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RESUMO

A plasticidade neuronal é expressdo da capacidade adaptativa do sistema nervoso as mudangas ambientais, traduzindo-se
fisiologicamente em altera¢des na excitabilidade e metabolismo neuronais em fun¢do da distribuicdo de cargas em ambos os
lados das membranas celulares bem como da liberagcdo de neurotransmissores nas fendas sindpticas. Portanto, mudangas nesses
parametros do sistema motor podem alterar a atividade motora somatica. Objetivo: determinar a a¢do de diferentes doses de
Clonazepam combinado com exercicio fisico (natacao) sobre a atividade motora em camundongos Swiss. Material e Métodos:
camundongos Swiss (18 animais) foram submetidos a tratamento com Clonazepam e exercicio fisico. Determinou-se a atividade
motora através do teste de “Campo aberto”. Resultados e Discussio: o Clonazepam (0,033mg/Kg) combinado com o exercicio
fisico (natag@o) provocou aumento expressivo da atividade motora dos camundongos, contrariando de alguma forma o fendmeno
de habituacdo ao ambiente, provavelmente devido a mecanismos relacionados a plasticidade neuronal, tais como depressdo em
longo termo (LTD) e potenciagdo em longo termo (LTP), desencadeados provavelmente pelo influxo de cloreto, estimulado pela
acdo do Clonazepam. Conclusdes: O Clonazepam (0.033mg/Kg) combinado com atividade fisica aumentou a atividade motora,
provavelmente através de mecanismos de plasticidade neuronal.
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ABSTRACT

The neural plasticity reflect the adaptation power of the nervous system, changes of neural excitability and metabolic function are
physiological expressions of neural plasticity associated to the ionic distribution and neurotransmitters secretion, thus, changes
in the somatic motor system's excitability (hipoactivity or hyperactivity) will be dependent of this parameters. Objective: To
determine the action of different doses of clonazepam associated to the physical activity on the motor behavior. Material and
Methods: The Swiss mice (18 animals) were treated with Clonazepam and physical activity (in the swimming pool).The motor
activity was determined by the “Open Field” test. Results and Discussion: The increase in motor activities, associated with
Clonazepam (0.033mg/Kg) and physical activities (swimming) may be explained by the neural plasticity mechanisms: long-term
depressions (LTD) and long-term potentation (LTP), associated with the chloride influx stimulated by clonazepam. This result
is opposite to the normal habituation of animals. Conclusions: Clonazepam(0.033mg/Kg) associated with the physical activity
strengthens the motor activity, probably through neural plasticity mechanisms.
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INTRODUGCAO

A excitabilidade neuronal e muscular tem relagdo direta com
a correta distribui¢do de ions em ambas as faces da membrana
celular.! A fungdo motora somatica pode ser mensurada através
darelagdo matematica: dopamina/serotoninaounoradrenalina/
serotonina.”® Qualquer interferéncia nessa distribuigao i6nica
ou nas concentragdes de neurotransmissores torna possivel
modular ou adaptar o nivel de trabalho do sistema motor
somatico. A plasticidade neuronal através de seus varios
mecanismos fisiologicos reflete a esséncia funcional do
sistema nervoso e o poder adaptativo do mesmo, modificando
constantemente a excitabilidade e metabolismo neuronal bem
como o nivel de neurotransmissores buscando adaptacdo.*
Entre os mecanismos de plasticidade neuronal encontramos
a depressdao em longo termo (LTD) e potenciagdo em longo
termo (LTP), fenomenos estes que respondem a estimulagdes
elétricas com baixas e altas frequéncias respectivamente
nos centros nervosos.’ As sinapases glutamatérgicas e
os receptores AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropionico) e NMDA (N-metil-D-aspartato)® tém
particular importancia nessa cadeia de eventos. Os receptores
AMP ¢ NMDA sido em esséncia canais idnicos, sendo o ion
magnésio parte da estrutura do receptor NMDA bem como
modulador de diferentes fun¢des devido a oposicao e possivel
bloqueio eletrostatico do magnésio sobre ions com carga
positiva.’

O Clonazepam, ¢ um medicamento da familia das
benzodiazepinas, capaz de desencadear acgdes sedativas,
ansioliticas e anticonvulsivantes, dentre outras.! Parece
interagir com os receptores gabaérgicos tipo A, juntamente
com o neurotransmissor inibidor acido gama amino butirico
(GABA)nosentido de aumentarapermeabilidade damembrana
neuronal ao ion cloreto.® Esta interacdo medicamento-receptor
potencializa a agdo do neurotransmissor ¢ aumenta o influxo
de cloreto (CIl") gerando hiperpolariza¢ao® nos neurdnios e
consequentemente alterando a excitabilidade da membrana
neuronal. Desse modo, o Clonazepam potencializa as ac¢des
gabaérgicas.’

Portanto, a excitabilidade neural associada a liberacdo
de neurotransmissores constituem dois componentes
extremamente relevantes na funcdo motora somatica
voluntaria e involuntaria.'® Esses parametros podem
determinar a hipo ou hiperativagdo do sistema motor
somatico. Uma das formas de estudar a atividade motora
e, portanto, o nivel de excitabilidade do sistema motor em
mamiferos (camundongos), ¢ através do teste de “Campo
aberto” que pode ser espontineo e/ou induzido."' Essas provas
também determinam o nivel de ansiedade dos animais de
experimenta¢do dado que a atividade motora nos mamiferos
depende dentre outros fatores do desejo ou necessidade de
conhecer o0 “novo” ambiente e o medo de encarar uma “nova”
situa¢@o ou nova realidade externa, o temor gera ansiedade e
reducdo da atividade motora, muitas vezes até a imobilidade.
Sendo assim, neste trabalho propde-se um estudo da possivel
acdo do Clonazepam e do exercicio fisico (natagdo), sobre a
atividade motora em camundongos.

OBJETIVO GERAL

Estudar através de um modelo de atividade motora, a agdo
do Clonazepam combinado com o exercicio fisico sobre a
excitabilidade do sistema motor em camundongos.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a agdo de diferentes doses de Clonazepam
combinado com exercicio fisico (natagdo) sobre a atividade
motora em camundongos Swiss;

b) Determinar a agdo do exercicio fisico (natagdo) sobre a
atividade motora em camundongos Swiss.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Utilizou-se 18 camundongos machos Swiss, adultos jovens,
entre 8 ¢ 9 semanas de idade ¢ massa corporal entre 30 ¢
45 gramas, fornecidos pelo Biotério do laboratorio de
Fisio-farmacologia da Universidade Federal do Acre
(UFAC). Os animais foram mantidos em regime de claro/
escuro de 12/12 horas, com agua e comida ad libitum
bem como temperatura ambiental constante (25°C). Os
grupos experimentais compostos por 6 animais cada, foram
selecionados de maneira aleatoria partindo do pré-requisito
da homogeneidade da populagdo e estratificagdo por massa
corporal. Todos os animais foram manipulados segundo
as normas do CONSEA (Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal) atendendo as normas da
Comissio de Etica no Uso de Animais da UFAC. Processo
n°23107.014618/2014-78.

Preparacdo e administragao do Clonazepam

A partir das doses utilizadas no ser humano e referidas nas
bulas do medicamento construiu-se uma curva dose-resposta
para adequar a dose a camundongos. Dissolveu-se 0,125mg
de Clonazepam (Clopam/Laboratério Cristalia/Brasil) em
agua destilada até o volume de 10 ml (aproximadamente
0.0125mg/mililitro). Foram administradas doses orais dessa
solucdo de acordo com a Tabela 1. Aos animais pertencentes
ao grupo controle foi administrada agua destilada. O
Clonazepam e a agua destilada foram administrados por
via oral. O Clonazepam foi administrado antes de iniciar o
treino diario (atividade fisica durante os 5 dias). O treino
na piscina realizou-se uma vez por dia durante 5 dias, da
seguinte forma: um minuto nadando ¢ um minuto de repouso,
até atingir o minuto 5 do dia (total 5 minutos nadando e
5 minutos em repouso), este foi o primeiro bloco. Este
esquema se repetiu 5 vezes no dia (25 minutos nadando e 25
minutos em repouso) e entre um bloco e outro realizou-se
intervalos de 5 minutos de repouso. Este esquema repetiu-se
durante 5 dias. As provas de “campo aberto” realizaram-se
no sexto dia apos iniciado o experimento (as 144 e 145 horas
respectivamente).
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Tabela 1. Esquema de tratamento: efeitos do Clonazepam e a natacdo sobre a atividade motora em camundongos.

GRUPO TRATAMENTO TREINO NA PISCINA  ATIVIDADE MOTORA N

I Clonazepam (0,033 mg/kg) S tempos de 5 min. cada CA CA 6

11 Clonazepam (0,066 mg/kg) 5 tempos de 5 min. cada CA CA 6

[Ilc+ (controle) Agua destilada (0,30 ml) 5 tempos de 5 min. cada CA CA 6
Tempo (min/horas) 0 60min 144h 145h

Camundongos c+: controle positivo; mg/kg: miligramas/kg de peso corporal; min: minutos; CA: campo aberto; n: nimero

de animais/grupo.

Determinagdo da atividade motora

A atividade motora foi determinada mediante o teste de
“Campo aberto” que consiste em quantificar o deslocamento
do animal em uma “caixa de conduta” construida em madeira
com dimensdes de 73x73cm? de area, 40 cm de altura e piso
quadriculado (25 quadrados).’? Por meio de observagido
visual e utilizando-se um crondmetro digital realizou-se a
contagem do nimero de quadrados percorridos pelo animal
de experimentagdo durante cinco minutos. O tempo de prova
foi considerado a partir do momento em que o animal de
experimentacao foi colocado no centro do piso quadriculado
da caixa de conduta."

Estatistica

Foram realizados os testes de Mann Whitney (teste ndo
paramétrico) e o teste ¢ de Student (teste paramétrico) para
amostras consideradas muito pequenas (n<8) e independentes
com p<0,05.'2'* Para comprovar a distribui¢do normal dos
valores obtidos utilizou-se a prova de Shapiro-Wilk com
uma confianga de 95%. Os resultados foram expressos como
“média aritmética grupal” e o “erro padrdo da média”. Para
considerar diferengas entre grupos, ambas as provas devem
indicar diferencas estatisticas significativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aatividade muscularesqueléticaé consideradaamelhorsituagido
geradora de uma resposta de alarme no organismo, ja que,
promove alteragdes funcionais em todos os sistemas organicos
simultancamente, aumentando o nivel e eficiéncia da atividade
funcional de todos eles em um tempo relativamente curto. Esta
situagdo ¢ extremamente importante na “plasticidade neural”.!4
De fato, verifica-se aumento no ntimero e complexidade das
sinapses neurais ¢ processos sofrem estimulagdo como, por
exemplo, a potencia¢do (LTP) e depressdo (LTD) em longo
prazo.'s De acordo com a Figura 1, o Grupo I, que recebeu
Clonazepam (0,033mg/Kg de peso) e que foi submetido a
exercicio fisico (natagao) durante 5 dias consecutivos, mostrou
amesma atividade motora (campo aberto) em ambos os tempos
de prova demonstrando assim, que longe de uma queda na
atividade motora na segunda prova, exibe discreta tendéncia ao
aumento. Essa resposta reflete a estabilidade motora ao longo
do experimento, fato que se corresponde com a velocidade

de decrescimento da atividade motora (mensurada através da
tangente do angulo da curva que indica a redu¢@o da atividade
motora, entre provas). O Grupo III (controle positivo) mostrou
queda mais expressiva na atividade motora na segunda prova
quando comparado com o Grupo I, portanto, a velocidade de
decrescimento foi maior estatisticamente se comparado com
o Grupo I, fato este, que pode ser explicado principalmente
através do fenomeno de habituag@o. Ja o Grupo II que recebeu
Clonazepam 0,066mg/Kg de peso, mostrou velocidade de
decrescimento maior estatisticamente significativa com relagdo
ao Grupo I e se comportou estatisticamente igual em rela¢ao a
velocidade de decrescimento, quando comparado com o Grupo
IlIc+, evidenciando a habituagdo biologica junto a “possivel”
acdo de uma dose maior de Clonazepam.

Figura 1. Perfil da atividade motora (campo aberto) dos Grupos I,
II e III.

0 Proval 144h
Prova2 145h

Numero de quadrados
percorridos por minuto
o
H

Prova 1 Prova 2

Nota: grupos I e I1 tratados com Clonazepam e submetidos a atividade
fisica (natagdo). Grupo III tratado com agua destilada ¢ submetidos
a atividade fisica (controle). Estdo representados a média e o erro
padrdao da média dos quadrados percorridos/minuto. (*): Diferenga
estatisticamente significativa.

No Grupo Illc+ o exercicio fisico parece ndo ter modificado
a queda da atividade motora dos animais, indicando que
os mecanismos fisioldgicos envolvidos em dita atividade
motora natural (habitua¢ao) parecem ndo interferir com as
respostas fisiologicas desencadeadas pelo exercicio fisico
de modo que, provavelmente, o comportamento desse
grupo responde a conduta biologica do animal em relagdo a
habituagdo ao ambiente.!? Os resultados do Grupo I mostram
que a conduta dos animais se afasta da conduta biologica,
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exibindo maior atividade motora.'” A maior atividade motora
pode estar relacionada com o aumento na sintese e liberag@o
de neurotransmissores tais como dopamina, noradrenalina,
acetilcolina, nas fendas sinapticas, associada a maior
frequéncia de potenciais de agdo deflagrados, refletindo em
maior resposta muscular. Essa cadeia de eventos poderia estar
relacionada também a processos funcionais de plasticidade
neuronal,'*!> denominados depressdo em longo prazo ou LTD
(Long term depression) e potencia¢do em longo prazo ou LTP
(Long term potentiation),'* processos tipicos que ocorrem
quando se estimula eletricamente com baixa e elevada
frequéncia um centro nervoso (Figura 2). O LTD ¢ considerado
um mecanismo de plasticidade neuronal, caracterizando-se
por queda parcial na atividade do centro nervoso. Subsequente

a esse fendomeno, tem-se comprovado o surgimento de uma
resposta compensatoria, o LTP, também considerado como
um mecanismo de plasticidade neuronal, caracterizando-
se por atividade neuronal bem maior e compensadora da
LTD. A participacdo dos receptores AMPA e NMDA nestes
mecanismos ¢ fundamental. O exercicio fisico provoca
aumento do numero e complexidade das sinapses neuro-
neuronais, bem como dos processos funcionais associados
a estas sinapses como parte dos mecanismos adaptativos do
sistema nervoso.!* Por outro lado, o Clonazepam por meio dos
receptores gabaérgicos tem agdo oposta, ja que potencializa o
influxo de Cl- ao interior dos neuronios, conduzindo a célula
a hiperpolarizagao e, portanto, depressao da atividade elétrica
neuronal.

Figura 2. Potencia¢do em longo prazo (LTP) e Depressao em longo prazo (LTD).
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Nota: na LTP os receptores AMPA migram em direcdo da fenda sinaptica, tornando a
sinapse mais eficiente. Na LTD os receptores AMPA migram se afastando da fenda sinaptica
reduzindo a resposta celular, o receptor AMPA ¢ de fato um canal de sodio.

Dessa forma, a depressdo (LTD), seguida de potenciagdo
(LTP) nos centros nervosos poderia ter sido influenciada
e reproduzida de alguma forma por meio da utilizagdo
de Clonazepam (0,033mg/Kg de peso) e a possivel
hiperpolarizagao ocasionada por ele, de tal forma que no Grupo
I permanece constante a atividade motora entre provas (144-
145 horas), sendo estatisticamente diferente se comparado com
o Grupo III (controle positivo). Nesse caso, o Clonazepam néo
contribuiu com a redugdo da atividade motora provavelmente
por ter potencializado de alguma forma o processo de LTP.
A plasticidade neuronal explica a capacidade adaptativa
do sistema nervoso central, ¢ provavelmente o treino diario

(natacdo) pode ter facilitado a formagao de novas sinapses que
finalmente aperfeigoaram a capacidade adaptativa do sistema
motor. Esses mecanismos devem ter ocorrido tanto no Grupo I
quanto no Grupo III. A diferenga de respostas fisiologicas entre
esses dois grupos poderia, portanto, ser atribuida a depressao
inicial, talvez gerada pelo influxo de Cl-no Grupo I seguida
da potencia¢do funcional nas estruturas do sistema motor
(LTP). Resultados similares a estes foram obtidos utilizando
este esquema de tratamento nas atividades de aprendizado
e memoria (dados ndo publicados). O Grupo II que recebeu
0,066mg/kg de peso corporal de Clonazepam, também
submetido ao treino durante cinco dias (natagdo), mostrou
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resultados na atividade motora intermediarios entre o Grupo
I e o Grupo Illc+, de modo que, provavelmente, o exercicio
fisico tenha induzido aumento da eficiéncia do sistema motor
neste grupo (plasticidade neuronal) expressando essa resposta
através da tendéncia maior a atividade motora com base na
despolarizagdo e ativacdo neuronal. Por outro lado, a maior
dose de Clonazepam, parece ter sido decisiva para a tendéncia
a hiperpolarizagdo do préprio sistema motor e provavelmente
¢ por essa razdo que o Grupo II se afasta do Grupo I e se
aproxima mais ao Grupo III, com relagdo, claro, a atividade
motora aferida mediante a prova de campo aberto.
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