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RESUMO

Existem evidéncias dos efeitos benéficos do exercicio fisico, tanto nos
humanos como nos animais experimentais, que podem ser dependentes
do nivel de emocionalidade de cada um dos individuos. A literatura
especializada também relata efeitos contraditdrios associados a diferentes
protocolos de exercicio fisico e efeitos dependentes do genétipo. Os ratos
das linhagens isogénicas Lewis (LEW) e SHR (Spontaneously
Hypertensive Rats) diferem em uma série de aspectos comportamentais,
incluindo a ansiedade/emocionalidade. Entdo, nds realizamos um estudo
com o objetivo de observar os efeitos do exercicio fisico forcado (EFF;
em esteira) e voluntario (EFV; em rodinhas de correr) nos
comportamentos relacionados a ansiedade/emocionalidade exibidos pelos
ratos LEW e SHR no teste do campo aberto (CA) e labirinto em cruz
elevado (LCE). No EFF, apenas 20% dos animais da linhagem LEW e
63% dos animais SHR completaram o treinamento. Nestes animais, nds
observamos um aumento significativo de locomogéo no teste do CA e um
aumento de locomog&o central no CA e entradas nos bragos abertos do
LCE. Isso sugere um aumento de atividade locomotora e uma diminui¢ao
de ansiedade/emocionalidade, nos animais das duas linhagens, apds o
treinamento. O EFV  parece diminuir os indices de
ansiedade/emocionalidade, porém apenas na linhagem SHR e no teste do
CA. Entretanto, a distancia total percorrida pela linhagem SHR, nas
rodinhas de correr, foi significativamente maior que a percorrida pela
LEW. O pré-tratamento com a talidomida, melhorou a resisténcia fisica
da linhagem LEW fazendo com que 100% dos animais LEW
completassem o protocolo de EFF, diminuiu o nimero de retrocessos na
esteira, mas ndo afetou as medidas de ansiedade/emocionalidade. Assim,
no6s podemos concluir que 0s animais das duas linhagens exercitados em
um protocolo de EFF apresentam redu¢do de ansiedade/emocionalidade
e aumento de locomogao. Também, a linhagem SHR parece ser composta
de animais que correm voluntariamente, ao contrario da LEW, mas este
tipo de exercicio fisico (EFV) ndo gerou alteracdo comportamental
visivel. Por fim, a talidomida parece ter aumentado a capacidade dos
animais LEW em suportar todo o periodo de EFF em esteira, mas néo
causou alteracdes na ansiedade/emocionalidade nestes animais.

Palavras-chave: ansiedade/emocionalidade; exercicio fisico forcado;
exercicio fisico voluntario; ratos Lewis e ratos SHR.






ABSTRACT

There is evidence of the beneficial effects of physical exercise, both in
humans and in experimental animals that can be dependent on the level
of emotionality of each individual. The literature also reports negative
effects associated with different exercise protocols and genotype-related
effects. Lewis (LEW) and SHR (Spontaneously Hypertensive Rats)
inbred rat strains differ in a number of behavioral aspects, including
anxiety/emotionality. So we carried out a study in order to observe the
effects of forced (FPE; treadmill) and voluntary (VPE; on running
wheels) physical exercise on the behaviors related to anxiety/emotionality
exhibited by LEW and SHR rats in the open field (CA) and elevated plus
maze (EPM) test. In the FPE, only 20% of the animals of the LEW strain
and 63% of SHR animals completed the training. In these animals, we
observed a significant increase in total and central locomotion in CA and
entries into the open arms of the EPM, which suggests an increase in
locomotor activity and a decrease in anxiety/emotionality in these two
strains, after training. In the VPE, the results showed decreased
anxiety/emotionality but only in SHR rats tested in the CA. However, the
total distance traveled by the SHR, on running wheels, was significantly
higher than that from LEW counterparts. Pre-treatment with thalidomide
improved physical strength of the LEW strain. It made 100% of the
animals LEW fulfilled the FPE protocol and diminish the number of
setbacks in the treadmill, but did not affect measures of
anxiety/emotionality. Thus, we can conclude that animals of both strains
exercised in an FPE protocol have reduced anxiety/emotionality and
increased locomotion. Also, the SHR strain seems to be composed of
animals that voluntarily run, unlike LEW, but this type of exercise yielded
no visible behavioral changes. Finally, the thalidomide appears to have
increased physical capacity of LEW in the FPE, but did not cause changes
in anxiety/emotionality in these animals.

Keywords: anxiety/emotionality; forced exercise; voluntary exercise;
Lewis rats and SHR rats.
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1. INTRODUCAO
Ansiedade

A ansiedade é um termo que provém do latim, “Anxieta”, o qual
se refere a um estado de agitagdo. Através da Psicologia, estes conceitos
derivaram em diferentes enfoques, onde frequentemente a ansiedade é
definida como um estado mental que é provocado, em antecipacéo de uma
ameaca ou uma potencial ameaca (Gross and Hen 2004).

Segundo alguns autores, a ansiedade é uma resposta complexa
que envolve componentes emocionais e fisiolégicos em um conjunto
caracteristico de respostas que incluem excitacdo e vigilancia (Gross and
Hen, 2004). Portanto, acredita-se que a ansiedade seja uma resposta
antecipatoria para prever, um perigo ou ameaca, e dar finalmente um valor
funcional para o individuo se adaptar (Blanchard, 1986; Lang, Davis, and
Ohman 2000; File 2001; Prut and Belzung 2003; Sandi and Pinelo-Nava
2007).

A ansiedade também pode ser subdividida em “ansiedade
estado” e “ansiedade tra¢o”. A ansiedade de um individuo num momento
particular, transitdrio, que acontece como percepcdo de uma situacdo
provocadora € chamada de ansiedade estado. Enquanto que a
classificacdo de ansiedade traco reflete-se a um estado constante através
do tempo, que é considerada uma caracteristica de propensao a ansiedade
gue é permanente no individuo (Lister, 1990. Esta Gltima esta relacionada
com a predisposicdo de um individuo de perceber certas situagdes como
ameacadoras, resultando em respostas com uma caracteristica de
excitacdo fisiologica (Endler and Kocovski, 2001).

Além destas diferengas no uso do conceito de ansiedade, é
possivel observar um conjunto de caracteristicas fisioldgicas que
dependem da ativagdo de um circuito subcortical evolutivamente
primitivo, que inclui a ativaco do eixo HPA (Hipotalamo-Pituitéria-
Adrenal) e numerosas estruturas cerebrais (Levy, 1961; Arborelius et al.,
1999; Zhu et al., 2007). Logo, é possivel fazer uso de modelos animais
com o fim de pesquisar como a atividade deste eixo e os fatores ativadores
que influenciam nos comportamentos, com o objetivo de extrapolar seus
efeitos aos seres humanos ( Flint 1995).

Estas manifestacdes psicoldgicas e fisioldgicas, que tem o
objetivo de adaptar o individuo, em interagdo com fatores genéticos e
fatores estressantes constantes podem desencadear doengas mentais. O
Manual de Diagnéstico e Estatistica dos Transtornos Mentais 5.2 edi¢do
(DSM- V), faz um resumo dos transtornos de ansiedade, 0s quais



compreendem transtornos obsessivos compulsivos, de estresse e estresse
pos-traumatico, ansiedade induzida por sustdncias, ansiedade
generalizada, ataques de péanico, fobias especificas e ansiedade social
(Association, 2013; American Psychiatric Association, 2013). Portanto,
existem tratamentos e farmacos que respondem a cada uma destas
subclassificagGes dos transtornos de ansiedade ainda que 0s mesmos nao
sejam totalmente efetivos.

Estudos socios demogréficos estimam que aproximadamente 17
% da populacdo Brasileira de individuos maiores de 18 anos foram
afetados por algum tipo de transtorno de ansiedade ao longo da sua vida
(ICPE, 2000). Pesquisas nos Estados Unidos mostram que 19 milhGes de
pessoas adultas sdo afetadas por transtornos de ansiedade, originando um
gasto de mais de 42 bilhdes de délares por ano em tratamentos (ICPE,
2000). Por este motivo é possivel refletir que também no Brasil, a grande
porcentagem de individuos com transtornos de ansiedade tem como
resultado um grande investimento econémico. Devido ao exposto
anteriormente, nés acreditamos que é necessario um desenvolvimento de
estratégias preventivas e uma evolucdo nos tratamentos dos transtornos
de ansiedade.

Modelos animais

Atualmente, existem evidéncias evolutivas que demonstram a
convergéncia e divergéncia das caracteristicas das espécies dentro de uma
mesma linha filogenética. Por isso, numerosas pesquisas utilizam as
caracteristicas genéticas, fisioldgicas e etioldgicas de grupos de espécies
relacionadas filogeneticamente, como uma estratégia para aprofundar as
bases dos mecanismos bioldgicos da espécie humana. Embora existam
diferencas consistentes, muitas das bases genéticas e fisiol6gicas
apresentam o mesmo mecanismo entre diferentes espécies (Campos et al.,
2013). A utilizagdo de modelos animais permite uma melhor
compreensdo  dos  mecanismos  envolvidos nas  respostas
comportamentais, assim como de varios aspectos do SNC (Sistema
Nervoso Central). Do mesmo modo, os modelos animais servem para
aprofundar os mecanismos onde os fatores genéticos e ambientais podem
afetar determinadas respostas e funcionamento do cérebro (Flint, 1995;
Goodwin, 2010; Homberg, 2013). Assim, os modelos animais na
atualidade sdo uma grande ferramenta nas pesquisas cientificas que
tentam de alguma forma elucidar as bases neurobioldgicas de alguns dos
transtornos humanos.



Em relacdo aos estudos de comportamento, ratos e camundongos
sd0 as espécies mais utilizadas nas pesquisas relacionadas a transtornos
psiquiatricos por apresentarem mecanismos fisioldgicos préximos aos
seres humanos. Entre as principais vantagens de utilizar estes modelos em
comparagao com outros mamiferos, se pode destacar que os roedores sao
animais com um ciclo de vida curto; possuem um rapido tempo
gestacional, rapido desenvolvimento para a vida adulta, e um alto nimero
de crias em cada ciclo reprodutivo. Além disso, sdo animais dosseis para
a manipulacdo e relativamente pequenos, 0 que requer pouco espaco e
recursos para serem mantidos (Aitman, 2008). Por esta razdo, existem
varios testes comportamentais que medem comportamentos, em animais,
relacionados aos comportamentos humanos (Crawley and Paylor, 1997,
File, Lippa, Beer, and Lippa, 2004; File, 2001; Ramos, 2008).

As linhagens Lewis e SHR como modelos comportamentais.

O rato de laboratério (Rattus norvegicus) ¢ um dos animais mais
estudados como modelos de doengas humanas. A sua continua selecéo de
caracteristicas fenotipicas ja resultou em mais de 1000 linhagens
diferentes (Rat Genome Database, Accessed November 2014). As
pesquisas com esta espécie estdo dentro do alcance da fisiologia,
toxicologia, farmacologia, neurobiologia, desenvolvimento de drogas e
transtornos comportamentais como depressdo, ansiedade, abuso de
drogas entre outros transtornos psiquiatricos. Com o sequenciamento
completo do genoma dos ratos em 2004 (Gibbs et al., 2004), esta espécie
propiciou um grande avango nos estudos genéticos, gendmicos e passou
a servir também como base comparativa para estudos em outras espécies
(Jacob, and Kwitek, 2002).

Entre os diferentes tipos de linhagens encontram-se as linhagens
puras ou isogénicas, onde os individuos se caracterizam por ter uma alta
similaridade genética (+ de 99%) entre eles. Muitas destas linhagens
puras tém caracteristicas que sdo contrastantes fenotipicamente. Como
sabemos que o fenétipo depende da interacdo genétipo-ambiente, quando
duas linhagens sdo criadas em um mesmo ambiente as diferencas
fenotipicas entre elas sdo provavelmente devidas aos seus genotipos
contrastantes (Briiske, Vendruscolo, and Ramos, 2007a; Drewek and
Broadhurst, 1979; Flint , 1995).

A linhagem Lewis (LEW), originaria da Harland Spreague
Dewley Inc. (Indianapolis, IN), é usada principalmente como modelo de
doencas inflamatorias (Sternberg, 1989) em comparagdo com a linhagem
de ratos Fisher. Particularmente, os ratos LEW sfo sensiveis ao



desenvolvimento de um grande nimero de doengas imunolégicas, que
incluem a encefalomielite alérgica experimental (McFarlin et al., 1973),
miocardite autoimune induzida Galvin et al., 2002; Korkusuz et al.,
2009), e a doenca uveite a qual estd associada com a alta producédo do
fator de necrose tumoral — TNF (do inglés, tumor necrosis factors) em
ratos LEW (Wildner et al. 2008).

Além destas doencas autoimunes, os ratos LEW séo altamente
susceptiveis a outras doengas inflamatdrias por apresentarem um prejuizo
na liberacdo de glicocorticoides, uma caracteristica que esta relacionada
a uma baixa liberagdo de hormdnios corticotrépicos. Os ratos LEW
também apresentam uma baixa ativagdo do eixo HPA, uma
particularidade que pode resultar em prejuizos no sistema imunolégico e
ter consequéncias negativas nas respostas em relacdo aos estimulos
estressores (GROTA,; BIENEN; FELTEN, 1997; WINDLE et al., 1998).

A linhagem SHR, Spontaneously Hypertensive Rats, foi criada a
partir da linhagem de ratos Wistar Kyoto (WKY) e é constituida de ratos
que apresentam hipertensdo arterial espontanea (Okamoto et al., 1975).
Os SHR alcangam espontaneamente uma pressdo arterial préxima a 200
mmhg entre as 7 e 15 semanas de vida (Okamoto et al., 1975) mantendo
ela constante no resto da vida. Estas caracteristicas fazem os ratos SHR
apresentarem uma elevada incidéncia de doencas cardiovasculares
(Khraibi and Dzielak 1984). Por esta razdo, a linhagem SHR é utilizada
como modelo de hipertensdo arterial, muitas vezes comparada com
modelos normotensos como a linhagem WKY. Os SHR apresentam um
baixo peso na décima semana de vida, e uma alta frequéncia cardiaca na
mesma idade, quando comparado com outras linhagens (Tanase et al.,
1982). Também a linhagem SHR apresenta resisténcia a insulina, e por
isso é utilizada como modelo de diabetes ndo obesa (Swislocki, and
Tsuzuki, 1993). Em relacdo aos estudos comportamentais, a linhagem
SHR foi validada como modelo para estudos de hipercinesia infantil
(Sagvolden and Larsen 1993) e como modelo do Transtorno de Déficit de
Atencdo e Hiperatividade ( Terje Sagvolden 2000; Russell and Johansen
2005).

Em um estudo realizado com seis linhagens isogénicas de ratos,
se observou que em testes comportamentais de
ansiedade/emocionalidade, as linhagens LEW e SHR eram contrastantes
nas medidas de aproximacao e esquiva das areas aversivas destes testes
(Ramos et al., 1997). Por exemplo, no teste do campo aberto (CA) a
linhagem LEW evita mais a area central, em comparacdo a SHR, sem
apresentar diferencas na locomogao total. Também podemos citar o
labirinto em cruz elevado (LCE) e a caixa branca e preta (CBP), onde a



linhagem LEW mostra sempre uma menor aproximacdo das areas
aversivas em relacdo a SHR (RAMOS et al., 1998). Ou seja, neste modelo
genético, a linhagem LEW exibe um perfil mais “ansioso” quando
comparada com a linhagem SHR.

Alguns experimentos de estresse social compararam as
diferencas comportamentais e o sistema serotoninérgico entre LEW e
SHR. Nestes se observou que a linhagem LEW é mais sensivel ao estresse
social, enquanto que a SHR mostra uma adaptacao ao estresse mais rapida
(Berton et al., 1998a]. Especificamente, os LEW mostram um
comportamento anoréxico (menor ingesta de comida), um incremento nos
niveis basais de corticotropina e uma diminuicdo da atividade
serotoninérgica no hipocampo, hipotalamo e cortex parietal (Berton et al.,
1997; Berton et al., 1998b).

Adicionalmente, dados de diferentes autores revelam que as
experiéncias estressantes alteram tanto o comportamento como as
estruturas cerebrais, tanto em humanos como em modelos animais. Desta
maneira, niveis basais de ansiedade poderiam afetar a resisténcia e
resiliéncia aos fatores estressantes, comprometendo o volume de
diferentes regides do cérebro (cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala),
assim como a conectividade entre o0s neurdnios destas regides
(Spampinato et al., 2009; Kim et al., 2011a; Kim et al., 2011b).

Exercicio Fisico e comportamento

Ha muitas evidéncias de que o exercicio fisico regular tem efeitos
benéficos sobre a salde fisica e mental dos seres humanos. Durante a
Gltima década tem havido um interesse crescente sobre a saide e o estilo
de vida humano, assim como sobre os fatores que afetam a salde. Entre
estes fatores proprios do estilo de vida podemos citar 0 compromisso
intelectual, interacdo social, nutricdo e a atividade fisica que afetam a
vitalidade cognitiva nos humanos adultos (Voss et al., 2011a].
Consequentemente nos Ultimos 20 anos, as pesquisas sobre o exercicio
fisico ampliaram o entendimento do efeito do exercicio na salde mental
(FOX, 2007). Por exemplo, foi observado em pacientes com depressdo
que a prética do exercicio fisico levada de forma regular junto com
psicoterapias poderia substituir os antidepressivos no tratamento desta
doenca (STROHLE, 2009a). Além dos estudos epidemioldgicos, outros
autores avaliaram o efeito do exercicio em processos fisioldgicos e
moleculares (Gomez-Pinilla et al., 1993). Assim como a sua influéncia na
atividade dos neurotransmissores (Hill et al., 2010) e a relagdo destes com
o0 declinio de vérias doengas, como depressdo, hipertensdo, panico e o



estresse oxidativo (BROOCKS et al., 1998; BINDER et al., 2004; DUNN
etal., 2005; HILL et al., 2010a). Ao mesmo tempo, os estudos em animais
apoiam as evidéncias encontradas em humanos. Ou seja, eles mostram
que o exercicio fisico de longo prazo tem impacto sobre a estrutura € a
funcéo neuronal no cérebro com consequéncias significativas na resposta
ao estresse ( Salmon 2001; Salim, Sarraj, et al. 2010; Schoenfeld et al.
2013) acarretando em mudancas no comportamento emocional e
cognitivo. Pela mesma razdo, as pesquisas sugerem que o exercicio fisico
pode resultar em uma diminuicdo da impulsividade e da ansiedade
(BINDER et al., 2004; HILL et al.,, 2010b). Em suma, os dados
demonstrados por diversos autores revelam que o exercicio fisico pode
ser utilizado como um co-tratamento para os estados depressivos e a
ansiedade relacionada (BROOCKS et al., 1998; DUNN et al., 2005). Por
evidéncias como estas, o exercicio fisico é alvo de inimeras pesquisas
que tém como objetivo uma melhora na qualidade de vida e na utilizagéo
de politicas preventivas de saude.

Embora a maioria dos estudos tenha concluido que os efeitos do
exercicio fisico foram benéficos na salide de seres humanos é necessario
considerar que eles utilizaram diferentes metodologias com grande
diversidade de variaveis, o que poderia limitar o valor das conclusfes
sobre os estes efeitos (DE ARAUJO; DE MELLO; LEITE, 2007). Para
apoiar os estudos de exercicio fisico em humanos, foi proposta a
utilizacdo de modelos animais, nos quais existem pontos em comum ao
considerar a ansiedade e o estresse, tanto em comportamento como nas
reacOes fisiologicas (Rostad and Long 1996; Voss et al. 2011b; Salmon
2001; Kramer 2006; Droste et al. 2007).

A atividade fisica pode ser considerada qualquer movimento
corporal produzido pela musculatura esquelética, que resulta num
consumo de energia maior que em niveis de repouso. Por outro lado, o
exercicio fisico € uma atividade fisica planejada, estruturada e sistematica
efetuada com movimentos repetidos a fim de desenvolver e manter
componentes da aptidao fisica (Caspersen, 1985).

Dentro da area de pesquisa do exercicio fisico e comportamento,
muitos pesquisadores centraram-se em fatores diretamente associados
com a resposta ao estresse, enfocando-se para isso no eixo HPA. Como ja
exposto, este eixo tem um papel importante na resposta comportamental
a fatores estressores e acredita-se que o exercicio fisico poderia alterar
este eixo (MARTIN et al., 2000). Outras pesquisas focalizaram-se em
investigar a consequéncia do exercicio fisico sobre a regulacdo de
neurotransmissores como dopamina, serotonina, acetilcolina, glutamato,
que estdo relacionadas com diversos comportamentos (Gomez-pinilla,



1993; J. M. Kramer 2000; Sutoo and Akiyama, 2003; Strohle, 2009b; Hill,
2010; Schoenfeld et al., 2013). Por outro lado, nos ultimos tempos surgiu
um crescente aumento de estudos que relacionam fatores neurotréficos
como o0 BDNF (do inglés, Brain-derived neurotrophic factor) (Manuscript
2009; Berchtold, 2002; Cotman and Berchtold 2002; Gomez-Pinilla
2004), estresse oxidativo (Bloomer 2008; Zhu et al. 2007; Sayre et al.
2008; Salim, Asghar, et al. 2010; Distler and Palmer 2012) e fatores
imunoldgicos como citosinas com o funcionamento do SNC (Uchida et
al. 2009; Lovatel et al. 2013; Borghi et al. 2014).

Por outra parte muitos dos efeitos no comportamento associados
ao exercicio fisico, como cansago, fatiga e respostas a dor, encontram-se
relacionados a uma resposta imune que deriva na modulagdo do SNC.
Estes fatores sdo principalmente fatores inflamatérios gerados pelo
proprio efeito do exercicio no musculo. Estes fatores sdo de citosinas
como as interleucinas e fatores tumorais que liberados no sangue
conseguem atingir receptores localizados no cérebro. As citosinas
modulam a atividade celular produzindo vérios efeitos relacionados as
respostas de dor e ansiedade (SALIM et al., 2012) e depressao
(Manuscript and Lecture 2010). Estas consequéncias da inflamacéo sobre
0 SNC devem ser consideradas no momento de analisar os efeitos do
exercicio no comportamento das linhagens SHR e LEW, devido as
caracteristicas intrinsecas destas linhagens.

Existem ainda outras investigaces em roedores sobre a
capacidade de responder ao estresse que aprofundaram na
susceptibilidade ao tratamento de exercicio fisico e demostraram
componentes da resposta dependentes do perfil genético (Martin et al.,
2000; Kelly et al., 2012). Portanto, a utilizagdo de modelos genéticos no
estudo de exercicio fisico e do comportamento é uma ferramenta que pode
nos permitir um maior conhecimento sobre estes temas.






2. HIPOTESES

Assim, devido a tudo que foi exposto anteriormente, nés
acreditamos que é necessario entender quais sdo os efeitos do exercicio
fisico e 0s mecanismos através dos quais ele poderia promover melhoras
nos comportamentos de ansiedade influenciados por diferentes perfis
genéticos. Para isso, no6s formulamos as seguintes hipdteses
experimentais:

2.1 Exercicios fisico forcado (EFF)

Os animais das linhagens LEW e SHR que completarem o EFF
em esteira diminuirdo os comportamentos relacionados a ansiedade
apresentados nos testes comportamentais.

2.2 Exercicios fisico voluntario (EFV)

Os animais das linhagens LEW e SHR que voluntariamente se
exercitarem nas rodas diminuirdo os comportamentos relacionados a
ansiedade apresentados nos testes comportamentais.

2.3 Exercicios fisico e talidomida

Os individuos da linhagem LEW tratados com uma droga
inibidora de TNF-alfa (talidomida) e submetidos ao exercicio fisico em
esteira conseguirdo completar todo o protocolo de exercicio numa maior
porcentagem que os individuos sem talidomida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos do
exercicio fisico forcado (EFF) e voluntario (EFV) em diferentes perfis
genéticos de ratos, as linhagens LEW e SHR, e a sua relagdo com os
comportamentos relacionados a ansiedade exibidos por estas duas
linhagens.

3.2 Objetivos Especificos

Padronizar o EFF em ratos das linhagens LEW e SHR.

Verificar os efeitos do EFF, no perfil comportamental das
linhagens LEW e SHR.

Tratar animais da linhagem LEW com um farmaco anti-
inflamatdrio, para permitir que todos os individuos completem o
protocolo de EFF.

Padronizar o EFV em ratos das linhagens LEW e SHR.

Verificar os efeitos do EFV, no perfil comportamental das
linhagens LEW e SHR.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Procedimentos experimentais

4.1.1 Animais
Neste trabalho utilizamos duas linhagens isogénicas de ratos, a
Lewis (LEW), originaria da Harland Spreague Dowley Inc. (Indianapolis,
IN) e obtida pelo LGC da Universidade Estadual de Campinas, SP; e a
SHR, originaria da Harvard University (Boston, MA) e adquirida pelo
LGC através da Universidade Federal do Espirito Santo. Em nosso
laboratdrio a consanguinidade das linhagens parentais vem sendo mantida
através de um sistema de acasalamentos irmao/irmé a cada geragao, desde
as suas aquisicoes.
Os animais foram mantidos em condi¢des de alojamento padréo
(12 h claro/escuro de 21+2°C) em cinco por gaiola e tiveram acesso livre
a comida e agua até o momento dos experimentos. Foram utilizados
animais de 2-3 meses de idade. Os experimentos realizados estavam de
acordo com as orientaces do Comité de Etica em Experimentagio
Animal local (CEUA; Oficio n° 136/CEUA/PROPESQ/2014).

4.1.2 Exercicios fisico forcado

Tabela 1 - Distribuigdo total do nimero de ratos utilizados no EFF.

Exercitados (EXE) N=52 Sedentarios (SED) N=52
LEW SHR LEW SHR
(EXE-LEW) (EXE-SHR) (SED-LEW) (SED-SHR)
N=30 N=22 N=30 N=22

EXE = Grupo submetido ao exercicio fisico; SED = grupo sedentério; LEW =
ratos Lewis e SHR = ratos SHR.

Foram utilizados inicialmente um total de 104 ratos machos (22-
30/linhagem/treinamento) de 2 meses de idade. Os ratos de cada linhagem
(LEW e SHR) foram divididos aleatoriamente em grupo sedentario (SED)
e grupo submetido ao exercicio fisico (EXE), totalizando quatro grupos:
SED-LEW, EXE-LEW, SED-SHR, EXE-SHR. Os grupos sedentarios
(controle) foram deixados em uma gaiola, ao lado da esteira, durante o
momento que ocorreu o treinamento fisico, com o objetivo de que o grupo
sedentario também fosse submetido as mesmas condi¢fes ambientais do
momento. Caso um animal ndo completasse os critérios de treinamento
ele era automaticamente excluido dos experimentos.
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O treinamento consistiu em sessdes de corrida em esteira
motorizada adaptada aos roedores, com baias individuais (Insight).
Basicamente, esta esteira era composta por uma banda de borracha ligada
ao motor que gera a movimentagdo. Uma estrutura de plastico dividia a
esteira em 8 baias individuais, permitindo desta forma a corrida
simultanea dos animais. O aparelho também contava com um medidor da
velocidade e de distancia percorrida (Figura 1).

e

Figura 1 - Esteira utilizada no EFF dos ratos das linhagens Lewis e SHR.

Critérios de exclusdo dos animais:

e Uma linha (distancia de 15 cm em relacdo a parte anterior da
esteira) dividia a esteira de corrida em parte anterior e posterior

e Durante a corrida, contabilizamos um retrocesso cada vez que o
animal, por ndo conseguir ou ndo querer acompanhar o ritmo da
esteira, retrocedeu para a parte posterior da mesma.

e Um nUmero constante de retrocessos, assim como a permanéncia
por mais de um minuto na area posterior da esteira foi
considerado um fator determinante para a retirada dos individuos
do protocolo, para evitar qualquer sofrimento desnecessario aos
mesmos.

As sessdes de corrida foram realizadas durante quatro semanas,
sendo que a primeira foi considerada como uma semana de adaptacdo ao
exercicio. Entdo, basicamente, o protocolo de adaptacdo a corrida
(primeira semana) consistiu de:

Semana 1 — Habituacao ao exercicio e a esteira.
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Dia 1 - Os ratos correram um total de 15 minutos a uma velocidade de
8m/min.

Dia 2 - Os ratos correram um total de 15 minutos a uma velocidade de
8m/min (primeiros 10 minutos) que foi aumentada para uma velocidade
de 10m/min, nos Gltimos 5 minutos.

Dia 3 - No terceiro dia, os ratos correram um total de 15 minutos a uma
velocidade de 10m/min (primeiros 10 minutos) que foi aumentada para
uma velocidade de 12m/min, nos Gltimos 5 minutos.

Dia 4 - Os ratos correram um total de 25 minutos a uma velocidade de
10m/min (primeiros 10 minutos) que foi aumentada para uma velocidade
de 12m/min, nos ultimos 15 minutos.

Dia 5 - Os ratos correram um total de 30 minutos a uma velocidade de
10m/min (primeiros 5 minutos) que foi aumentada para uma velocidade
de 12m/min, (durante 20 minutos) e finalizando com uma velocidade de
15m/min nos Gltimos 5 minutos restantes.

Semana 2 a 4 — Treinamento em esteira.

A partir da segunda semana, a velocidade basal de corrida
(15m/min) foi sempre empregada e o tempo total de corrida foi
aumentado em 5 minutos, nos dois primeiros dias, com o objetivo de
conseguir um treinamento fisico, que consiste numa corrida a 15m/min
por 40 minutos.

I I
Dia 1-15min Dia2-15min Dia 3- 15 min Dia 4- 25 min Dia 5-30min

v

15min—8m/min  10min—8m/min 10 min-10m/min 10 min-10m/min 5 min - 10m/min
5min—10m/min 15 min—12m/min  15min—12m/min  20min -12m/min

5 min -15m/min

Figure 2 - Esquema proposto para a semana de adaptacdo ao EFF em esteira, com
as linhagens LEW e SHR.

O experimento de EFF foi realizado com um niimero total de 104
ratos, distribuidos nos grupos EXE e SED, e subdivido nas duas linhagens
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anteriormente citadas. O ndmero amostral final foi distribuido conforme
mostra a tabela 1,

O protocolo descrito é uma adaptacdo de um protocolo ja
utilizado na Universidade de Sao Paulo, no Laboratério de Neurobiologia
Celular, o qual trabalha com a linhagem de ratos WISTAR (REAL et al.,
2010). O ajuste da velocidade e do tempo, no nosso protocolo, foi
realizado através de um experimento piloto, no qual nés observamos que
0s ratos se adaptam melhor nas velocidades descritas (dados néo
mostrados).

4.1.3 Exercicios fisico voluntario

Tabela 2 - Distribuicdo total do nimero de ratos utilizados nos experimentos.

Exercitados (EXE) N= 18 Sedentarios (SED) N=18
LEW SHR LEW SHR
(EXE-LEW) (EXE-SHR) (SED-LEW) (SED-SHR)
N=9 N=9 N=9 N=9

EXE = Grupo submetido ao exercicio fisico; SED = grupo sedentario; LEW =
ratos Lewis e SHR = ratos SHR.

Foram utilizados um total de 36 ratos machos
(9/linhagem/treinamento) de 2 meses de idade. Os ratos foram colocados
individualmente numa gaiola com acesso livre a uma roda de corrida (@
31 cm) por um periodo de 3 semanas (21 dias) durante 24h. As voltas
foram contabilizadas em cada roda com um contador de voltas eletrénico
a fim de estimar a distancia percorrida por cada rato durante cada dia.
Assim como no experimento anterior, os ratos de cada linhagem (LEW e
SHR) foram divididos aleatoriamente em grupo sedentario (SED) e grupo
submetido ao exercicio fisico (EXE), totalizando quatro grupos: SED-
LEW, EXE-LEW, SED-SHR, EXE-SHR. Neste caso, 0 grupo controle
(SED) ficou numa gaiola sem acesso a roda de corrida.
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Figura 3 - Roda de correr utilizada no EFV dos ratos das linhagens
Lewis e SHR.

O experimento de corrida nas rodas de corrida utilizou um total
de 36 ratos distribuidos como mostra a tabela a seguir:

4.1.4 Exercicios fisico em esteira dos animais tratados com
talidomida

Animais da linhagem LEW de 2 meses de idade foram tratados,
por via intraperitoneal, durante 5 dias seguidos com Talidomida (Sigma)
(n=4/tratamento), numa dose de 4 mg/kg, 15 min antes de comecar o
treinamento no protocolo de EFF. Esta droga foi solubilizada em 10% de
solugdo de DMSO na concentracéo de 4mg/ml e diluida em solugéo salina
(0,9%). O grupo controle foi tratado com inje¢fes de solugdo salina
(0,9%), (n=4/tratamento). Constituindo-se desta forma 4 grupos;
exercitado/talidomida,  exercitado/controle,  sedentério/talidomida,
sedentério/controle. Apds este periodo os animais foram submetidos a um
protocolo de EFF idéntico ao descrito na se¢éo 4.1.1.

Metodologia para quantificacdo de retrocessos

No primeiro, terceiro e quinto dia do EFF, a corrida dos ratos na
esteira foi gravada durante os 12 primeiros minutos para a quantificacéo
do nimero de retrocessos que cada animal fazia durante a corrida. Ou
seja, uma linha (distancia de 15 cm em relagéo a parte anterior da esteira)
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dividia a esteira de corrida em parte anterior e posterior e, durante a
corrida, cada vez que o animal retrocedeu atras da linha (parte posterior
da esteira) foi contabilizado, para este animal, um retrocesso.

4.2 Testes Comportamentais
4.2.1 Campo Aberto

Um dos modelos mais amplamente utilizados para medir a
emocionalidade em ratos € o Campo Aberto (CA), originalmente
desenvolvido por Calvin Hall em 1934. O aparato consiste em uma caixa
de madeira coberta com férmica, contendo uma arena branca, quadrada
(100 x 100 cm), dividida em 25 quadrados de 20 x 20 cm (linhas divisdrias
pretas), cercada por paredes também brancas, de 40 cm de altura (Figura
4). Os 16 quadrados adjacentes as paredes constituiam a regido periférica
do aparato, enquanto os outros 9 formam a parte central. A iluminagéo no
momento do teste foi de 7 lux. Cada animal foi posicionado no centro do
aparato e o niumero de quadrados cruzados por ele no centro e na periferia
foi registrado ao longo de 5 minutos. Também registrou-se o tempo pelo
qual o animal permanecera na regido central do CA. Considera-se que a
locomogdo na &rea central do aparato estd mais relacionada com a
emocionalidade do animal, enquanto a locomogao periférica envolveria
majoritariamente 0 componente motor ( Ramos et al. 2008).

W

Figura 4 - Aparato utilizado para realizar o teste do Campo Aberto.
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4.2.2 Labirintos em Cruz Elevado (LCE)

O LCE é um teste com o objetivo de identificar os efeitos
ansioliticos e ansiogénicos de drogas em ratos. Ele foi inicialmente
proposto por Pellow et al. (1985). Para este teste, foi utilizado um aparato
formado por quatro bracos (52 cm elevados do chdo, com 50 cm de
comprimento e 10 cm de largura) de madeira, pretos, dispostos em
formato de cruz. Um par de bragos opostos cercado por paredes de 40 cm
(chamados de bracos fechados), outro par de bragos chamados de bracos
abertos e uma plataforma central (10 x 13,5 cm) formada pela interseccéo
dos quatro bragos (Figura 5).

Os animais foram colocados na plataforma central com a face
voltada para um dos bragos abertos. Durante 5 minutos registrou-se o
tempo permanecido e o0 nimero de entradas nos bragos abertos; do mesmo
modo registrou-se 0 tempo e o nimero de entradas nos bragos fechados.
Os ratos menos “ansiosos” sdo os que tém maior atividade exploratéria
dos bragos abertos (Nomikos and Spyraki, 1988).

—

Figura 5 - Aparato utilizado para realizar o teste do Labirinto em
Cruz Elevado.
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4.3 Analises Estatisticas

Os resultados foram sempre expressos como média + erro padrao
e analisados mediante o uso da ANOVA de duas vias (fatores linhagem e
exercicio) seguido do teste post-hoc de Duncan quando necessario. Os
resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. Todas as
andlises foram realizadas utilizando o programa Statistica® 6.0 e todos 0s
graficos foram produzidos com o programa GraphPad 5.0.
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5. RESULTADOS

Os resultados dos testes comportamentais dos animais das
linhagens LEW e SHR submetidos aos diferentes protocolos de exercicio
fisico (forcado e voluntario) encontram-se descritos a seguir.

5.1 Exercicios fisico forcado

A Figura 6 mostra a porcentagem de ratos das duas linhagens que
completaram o critério do treinamento no protocolo do EFF ao longo do
tempo. Um total de 30 animais LEW e 22 SHR iniciaram o treinamento,
mas apenas 20% dos LEW (N=6) e 63% (N=13) dos SHR concluiram
satisfatoriamente o EFF e foram, portanto, considerados nos testes
comportamentais.

porcentagem de ratos persistentes no
protocolo de EFF
100
80
60
40

20

total 1 semana 2 semana 3 semana 4 semana

— WS shr

Figura 6 - Porcentagem do nimero de ratos que persistiram no EFF conforme o
decorrer das semanas.
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Os resultados do CA estdo apresentados nas figuras 7-10. Na
medida locomocgdo central ocorreu um efeito geral significativo do fator
linhagem (SHR>LEW; F = 29,48 e p < 0,01) e do fator exercicio
(EXE>SED; F = 11,04 e p < 0,05) (Figura 7). Na medida locomogéo
periférica ocorreu um efeito geral significativo do fator exercicio
(EXE>SED; F=15,19 e p < 0,01) (Figura 8). Na medida locomocdo total
ocorreu um efeito geral significativo do fator exercicio (EXE>SED; F =
18,56 e p < 0,01) (Figura 9). Na medida tempo no centro ocorreu um
efeito geral significativo do fator exercicio (SED>EXE; F = 5,08 e p <
0,05) (Figura 10).

*%

201

1 Sedentario

= Hl Exercitado
= 154
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3
2 #
SR [ E— I
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e
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LEWIS SHR

Figura 7 - Locomogdo central no CA dos ratos LEW e SHR, exercitados e
sedentérios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam os valores
médios + erro padrdo. ** Representa diferenca significativa entre as linhagens
LEW e SHR (p < 0,01) e # representa diferenca significativa entre treinados e
sedentarios (p < 0,05) segundo a ANOVA de duas vias.
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Figura 8 - Locomocéo periférica no CA dos ratos LEW e SHR, exercitados e
sedentarios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam os valores
médios + erro padrdo. ## Representa diferenca significativa entre treinados e
sedentarios (p < 0,01) segundo a ANOVA de duas vias.

100- _
_ [ Sedentario
% 80- HEl Exercitado
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Figura 9 - Locomogdo total no CA dos ratos LEW e SHR, exercitados e
sedentarios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam o0s valores
médios + erro padrdo. ## Representa diferencga significativa entre treinados e
sedentarios (p < 0,01) segundo a ANOVA de duas vias.
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Figura 10 - Tempo no centro no CA dos ratos LEW e SHR, exercitados e
sedentérios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam os valores
médios + erro padrdo. # Representa diferenca significativa entre treinados e
sedentérios (p < 0,05) segundo a ANOVA de duas vias.
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Os resultados do LCE estdo apresentados nas figuras 11-14. Na
medida de entradas nos bracos abertos ocorreu um efeito geral
significativo do fator linhagem (SHR>LEW; F = 4,46 e p < 0,05) e do
fator exercicio (EXE>SED; F = 4,09 e p <0,05) (Figura 11). Na medida
de entradas nos bragos fechados ndo ocorreu um efeito geral significativo
do fator linhagem (F = 0,22 e p > 0,05) nem do fator exercicio (F = 0,57
e p > 0,05) (Figura 12). Na medida tempo gasto nos bracos abertos
ocorreu um efeito geral significativo do fator linhagem (SHR>LEW; F =
24,55 e p<0,01) (Figura 13). Na medida tempo gasto nos bracos fechados
ocorreu um efeito geral significativo do fator linhagem (LEW>SHR; F =
49,35 e p < 0,01) (Figura 14).

*

.
38 - # [ Sedentario
2 Hl Exercitado
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Figura 11- Entradas nos bragos abertos do LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam
os valores médios +* erro padrdo. * Representa diferenga significativa entre as
linhagens Lewis e SHR (p < 0,05) e # representa diferenca significativa entre
exercitados e sedentarios (p < 0,05) segundo a ANOVA de duas vias.
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Figura 12— Entradas nos bragos fechados do LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam
os valores médios + erro padréo.
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Figura 13 - Tempo nos bracos abertos do LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam
os valores médios + erro padrdo. ** Representa diferenca significativa entre as
linhagens LEW e SHR (p < 0,01) segundo a ANOVA de duas vias.
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Figura 14 - Tempo nos bragos fechados no LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (6-13/linhagem/treinamento). As colunas representam
os valores médios * erro padrdo. ** Representa diferenca significativa entre as
linhagens LEW e SHR (p < 0,01) segundo a ANOVA de duas vias.

5.2 Exercicios fisico voluntario

No EFV, os resultados obtidos no teste do CA estdo apresentados
nas figuras 15-18. Na medida locomoc&o central ocorreu um efeito geral
significativo do fator linhagem (SHR>LEW; F = 7,68 e p < 0,05) (Figura
15). Na medida locomocdo periférica ndo ocorreu um efeito geral
significativo do fator linhagem (F = 0,001 e p > 0,05) nem do fator
exercicio (F = 0,55 e p > 0,05) (Figura 16). Na medida locomocéo total
ndo ocorreu um efeito geral significativo do fator linhagem (F = 0,60 e p
> 0,05) nem do fator exercicio (F = 0,58 e p > 0,05) (Figura 17). Na
medida tempo gasto no centro ocorreu uma interago entre os fatores
linhagem e exercicio (F = 4,73 e p < 0,05). Nesta medida o teste post-hoc
de Duncan mostra que as linhagens diferem somente nos animais
exercitados (SHR>LEW) (Figura 18).
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Figura 15 - Locomogdo central no CA dos ratos LEW e SHR, exercitados e
sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam os valores médios
* erro padrdo. * Representa diferenca significativa entre as linhagens LEW e SHR
(p < 0,05) segundo a ANOVA de duas vias.
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Figura 16 - Locomocéo periférica no CA aberto dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam os
valores médios + erro padréo.
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Figure 17 - Locomocdo total no CA aberto dos ratos LEW e SHR, exercitados
e sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam o0s valores
médios + erro padrao.
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Figure 18 — Tempo no centro de no CA aberto dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam os
valores médios + erro padrdo. @ Representa diferenca significativa entre
linhagens LEW e SHR (p < 0,05) somente nos animais exercitados conforme a
ANOVA de duas vias seguida do teste post-hoc de Duncan.
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Os resultados do LCE estdo sumarizados nas figuras 19-22. Na
medida entrada nos bragos abertos ocorreu um efeito geral significativo
do fator linhagem (SHR>LEW; F = 7,34 e p < 0,05) (Figura 19). Na
medida entrada nos bracos fechados ndo ocorreu um efeito geral
significativo do fator linhagem (F = 0,44 e p > 0,05) nem do fator
treinamento (F = 1,62 e p > 0,05) (Figura 20). Na medida tempo gasto nos
bracos abertos ocorreu um efeito geral significativo do fator linhagem
(SHR>LEW; F = 19,54 e p < 0,01) (Figura 21). Na medida tempo gasto
nos bracos fechados ocorreu um efeito geral significativo do fator
linhagem (LEW>SHR; F = 25,32 e p < 0,01) (Figura 22).
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Figura 19 — Entradas nos bragos abertos do LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam os
valores médios * erro padrdo. * Representa diferenca significativa entre as
linhagens LEW e SHR (p < 0,05) segundo a ANOVA de duas vias.
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Figura 20 — Entradas nos bragos abertos do LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam os
valores médios + erro padréo.
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Figura 21 - Tempo nos bragos abertos do LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam os
valores médios + erro padrdo. * Representa diferenca significativa entre as
linhagens LEW e SHR (p < 0,05) segundo a ANOVA de duas vias.
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Figura 22 — Tempo nos bragos fechados do LCE dos ratos LEW e SHR,
exercitados e sedentarios (9/linhagem/treinamento). As colunas representam os
valores médios + erro padrdo. * Representa diferenca significativa entre as
linhagens LEW e SHR (p < 0,05) segundo a ANOVA de duas vias.
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A figura 23 mostra as distancias médias percorridas durante o
protocolo de EFV pelos grupos exercitados de cada linhagem. A ANOVA
de uma via de medidas repetidas demonstrou que existe uma interacéo
significativa entre as linhagens e os dias (F=2,6; p < 0,01). O teste post-
hoc de Duncan sugere que a partir do terceiro dia de teste a linhagem SHR
aumenta a distancia percorrida nas rodinhas, fato que ndo acontece nos
animais da linhagem LEW. A média total de distancia percorrida dos
animais LEW é 0,050 km/dia e dos animais SHR é de 3,63 Km/dia.
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Figura 23 — Distancia percorrida (km) pelos ratos LEW e SHR nas rodas de
corrida (9/linhagem). As caixas representam os valores médios + erro padrdo. A
ANOVA de duas vias de medidas repetidas revelou que existe uma interacéo
significativa entre os fatores linhagem e dias (p < 0,01). O teste post-hoc de
Duncan sugere que os animais SHR aumentam a distancia percorrida a partir do
terceiro dia.
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5.3 Exercicios fisico em esteira de animais tratados com
talidomida

Os resultados dos animais da linhagem LEW, tratados durante 5
dias com talidomida ou solucdo controle e submetidos ao treinamento
fisico em esteira, no CA estdo apresentados nas figuras 24-25.

Na medida locomocdo central ndo ocorreu um efeito geral
significativo do fator pré-tratamento (F = 2,31 e p > 0,05) ou exercicio (F
= 2,82 e p > 0,05) (Figura 24). Na medida locomocdo periférica ndo
ocorreu um efeito geral significativo do fator pré-tratamento (F = 0,69 e
p > 0,05) ou exercicio (F = 0,87 e p > 0,05) (Dados ndo mostrados). Na
medida locomog&o total ndo ocorreu um efeito geral significativo do fator
pré-tratamento (F = 0,87 e p > 0,05) ou exercicio (F = 1,09 e p > 0,05)
(Dados ndo mostrados). Na medida tempo gasto no centro ocorreu uma
interacdo significativa entre os fatores pré-tratamento e exercicio (F =
4,90 e p < 0,05) (Figura 25). Nesta medida o teste post-hoc de Duncan
mostra que a talidomida diminui o tempo no centro somente nos animais
exercitados (Figura 25).
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Figura 24 — Locomocdo central no CA dos ratos LEW, exercitados ou
sedentérios, tratados com salina ou talidomida (4/tratamento/treinamento). As
colunas representam os valores médios + erro padrao.
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Figura 25 — Tempo gasto no centro do CA dos ratos LEW, exercitados ou
sedentarios, tratados com salina ou talidomida (4/tratamento/treinamento). As
colunas representam os valores médios + erro padrdo. @ Representa diferenca
significativa entre os tratados com talidomida (p < 0,05) conforme a ANOVA de
duas vias seguida do teste post-hoc de Duncan.
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Os resultados dos animais da linhagem LEW, tratados durante 5
dias com talidomida ou solucéo controle e submetidos ao EFF em esteira,
no LCE estdo apresentados nas figuras 26-27. Na medida tempo nos
bragos abertos ndo ocorreu um efeito geral significativo do fator pré-
tratamento (F = 2,42 e p > 0,05) ou exercicio (F = 1,08 e p > 0,05) (Figura
26). Na medida tempo nos bracos fechados ndo ocorreu um efeito geral
significativo do fator pré-tratamento (F = 0,77 e p > 0,05) ou exercicio (F
= 1,64 e p > 0,05) (Dados ndo mostrados). Na medida entrada nos bragos
abertos ndo ocorreu um efeito geral significativo do fator pré-tratamento
(F = 2,50 e p > 0,05) ou exercicio (F = 1,28 e p > 0,05) (Dados nédo
mostrados). Na medida entrada nos bracos fechados ocorreu uma
interacdo significativa entre os fatores pré-tratamento e exercicio (F =
5,31 e p < 0,05) (Figura 27). Nesta medida o teste post-hoc de Duncan
mostra que o exercicio fisico aumenta o nimero de entradas somente nos
animais tratados com a talidomida (Figura 27).
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Figura 26 — Tempo nos bragos abertos no teste de LCE dos ratos LEW,
exercitados ou sedentdrios, tratados com salina ou talidomida
(4/tratamento/treinamento). As colunas representam os valores médios + erro
padréo.
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Figura 27 — Entradas nos bracos fechados no teste de LCE dos ratos LEW,
exercitados ou sedentarios, tratados com salina ou talidomida
(4/tratamento/treinamento). As colunas representam os valores médios + erro
padrdo. @ Representa diferenca significativa entre os tratados com talidomida (p
< 0,05) conforme a ANOVA de duas vias seguida do teste post-hoc de Duncan.

A ANOVA de medidas repetidas de duas vias revelou um efeito
geral do pré-tratamento no nimero de retrocessos realizados na esteira de
corrida durante os trés dias avaliados de EFF (Controle>Talidomida; F
=13,69 p < 0,005) (Figura 28). Por fim, como podemos observar, 0
tratamento com a talidomida, durante 5 dias, permitiu com que 100% dos
animais LEW completassem o exercicio forgcado, em detrimento do grupo
tratado com salina, onde nenhum animal completou totalmente o EFF
(Figura 29).
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Figura 28 — Numero de retrocessos nos trés primeiros dias da primeira semana
de exercicio dos animais LEW tratados com talidomida (n=4) ou solugdo controle
(n=4) durante 5 dias. O * representa efeito geral de tratamento (p<0,05) segundo
a ANOVA de medidas repetidas.
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Figura 29 — Numero de individuos retirados ao longo do protocolo de exercicio
fisico forcado com animais tratados com talidomida.
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6. DISCUSSAO

Nos experimentos realizados neste trabalho, n6s demonstramos
gue o regime de exercicio fisico, forcado em esteira foi capaz de diminuir
os indices de ansiedade/emocionalidade de duas linhagens isogénicas de
ratos em dois aparatos classicamente utilizados para medir estes
comportamentos. O treinamento fisico for¢cado também parece, a0 menos
no teste do CA, aumentar a locomogdo destes animais. Da mesma
maneira, o efeito do exercicio fisico voluntario, parece diminuir os indices
de ansiedade/emocionalidade, porém apenas na linhagem SHR e no teste
do CA. Por fim, o tratamento com a talidomida faz com que 0s animais
da linhagem LEW consigam completar todo o treinamento fisico
diminuindo o nimero de retrocessos na esteira.

6.1 Exercicios fisico forcado

Os nossos resultados sugerem que as duas linhagens expostas a um
regime de EFF e continuo de quatro semanas, apresentaram diferengas
significativas em relacdo aos seus controles (sedentarios) nos testes
comportamentais que envolvem comportamentos relacionados a
ansiedade/emocionalidade (Figuras 7-14).

Por exemplo, o exercicio fisico aumentou significativamente a
locomocao no centro do CA nas duas linhagens (Figura 7). Este resultado
inédito é muito importante para a compreensdo dos perfis genéticos e
comportamentais das duas linhagens que compde este modelo genético,
pois esta medida comportamental representa um classico indice de
ansiedade/emocionalidade deste teste comportamental. Ou seja, 0 animal
gue se aproxima mais desta regido aversiva é considerado menos ansioso
ou que apresenta menos medo (Prut, and Belzung, 2003).

Além disso, através do uso de uma populacdo F2 proveniente de
um intercruzamento entre as linhagens isogénicas LEW e SHR, (Ramos
and Morméde, 1999) identificaram e mapearam, pela primeira vez, um
QTL (do inglés locus para caracteristicas quantitativas), chamado
atualmente de Anxrrl6 (Anxiety related response QTL 16), para
comportamentos relacionados a emocionalidade em ratos. Este QTL foi
encontrado no cromossomo 4 do rato e afetava exatamente a medida
locomocdo central do CA. Ou seja, existe (m) gene (S) nesta regido
cromossdmica que sdo responsaveis pelo comportamento diferencial
destas duas linhagens quanto a sua aproximagéo/esquiva da regido central
deste aparato (CHIAVEGATTO et al., 2009b). Como o exercicio fisico
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aumentou a locomocéo central das duas linhagens, diminuindo assim a
ansiedade delas, n6s podemos sugerir que os seus efeitos sdo dependentes
de genes localizados na regido do QTL Anxrrl6. Entretanto, isso devera
ser futuramente melhor investigado em nosso laboratério.

Da mesma maneira, no teste do LCE o exercicio fisico também
diminuiu a ansiedade/emocionalidade dos animais, pois aumentou as
entradas nos bragos abertos deste teste (Figura 11). Os bracos abertos do
LCE sdo considerados a area aversiva deste teste e classicamente um
aumento de entradas ou de tempo gasto nestes bragos sugerem que 0
animal estd com baixos niveis de ansiedade (PELLOW et al., 1985). De
acordo com 0s nossos resultados, nés vemos na literatura que ratos
Sprague-Dawley machos treinados em esteira por 10 semanas em
condicdes semelhantes as nossas (velocidade =15m/min, duracdo = 40
min, 5 dias por semana) apresentavam um aumento da locomogdo nas
areas aversivas do CA e do LCE. Assim, Fulk et al. (2004), como nds,
também sugeriram um efeito de diminuicdo da ansiedade ap6s o EFF em
esteira.

Entretanto o efeito de aumento da locomogdo central e de
entradas nos bragos abertos nos animais exercitados ndo parece ter sido
especifico, pois ele aumentou também a locomocdo periférica e total
destes animais no CA (Figuras 8-9). Apesar de que estas medidas
comportamentais deveriam medir componentes emocionais diferentes
(FERNANDEZ-TERUEL et al., 2002) alguns resultados da literatura
sugerem que elas podem compartilhar significados comportamentais
comuns. Afinal, ambas envolvem locomogdo e sdo coletadas quando o
animal esta sendo exposto ao mesmo ambiente inédito. Por exemplo, 0s
ratos Floripa H e L, que foram selecionados bidirecionalmente em nosso
laboratério para a locomogdo central no CA, ap6s 4 geragdes
apresentavam divergéncia também em relacdo a locomocdo periférica (A.
Ramos, 2003). Ainda, originalmente no CA somente se mensurava a
locomocao total dos animais (HALL, 1934). Como o ambiente do teste
era inédito ao animal, aquele que se locomovesse menos e defecasse mais
era considerado o animal mais “ansioso”. Parecia, portanto, que a
locomogdo geral no aparato era influenciada por fatores emocionais,
independentemente da regifo onde o rato estivesse.

Entretanto, devido a estes dados, obtidos nos nossos presentes
experimentos, n6s podemos sugerir que os efeitos do exercicio fisico
causaram também um efeito hiperlocomotor, além daquele na
emocionalidade, nos animais das duas linhagens, talvez devido ao
aumento da capacidade muscular ou cardiovascular (Akiyama and Sutoo
1999; Moraska et al. 2000; Burghardt et al. 2004). Este ponto é apoiado
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também quando vemos que o EFF diminuiu o tempo gasto no centro do
CA dos animais das duas linhagens (Figura 10). Apesar de esta medida
comportamental ser considerada um indice de ansiedade/emocionalidade,
pois se refere ao tempo gasto em uma regido aversiva do aparato, drogas
ou manipulag6es que de alguma maneira afetam a atividade locomotora
dos animais neste aparato podem afeté-la. Devido ao fato que os animais
comegam este teste comportamental exatamente no centro do CA. Assim,
um efeito sedativo ou hipolocomotor pode aumentar o tempo no centro
de um animal, causando um efeito falso positivo quando esta medida é
considerada em termos de ansiedade/emocionalidade. Ou ainda, um efeito
hiperlocomotor pode diminuir o tempo no centro causando um efeito falso
negativo. Por esta razdo a medida tempo no centro do CA nem sempre é
utilizada em experimentos que envolvem o teste do CA ( Ramos and
Mormede 1998). Talvez o mais correto fosse considera-la como uma
medida mista de ansiedade e atividade locomotora. No6s acreditamos que,
neste experimento especifico, a diminuicdo do tempo no centro seja
causada pelo aumento da locomocéo geral dos animais exercitados, mais
do que um possivel efeito ansiogénico, que seria contraditério as figuras
7 e 11. Porém, ndo foram observados efeitos hiperlocomotores devido a
EFF no teste do LCE (Figura 12) e, por esta razao, este ponto tera que ser
melhor investigado futuramente.

Tanto na locomogdo central no CA (Figura 7) como nas entradas
e tempo gasto nos bragos abertos do LCE (Figura 11-13, respectivamente)
se observou uma diferenca significativa no fator linhagem. Estes
resultados confirmam que quando o modelo genético LEW e SHR ¢
testado comportamentalmente nestes dois aparatos a linhagem SHR é
aquela considerada a menos ansiosa (A. Ramos et al. 2002; A. Ramos et
al. 2008; A. Ramos 2007b). Além disso, a falta de interac&o significativa
demonstra que os efeitos do treinamento fisico sdo independentes do
perfil emocional das linhagens utilizadas, ao menos naqueles animais que
conseguem completar todo o protocolo de EFF. Neste ponto, temos que
ressaltar que os animais da linhagem LEW na sua maioria (80%) ndo
conseguiram completar o exercicio, uma diferenca grande se comparada
a linhagem SHR, onde apenas 37% dos animais ndo conseguiram
completar o treinamento (Figura 6).

Este fato nos levou a planejar um terceiro experimento, que sera
discutido mais adiante nesta se¢éo, assim como a nossa terceira hipotese.
Porém, até este momento, as duas primeiras hipdteses descritas na se¢do
2.1 foram confirmadas pelos resultados obtidos no presente estudo.

6.2 Exercicios fisico voluntario
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Durante os 21 dias de corrida no protocolo do EFV noés
mostramos que o0s animais da linhagem SHR se exercitaram
voluntariamente percorrendo grandes distancias (Figura 23), fato que
corrobora com alguns outros dados da literatura (HOFFMANN;
THOREN; ELY, 1987). Entretanto, os animais da linhagem LEW n&o se
exercitam voluntariamente, fato que pode ter atrapalhado um possivel
efeito benéfico do exercicio voluntario (Figura 23). Além disso, faz-se
necessario considerar que os ratos que foram expostos as rodas de corrida
na gaiola durante 21 dias, permaneceram isolados socialmente durante
este periodo. Os ratos vivem normalmente em grupos gregarios, sendo o
contato entre eles um fator fundamental para o estabelecimento da
organizagdo social (Varlinskaya et al., 2008). Alguns autores relatam que,
em ratos, a privagdo social tem como consequéncia uma série de reacfes
comportamentais e fisioldgicas que afetam a emocionalidade dos
individuos (Weiss et al., 2004). Outros relatam que o isolamento é
considerado um estimulo cronico de estresse que ocasiona hiperatividade
(McEwen, 2012), aumento de locomocdo em ambientes novos (Jones,
1990), comportamento agressivo, assim também como mudangas de
parametros endécrinos (POHORECKY et al., 2008). Além destes, um
trabalho de nosso préprio laboratério mostrou que os ratos LEW podem
ser sensiveis aos efeitos do isolamento social (Oliveira, 2008), o que
poderia ter inibido a sua vontade de correr voluntariamente. Assim, no
futuro nos pretendemos realizar um experimento com um grupo controle
adicional que ndo seja submetido a condi¢des isolamento social para
avaliar a possivel interacdo entre os efeitos do exercicio e do isolamento
social sobre os comportamentos exibidos por estas linhagens de ratos.

Na nossa hipétese sobre o exercicio voluntario prediziamos que
0os animais das linhagens LEW e SHR que voluntariamente se
exercitassem nas rodas diminuiriam os comportamentos relacionados a
ansiedade apresentados em testes comportamentais ndo foi confirmada.
Ao contrario do protocolo do EFF, os animais que voluntariamente se
exercitaram ndo diminuiram seus niveis de ansiedade/emocionalidade,
com excecdo de um efeito especifico da linhagem SHR no teste do CA.
Em parte isso pode se dever as diferencgas de protocolo entre os dois tipos
de exercicios. Porém, existem trabalhos mostrando efeitos importantes do
treinamento fisico forcado e voluntario no cérebro e comportamento
(Leasure and Jones, 2008), dentre eles efeitos no sistema de
neurotransmissores monoaminérgicos (DISHMAN et al., 1997),
expressdo de BDNF no hipocampo (PLOUGHMAN et al., 2005) e
comportamento no teste do CA (BURGHARDT et al., 2004). A literatura
também descreve estudos que comparam os efeitos dos dois tipos de
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exercicio, sendo a principal dificuldade igualar as condicGes de
intensidade e duracdo de treinamento (Leasure and Jones, 2008). Um fato
importante a considerar é que geralmente os protocolos de EFF
restringem a atividade dos ratos na esteira entre 40 minutos e uma hora
de duracdo. Ja ratos submetidos ao EFV tém acesso a roda de corrida
durante 24 horas. Da mesma maneira alguns estudos realizam
comparacdes entre grupos onde os animais submetidos ao EFF correm
distancias curtas e animais submetidos ao EFV percorrem grandes
distancias (Rodnick et al., 1989; Lambert et al., 1996; Burghardt et al.,
2004; Naylor et al., 2005). Também, a exposicdo cronica indica mudancas
no cérebro e no comportamento de forma diferenciada nos dois
paradigmas de treinamento (Rhodes et al. 2003; Binder et al. 2004;
Leasure and Jones 2008). No presente estudo, nos protocolos de EFF os
ratos correram em uma velocidade de 15m/min, durante 40 minutos, o
gue resultou em aproximadamente 400 m corridos em cada dia de
exercicio. JA& no EFV, os individuos que mostraram atividade,
apresentaram médias de aproximadamente 3,5 km por dia, com
velocidades de corrida variadas, muitas vezes maiores a 30m/min. Estas
evidéncias sugerem como perspectivas futuras deste trabalho, testar
diferentes intensidades e duracdo de protocolos e avaliar seus efeitos nos
testes comportamentais.

Os efeitos do EFV séo relatados por varios autores. Alguns
estudos sugerem que ele seja naturalmente gratificante e viciante (Belke,
2005; Rhodes, 2003). Por exemplo, em um estudo sobre motivacéo e EFV
camundongos foram continuamente selecionados para a atividade de
corrida voluntaria. Apds 29 geracdes 0s pesquisadores mostraram uma
diferenciacdo de regibes cerebrais associadas & motivacdo, tais como
hipotdlamo lateral, cdrtex sensorial, nicleo acumbens e putamen. Além
disso, foi descrito, nesse mesmo estudo, um aumento da atividade
dopaminérgica nos individuos corredores (Rhodes and Gammie 2003).
Esta evidéncia de padrdes neuroanatdmicos associados a atividade de
corrida, com um componente genético em comum, poderia ser levado em
conta para futuras investigacGes sobre as diferencas observadas na
motivacao ao exercicio das linhagens LEW/SHR observadas no presente
trabalho.

Resumindo, cada protocolo possui diferentes componentes que
geram diferentes respostas nos ratos. O EFF pode gerar fadiga e uma
exposicdo ao estresse elevada, porém apresenta condigdes experimentais
mais controladas e, segundo nossos resultados, efeitos comportamentais
mais evidentes. Por outro lado, o EFV propicia efeitos dissociados do
estresse cronico permitindo indagar a respeito dos fatores de motivacao
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para a atividade fisica. Assim, devido ao que foi exposto, nés acreditamos
que a utilizacdo de ambos os paradigmas de exercicio fornece uma boa
ferramenta para entender a sensibilidade de cada genétipo aos efeitos do
exercicio fisico.

6.3 Exercicios fisico em esteira de animais tratados com

talidomida

Conforme comentado no fim da se¢do 6.1, a porcentagem de
animais da linhagem LEW que conseguiram completar as 4 semanas de
EFF foi notoriamente menor que a da linhagem SHR (Lewis: 20%; SHR:
63% completaram o exercicio). A linhagem LEW além de ter prejuizos
no sistema imune apresenta disfungdes na secrecdo de moléculas
neuroinflamatdrias ( De Vos et al. 1995; Cai et al. 2006; Earp et al. 2008;
Harrington, 2013) mostrando uma exacerbada producdo de TNF alfa e
outras citosinas na resposta ao estresse (ELENKOV et al., 2008a). A
talidomida é uma droga que inibe a sintese de TNF alfa, com a qual
poderia reduzir o hipotético efeito do TNF alfa na resposta do estresse e
fatiga, e, assim, aumentar a resisténcia dos animais LEW aos efeitos do
EFF. Além disso, algumas pesquisas relatam o efeito do TNF alfa no
desenvolvimento de doencas como a ansiedade e a depressao ( Salim et
al. 2012; Camara et al. 2013).

O pré-tratamento com a talidomida diminuiu significativamente
0 nimero de retrocessos na esteira durante o EFF dos animais da linhagem
LEW (Figura 28). Da mesma maneira a talidomida propiciou que todos
0s animais LEW conseguissem completar o periodo de treinamento
(Figura 29). Entretanto, a talidomida ndo modificou de forma
significativa o comportamento dos animais da linhagem LEW apds o
exercicio fisico (figuras 24-27). Embora, devido ao baixo N experimental
ndo podemos deixar de considerar a possibilidade de algum efeito do
tratamento. Do mesmo modo, com base nas pesquisas realizadas sobre
talidomida na linhagem LEW e também em camundongos (ELENKOV
et al., 2008b; JUAN P. CATA, HAN-RONG WENG, 2009), nds
consideramos futuramente a avaliagdo de doses maiores de talidomida
para verificar os efeitos na resposta comportamental aoc EFF.

Segundo a literatura, alguns estudos sugerem que os individuos
submetidos ao exercicio em esteira sdo expostos a condicOes estressantes
( White-Welkley et al. 1995; Moraska et al. 2000). Os animais da
linhagem LEW apresentam prejuizos na liberacdo de CRH, ACTH e
CORT e, em relagdo aos ratos da linhagem Fisher, apresentam uma
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hiporresposta do eixo HPA (POTHUIZEN et al., 2002). Por outro lado, a
bibliografia expde que a adaptacdo para o exercicio fisico crénico esta
relacionada a um aumento da atividade do eixo HPA (LUGER et al.,
1987). Porém, (MARTIN et al., 2000) supde que o background genético
de alta ansiedade, como a resposta fisioldgica ao estresse, na linhagem
LEW, teria efeitos negativos na adaptacdo ao exercicio fisico crénico.
Isso porque os niveis de corticotropina eram diminuidos apds o exercicio
fisico em esteira na linhagem SHR, mas ndo na linhagem LEW. Da
maneira interessante, se conclui com estas observagfes, que o efeito
estimulante das glandulas adrenais, e, portanto, do eixo corticotropico
pelo exercicio é dependente do perfil genotipico. Do modo oposto, o
exercicio fisico teria um efeito amplificador do metabolismo
serotoninérgico nas duas linhagens, demostrando assim um efeito do
treinamento fisico independentemente do gendtipo neste sistema de
neurotransmissores (MARTIN et al., 2000). Como perspectiva futura
seria interessante avaliar se a diferenca observada no presente trabalho,
na locomogdo no CA dos individuos exercitados, encontra-se associada
ao aumento do metabolismo serotoninérgico.

Na bibliografia consultada, existe uma hipétese formulada que
sugere que as moléculas ligantes entre estresse fisico, causado pela fadiga
muscular, e o cérebro sdo neurohormdnios ( Moseley 2000; Moura et al.
2010; Deminice et al. 2013; Borghi et al. 2014). Assim, nds podemos
considerar gue mesmo que 0s nNossos resultados ndo mostraram um efeito
do tratamento com talidomida no comportamento  de
ansiedade/emocionalidade, o tratamento teve um efeito na adaptacéo dos
individuos LEW ao EFF.
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7. CONCLUSOES

O EFF teve efeitos significativos nas duas linhagens em todas as
medidas locomotoras do CA e LCE, sugerindo um efeito de
estimulacdo locomotora do nas linhagens LEW e SHR.

O EFF teve efeitos positivos na diminuicdo da
ansiedade/emocionalidade nas linhagens LEW e SHR nos testes
do CA e LCE. Isso sugere que estes efeitos podem ser
dependentes dos genes localizados no QTL Anxrrl6.

A Dbaixa adaptacdo da linhagem LEW ao EFF evidenciada nas
nossas observacdes mostra uma menor capacidade destes ratos
em suportar o estresse e a fadiga gerada pelo EFF.

O EFV parece ndo ter efeitos muito significativos nos
comportamentos locomotores e de ansiedade/emocionalidade.

Os dados obtidos mostraram uma intensa atividade de corrida no
EFV somente na linhagem SHR, sugerindo que esta linhagem é
um modelo interessante para se estudar os fatores ligados a este
tipo de exercicio.

O tratamento com talidomida resultou em um aumento da
resisténcia de ratos LEW ao EFF, porém ndo modificou os
comportamentos relacionados a ansiedade/emocionalidade
destes animais.
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