dos escores atribuidos a lesao histologica, evidenciada pela coloragdo
com violeta de cresila, nas regides da formagao hipocampal avaliadas.

LESAO (escore)

ANIMAL CA1 CA3 HILO CG
PS 1 2 3 0
PS 0 2 3 0
PS 1 2 2 2
PS 0 2 2 0
PS 3 2 3,5 0
PC 0 0 2 0
PC 2 4 2 2
PC 0 0 1 0
PC 1,5 1,5 2 2
PC 4 2 3 1

PS — pilocarpina sedentario, PC — pilocarpina corredor, CG — camada granular.
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Tabela 9. Valores referentes 2 atividade da NOS dependente de Ca** evidenciadas na
regido do hipocampo.

.. Atividade NOS L Atividade NOS
Animais dependente de Ca** Animais dependente de Ca**
Ctid 15,73 P1d 7,65
Ctid 16,01 P1d 7,68
Ctid 21,51 P1d 7,78
Ctid 15,39 P1d 11,23
Ct7d 12,02 P7d 3,10
Ct7d 15,31 P7d 1,06
Ct7d 9,93 P7d 1,88
Ct7d 13,28 P7d 1,81
Ct21d 13,17 P21d 3,54
Ct21d 16,54 P21d 3,95
Ct21d 17,74 P21d 1,83
Ct21d 12,30 P21d 3,39
CtS 14,83 PS 4,01
CtS 16,11 PS 6,33
CtS 21,32 PS 5,24
CtS 17,43 PS 5,90
CtC 15,58 PC 4,65
CtC 15,45 PC 5,89
CtC 15,09 PC 5,88
CtC 14,73 PC 4,27

Ct — controle; P — pilocarpina; S — sedentério; C — corredor; d — dias apés SE
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Tabela 10. Valores referentes a atividade da NOS independente de Ca®* detectadas pela
técnica da [3H]-L-Arginina na regido do hipocampo.

.. Atividade NOS " Atividade NOS
Animais independente de Ca** Animais independente de Ca**
Ctid 5,20 P1d 5,82
Ctid 4,44 P1d 4,67
Ctid 5,20 P1d 4,08
Ctid 3,70 P1d 4,35
Ct7d 3,49 P7d 2,89
Ct7d 1,95 P7d 3,24
Ct7d 2,82 P7d 3,43
Ct7d 4,26 P7d 3,05
Ct21d 2,55 P21d 5,26
Ct21d 2,18 P21d 4,47
Ct21d 3,02 P21d 4,64
Ct21d 2,29 P21d 6,58
CtS 5,04 PS 4,46
CtS 2,52 PS 4,81
CtS 3,19 PS 3,35
CtS 3,09 PS 3,85
CtC 1,64 PC 4.46
CtC 4,23 PC 3,44
CtC 3,76 PC 4,92
CtC 3,42 PC 3,71

Ct — controle; P — pilocarpina; S — sedentério; C — corredor; d — dias apés SE
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Tabela 11. Valores referentes a intensidade relativa das bandas de nNOS detectadas por
western blot e quantificadas por densitometria na regido do hipocampo.

Intensidades Intensidades
Animais relativas das bandas Animais relativas das bandas

de nNOS (%) de nNOS (%)
P1d 84,0 PS 121,5
P1d 66,4 PS 121,9
P1d 70,3 PS 71,8
P1d 80,1 PS 77,3
P1d 67,3 PS 83,6
P7d 46,5 PC 72,1
P7d 34,8 PC 70,5
P7d 75,8 PC 124,9
P7d 35,5 PC 26,7
P7d 60,1 PC 34,3
P21d 63,8 CtC 88,6
P21d 75,4 CtC 137,1
P21d 82,8 CtC 84,8
P21d 82,8 CtC 95,0
P21d 67,1 CtC 106, 1

Ct — controle; P — pilocarpina; S — sedentério; C — corredor; d — dias apés SE

Obs: As intensidades relativas das bandas foram quantificadas por densitometria
considerando-se o controle como 100%. Para as anélises nos grupos PS, PC e CtC o grupo
CtS foi considerado como 100%, enquanto que para as andlises nos grupos P1d, P7d e P21d
adotou-se as médias dos grupos Ctld, Ct7d e Ct21d como controle 100%.
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