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RESUMO

Neste trabalho estudamos os efeitos do exercicio forcado diario em esteira
rolante e da exposigao diaria ao estresse (porque o exercicio forgcado envolve certo
grau de estresse) durante 2 ou 8 semanas em diferentes tipos de memaoria em ratos
Wistar machos. Os testes de memoaria utilizados foram: habituacdo da exploragao
em um campo aberto, reconhecimento de objetos, e memoaria espacial no labirinto
aquatico de Morris. Apds estes primeiros experimentos procuramos verificar também
a capacidade do exercicio fisico em reverter o prejuizo da memoria causado pela
separagao maternal, procedimento que causa um déficit de memoaria ja descrito pela
literatura, utilizando, também, o teste de esquiva inibitéria. O estresse diario realcou
a memoria de habituacao, os animais aprenderam apés 2 mas nao apds 8 semanas;
houve prejuizo de memodria curta (MCD) e de longa duragdo (MLD) na tarefa do
reconhecimento em 2 semanas mas somente de MCD apdés 8 semanas; e nao
houve nenhum efeito na memdria espacial apds 2 ou 8 semanas. O protocolo do
exercicio realgcou também a memoria de habituagdo no campo aberto apdés 2 mas
nao apos 8 semanas; prejudicou MCD e MLD na tarefa do reconhecimento apos 2
mas ndo apdés 8 semanas; e realgou uma medida importante da aprendizagem
espacial apés 8 semanas (laténcia de escape), mas nao outras medidas. Em relagéo
ao grupo de animais que foram submetidos a separagao maternal verificou-se que o
exercicio cronico foi capaz de reverter o déficit da MCD e MLD na esquiva inibitéria e
da MCD no reconhecimento de objetos, mas nao teve efeitos sobre o prejuizo da
MLD nesta tarefa e sobre a memodria espacial testada no Labirinto Aquatico de

Morris. Portanto, o exercicio fisico cronico tem uma influéncia positiva sobre a



memoria e, adicionalmente, pode ser visto como uma ferramenta terapéutica para

reverter determinados déficits de memoria.

Palavras-chaves: aprendizagem e memoria, fungdes cerebrais, exercicio forgado

em esteira rolante, estresse, separacdo maternal.



ABSTRACT

Here we studied the effects of daily forced exercise in a treadmill and of daily
stress (because forced exercise involves a degree of stress) during 2 or 8 weeks on
different types of memory in male Wistar rats. The memory tests were: habituation of
exploration in an open field, object recognition and spatial memory in Morris water
maze. After these experiments we also tried to verify the physical exercise capacity
to revert the memory deficit caused by maternal deprivation, procedure that causes a
memory deficit already reported, by means of the inhibitory avoidance test. Daily
footshock stress enhanced habituation learning after 2 but not after 8 weeks; it
hindered both short- (STM) and long-term memory (LTM) of the recognition task after
2 weeks but only STM after 8 weeks; and had no effect on the spatial task after
neither 2 or 8 weeks. The exercise protocol also enhanced habituation in the open
field after 2 but not 8 weeks; it hindered STM and LTM in the recognition task after 2
but not at 8 weeks; and it enhanced one important measure of spatial learning after 8
weeks (latency to escape) but not other measures. In relation of the animals that was
submitted to maternal deprivation we verified that the exercise is capable to revert
the deficit of STM and LTM in inhibitory avoidance test and of STM in object
recognition test, but don’t have any effect on the prejudice of LTM in object
recognition and in spatial memory verify using the Morris water maze test. Thus, the
physical exercise had a positive influence on memory and, additionally, it can be

seen like one therapeutic strategy to reverts some memory deficits.

Key Words: learning and memory, brain function, forced exercise in a treadmill,

stress, maternal deprivation.
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CAPITULO I: INTRODUCAO

1.1 Memoéria

Memoéria é a aquisicdo, a formacdo, a conservacido e a evocacido de
informacgdes (lzquierdo, 2002; Squire e Kandel, 2003). A aquisicao representa a
aprendizagem; a formagao e a conservagao sao processos complexos e dependem
do tipo de memodria; e, a evocagao € a recordacdo, a lembranca daquilo que foi
aprendido anteriormente (Squire, 2004).

O conceito de memoadria é tdo complexo como a tentativa de descrever seus
processos de formagao e consolidacao (lzquierdo, 1989; Izquierdo e Medina, 1997;
Izquierdo e McGaugh, 2000; Igaz et al., 2004; Riedel e Plat, 2004; Thompson, 2005).
O conjunto de nossas memorias determina nossa personalidade, € unico e
individual, e para cada um de nods diferente. Dizemos que nossos computadores tém
memoria, livros tém memoria, enfim... Todos nds temos recordagdes, lembrangas
nossas, de diversos e variados momentos, que, nada mais sdo que memodarias.

Conforme descreve lzquierdo (2002) a palavra “memodria” inclui desde os
mecanismos que operam as placas de computadores, até a histéria dos povos e as
memorias individuais de cada ser vivo. Mas, em casa situagéo, tem um significado
proprio, pois 0s mecanismos de aquisicdo, armazenamento e evocagao Sao
distintos.

De acordo com Squire e Kandel (2003), Bliss e Collingridge (1993) e Martin et
al. (2000) as memorias derivam de mudangas da transmissao sinaptica entre os
neurénios (células do sistema nervoso) que ocorrem como resultado de atividade

neural prévia. Sinapse € o ponto de encontro entre a terminagcdo nervosa dos
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axoénios de um neurdnio com os dendritos do neurdnio seguinte, é nesse ponto que
ocorre a transferéncia de informacdo de um neurbnio para outro, através da
liberacdo de neurotransmissores que possuem receptores especificos. Mas nem
todos os neurdnios fazem memoaria, alguns inclusive inibem a formacéo e evocagéao
de memdrias e, um numero muito grande de neurbnios (do hipocampo e regides
corticais, como cortex pré-frontal, frontal, temporal e parietal) se especializa nesta
funcao (Izquierdo, 2003).

Cabe ressaltar que as memoarias sdo moduladas pelas emocgoes, pelo nivel de
alerta e pelo estado de animo, estes sendo reguladores da aquisi¢ao, da formagao e
da evocagdo de memorias (lzquierdo, 2002; Cahill e McGaugh, 1998; McGaugh
2004, 2005). E impossivel adquirir memérias sem um estado minimo de alerta
(inclusive durante o sono), entdo, as regides do cérebro responsaveis por manter
esse estado devem estar ativadas quando aprendemos algo novo. Também, os
estados de animo e as emogdes, mobilizam, em maior ou menor grau, vias neuro-
humorais especificas que influenciam esse processo (lzquierdo, 2004; Phelps,

2006).

1.2 Tipos de memoéria

As diversas formas de memoria constituem mecanismos delicados e muito
aperfeicoados, capazes de conservar, durante periodos de tempo muito breves ou
muito longos, os mais variados tipos de informacgao (Izquierdo, 2004; Carew, 1996;
Izquierdo et al., 2006, McGaugh, 1966; Medina e Izquierdo, 1995).

Ha muitas classificacbes para as memodrias, considerando sua fungao, seu
conteudo e seu tempo de duracdo. Se formos considerar o tempo que as memorias

duram, podemos dizer que algumas duram somente alguns segundos, enquanto
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outras duram horas, dias, meses ou anos (Squire e Zola, 1996). Neste aspecto, as
memorias podem ser: memorias de trabalho (MT), de curta duragcdo (MCD) ou de
longa duragao (MLD; Alonso et al., 2002).

A memodria de trabalho € a memodria imediata. No momento em que a
informacao é recebida ela determina se esta € uma informacédo nova ou néo, se é
util para o organismo ou ndo. Ela serve para manter a informagédo durante alguns
segundos ou poucos minutos e nao produz arquivos, sendo regulada basicamente
pelo coértex pré-frontal e suas conexdes. Muitos ndo consideram a memoéria de
trabalho como um tipo de memdria, mas sim como um sistema gerenciador central
que mantém a informagao por um tempo suficiente para que ela entre ou ndo para a
memoria propriamente dita (Izquierdo, 2002; Dash et al., 2007).

As memoérias de curta e longa duragdo sao consolidadas por células
especializadas do hipocampo e das areas do cortex com as quais ele se conecta. A
memoria de curta duragdo mantém a informacgao disponivel enquanto a de longa
duracdo estd sendo formada (Unsworth e Engle, 2007), € como uma moradia
transitoria para a informagao, ja que a memoaria de trabalho dura poucos segundos e
a de longa duracado demora horas para se formar definitivamente (Richardson, 2007;
Izquierdo, 2004). A memoéria de curta duragdo requer as mesmas estruturas
nervosas que a de longa duragdo, mas envolve mecanismos proprios e distintos,
como a sintese protéica. As memorias de longa duragdo duram muitos meses ou
anos, sendo também chamadas memdrias remotas (lzquierdo, 2002; Moncada e
Viola, 2007).

A figura 1 ilustra os tipos de memodria de acordo com o seu tempo de duragéo

e as fases de formacédo da memodria.
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AQUISICAO CONSOLIDAGAO

> >

s s

tempo

Figura 1. Tipos de memoéria de acordo com o seu tempo de duragéao
e fases de formagao da memoria.

Existe também outra classificacdo de memodria, que divide as memodrias
naquelas que podem ser relatadas, as memorias explicitas ou declarativas, e
naquelas que nao podem ser verbalizadas, as implicitas (Squire e Zola, 1996).

As memodrias declarativas incluem lembrancas de fatos e eventos e envolvem
estruturas como o lobo medial temporal e o diencéfalo. Ja as explicitas, também
chamadas procedurais ou procedimentais referem-se a um conjunto de habilidades
e habitos que ndo podem ser descritos e envolvem estruturas como a amigdala, o
cerebelo e os ganglios da base.

A figura 2 (adaptada de Bear et al., 2002) ilustra estes dois tipos de memoria.
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Memoria explicita Memoria implicita

Fatos & eventos Habhilidades e condicionamento classico

Figura 2. Meméria explicita e meméria implicita

1.3 Estresse, exercicio fisico e memoria

Sabe-se que diversos fatores, tais como estado de animo, emocgao e estado
de alerta, influenciam os processos de aquisicdo, consolidacido e evocagao das
memorias (lzquierdo, 2004; Izquierdo et al., 2002; McGaugh, 2004, 2005, 2006;
Maroun, 2006; Phelps, 2004). Sabe-se também, que o exercicio fisico causa certo
estresse ao organismo por meio de seus diferentes sistemas. Poucas pesquisas,
porém, tém se preocupado em estudar os efeitos do estresse puro, do exercicio e do
estresse causado pelo exercicio fisico sobre a memoria, bem como em comparar
estes efeitos.

Os beneficios funcionais do exercicio sobre a funcdo cerebral tém sido
estudados em humanos (Winter et al., 2007; Coles e Tomporowiski, 2008; Sibley e
Beilock, 2007) e também em animais, especialmente roedores. O exercicio fisico
regular tem sido relacionada com a melhora da fungdo cognitiva em ratos (Kramer et
al., 1999; Sutto e Akihama, 2003; Cotman e Berchthold, 2002; Berchthold et al.,
2005; Chen et al, 2007; Van der Borght et al., 2007). Dentre os achados
relacionando o exercicio fisico com as fungdes cognitivas estdo: o aumento da

neurogénese hipocampal (During e Cao, 2006; Fabel et al., 2003; van Praag et al.,
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1999), a reducao de variaveis relacionadas ao estresse oxidativo (Ogonovsky et al.,
2005; Radak et al., 2006), o aumento dos niveis do BDNF (Fator neurotréfico
derivado do cérebro, do inglés brain-derived neurotrophic factor; Vaynman et al.,
2006; Huang et al., 2006; Berchthold et al., 2005; Neeper et al., 1995), o incremento
da vascularizagao cerebral (Isaacs et al., 1992), e uma variedade de mudancgas
morfologicas (Arida et al., 2004).

Alguns autores tém reportado efeitos geralmente favoraveis do exercicio em
testes de memoria (Barnes et al., 1991; Uysal et al., 2005; van Praag et al., 2005;
Blustein et al., 2006; Ang et al., 2006; Ogonovsky et al., 2005; Radak et al., 2006;
Alaei et al., 2006; Chen et al., 2007). Muitos destes estudos em roedores foram
feitos utilizando exercicio voluntario (van Praag et al., 2005); mas alguns tém
investigado os efeitos do exercicio forgado (Ang et al., 2006; Radak et al., 2006), que
se assemelha mais ao exercicio realizado por humanos, por permitir que a
intensidade do esforgo e a freqliéncia sejam controladas (Winter et al, 2007), assim
como envolve um grau de estresse (Cotman e Berchthold, 2002; Ang et al., 2006;
Blustein et al., 2006). O estresse, agudo ou crénico, obviamente provoca profundas
alteragdes na memoéria (McEwen and Magarinos, 2001; McGaugh 2004, 2005, 2006;
Das et al., 2005; Manikandan et al., 2006; Radley, 2005; Rodrigues et al., 2004).
Entdo, torna-se importante tentar separar os efeitos causados pelo exercicio
daqueles causados pelo estresse inerente ao exercicio.

Uysal et. al. (2005) estudaram os efeitos do exercicio aerdbico regular em
ratos com 22 dias de vida (periodo equivalente a adolescéncia) sobre a densidade
neuronal, apoptose e memoria espacial (avaliada através do labirinto aquatico). Para
isso realizaram sessdes diarias de 30 minutos de corrida a uma velocidade de 8

metros/minuto durante 8 semanas. Dentre outros aspectos, o estudo demonstrou
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que o exercicio induziu significante melhora cognitiva nos ratos, além de aumentar o
numero de neurdnios nas regides CA1 e CA3 do hipocampo.

Ogonovszky e colaboradores (2005) também realizaram uma pesquisa
buscando comparar os efeitos do treino de exercicio moderado, enérgico e do
overtraining sobre a memoria, entre outros fatores. Neste aspecto, através do teste
de esquiva passiva com grupos de ratos que haviam realizado diferentes tipos de
treino, perceberam uma melhora da memodria nos grupos que haviam realizado
exercicio enérgico e sobre-treinamento (overtraining). Seus achados permitiram
afirmar que o overtraining ndo induz a um estresse oxidativo cerebral e ndo causa
perda de meméoria.

Van Praag et. al. (2005) investigaram como a corrida voluntaria em rodas
poderia beneficiar ratos sedentarios de 19 meses de idade (considerados idosos,
uma vez que os ratos de laboratério vivem no maximo 20-26 meses). Perceberam
qgue o declinio da neurogénese em ratos idosos foi revertido em 50% em relagdo ao
grupo controle, e a morfologia dos novos neurdnios nao diferiu entre o grupo de
jovens e o de idosos corredores, indicando que a maturagao inicial das novas
células neuronais nao foram afetadas pela idade. Desta forma, o grupo de
pesquisadores concluiu que o exercicio voluntario ameniza algumas das
deteriorizagbes morfolégicas e comportamentais decorrentes do envelhecimento.

Com relacédo ao estresse, Das et. al. (2005) pesquisaram os efeitos de trés
tipos de estresse em ratos. Um grupo de animais foi submetido ao estresse por
imobilizagdo aguda; o segundo grupo ao estresse cronico predito, por imobilizagao
diaria, durante 5 dias consecutivos; e, o terceiro grupo ao estresse crénico nao
predito, que incluiu, entre outras coisas, natacdo forgcada, imobilizagdo e exercicio

forcado por 5 dias consecutivos. O grupo de pesquisadores observou que a



25

aprendizagem ocorreu no grupo predito, mas nao no grupo nao predito; que a
atividade cerebral da acetilcolinesterase apresentou decréscimo nos trés grupos
submetidos ao estresse, quando comparados ao grupo controle; e, que o aspecto
cognitivo s6 foi afetado no grupo que sofreu estresse ndo predito. Ou seja, o
estresse crbnico predito ndo afetou a memodria.

As pesquisas realizadas até entdo com relagdo a este tema sdao, em sua
maioria, recentes e analisam diferentes tipos de memadria. Nao foram encontradas
pesquisas que comparem os efeitos do estresse e do exercicio fisico sobre os

diferentes tipos de memodria.

1.4 Separagao maternal e memoéria

Assim como o exercicio fisico, diversos estudos tém relatado os efeitos da
separacao maternal sobre as fungdes do sistema nervoso central, que incluem
efeitos desde a vida adulta até a velhice (Cirulli et al., 1998; Oitzl et al., 2000;
Lehmann et al., 1999). O estresse ao longo da vida esta associado com mudangas
nas respostas comportamentais e fisiolégicas do individuo tornando-o mais
susceptivel a psicopatologias na idade adulta (Mirescu et al., 2004).

Em mamiferos, incluindo roedores, primatas e humanos, a mae é a fonte que
garante o alimento para os filhotes. Além disso, surge, a partir do nascimento, uma
complexa interagao mae-filhote, que vai além da necessidade nutricional, afinal é a
mae que provém a temperatura essencial dos filhotes no ninho, mantém-se atenta
aos estimulos visuais, olfatérios e auditivos em relagdo a ninhada por um extenso
periodo no desenvolvimento pds-natal e € a mae que garante todo o cuidado dos
filhotes para o seu perfeito desenvolvimento (Pryce et al., 2001). Portanto, aplicar

situacdes de estresse para os neonatos como a separagcdo maternal e as demais
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intervengdes na relagcdo mae-filhote, influencia no desenvolvimento e no
amadurecimento do sistema neural e de outros sistemas (Benetti et al., 2007; Lucion
et al., 1994).

Dentre os efeitos desse tipo de intervencado podemos destacar a redugao do
BDNF e da expressao da subunidade do receptor NMDA (N-metil-D-aspartato, do
inglés N-methyl-D-aspartate) no hipocampo do rato (Roceri et al., 2002; Kuma et al.,
2004) e, dentre outras, elevada atividade basal do eixo hipotalamo—pituitaria—adrenal
(HPA) na vida adulta (Rots et al., 1996; Schimidt et al., 2002). Considerando a
separacao maternal somente, os diferentes protocolos utilizados consistem em
afastar os filhotes da mae por um periodo que vai desde 24 horas de separacao,
durante um dia, até 3 horas de separagao, durante dez dias (Mcintosh et al., 1999;
Plotsky e Meaney, 1993; Wigger e Neumann, 1999).

Longos periodos de separagdo maternal promovem varias alteragoes
comportamentais, neuroenddécrinas e estruturais estaveis na idade adulta (Francis et
al., 2002). Ratos separados da méae no periodo neonatal apresentam uma maior
secrecdo de hormbnio liberador de corticotrofina (CRH), hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) e corticosterona em resposta ao estresse na idade
adulta, embora mantenham inalteradas as condi¢gdes basais do eixo HPA na
secrecao destes hormdnios (Plotsky et al., 1993; Meaney et al., 1993; Lehmann et
al., 1999; Viau et al., 1993; Huot et al., 2004).

Associado a essas mudancas hormonais, a separagao maternal também
promove mudancas comportamentais nos animais separados, como 0 aumento da
ansiedade e a depressao, e prejuizos no cuidado com os filhotes (no caso das
fémeas). Além disso, ratos recém-nascidos afastados da mae por um periodo de 24

horas mantidos na temperatura do ninho, mas sem alimentacdo, mostraram
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alteragbes ao longo do desenvolvimento, como retardo na abertura dos olhos, no
aparecimento dos pélos e na abertura vaginal (Swanson et al., 1984).

Estes dados indicam que a separagao da mae na infancia faz com que os
adultos paregcam ter mais medo em um ambiente novo, como o campo aberto ou o
labirinto em cruz elevado (Wigger & Neumann, 1999; Ogawa et al., 1994) e, além
disso, machos adultos separados da mé&e por 6 horas diarias no periodo neonatal
apresentaram comportamento sexual reduzido, além de uma laténcia maior em
montar na fémea receptiva (Rhees et al., 2001).

Os estudos relacionando os efeitos da separagao maternal sobre as tarefas
de aprendizado e memoria ainda sao poucos e os resultados até o0 momento sdo em
parte contraditérios. Hout et al. (2002) mostraram que animais separados da méae no
periodo neonatal possuem um menor aprendizado de orientacdo espacial quando
testados no labirinto aquatico de Morris.

No entanto, outros estudos realizados em animais que foram separados da
mae por um longo periodo diario de 3 horas ou por um unico periodo de 24 horas
mostraram que, esses animais, quando testados no labirinto aquatico ou na esquiva
inibitéria apenas apresentaram uma tendéncia a aprender menos, e que esta menor
aquisicao € dependente do sexo e do periodo que o animal foi submetido a

separacao da mée durante a infancia (Lehmann et al., 1999; Huot et al., 2002).

1.5 Problema de pesquisa

E tido por certo que o exercicio traz beneficios & memoria. Porém faltam
estudos cientificos controlados que realmente comprovem este fato, expliquem e
especifiquem quais seriam estes beneficios (Ang e Gomez-Pinilla, 2007).

Neste sentido, propomos estudar os efeitos do exercicio fisico sobre a

memoria em ratos de laboratdrio avaliados em diferentes tarefas comportamentais.
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Como o exercicio envolve certo grau de estresse (Blustein et al.,, 2006)
estudamos, paralelamente, os efeitos do estresse de duragcdo e intensidade
comparaveis aquelas estudadas no exercicio sobre as diversas tarefas.

Alguns estudos ndo tém demonstrado efeitos positivos do exercicio sobre a
memoria (Barnes et al., 1991; Rosa et al.,, 2007), mas o exercicio tem sido
amplamente descrito como uma efetiva ferramenta para reverter o déficit mneménico
causado por diferentes fatores, como a morfina (Alaei et al., 2006), o envelhecimento
(Garza et al, 2004; vanPraag et al, 2005) e a exposi¢cao pré-natal ao etanol (Chirstie
et al, 2005). Adicionalmente, o exercicio pode desempenhar um papel preventivo,
aumentando a resisténcia ao estresse oxidativo (Radak et al., 2007), reduzindo o
risco de decaimento cognitivo e deméncia em pessoas idosas (Laurin et al., 2001), e
o risco de desenvolvimento da doenga de Alzheimer (Friedland et al., 2001).

Quando consideramos um efeito deletério a memadria, como a separagao
maternal, e um efeito terapéutico/preventivo, como o desempenhado pelo exercicio
fisico, combinados, podemos ver o exercicio como uma estratégia para reverter o
déficit mnemonico causado pela separacao maternal.

Neste sentido, delineamos o seguinte problema de pesquisa:

QUAIS SAO OS EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO SOBRE DIFERENTES
TIPOS DE MEMORIA EM RATOS NORMAIS E COM PREJUIZO MNEMONICO

CAUSADOS PELA SEPARACAO MATERNAL?

1.6 Hipotese
O exercicio fisico causa diferentes efeitos sobre os diversos tipos de
memoria, sendo que deve ter um efeito modulatério positivo sobre a memodria de

ratos normais e com prejuizo mneménico causado pela separagdao maternal.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo geral

Verificar quais sao os efeitos do exercicio fisico sobre os diferentes tipos de

memoria

maternal.

em ratos normais € com prejuizo mnemonico causado pela separagao

1.7.2 Objetivos especificos

Comparar os efeitos do estresse e do exercicio fisico sobre diferentes
tipos de memaria no rato normal;

Analisar os efeitos do exercicio sub-crénico (uma semana de adaptagao +
uma semana de treinamento fisico) sobre os diferentes tipos de memoria
em ratos Wistar e comparar com os efeitos do exercicio crénico (oito
semanas);

Analisar os efeitos do estresse sub-crénico (duas semanas) sobre os
diferentes tipos de memodria em ratos Wistar e comparar com os efeitos do
exercicio crénico (oito semanas);

Verificar os efeitos da separagdo maternal sobre os diferentes tipos de
memoaria no rato;

Comparar os resultados obtidos nos testes comportamentais entre os
grupos separados da méae que realizaram e que nao realizaram exercicio
fisico crénico (oito semanas), e verificar se o exercicio fisico é capaz de

reverter o déficit mnemoénico causado pela separagao maternal.
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1.8 Justificativa

Torna-se importante esta pesquisa no sentido de verificar se o exercicio fisico
realmente traz beneficios a memodria de ratos normais, bem como, se é capaz de
exercer um efeito modulatério positivo que gere algum tipo de melhora de uma
memoria normal. Diversos estudos tém sido conduzidos com objetivos semelhantes
a esse, os resultados, porém, sao bastante controversos, de forma que este tema
ainda necessita ser pesquisado (Santos et al., 1998).

Igualmente importante é tentar separar os efeitos do exercicio em si e do
estresse inerente ao exercicio fisico forcado, o que poucos trabalhos se preocupam
em fazer. E certo que esse tipo de exercicio gera bastante estresse aos animais e
elucidar os reais efeitos do exercicio e compara-los aos efeitos do estresse sobre os
diferentes tipos de memodria é essencial para poder identificar os reais efeitos do
exercicio fisico.

Além disso, verificar se o0 exercicio € capaz de reverter prejuizos
mnemonicos, como por exemplo, os causados pela separacdo maternal na infancia,
um procedimento simples e que, comprovadamente causa déficits em diversos tipos
de memédria, parece fundamental para que se possa ver o exercicio também como
uma pratica terapéutica que traz beneficios ndo sé para a reabilitacao fisica, mas

também para a reabilitagdo de algumas fungdes cognitivas.
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

2.1 Animais experimentais

A populagcdo foi composta por ratos machos e fémeas virgens e suas
posteriores ninhadas, da raca Wistar provenientes do Centro de Reproducao e
Experimentacdo Animal (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Os animais foram mantidos em caixas plasticas com capacidade para 6
animais, forradas com maravalha. Foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12
horas (luz a partir das 7 hs e escuro a partir das 19 hs), com agua e ragao a vontade
e uma temperatura constante de 23°C. As caixas eram trocadas e limpas a cada 2
dias. O maximo de precaucao foi tomada com o intuito de minimizar o sofrimento dos
animais e de reduzir o numero de animais utilizados. Todos os experimentos
estiveram de acordo com as normas dos “Principles of laboratory animal care” (NIH
publication N° 85-23, revised 1996).

Para a primeira parte dos experimentos foram utilizados 112 ratos machos da
raca Wistar selecionados aleatoriamente. Esta parte da amostra foi dividida em 8
grupos: o grupo controle | (controle estresse 2 semanas), composto por 14 animais
sedentarios; o grupo experimental | (estresse 2 semanas), composto por 14 animais
que sofreram estresse subcrénico; o grupo controle Il (controle estresse 8 semanas),
composto por 14 animais sedentarios; o grupo experimental Il (estresse 8 semanas),
composto por 14 animais que sofreram estresse crbnico; o grupo controle Il
(controle exercicio 2 semanas), composto por 14 animais que entraram em contato
com a esteira sem, no entanto, correr; o grupo experimental Il (exercicio 2

semanas), composto por 14 animais que realizaram exercicio fisico subcrénico; o
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grupo controle IV (controle exercicio 8 semanas), composto por 14 animais que
entraram em contato com a esteira sem, no entanto, correr; o grupo experimental IV
(exercicio 8 semanas) composto por 14 animais que realizaram exercicio fisico
cronico.

Os animais iniciaram os treinos com 45 ou 80 dias de vida (animais treinados
por 8 ou 2 semanas, respectivamente). Consequentemente, todos tinham em torno
de 100 dias de vida quando foram submetidos aos testes de memoaria.

A segunda parte dos experimentos foi realizada com os filhotes machos das
ratas oriundas do CREAL/UFRGS. As ratas virgens pesando entre 200 e 250
gramas foram colocadas por uma semana em caixas plasticas na presenga de um
macho da mesma espécie. Apds este periodo de 7 dias, as ratas, ja prenhas, foram
colocadas em caixas individuais. Os filhotes machos foram divididos em 4 grupos:
grupo controle V (ndo separados), composto por 10 animais nao separados da mae;
grupo experimental V (separagdo maternal), composto por 10 animais que foram
submetidos ao protocolo de separagdo maternal (protocolo descrito a seguir); grupo
controle VI (ndo separados exercitados), composto por 14 animais ndo submetidos
ao protocolo de separagcao maternal e submetidos ao protocolo de exercicio fisico
por 8 semanas; e, grupo experimental VI (separagéo e exercicio) , composto por 10
animais que foram submetidos ao protocolo de separagao maternal e a um protocolo
de exercicio de 8 semanas.

O treinamento dos animais do grupo controle e experimental VI na esteira
iniciou com 45 dias de vida, de forma que, no momento dos testes de memoria estes

tinham em torno de 100 dias de vida.
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2.2Definigao de variaveis

2.2.1 Variaveis independentes

As variaveis independentes sao aquelas controladas pelo pesquisador. Neste
caso sdo: o estresse causado a alguns grupos de animais (por 2 ou 8 semanas), o
exercicio fisico realizado (por 2 ou 8 semanas) e a separagao maternal sozinha ou

seguida de exercicio fisico (por 8 semanas).

2.2.2 Variaveis dependentes

As variaveis dependentes sdo as alteragdes na memoria decorrentes das
diversas intervencbdes, medidas através de diferentes tarefas comportamentais
(campo aberto, reconhecimento de objetos, labirinto aquatico de Morris e esquiva

inibitoria).
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R X1 o1 02 O3
R X1’ 01 02 O3
R X2 o1 02 O3
R X2’ 01 02 O3
R X3 o1 02 O3
R X3’ 01 02 O3
R X4 o1 02 O3
R X4’ 01 02 O3
R X5 01 02 03 04
R X5’ 01 02 03 04
R X6 01 02 03 04
R X6’ 01 02 03 04

Figura 3. Delineamento experimental
Onde:
R = Ratos machos Wistar selecionados aleatoriamente.
X1 = Ratos mantidos sedentarios por 2 semanas (n=14).
X1" = Ratos submetidos a procedimento que causa estresse subcrénico no
animal por 2 semanas (n=14).
X2 = Ratos mantidos sedentarios por 8 semanas (n=14).
X2’ = Ratos submetidos a procedimento que causa estresse crénico no animal
por 8 semanas (n=14).
X3 = Ratos mantidos perto e sobre a esteira rolante, ouvindo seu barulho,

porém sem correr por 2 semanas (n=14).
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X3’ = Ratos submetidos a exercicio fisico subcrdnico (corrida em esteira) por
2 semanas (n=14).

X4 = Ratos mantidos perto e sobre a esteira rolante, ouvindo seu barulho,
porém sem correr por 8 semanas (n=14) .

X4’ = Ratos submetidos a exercicio fisico crénico (corrida em esteira) por 8
semanas (n=14).

X5 = Ratos ndo submetidos ao protocolo de separagdao maternal (n=10).

X5’ = Ratos submetidos ao protocolo de separagao maternal (n=10).

X6 = Ratos ndo submetidos ao protocolo de separacdo maternal e submetidos
ao protocolo de exercicio fisico por 8 semanas (n=14).

X6’ = Ratos submetidos ao protocolo de separagao maternal e ao protocolo
de exercicio em esteira rolante por 8 semanas (n=10).

O1 = Teste de memodria de habituacéo a exploragao (Campo aberto).

02 = Teste de memdria de reconhecimento (Memaria de reconhecimento de
objetos).

O3 = Teste de memodria espacial (Labirinto aquatico de Morris).

04 = Teste de memodria aversiva (Esquiva inibitéria).

2.4 Procedimentos

2.4.1 Protocolo de estresse

Os animais foram estressados por 2 ou 8 semanas (figura 4). O aparato
consistia de uma caixa construida em acrilico (50 x 25 x 25 cm) com assoalho feito
de uma grade de bronze com barras a cada 1 cm. Durante a primeira semana os

animais foram habituados ao aparato de treino. Apds esta semana de habituacao,
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cada animal recebeu choques de 0,4 mA nas patas por 2 segundos a cada 30
segundos durante 5 minutos, cinco dias consecutivos por semana (adaptado de Cao
et al., 2007).

Nao houve dano aparente ao tecido das patas dos animais. Os grupos
controles foram transportados para a sala experimental e manipulados exatamente

como 0s animais experimentais, mas sem receber choque elétrico.

Figura 4. Protocolo de estresse. Animal durante o procedimento de estresse com choque elétrico.

2.4.2 Protocolo de exercicio fisico

Os animais foram treinados por 2 ou 8 semanas em uma esteira rolante
(figura 5). Durante a primeira semana os animais foram habituados ao aparato de
treino para minimizar o estresse. Para isso, foram colocados diariamente na esteira
rolante por um tempo crescente, iniciando com 10 minutos sobre a esteira parada.

No primeiro dia da segunda semana foi realizado um teste para determinar a
velocidade de corrida que seria utilizada durante os treinos. Foi utilizada a medida
do consumo maximo de oxigénio indireto (VO, max) recomendada por Brooks and
White (1978). Cada animal correu por 25 minutos na esteira rolante a uma
velocidade inicial baixa seguida por incrementos de 5m/min a cada 3 minutos até

atingir seu ponto de exaustao (incapacidade do rato em continuar a correr). O tempo



37

de fadiga (em minutos) e a velocidade maxima (em m/min) foram tomados como
indice da capacidade de exercicio, e usadas para mensurag¢ao do VO, max indireto.

Esta medida foi usada para controle da intensidade do exercicio durante os
treinos. Cada animal foi treinado a uma intensidade de 60-75% de seu VO, max,
durante 50 minutos, 5 vezes por semana. Em cada dia de treino, os primeiros 10
minutos eram destinados para aceleragao da esteira, seguidos por 30 minutos de
corrida na velocidade alvo (60-75% do VO, max) e, os ultimos 10 minutos para a
desaceleragao gradual da esteira.

As sessdes de corrida foram conduzidas em uma esteira rolante motorizada
adaptada para roedores (IMBRAMED TK 01, Porto Alegre, Brasil) com pistas
individuais de 10 cm de largura e 50 cm de comprimento, separadas entre si por
paredes confeccionadas em acrilico, sempre entre as 10 horas e as 14 horas.
Nenhum choque elétrico foi utilizado neste treinamento. Os animais inicialmente
selecionados que se recusavam a correr eram encorajados com gentis tapinhas em
suas costas. Os que, mesmo assim, se recusavam a correr foram excluidos da
amostra (adaptado de Scopel et al., 2006).

Os grupos sedentarios foram transportados para a sala de experimentos e
manipulados exatamente como os animais do grupo experimental, pelo mesmo
tempo, porém sem realizar a corrida. Os animais sedentarios eram colocados nas
pistas por 10 minutos com a esteira desligada e, entdo, em suas caixas residéncia,

ao lado da esteira, enquanto os animais experimentais corriam.
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Figura 5. Protocolo de exercicio fisico. Animais em treinamento de exercicio na esteira rolante.

2.4.2.1 Controle adicional do consumo maximo de oxigénio

No primeiro dia da quinta semana, os animais submetidos ao protocolo de
exercicio por 8 semanas foram expostos a um segundo teste do consumo maximo
indireto de oxigénio, de acordo com o protocolo utilizado por Brooks e White (1978),
da mesma forma que foi feito antes do inicio do protocolo de corrida com os mesmos
animais. Um aumento no VO, max indireto (ou seja, na velocidade de corrida), indica
que o protocolo de corrida esta sendo eficiente, uma vez que gera um aumento da

capacidade fisica aerdbica.

2.4.3 Protocolo de separagao maternal

As ratas prenhas foram mantidas em caixas individuais até o momento do
parto. O dia do parto foi considerado como dia zero. No dia seguinte ao parto (dia 1),
as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes (4 fémeas e 4 machos, quando
possivel) e entdo submetidas ao procedimento de separagdo maternal. Somente os
filhotes em excesso (mais que oito de cada ninhada) foram tocados pelo
experimentador para serem descartados. Depois de transcorridos os primeiros 10

dias de vida, as caixas retornaram a ser limpas normalmente.
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Com 21 dias de vida os animais foram desmamados e os machos mantidos
no ambiente adequado conforme descrito previamente. Somente os filhotes machos
foram utilizados nos experimentos descritos posteriormente.

A separacdo maternal realizada neste trabalho consistiu em retirar a mae da
caixa residéncia, coloca-la numa caixa adjacente e leva-la a uma sala anexa ao
Biotério, onde ela permanecia durante todo o procedimento de separacdo, com
duracgao diaria de 180 minutos. A separacéo foi realizada diariamente nos primeiros
10 dias pds-parto no ciclo claro, entre as 08 horas e as 14 horas. Imediatamente
apos a retirada da mae da caixa residéncia iniciava a contagem do tempo de
separacao maternal, e os filhotes permaneciam na caixa residéncia, com luz e
temperatura controladas (protocolo adaptado de Renard et al., 2005).

Os ratos controle permaneciam em suas caixas residéncia, na presenca da

mae, sem serem perturbados.

2.5 Testes de memoria

2.5.1 Campo Aberto (CA)
Para analisar a atividade exploratéria e locomotora (descritas posteriormente),
bem como a memodria de habituacdo, os animais foram submetidos a tarefa de

Campo Aberto (figura 6).
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Figura 6. Teste de Campo Aberto.

Os animais foram gentilmente colocados no quadrante posterior esquerdo da
arena de campo aberto, de tamanho 50 x 50 x 39 cm (comprimento x altura x
profundidade), de paredes altas, feitas de madeira compensada branca com uma
parede frontal de vidro. O soalho do campo aberto € dividido em 12 quadrantes
iguais por linhas pretas. O numero de vezes que o animal cruzou as linhas pretas
(numero de cruzamentos, em inglés crossings) e o numero de vezes o rato se
elevou sobre as patas traseiras (numero de elevagdes, em inglés rearings) foram
registrados enquanto foi permitida a livre exploragdo do ambiente pelo animal
durante 5 minutos.

Para testar a memoaria de habituagdo ao campo aberto, 24 horas depois, 0s
animais foram novamente colocados no campo para livre exploragao por outros 5
minutos (figura7) e os mesmos parametros foram mensurados para avaliar a

habituacao do animal ao ambiente (BARROS, et al., 2006).
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Figura 7. Esquema de realizagao do teste de memadria de habituagao
a explorag¢ao no campo aberto.

2.5.2 Reconhecimento de objetos (RO)

Os ratos sao animais exploratérios. Na tarefa de reconhecimento de objetos
este comportamento exploratério é observado e avaliado (Ennaucer and Delacour,
1988). O teste de reconhecimento de objetos foi realizado na mesma arena que o
campo aberto, utilizando o protocolo proposto por Dere et al. (2005). Todos os
animais foram habituados ao ambiente de teste durante 4 dias, tendo 20 minutos por
dia para livre exploragdao do aparato na auséncia de objetos. Os objetos, feitos de

metal ou vidro, foram fixados a arena com fita adesiva (figura 8).

Figura 8. Teste de reconhecimento de objetos.
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No primeiro dia (sessdo de treino) os animais foram colocados na arena
contendo dois objetos diferentes (A e B) para livre exploragao por 5 minutos. O teste
foi repetido 180 minutos depois para testar a memoaria de curta duragao (MCD) ou 24
horas depois do treino para testar a memodria de longa duragao (MLD). Nos testes,
um dos objetos foi substituido por um novo objeto (C, para MCD ou D, para MLD) e
o rato foi colocado na arena por mais 5 minutos (figura 9).

As posicdes dos objetos (familiar ou novo) foram randomizadas e a arena foi
limpa entre os testes. Exploracéo foi definida como cheirar ou tocar o objeto com o
nariz e/ou as patas dianteiras. Sentar ou andar em torno do objeto nao foi
considerado comportamento exploratério. O tempo gasto explorando cada objeto foi
marcado por um observador cego ao tratamento recebido pelo animal e expresso

em percentual do total de tempo de exploragdo computado em segundos (Rossato

)

Habituagao (4X) Treino Teste

et al., 2007).

Figura 9. Esquema de realizagao do teste de reconhecimento de objetos.

2.5.3 Labirinto Aquatico de Morris (LAM)
O labirinto aquatico € uma piscina circular preta (200 cm de didametro)
conceitualmente dividida em quatro quadrantes imaginarios para a posterior analise

dos dados. A temperatura da agua foi mantida entre 21 e 23°C. Uma plataforma
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circular preta (12 cm de didmetro) foi colocada 2 cm abaixo da superficie da agua e
fora do alcance da visao dos ratos. A plataforma possui uma superficie aspera que
permite ao rato subir nela facilmente uma vez que a detectar (figura 10).

A trajetéria de nado dos animais foi gravada usando uma camera de video
colocada acima do centro da piscina e entdo analisada usando um sistema
computadorizado de analise. O labirinto aquatico esta localizado em uma sala
branca com alguns pésteres e outros estimulos visuais colocados nas paredes como
pistas espaciais. Uma cortina separa a sala da piscina da sala onde se localiza o

computador e os animais durante os testes (figura 10).

'-b Camera
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Figura 10. Piscina para realizagao do labirinto aquatico de Morris.

O treino no LAM iniciou 24 horas apos o teste de reconhecimento de objetos e
foi realizado durante 5 dias consecutivos (Rossato et al., 2006b). Este protocolo de 5
dias de treino seguidos do teste € mais sensivel a analise dos diferentes parametros
do aprendizado espacial (Rossato et al., 2006b, 2007) que o protocolo de 1 dia
(Frick et al., 2000) preferido por alguns (Ang et al., 2006). Em cada dia de treino os
animais realizaram 8 largadas consecutivas nas quais a plataforma foi mantida na
mesma localizagdo. Um diferente local de largada foi usado em cada uma destas

largadas. Ratos que ndo encontraram a plataforma em 60 segundos foram guiados
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até ela pelo experimentador. Apds encontrar a plataforma os animais permaneciam
nela por 30 segundos.

A retencdo da memoria foi avaliada durante um teste de 30 segundos
realizado 24 horas apds a ultima sessao de treino na auséncia de plataforma de
escape (Rossato et al., 2006a). A laténcia de chegada ao local onde antes estava a
plataforma e o tempo de nado no quadrante alvo foram usados como parametros

para verificagdo da memoria espacial.

2.5.4 Esquiva inibitoria (El)

Este teste foi realizado apenas com os grupos controle e experimentais V e
VI, visto que na primeira parte dos experimentos deste trabalho os resultados dos
animais submetidos ao exercicio foram comparados com os resultados de animais
submetidos ao estresse diario através de choques elétricos em um aparato
semelhante ao utilizado neste teste.

A esquiva inibitéria consiste em um aparelho com a parte frontal
confeccionada em acrilico transparente, medindo 50 x 25 x 25 cm. O soalho é uma
grade de barras de bronze paralelas de 0,1 cm de calibre, separadas entre si por 1
cm. Na parte esquerda, sobre a grade, ha uma plataforma de férmica com 7 cm de
largura e 2,5 cm de altura (IZQUIERDO et. al., 1992). O rato é colocado sobre a
plataforma no interior de uma caixa com o soalho metalico conectado a um
estimulador elétrico. O rato, como um animal exploratério vai procurar explorar o

restante da caixa (figura 11).
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Figura 11. Teste de esquiva inibitéria.

Para o teste de sessdo unica, os animais foram inicialmente submetidos a
uma sessdo de treino individual, na qual foram gentilmente colocados sobre a
plataforma fixa na lateral esquerda da caixa de esquiva inibitéria e permitidos
explorar toda a caixa. Apos alguns segundos, no instante em que o animal desce da
plataforma com as quatro patas na grade de barras de bronze eletrificaveis para
explorar o resto da caixa, recebe um choque elétrico de 0.4 a 0.5 mA por 2 a 3
segundos. O animal é ent&o retirado da caixa de teste e recolocado na sua caixa
residéncia (VIANNA et. al., 2001).

Para avaliar a memoria formada durante a sesséo treino os animais foram
submetidos a sessdes de teste, 180 minutos e 24 horas apo6s o treino (para memoria
de curta e longa duracao, respectivamente), quando foram novamente recolocados
sobre a plataforma da caixa de esquiva. Na sesséo de teste foi verificada a laténcia
de descida da plataforma. Quanto mais o animal reter a memdéria formada durante o
treino, maior sera a laténcia de descida da plataforma no momento do teste (figura

12).
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180 min ou
24 h

Figura 12. Esquema de realiagdo do teste de esquiva inibitéria.

2.6 Procedimentos

2.6.1 Grupo controle | (controle estresse 2 semanas)
Os animais nado realizaram nenhum tipo de atividade especial, sendo

mantidos sedentarios em suas caixas residéncia.

2.6.2 Grupo experimental | (estresse 2 semanas)

Os animais foram submetidos a um estresse subcrbnico controlado pelos
pesquisadores através de choques elétricos. Eles receberam os choques a cada 30
segundos, com uma intensidade de 0,4 mA, por 2 segundos, durante 5 minutos, de
acordo com o protocolo previamente descrito. Esse procedimento foi realizado por 2

semanas, 5 vezes por semana.

2.6.3 Grupo controle Il (controle estresse 8 semanas)
Os animais nado realizaram nenhum tipo de atividade especial, sendo

mantidos sedentarios em suas caixas residéncia.
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2.6.4 Grupo experimental Il (estresse 8 semanas)

Os animais foram submetidos a um estresse cronico controlado pelos
pesquisadores através de choques elétricos diarios. Receberam os choques a cada
30 segundos, com uma intensidade de 0,4 mA, por 2 segundos, durante 5 minutos,
coforme o protocolo descrito anteriormente. Esse procedimento foi realizado por 8

semanas, 5 vezes por semana.

2.6.5 Grupo controle lll (controle exercicio 2 semanas)

Os animais foram levados, junto aos animais do grupo experimental Ill, a uma
sala onde estava a esteira rolante, sendo entdo, colocados sobre a esteira e
mantidos na sala com a esteira rolante ligada, porém sem correr. Esse procedimento

foi repetido durante 2 semanas, 5 vezes por semana.

2.6.6 Grupo experimental lll (exercicio 2 semanas)

Os animais realizaram um exercicio subcrénico de corrida em esteira rolante
regularmente durante 2 semanas, por 50 minutos, 5 vezes por semana, sendo 0s
primeiros 10 minutos para elevacao da velocidade e os ultimos 10 para decréscimo

desta, de acordo com o protocolo previamente descrito.

2.6.7 Grupo controle IV (controle exercicio 8 semanas)

Os animais foram levados, junto aos animais do grupo experimental IV, a uma
sala onde estava a esteira rolante, sendo entdo colocados sobre a esteira e
mantidos na sala com a esteira rolante ligada, porém sem correr. Esse procedimento

foi repetido durante 8 semanas, 5 vezes por semana.
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2.6.8 Grupo experimental IV (exercicio 8 semanas)

Os animais realizaram um exercicio crdénico de corrida em esteira rolante
regularmente durante 8 semanas, 5 vezes por semana, por 50 minutos, sendo os
primeiros 10 minutos para elevacao da velocidade e os ultimos 10 para decréscimo

desta, de acordo com o protocolo previamente descrito.

2.6.9 Grupo controle V (animais nao separados)

Os animais foram mantidos com suas maes (8 filhotes por méae) até o 21° dia
de vida, quando entdo foram desmamados. Apos este periodo permaneceram em
suas caixas residéncia até os 100 dias de vida, sem nenhuma atividade fora da

rotina diaria do Biotério.

2.6.10 Grupo experimental V (separagao maternal)

Os animais foram submetidos ao protocolo de separacdao maternal, conforme
descrito anteriormente. Aos 21 dias de vida foram desmamados e mantidos em suas
caixas residéncia até os 100 dias de vida, sem nenhuma atividade fora da rotina

diaria do Biotério.

2.6.11 Grupo controle VI (animais nao separados exercitados)

Os animais foram mantidos com suas maes (8 filhotes por méae) até o 21° dia
de vida, quando entao foram desmamados. Com 45 dias de vida passaram a realizar
exercicio em esteira rolante, por 8 semanas, conforme o protocolo de exercicio

descrito anteriormente.
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2.6.12 Grupo experimental VI (separagao maternal e exercicio)

Os animais foram submetidos ao protocolo de separacdao maternal, conforme
descrito anteriormente. Aos 21 dias de vida foram desmamados. Com 45 dias de
vida passaram a realizar exercicio em esteira rolante, por 8 semanas, conforme o

protocolo de exercicio descrito anteriormente.

Apds os procedimentos especificos da cada grupo, toda a amostra foi
submetida as tarefas comportamentais, de maneira idéntica, para que os resultados

pudessem ser comparados entre si (figura 13).

Nascimento — 10 dias 45 dias 100 dias >
L ]
" L]

Corrida/Estresse cronico

| 1
l |
Separagao maternal

Figura 13. Esquema dos procedimentos realizados nesta dissertagao
de acordo com a idade dos animais.

Depois de realizados todos os testes de memodria os animais foram
sacrificados por decapitagdo em guilhotina, procurando gerar o minimo sofrimento

possivel.

2.7 Analise estatistica dos resultados
Ao final dos experimentos os resultados foram analisados de maneira

comparativa entre os grupos, utilizando-se o programa estatistico Excel (verséo
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2003, Microsoft Corp., EUA) e o software estatistico Graph-Pad Prism (verséo 4.00,
GraphPad Software Inc., EUA).

Os resultados do teste de Esquiva Inibitéria estdo apresentados como
mediana % intervalos interquartis, € a comparagao ente os grupos foi feita através do
teste U de Mann-Witney ou Kruskal-Wallis, ambos testes nao-paramétricos,
seguidos pelo post hoc de Dunn. A razao para o uso de testes nao-parameétricos
para esta tarefa foi o uso de um teto de 300 segundos em cada sessdo de teste
(Izquierdo et al., 2007).

Para os demais dados a comparagao entre cada grupo experimental e seu
grupo controle foi feita através do teste t de Student e para comparagdo entre os
grupos uma analise de variancia para medidas repetidas ANOVA de duas vias,
seguida pelo post hoc de Dunn ou Bonferroni, conforme o caso. Estes dados estéao
expressos na forma de média + erro padrao.

Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.

2.8 Aprovacio pelo Comité de Etica

Este trabalho foi apresentado na forma de projeto de pesquisa ao Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e foi
aprovado conforme a carta de aprovagao anexado ao final desta dissertagao

(ANEXO 1).



51

CAPITULO Ill: RESULTADOS

3.1 Efeitos do exercicio sobre a memoaria

Resultados dos grupos controle e experimental |, Il, Ill e IV.

3.1.1 Meméria de habituacao

Tanto o estresse diario (figura 14 A) quanto o exercicio fisico diario (figura 14
C) melhoraram a memoria de habituagdo a exploragao apds 2 semanas, mas nao
apos 8 semanas (figuras 14 B e 14 D). Nao houve diferengas significantes (p<0,05)
detectadas em um teste de Dunn apds 2 ou 8 semanas no numero de cruzamentos
e elevagdes entre o primeiro e o0 segundo dia de exposi¢ao ao aparato nos dois tipos

de tratamento.
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Figura 14. Efeitos do estresse diario por choque elétrico por 2 (A) e 8 semanas (B), e do
exercicio fisico em esteira rolante durante 2 (C) ou 8 semanas (D) na habituag¢ao a exploragao
em campo aberto. Os valores estao expressos em média * erro padrdo do niumero de cruzamentos
e elevagdes. O N (numero de animais) de cada grupo esta indicado na figura. Cada grafico compara
um grupo experimental com seu controle; * p < 0.05 (treino x teste) em um teste t de Student.

3.1.2 Meméria de reconhecimento

O estresse diario por meio de choque elétrico nas patas foi seguido de um
decréscimo na memoéria de curta (MCD) e longa duragdo (MLD) no teste de
reconhecimento de objetos apds 8 semanas de treinamento e decréscimo na MCD
apos 2 semanas (figuras 15 A, B). Resultados similares foram obtidos foram obtidos
com 2 semanas de exercicio forcado (reducdo da MCD e MLD, figura 15 C).
Entretanto, em contraste aos grupos estressados, os ratos submetidos ao exercicio

forcado por 8 semanas nao mostraram efeitos na MCD nem MLD (figura 15 D).
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Figura 15. Efeitos do estresse diario por choque elétrico por 2 (A) ou 8 semanas (B) e do
exercicio forgado por 2 (C) ou 8 semanas (D) na memdria de reconhecimento de objetos. Os
ratos foram expostos a dois objetos diferentes (A e B) por 5 minutos na sesséo de treino. Trés horas
depois um teste de meméaria de curta duragao foi realizado: os animais foram expostos a um objeto
familiar (A) e um novo (C) novamente por 5 minutos. O teste de memoria de longa duracgao foi
realizado 24 horas apds o treino: 0s animais foram novamente expostos a um objeto familiar (A) e
outro objeto novo (D) por 5 minutos. Os resultados sao apresentados como média + erro padrédo do
percentual de tempo de exploragdo a um objeto particular em relagdo ao tempo total de exploragéo. O
N (nimero de animais) de cada grupo esta indicado na figura. * p < 0.05 no teste t de Student.

3.1.3 Memoria espacial

Nao foram obsevadas diferengas entre os grupos submetidos ao estresse e
ao exercicio por 2 ou 8 semanas (figuras 16 A, B), exceto por uma influéncia
substancial do exercicio por 8 semanas sobre a laténcia para encontrar a plataforma

alvo no teste, o que indica uma melhora da memoaria espacial (figura 16 C).
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Figura 16. Efeitos do estresse diario por choque elétrico por 2 ou 8 semanas e do exercicio
forgcado por 2 ou 8 semanas na memoria espacial. Os animais foram treinados durante 5 dias na
versdo espacial do Labirinto Aquatico de Morris (LAM). (A): Média + erro padrdo da laténcia de
escape (tempo gasto para encontrar a plataforma de escape) em cada sessao de treino. (B): Média +
erro padrdo do percentual de tempo gasto no quadrante alvo (QA) durante o teste de 60 segundos
feito 24 horas ap6s a quinta sesséo de treino, nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os
grupos. (C): Média + erro padrdo da laténcia, medida no teste, para detector o local exato onde a
plataforma estava localizada durante os treinos. Os animais submetidos ao exercicio forcado por 8
semanas apresentaram uma laténcia significativamente mais baixa que os demais (* p < 0,05 no teste
de Bonferroni; cont = controle). O N (nimero de animais) de cada grupo esta indicado na figura.

A velocidade de nado deste grupo (exercicio 8 semanas) nao apresentou
diferengca em relagdo aos seus controles (figura 17), o que mostra que a laténcia
menor ndo se deve a uma velocidade de nado mais rapida. Nenhuma diferenga

estatistica entre os grupos em um teste t de Student foi observada.



Welacidade (amis)

30+

10+

canirobag

CaTRgoes

55

Figura 17. Velocidade de nado no teste no Labirinto Aquatico de Morris. Os dados sé&o
apresentados como média + erro padréo da velocidade (em cm/s) do grupo de corrida forgado em
esteira por 8 semanas e seu controle. Os animais submetidos ao exercicio forcado por 8 semanas
nao apresentaram diferenga significativamente em relagao ao controle, no teste t de Student.

3.1.4 Atividade exploratéria e locomotora

Se observarmos o comportamento dos animais dos diferentes grupos no
campo aberto por um dia, comparando cada grupo experimental com seu controle,
verificamos que nao existem diferengas estatisticamente significantes entre os

grupos experimentais e seus controles em nenhum parametro (tabela 1).

Tabela 1. Efeitos dos diferentes procedimentos (estresse e exercicio fisico forgado em esteira
rolante por 2 ou 8 semanas) na atividade exploratéria e locomotora dos animais. Ndo houve
diferengas significativas entre os grupos experimentais e seus controles. N (numero de animais) =13

para cada um dos grupos apresentados na tabela.

Grupos Cruzamentos Elevagoes

Controle estresse 2 sem 91,60 + 16,28 33,90 + 9,04
Estresse 2 sem 91,07 £ 23,61 33,47 £ 11,26
Controle estresse 8 sem 94,00 13,98 35,46 + 6,863
Estresse 8 sem 99,43 £ 21,04 37,79 £ 6,863
Controle exercicio 2 sem 73,67 + 25,82 29,42 + 9,00
Exercicio 2 sem 101,2 £ 17,44 38,08 £ 5,93
Controle exercicio 8 sem 70,00 £ 25,11 38,50 £ 10,43
Exercicio 8 sem 78,43 £ 21,76 40,00 * 8,35




56

3.1.5 Efetividade do treinamento de exercicio fisico

Conforme descrito previamente, os animais que realizaram 8 semanas de
treinamento foram submetidos a um novo teste de velocidade maxima, realizado no
primeiro dia da quinta semana de treinamento. Este teste serviu tanto para verificar a
efetividade do treinamento aerdbico (porque, se o protocolo de corrida forgcada em
esteira rolante fosse efetivo deveria levar a um aumento do VO, max indireto), como
também para readequar o treino de acordo com o novo VO, max.

Os resultados sao mostrados na figura 18. Como se pode observar, todos os
animais corredores apresentaram um aumento no consumo maximo de oxigénio,

indicando que o protocolo de corrida levou a um aumento da capacidade aerdbica.

Velocidade max (knvh)
—
1

Primeiro Segundo

Figura 18. Consumo maximo de oxigénio (VO, max) indireto antes e no meio do periodo de
treinamento fisico. Animais submetidos ao protocolo de corrida forgada por 8 semanas foram
submetidos a duas medidas do consumo maximo indireto de oxigénio (VO, max) usando o protocolo
de Brooks e White (1978). A primeira medida foi feita no inicio do treinamento, e a segunda apos 4
semanas de treino. Houve um significante aumento do VO, max (* p < 0,05 no teste t de Student),
mostrando que o treinamento realizado foi eficiente e serve com o propdsito de exercicio.

3.2 Efeitos do exercicio sobre a memoria de ratos com déficit mnemonico
causado pela separagao maternal

Resultados dos grupos controle e experimental V e VI.
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3.2.1 Meméria de habituagao

Houve diferengas significantes (p < 0,05) entre o treino e o teste (dias 1 e 2,
respectivamente), nos dois parametros observados, dos animais separados da mae
(figura 19). Os animais nao separados exercitados apresentaram diferengas

somente no numero de elevagdes (figura 19).
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Figura 19. Efeitos da separacao maternal e da separagcao maternal seguida de 8 semanas de
exercicio forgcado de corrida em esteira rolante na habituagao a exploragdo em campo aberto.
Os valores estéo expressos em média * erro padrdo do niumero de cruzamentos (A) e elevagdes (B).
O N (nimero de animais) de cada grupo esta indicado na figura. * p < 0.05 (treino — dia 1 x teste — dia
2) em um teste t de Student.

3.2.2 Memoéria de reconhecimento

No teste de reconhecimento de objetos, enquanto os animais controles e
exercitados exploraram mais tempo o novo objeto durante o teste (p<0,0001), os
ratos separados da mae passaram o mesmo tempo explorando o objeto familiar e o
novo, o que indica déficit mnemonico (figura 20).

Os ratos separados da mae submetidos ao protocolo de exercicio forgado por
8 semanas apresentaram uma reverséo no déficit da MCD, mas ndo da MLD (figura

20).
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Figura 20. Efeitos da separagdao maternal e da separagao maternal seguida de 8 semanas de
exercicio forgado de corrida em esteira rolante na meméria de reconhecimento de objetos de
curta (MCD; A) e longa duragao (MLD; B). Os ratos foram expostos a dois objetos diferentes
(objetos A e B) por 5 minutos na sessao de treino. Trés horas depois um teste de MCD foi realizado
(A): os animais foram expostos a um objeto familiar (objeto A) e um novo (objeto C) novamente por 5
minutos. O teste da MLD (B) foi realizado 24 horas apos o treino: os animais foram novamente
expostos a um objeto familiar (objeto A) e outro objeto novo (objeto D) por 5 minutos. Os resultados
sdo apresentados como média + erro padrédo do percentual de tempo de exploragdo a um objeto
particular em relagéo ao tempo total de exploragdo. O N (numero de animais) de cada grupo esta
indicado na figura. * p < 0.05 no teste t de Student.

3.2.3 Memoria espacial

Todos os animais apresentaram uma curva de aprendizado similar ao longo
dos cinco dias de treino no LAM (figura 21A) Entretanto, no teste realizado no
primeiro dia apds o término do treino foram encontradas diferencas. A separacao
maternal causou um déficit de memoria, que pode ser observado no tempo de nado
no quadrante alvo, que foi menor que os demais grupos (p < 0,001; figura 21B).
Neste caso, o exercicio ndo melhorou a memoria espacial e ndo reverteu o prejuizo
de memoria causado pela separagdo maternal (figura 21B). Observando o tempo de
laténcia para encontrar o local onde a plataforma estava localizada nos treinos,
pode-se perceber que a separagdo maternal ndo causa prejuizo neste parametro,
mas o exercicio por si tem uma influéncia positiva sobre a memoaria espacial,
reduzindo o tempo de laténcia (p < 0,01 para os exercitados; p < 0,05 para os

separados exercitados; figura 21C).
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Nao foram encontradas diferencas na velocidade de nado entre os diferentes

grupos.
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Figura 21. Efeitos da separacao maternal e da separagcao maternal seguida de 8 semanas de
exercicio forcado de corrida em esteira rolante na memoéria espacial. Os animais foram
treinados durante 5 dias na verséo espacial do Labirinto Aquatico de Morris (LAM). (A): Média + erro
padrdo da laténcia de escape (tempo gasto para encontrar a plataforma de escape) em cada sessao
de treino. (B): Média + erro padrédo do percentual de tempo gasto no quadrante alvo (QA) durante o
teste de 60 segundos feito 24 horas apds a quinta sessdo de treino. (C): Média * erro padréo da
laténcia, medida no teste, para detectar o local onde a plataforma estava localizada durante os
treinos. N (numero de animais) =10 para todos os grupos apresentados na figura. * p < 0,05 no teste
de Bonferroni.

3.2.4 Meméoria aversiva

A separagdo maternal causou um prejuizo na memoria aversiva (MCD e
MLD). Os animais separados tiveram uma laténcia de descida da plataforma menor
que os controles (p < 0,001). Os animais exercitados apresentaram uma alta
laténcia, similar aos controles, na MLD; porém, estranhamente, apresentaram uma
baixa laténcia de descida na MCD. Os animais separados da mae submetidos a um

treinamento fisico por 8 semanas tiveram uma alta laténcia, tanto na MCD como na
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MLD (figura 23). Estes resultados indicam que o exercicio, embora nao traga
beneficios a memodria normal, é capaz de reverter o prejuizo mnemonico causado

pela separacdo maternal a MCD e MLD.
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Figura 22. Efeitos da separagcao maternal e da separagao maternal seguida de 8 semanas de
exercicio forgado de corrida em esteira rolante na memoéria aversiva de curta (MCD) e longa
duragdo (MLD) na esquiva inibitdria. Os ratos foram expostos a caixa de esquiva na sessao de
treino e foi mensurado o tempo que o animal levava para descer da plataforma. Trés horas depois um
teste de MCD foi realizado. O teste MLD foi realizado 24 horas apds o treino. Os resultados séo
apresentados como mediana = intervalo interquartil da laténcia de descida da plataforma (segundos)
no treino e testes. N (numero de animais) =10 para todos os grupos apresentados na figura. * p <
0.05 no teste de Dunn.

3.2.5 Atividade exploratéria e locomotora

Se observarmos o comportamento dos animais dos diferentes grupos no
campo aberto por um dia, verificamos que nao existem diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos controle, separados da méae e exercitados em nenhum

parametro (conforme descrito por Madruga et al., 2006; tabela 2).
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Tabela 2. Efeitos dos diferentes procedimentos (separagdo maternal, exercicio fisico ou
ambos) na atividade exploratéria e locomotora dos animais. N&o houve diferengas significantes

entre os grupos experimentais e seus controles. N (numero de animais) =10 para todos os grupos
apresentados na tabela.

Grupos Cruzamentos Elevagoes

Controle 70,00 £ 25,11 38,50 + 10,43
Exercicio 78,43 £ 21,76 40,00 + 8,357
Separagao maternal 60,10 + 21,75 35,40 + 10,42

Separacgao + exercicio 78,00 + 20,94 37,60 + 9,513
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CAPITULO IV: DISCUSSAO

O exercicio diario forgado de corrida em esteira rolante e o estresse diario por
choque elétrico tiveram alguns efeitos similares e alguns efeitos opostos nos trés
tipos de memdria examinados. Os efeitos de ambos os tipos de tratamento foram
geralmente similares, mas nao idénticos, assim como os resultados da literatura (van
Praag et al., 2005; Ogonovisky et al., 2005; Uysal et al., 2005; Radak et al., 2006;
Blustein et al., 2006; Alaei et al., 2006; Ang et al., 2006). Também, alguns estudos
em humanos mostram que o exercicio fisico aerdbico de corrida de melhora
algumas formas de aprendizado, embora também cause aumento das
catecolaminas circulantes e outras mudancgas indicativas de estresse (Winter et al.,
2007).

Ambos os procedimentos (estresse e exercicio fisico) foram seguidos de um
ganho do aprendizado de habituacéao (figura 14).

O efeitos dos dois procedimentos foram desfavoraveis no aprendizado de
reconhecimento de objetos apds 2 semanas, sugerindo que os efeitos do exercicio
podem ser, em parte, atribuidos ao estresse inerente ao exercicio. Apés 8 semanas,
quando este se torna crénico, de exercicio forcado houve um aprendizado nao
diferente do grupo controle (figura 15), o que condiz com os achados relacionados
ao estresse de Das et al. (2005), que concluiu que um procedimento de estresse
cronico, quando predito (sempre os mesmos parametros), ndo causa as alteragdes
comportamentais relacionadas ao estresse. Os efeitos do estresse crbénico e do
exercicio forcado na memodria de reconhecimento nao tinham sido, até entao,

estudados, ao menos em nosso conhecimento.



63

Finalmente, uma pequena, mas significante melhora foi observada no labirinto
aquatico de Morris apés 8 semanas de corrida forcada (menor laténcia para
encontrar o local da plataforma no teste; figura 16C), o que esta de acordo com os
achados de Ang et al. (2006), Alaei et al. (2008), Radak et al. (2006) e Blustein et al.
(2006). Nenhuma outra diferenga foi detectada apds 2 ou 8 semanas de estresse ou
apos 2 semanas de exercicio.

Os resultados sugerem que, enquanto as variaveis do exercicio podem ser
um fator chave que influencia o aprendizado comportamental nos ratos, o estresse
inerente aos procedimentos comportamentais pode ser outro. E dificil estabelecer
com exatidao o grau de estresse que acompanha o exercicio forgado, assim como é
impossivel controla-lo através de algum procedimento experimental. Entretanto,
estimativas podem ser feitas estudando os efeitos comportamentais de outros
procedimentos estressantes, o que foi feito aqui e por Blustein et al. (2006).

Nao foi observado uma melhora exacerbada da memdéria dos ratos normais
exercitados. Isto pode se dever, em parte, ao fato destes animais ja possuirem uma
memoria normal. Existe um consenso de que a memoria dos individuos normais,
incluindo criangas, adultos e animais experimentais, funciona o tempo todo no
maximo de sua capacidade possivel, de acordo com a modulacado das vias nervosas
(Izquierdo, 2003).

Mas verificou-se um efeito modulatério favoravel do exercicio fisico de corrida
forcada sobre a memodria pode ser percebido também quando verificamos os efeitos
do exercicio sobre a memoria de ratos com prejuizo mneménico causado pela
separagao maternal logo apds o nascimento (figuras 19 a 22).

Como relatado por diversos autores, o exercicio fisico pode influenciar as

fungdes cognitivas em humanos e animais (Winter et al. 2007, Arkin 2007, Abbot et
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al. 2004; Kramer et al. 1999, Sutoo e Akiyama 2003, Cotman e Berchthold 2002,
Berchthold et al. 2005, Chen et al., 2007). O exercicio fisico também pode ser visto
como um tratamento para os déficits mnemobnicos, como o causado pela idade
(Garza et al, 2004; vanPraag et al, 2005), pela morfina (Alaei et al, 2006) e pela
exposicao pré-natal ao etanol (Chirstie et al, 2005).

O protocolo de separagao maternal empregado causou déficit de memaéria em
ratos Wistar adultos machos, como ja relatado por Lehmann et al., 1999; Huang et
al., 2002; Lévy et al., 2003; Lai et al., 2006; e Aisa et al., 2007. Neste trabalho nos
confirmamos este prejuizo mnemonico causado pela separagdo maternal em ratos,
e verificamos que o exercicio por si s6, apesar de ter um efeito modulatério favoravel
sobre a memoria, ndo traz grandes beneficios comportamentais, mas pode agir
como um tratamento, revertendo o déficit da memodria aversiva de curta e longa
duragcdo testada em esquiva inibitéria (figura 22) e o déficit de memdria de
reconhecimento de objetos de curta duragao (figura 20), mas ndo age da mesma
forma no déficit causado a memodria espacial (figura 21) e a memoria de
reconhecimento de objetos de longa duracgao (figura 20).

Nao existem, até este momento, artigos publicados que estudem a
capacidade do exercicio fisico de reverter o déficit de memodria causado pela

separacao maternal.
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CAPITULO V: CONCLUSOES

Pode-se perceber que o exercicio tem uma modulacdo favoravel sobre a
memoria. A questao que continua aberta € até onde a influéncia do exercicio sobre a
cognigdo pode ser atribuida ao exercicio em si, e onde comega ou termina a
influéncia do estresse inerente ao exercicio (McEwen e Magarinos, 2001; Cotman e
Berchthold, 2002). Entéo, o exercicio forgado, que assume um efeito benéfico sobre
a fungdo cerebral como um todo, incluindo a cognigcédo, deve ser feito com um
protocolo cuidadosamente selecionado. Experimentos mensurando os parametros
do estresse oxidativo (Radak et al., 2006, 2006; Ogonovsky et al., 2006) sugerem
que o exercicio forcado crénico ndo é estressante e, desta forma, pode ser
considerado, com certos limites, favoravel, exercendo uma influéncia modulatéria
positiva sobre as fungbes mnemaonicas.

Além disso, o exercicio foi capaz de reverter o prejuizo de memoria aversiva
de curta e longa duragdo na esquiva inibitéria e o0 de memoaria reconhecimento de
curta duragao.

Em resumo, o exercicio fisico cronico tem uma influéncia positiva sobre a
memoria. Pode reverter alguns déficits mneménicos, como relatado por van Praag et
al., 2005 e Alaei et al., 2006. Adicionalmente, o exercicio pode ter um papel protetor,
reduzindo o risco de decaimento cognitivo e deméncia em pessoas idosas (Laurin et
al., 2001), o risco de desenvolvimento da doenga de Alzheimer (Friedland et al.,
2001; Nichol et al., 2007), entre outros efeitos preventivos (Radak, 2007; White e

Castellano, 2008; Vaynman e Gomez-Pinilla, 2005).
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Desta forma, o exercicio pode ser visto como uma simples pratica
comportamental que afeta a saude como um todo, inclusive a funcéo cerebral,
promovendo uma variedade de efeitos amplamente descritos na literatura (efeitos
que resultam de suas acdes na estrutura e funcionamento do sistema nervoso
central; Cotman and Brechtold, 2002; Vaynman e Gomez-Pinilla, 2005) e culminam
em efeitos perceptiveis, como uma melhor memoaria, podendo, assim, ser indicado e

utilizado como uma ferramenta terapéutica.
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CAPITULO VI: PERSPECTIVAS

Neste trabalho o exercicio fisico forcado cronico mostrou-se uma excelente
ferramenta terapéutica no tratamento do déficit de memoaria causado pela separagao
maternal. Além disso, o0 exercicio ja tem sido utilizado com essa finalidade em
déficits com variadas causas (Garza et al., 2004; vanPraag et al., 2005; Alaei et al.,
2006; Chirstie et al.,, 2005). O exercicio fisico apresentou, ainda, um efeito
modulatério favoravel sobre os resultados dos testes de memoria em ratos.

A pergunta que permanece aberta é quais sdo as bases bioquimicas das
modificagcdes observadas? Esses mecanismos bioquimicos podem incluir
neurogénese hipocampal (During e Cao, 2006; Fabel et al., 2003; van Praag et al.,
1999), reducéo do estresse oxidativo (Ogonovsky et al, 2005; Radak et al., 2006) e
aumento nos niveis de BDNF (Vaynman et al., 2006; Huang et al., 2006; Berchtold et
al., 2005; Neeper et al., 1995).

Experimentos bioquimicos envolvendo os grupos experimentais utilizados
neste trabalho serdo realizados com o intuito de tentar responder estas questbes

que permaneceram em aberto.
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CAPITULO VII: ARTIGOS CIENTIFICOS

Os primeiros resultados apresentados nesta dissertacdo de mestrado foram
publicados no periédico Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (ANEXO 2),

conforme a referéncia abaixo:

MELLO, PB; BENETTI, F; CAMMAROTA, M; IZQUIERDO, I. 2008. Effects of cronic
exercise and stress in different types of memory in rats. Annals of Brazilian Academy

of Sciences. 80(1): 1-9.

Um segundo artigo com os resultados referentes aos efeitos do exercicio
fisico sobre o déficit mnemonico causado pela separagdo maternal foi submetido
para publicagdo no periédico Behavioral Brain Research (ANEXO 3), conforme a

referéncia abaixo:

MELLO, PB; BENETTI, F; CAMMAROTA, M; IZQUIERDO, I. 2008. The physical
exercise reverts the long-term memory caused by maternal derivation in Inhibitory

avoidance test, but not in Morris water maze and object recognition test. 2008.

Estes artigos encontram-se anexos no final desta dissertacdo, apds as

Referéncias (ANEXOS 2 e 3).
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ABSTRACT
Here we study the effect of acute and chronic physical exercise in a treadmill and of daily stress (because forced exercise

involves a degree of stress) during 2 or § weeks on differ-ent types of memory in male Wistar rats. The memory tests
employed were: habituation in an open field, object recognition and spatial learning in the Morris water maze. Daily
foot-shock stress enhanced habituation learning after 2 but not after 8 weeks: it hindered both short- (STM) and long-
term memory (LTM) of the recognition task at 2 weeks but only STM after § weeks and had no effect on spatial learning
after either 2 or 8 weeks., Acute but not chronic exercise also enhanced habituation in the open field and hindered STM

and LTM in the recognition task. Chronic exercise enhanced one important measure of spatial learning (latency to
escape) but not others. Our findings indicate that some care must be taken when interpreting effects of forced exercise

on brain parameters since at least part of them may be due to the stress inherent to the training procedure.

Key words: physical activity, stress, learning and memory, forced running.

INTRODUCTION

The functional benefits of physical exercise on brain
function have been studied in humans (Winter et al. 2007,
Arkin 2007, Abbot et al. 2004) and also in laboratory an-
imals, especially rodents. Regular physical activity has
been related to improvement of cognitive function in rats
(Kramer et al. 1999, Sutoo and Akiyama 2003, Cotman
and Berchthold 2002, Berchthold et al. 2005). Physical
exercise modulates hippocampal neurogenesis (During
and Cao 2006, Fabel et al. 2003, van Praag et al. 1999),
reduces oxidative stress (Ogonovszky et al. 2005, Radak
et al. 2006}, increases brain-derived neurotrophic factor
levels (Vaynman et al. 2006, Huang et al. 2006, Berch-
told et al. 2005, Neeper et al. 1993) and brain vascu-

*Member Academia Brasileira de Ciéncias
Comespondence to: Ivin Izquierdo
E-mail: izquier@terra.com.br

larization (Isaacs et al. 1992), and causes a variety of
morphological changes (Arida et al. 2004).

Several authors have reported favorable effects of
physical exercise on memory (Barnes et al. 1991, Uysal
et al. 2005, VanPraag et al. 2005, Blustein et al. 2006,
Ang et al. 2006, Ogonovsky et al. 2005, Radak et al.
2006, Alaei et al. 2006). Most studies in rodents were
carried out using voluntary exercise such as free wheel
running (eg. Van Praag et al. 2005) but few investigated
the effects of forced exercise (see Ang etal. 2006, Radak
et al. 2006). The latter, which is much used by humans
(eg., Winter et al. 2007), probably involves a degree of
stress (Cotman and Bertchtold 2002, Ang et al. 2006,
Blustein et al. 2006, Winter et al. 2007), which is diffi-
cult to control. Only few authors have studied, animals
submitted for similar periods to other forms of stress be-
sides that provided by physical exercise (see Berchthold
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etal. 2005, Angetal. 2006, Blustein etal. 2006). Stress,
especially if subacute or chronic, can produce profound
alterations on memory processing (McEwen and Maga-
rinos 2001, McGaugh 2004, 2005, 2006, Das et al. 2005,
Manikandan et al. 2006, Radley et al. 2005). Conse-
quently, it is important to distinguish the effects caused
by the exercise itself from those produced by the stress
inherent to physical exercise.

Here we investigate the effects of acute and chronic
physical training in a treadmill and of daily exposure to 5
min mild footshock stimulation on three different learn-
ing tasks: habituation of exploration in an open field,
object recognition and the Morris water maze.

MATERIALS AND METHODS
ANIMALS

One hundred and twelve male Wistar rats purchased
at Centro de Reprodugiio e Experimentagfio Animal
(CREAL) from Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) were used. The animals were housed into
plastic cages under a light/dark cycle (lights on at 7:00
AM), with water and Purina lab chow freely available and
at a constant temperature of 23°C. The animals started
the physical training with 45 or 80 days old (for animals
trained for 8 or 2 weeks, respectively). In consequence,
they were around 100 days old when they were submitted
to behavioral testing.

All efforts were made to minimize animal suffer-
ing and to reduce the number of animals used. In all
experiments the “principles of laboratory animal care™
(NTH publication N® 85-23, revised 1996) were strictly
followed.

BEHAVIORAL PROCEDURES

Animals were separated in four experimental groups, as
follows: acute exercise (for 2 weeks), acute stress (for
2 weeks), chronic exercise (for 8 weeks) and chronic
stress (for 8 weeks). Each group was further divided
in two sub-groups: experimental and control. After the
physical exercise period, the animals were tested in three
different memory tests: open field, object recognition
and Morris water maze.

PHYSICAL EXERCISE PROTOCOL

Animals were submitted to protocols of acute (2 weeks)
or chronic physical exercise (8 weeks) in a treadmill

An Acad Bras Crenc (2008) 80 (1)

(seebelow). Prior to exposure to the exercise or stress, all
animals were placed in the training apparatus for 10 min
during the first week in order to minimize novelty-
induced stress.

In the first day of the second week an incremen-
tal test was carried out on an adapted motorized rodent
treadmill (INBRAMED TK 01, Porto Alegre, Brazil) to
determine the physical exercise intensity that would be
used in the training period. The indirect measurement
of oxygen uptake (VO3) peak was measured as recom-
mended by Brooks and White (1978). Each rat ran for
25 min on the treadmill at a low initial speed followed by
increases of speed of 5 m/min every 3 minutes until they
reached their point of exhaustion (i.e, failure of the rats to
continue running). The time to fatigue (in minutes) and
workload (expressed by velocity in m/min) were taken
as indexes of capacity for exercise, and as a measure of
VO3 peak.

This measure was used to control the exercise in-
tensity during the physical training program. The in-
tensity of the physical training protocol (50 min/day 5
day/week) was adapted for each animal so it never sur-
passed 60-75% of the respective maximum oxygen up-
take. Each training session started with a 10 min-long
warm-up (gradual acceleration) followed by 30 min at
60-75% level of the maximum oxygen consumption. The
last 10 min of each session were for gradual deceleration.

The running sessions were conducted between
10:00 AM and 14:00 PM on an adapted motorized
rodent treadmill with individual 10 cm wide, 50 cm long
lanes separated by acrylic walls. Neither electric shock
nor physical prodding was used in this study. Those
animals that refused to run were encouraged by gen-
tly tapping on their backs. Animals that were not able
to perform the exercise were excluded of the sample.
The sedentary group was transported to the experimental
room and handled exactly as the experimental animals
but were not submitted to the forced running protocol
(adapted from Scopel et al. 2006). To do that the animals
were daily put in the running lanes with the treadmill off
for ten minutes, and then returned to their home cages.

STRESS PROTOCOL

Animals were submitted to acute (2 weeks) or chronic
stress (8 weeks). To do that we used a 50 x 25 x
25 cm acrylic box whose floor was made of a grid of
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parallel bronze bars 1 ¢m apart. The animal received
a 0.4 mA, 2-seconds footshock every 30 seconds dur-
ing 5 min (adapted from Cao et al. 2007), five times a
week during 2 or 8 weeks. There was no apparent tissue
damage observed in the footpads of shocked rats. The
control group was transported to the experimental room
and handled exactly as the experimental animals, but did
not receive footshocks.

OPEN-FIELD TEST

To analyze exploratory and locomoter activities, as well
as habituation memory, animals were placed on the left
rear quadrant of a 50 % 50 % 39 cm open field with white
walls and floor divided into 12 equal rectangles by black
lines on the floor. The number of line crossings and the
number of rearings were measured over 5 minutes. These
are classical measures of locomotor and exploratory ac-
tivities. Twenty-four hours later, animals were left to ex-
plore the apparatus again for another 5 minutes and the
same measures were recorded to evaluate habituation to
the task (Barros et al. 2006).

ORJECT RECOGNITION TEST

The ohject recognition test (Ennaucer and Delacour
1988) was carried out one in the same arena used for
the open field test, as described by Dere et al. (2005).
All animals were habituated to the experimental arena
in the absence of any specific behavioral stimulus for
20 min/day during 4 days. The objects, made of metal
or glass, were fixed to the arena’s floor with adhesive
ribbon. In the first day (training session) the animals
were placed in the arena containing two different objects
(M and N) and left to explore them freely for 5§ minutes.
The test was repeated 180 minutes later to test short-term
memory (STM) or 24 hours later to evaluate long-term
memory {LTM) after the physical training program. In
the tests, one of the objects was changed for a new ob-
ject (P, for STM or R, for LTM) and the rat was intro-
duced in the arena for more 5 minutes. The positions of
the objects (familiar or novel) were randomly permuted
for each experimental animal and the arena was cleaned
between trials. Exploration was defined as sniffing or
touching the ohject with the nose and/or forepaws. Sit-
ting on or turning around the object was not considered
exploratory behavior. The time spent to explore each ob-
ject was recorded by an observer blind to the treatment

and expressed as a percentage of the total exploration
time computed in seconds (Rossato et al. 2007).

MoORRIS WATER MAZE (MWM)

The water maze was a black circular pool (200 ¢m in
diameter) conceptually divided in four equal imaginary
quadrants for the purpose of data analysis. The wa-
ter temperature was maintained between 21-23°C. Two
centimeters beneath the surface of the water and hidden
from the rats view there was a black circular platform of
12 ¢cm in diameter. It had a rough surface, which allowed
the rat climbing onto it easily once detected. The swim-
ming path of the rats was recorded using a video camera
mounted above the center of the pool and analyzed using
a video tracking and analysis system. The water maze
was located in a well-lit white room with several posters
and other distal visual stimuli hanging on the walls to
provide spatial cues. A curtain separated the water maze
room from the room where the computer setup was in-
stalled and the animals were temporarily housed during
the behavioral sessions. Morris water maze training pe-
riod began 24 hours after the object recognition test and
was carried out during five consecutive days (Rossato
et al. 2006b). A 5-day training-test procedure was em-
ployed. This is more sensitive to the analysis of differ-
ent parameters of spatial learning (Rossato et al. 2006b,
2007) than the 1-day protocol (Frick et al. 2000) pre-
ferred by some (eg., Ang et al. 2006). On each training
day/session, the rats received eight consecutive training
trials while the hidden platform was kept in constant po-
sition. A different starting location was used for each
trial, which consisted of swimming followed by a 30
seconds platform sit. Rats who did not find the platform
within 60 seconds were guided to the platform by the
experimenter. Memory retention was evaluated during a
30 seconds probe trial carried out 24 hours after the last
training session in the absence of the escape platform
(Rossato et al. 2006a).

STATISTICAL ANALYSIS

Duncan multiple range tests were used to make compar-
isons between various groups, and Student’s i-test was
used to compare each group against its control.
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Fig. 1 — Effects of daily footshock stress for 2 (A) or 8 weeks (B), and of forced exercise during 2 (C) or 8 weeks (D) on the habituation of

exploration on an open field (OF). Animals were placed for 5 min in the OF (training session) and 24 h later were submitted to a similar exposure

(test session). Values are expressed as means = SEM of crossings and rearings. N indicated in each figure. Each graph compare the experimental

and control groups: * p < 0.05 (tmining > test) ina Student’s r-test.

RESULTS
QPEN-FIELD TEST

Both daily stress (Fig. 1A) and forced running proto-
cols (Fig. 1C) enhanced habituation leaming after 2
weeks (acute), but not after 8 weeks of training (chronic)
(Figs. 1B and 1D).

OBJECT RECOGNITION TEST

Acute stress impaired both short- (STM) and long-term
object recognition memory (LTM) while chronic stress
hampered only LTM (Fig. 2A and Fig. 2B). Similarly,
acute physical exercise also hindered short- and long-
term object recognition memory (Fig. 2C). However,
chronic forced exercise did not affect short-or long-term
memory retention (Fig. 2D).

An Acad Bras Cienc (2008) 80 (1)

MORRIS WATER MAZE

Neither stress nor physical exercise, chronic or acute,
had any effect on spatial memory acquisition or reten-
tion (Fig. 3A and Fig. 3B). However, chronic physical
exercise induced a clear decrease in the latency to swim
over the previous location of the escape platform during
a probe test carried 24 h after the last training session
(Fig. 3C). No difference in swimming speed was ob-
served among experimental groups.

ANALYSIS OF MAXIMUM OXYGEN UPTAKE

On the first day of the 5™ week of training, animals sub-
mitted to the physical exercise protocol were submitted
to a second measurement of maximum oxygen uptake
to analyze whether the training protocol was effective.
All animals increased their maximum oxygen uptake,

&9
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Fig. 2— Effects of daily footshock stress for 2 (A) or 8 weeks (B) and of forced exercise during 2 (C) or 8 weeks (D) on object recognition memory.

Rats were exposed to two different objects (M and N) for 5 min in the training session. Three howrs later a short-term memory (8TM) test was

carried out: animals were exposed to a familiar object (M) and a novel object (P) again for 5 min, Long-term memory (LTM) was measured 24 h

after training: the animals were exposed again to the familiar object (M) and to another novel object (R) for 5 min. Data are presented as means

+ SEM of the percentage of time spent exploring a particular object divided by the total time of object explomtion, * p - 0.05 in Student’s i-test,

indicating that forced running protocol indeed enhanced
physical asrobic capacity (Fig. 4). Maximum oxygen
uptake was not evaluated at the end of the training period
to avoid confounding strin the end of running period be-
cause this test can cause some stress to the animals, and
immediately after the exercise protocol was finished the
animals were submitted to the memory tests.

DISCUSSION

The effects of daily forced exercise and daily footshock
stress were quite similar, but not identical in the three
tasks here examined. Our results fall within the wide
variability of reports in the literature on the nature of
these effects (van Praag et al. 2005, Ogonovsky et al.
2005, Uysal et al. 2005, Radak et al. 2006, Blustein et
al. 2006, Alaei et al. 2006, Ang et al. 2006). Further,

ourfindings correlate with others in humans showing that
high impact running improves some forms of learning,
but also causes blood catecholamine and other changes
indicative of stress (Winter et al. 2007).

Both procedures were followed by an enhancement
of habituation learning but not of within-session perfor-
mance of crossings or rearings in the open field (Fig. 1).

The two treatments impaired object recognition
learning after 2 weeks, suggesting that the effect of
acute exercise could be at least in part attributed to the
inherent stress. At 8 weeks, only the deleterious effect
of chronic stress on this task persisted, while the animals
submitted to chronic forced exercise showed a behav-
ioral performance not different from untreated controls
(Fig. 2). The effect of chronic stress or forced exercise
on recognition learning had not been previously studied,
to our knowledge.

An Acad Bras Cienc (2008) 80 (1)
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Fig. 4 — Animals submitted to forced running during 8 weeks were sub-
mitted to two indirect measurements ofmaximum oxygen consunption
(V7 peak) using the procedure of Brooks and White (1978). The first
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second was after 4 weeks of training, Note that the training procedure
significantly enhanced VOy (* p = 0,05 in Student’s r-test), showing

that it effectively served the purpose of an exercise.
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Finally, a slight but significant enhancing effect of
chronic exercise was observed in the Morris maze (Fig.
3C), which agrees with a report of Ang et al. (2006);
Alaei et al. (2007) and with those of Radak et al. (2006)
and Blustein et al. (2006). No such influence or any
others were detected in the acute or chronic stress groups
or in the acute exercise group.

In summary, our results suggest that while physi-
cal exercise can play a key role to influence the learned
behavior in rats, the amount of stress inherent to each
experimental procedure also has a prominent effect. It
is difficult to establish exactly the degree of stress asso-
ciated with the physical exercise protocol utilized in our
experiments. However, it is clear that since it forces the
animal to run at the experimenter demand, running in a
treadmill is far more stressing than doing so, at will, ina
running wheel (Blustein et al. 2006).

What is the biochemical basis of the behavioral
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meodifications that we observed? Mechanisms to sup-
port our results may involve hippocampal neurogenesis
{During and Cao 2006, Fabel et al. 2003, van Praag et
al. 1999), reduced oxidative stress (Ogonovszky et al.
2005, Radak et al. 2006), and increased brain-derived
neurotrophic factor levels (Vaynman et al. 2006, Huang
et al. 2006, Berchtold et al. 2005, Neeper et al. 1995).
In any case, the question that remains open is how
the influence of exercise on cognitive function can be
ascribed to the exercise and stress separately (McEwen
and Magarinos 2001, Cotman and Berchtold 2002),
since the forced exercise per se also includes a degree
of stress as suggested by stress oxidative investigations
(Radak et al. 2006, Ogonovsky et al. 2005). Proper
experiments are in course to answer this issue.
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RESUMO

Neste trabalho estudamos os efeitos do exercicio forgado diario
em esteira rolante e da exposi¢io didria ao estresse (porque o
exercicio forgado envolve um certo grau de estresse) durante 2
ou 8§ semanas em diferentes tipos de memoéria em ratos Wistar
machos. Os testes de memoria utilizados foram: habituagio
da exploragiio em um campo aberto, reconhecimento de ob-
jetos, e memdria espacial no labirinto aquatico de Morris. O
estresse didrio facilitow a memdria de habituagio, os animais
aprenderam apds 2 mas ndo apds 8 semanas; houve prejuizo
na meméria curta (STM) e de longa duragdo (LTM) no teste de
reconhecimento em 2 semanas, mas somente de STM apéds 8
semanas; ndo houve nenhum efeito na memaoria espacial apés
2 ou 8 semanas. O protocolo do exercicio facilitou também a
memdria de habituagio no campo aberto apds 2 mas ndo apos
§ semanas; prejudicou STM e LTM na tarefa do reconheci-
mento apds 2 mas nio apds 8 semanas; e faciliton uma medida
importante da aprendizagem espacial apds 8 semanas (laténcia
de escape), mas néio outras medidas Nossos resultados indicam
que algum cuidado deve ser tomado ao se interpretar efeitos
de exercicio forgado sobre as fungdes cognitivas, ja que uma
parte deles, embora néo todos, podem ser atribuidos ao estresse
inerente ao exercicio.

Palavras-chave: atividade fisica, estresse, aprendizagem e

meméria, corrida forgada.
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Abstract

Maternal deprivation in the first 10 days of life can induce memory deficits in rats
when they become adult. The effect is seen in a one-trial inhibitory avoidance task, in
spatial learning in a water maze, and in an object recognition test. Starting at day 45
of life, maternally-deprived and control rats were submitted to 8 weeks of daily forced
physical exercise in a treadmill during 8 weeks, 5 times per week, for 50 min/day, with
an intensity corresponding to 60-75% of the maximum VO, of each animal. This
treatment reversed the memory deficit seen in the inhibitory avoidance task, but not in
the two other memory tests. The exercise alone had no effect on performance in the
memory tests. The results indicate that forced exercise can reverse the deleterious
effect of maternal deprivation on the memory of some tasks but not others.
Key-words: maternal deprivation, treadmill running, memory tests, learning and

memory,

Introduction

Human and animal studies have shown several beneficial effects of physical exercise
in overall health and cognitive functions, including learning and memory (Ang and
Gomez-Pinilla, 2007; Alaei et al., 2006; Winter et al., 2007). Several authors reported
enhancements of spatial memory in rats trained in a Morris Water Maze (MWM, Ang
et al., 2006; Blustein et al., 2006; Radak et al., 2006; Alaei et al., 2007; Asl et al.,
2007), Y maze (Van Der Borght et al, 2007) or in mice trained in a radial arm water
maze (Nichol et al, 2007), and improved memory in an inhibitory avoidance test (IA,
Chen et al., 2007). In our laboratory (Mello et al., 2008) we have detected only very

mild enhancing effects, if any, in IA and spatial learning in a water maze, and no
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effects at all in an object recognition task. Barnes et al. (1991) have also been unable
to report significant influences of physical exercise on cognitive parameters in rats.

In contrast, maternal deprivation at a very early age in rats has been reported to
induce cognitive deficits observable in adulthood and even lasting into senescence
(Lehmann et al., 1999; Oitzl et al., 2000). Neurochemical and anatomical
disturbances accompany these effects: a reduced expression of brain-derived
neurotrophic factor and NMDA receptor subunits in the rat hippocampus (Roceri et
al.,, 2002; Kuma et al., 2004), increased nerve growth factor expression in rat
hippocampus (Cirulli et al., 1998), reduced hippocampal mossy fiber density (Hout et
al.,, 2002), and adult elevated basal pituitary-adrenal activity (Rots et al., 1996;
Schmidt et al., 2002). Different protocols of maternal deprivation have been used by
different authors over the years. The most widely used nowadays is 3h of separation
a day during ten days (Mclntosh et al., 1999).

Exercise has been described as effective to revert memory deficits caused by
morphine (Alaei et al., 2006) and aging (van Praag et al., 2002). Additionally, in
humans, exercise can play a preventive role, reducing the risk of cognitive impairment
and dementia in elderly persons (Laurin et al.,, 2001), and the risk of developing
Alzheimer’s disease (Friedland et al., 2001).

Here we study whether exercise can revert the memory deficits caused by maternal
deprivation.

Materials and Methods

Animals

Pregnant female Wistar rats (age, 3-4 months, weight, 250 — 280 g) and 45 days-old
male Wistar rats were obtained from the Reproduction Center of the Universidade

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). All animals were maintained in light/dark
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cycle (lights on at 07:00 A.M., off at 7:00 P.M.) and the temperature (+ 22 °C) and
humidity (60%) were kept constant. The pregnant females were individually housed
with ad libitum access to food and water. The day of delivery (day 0) was controlled.
A maternal deprivation protocol was applied on day 1 to 10 after birth, as
aforementioned, to approximately 50% of the pups; the rest were used as controls.
Twenty-three of the male rats were submitted to a chronic exercise protocol
(experimental) beginning at the age of 45 days. and the other twenty-two were not
exercised (controls). Consequently, the behavioral testing was accomplished with the
animals completing around 100 days of life.

All efforts were done in order to minimize animal suffering and to reduce the number
of animals necessary to the experiments. For all experiments the “principles of
laboratory animal care” (NIH publication N° 85-23, revised 1996) were strictly
followed.

Behavioral procedures

Maternal deprivation protocol

The female Wistar rats were maintained in individual boxes until their birth day. This
day was considerate as the day zero. The day following their birth (day 1), the pups
were divided in groups of 8 (4 females and 4 males). Then, half of the animals were
submitted to the maternal deprivation protocol, and the rest were just kept in their
home cages. The former were deprived of their mother for 180 min daily during the
first 10 days of life (on day 1 to 10). The protocol employed in this study consisted in
removing the mother from the residence box, putting the female rat in other box
(Renard et al., 2005). The pups were maintained in the original home cage (grouped
in the nest in presence of maternal odor), which was transferred to a different room

kept at 32°C to compensate for the mother’'s body heat. At the end of each daily
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deprivation, the mothers were returned to the home boxes. This procedure was
carried out in the light cycle, between 8:00 AM and 2:00 PM., and the pups remained
in the residence box with light and temperature controlled (Renard et al., 2005). The
control rats stayed in their resident boxes with their mothers, throughout the
experimental procedures.

Only on day 11, the boxes were cleaned normally again in accordance with the
laboratory routine. At the age of 21 days the animals were weaned; only the male
pups were used in the experiments described below. All animals above the ag of 21
days were kept in standard 50 x 30 x 20 cm plastic boxes, 4-5 to a box, in rooms
where the light and temperature conditions were as indicated above.

Physical exercise protocol

Animals were submitted to chronic physical exercise (8 weeks) in a treadmill
(described below). Prior to exposure to the exercise all animals were placed in the
training apparatus for 10 min during the first week, in order to minimize novelty-
induced stress.

In the first day of the second week an incremental test was carried out on an adapted
motorized rodent treadmill (INBRAMED TK 01, Porto Alegre, Brazil) to determine the
physical exercise intensity that would be used in the training period. The indirect
measurement of peak oxygen uptake (VO; peak) was carried out as recommended by
Brooks and White (1978). Each rat ran for 25 min on the treadmill at a low initial
speed followed by increases of speed of 5m/min, every 3 minutes, until they reached
their point of fatigue (i.e., failure to continue running). The time to fatigue (in minutes)
and workload (expressed by velocity in m/min) were taken as indexes of capacity for

exercise, and as an indirect measurement of VO, peak.
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The intensity of the physical training protocol (50 min/day for 5 day per week) was
controlled to remain within 60 to 75% of the respective peak oxygen uptake. Each
training session started with a 10 min warm-up (gradual acceleration) followed by 30
min at a velocity corresponding to 60-75% of the peak oxygen uptake. The last 10 min
of each session were for gradual deceleration (Scopel et al. 2006).

The running sessions were conducted between 10:00 AM and 14:00 PM on an
adapted motorized rodent treadmill with individual 10cm wide, 50cm long lanes
separated by acrylic walls. Neither electric shock nor physical prodding was used in
this study. Those animals that refused to run were encouraged by gently tapping on
their backs. Animals that were not able to perform the exercise were excluded from
the sample. The control group was transported to the experimental room and handled
exactly as the experimental group. The animals were placed exposed to the treadmill
stopped and kept in the lanes for 10 minutes, but the treadmill was not activated and
they were thus not exposed to running.

Analysis of maximum oxygen uptake

On the first day of the 5" week of training, animals submitted to the physical exercise
protocol were submitted to a second measurement of maximum oxygen uptake to
analyze whether the training protocol was effective, and to verify if the forced running
protocol indeed enhanced physical aerobic capacity. Peak oxygen uptake was not
evaluated in the end of the training period to avoid effects of high intensity exercise
stress on the memory tests that the animals were submitted after the protocol
finished.

The animals submitted to physical exercise increased their maximum oxygen uptake,
indicating that forced running protocol indeed enhanced physical aerobic capacity

(graph do not show).
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Morris water maze test

The water maze was a black circular pool (200cm in diameter) conceptually divided in
four equal imaginary quadrants for the purpose of data analysis. The water
temperature was maintained between 21-23°C. Two centimeters beneath the water
surface, and hidden from the rats’ view, there was a black circular platform with
diameter of 12cm; its position was maintained during the training sessions. It had a
rough surface that allowed to the rat to climb onto it easily once he detected it. The
swimming path of the rats was recorded using a video camera mounted above the
center of the pool and analyzed using a video tracking path and analysis system. The
water maze was located in a well-lit white room with several posters and other distal
visual stimuli hanging on the walls to provide spatial cues. A curtain separated the
water maze room from the room where the computer setup was installed and the
animals were temporarily housed during the behavioral sessions. Morris water maze
was carried out during five consecutive days (Rossato et al. 2006a). A 5-day training-
test procedure was employed. This procedure is more sensitive to different
parameters of spatial learning (Rossato et al. 2006b, 2007) than the 1-day protocol
(Frick et al. 2000). On each day of training, the rats were submitted to eight
consecutive trials, while the hidden platform was kept in constant position. A different
starting location was used for each trial, which consisted of swimming followed by a
30 seconds platform sit. Rats who did not find the platform within 60 seconds were
guided to the platform by the experimenter. Memory retention was evaluated during a
30 seconds probe trial carried out 24 hours after the last training session in the
absence of the escape platform (Rossato et al. 2006a).

Object recognition test
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The object recognition test (Ennaucer and Delacour 1988) was carried out in the
same arena used for the open field test, as described by Dere et al. (2005). All
animals were habituated to the experimental arena in the absence of any specific
behavioral stimulus for 20 min/day during 4 days. The objects for recognition, made of
metal or glass, were fixed to the arena’s floor with adhesive ribbon. In the first day
(training session) the animals were placed in the arena containing two different
objects (M and N), and left to explore them freely for 5 minutes. The test was
repeated 24 hours later to evaluate long term memory (LTM). In the test, one of the
objects was removed and a new object (P) was placed in their place, and the rat was
introduced in the arena for more 5 minutes. The positions of the objects (familiar or
novel) were randomly permuted for each experimental animal, with the arena being
always cleaned between trials. Exploration was defined as sniffing or touching the
object with the nose and/or forepaws. Sitting on or turning around the object was not
considered as an exploratory behavior. The time spent to explore each object was
recorded by an observer blind to the treatment and expressed as a percentage of the
total exploration time computed in seconds (Rossato et al. 2007).

Inhibitory avoidance test

The Inhibitory avoidance apparatus consisted in a 50 x 25 x 25 cm acrylic box whose
grid was a series of 1 mm calber bronze bars spaced 1 cm apart. The left end of the
floor was covered by one 8 cm wide, 5,0 cm high wood platform (lzquierdo et al,
1992). During training, animals were gently placed on the platform, and when they
stepped down onto the grid they received a 3 seconds scrambled foot-shock with

intensity of 0,5 mA.
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The rats were tested for retention 24h after the training. With this test was verified the
step down latency, which would be longer then training if the animal had a good long-
term memory (VIANA et al, 2001).

Open field test

The animals were submitted to an additional test: the open field test was employed to
evaluate the exploratory and locomotor activity. The open field apparatus consisted of
an open arena with dimensions of 40 x 30 x 50 cm. The animal was placed in the
arena and observed during 5 min. The critical measurement was the frequency and
the time spent for locomotion in the center and the peripheral area to open field.
Statistical analysis

IA data are expressed as medians % interquartile range of step down latencies during
training and test sessions and were compared between groups using a Kruskal-Wallis
analysis of variance followed by individual Mann-Whitney U tests. The reason for
using non-parametric tests was that in this task there was a ceiling of 180 sec in the
test session (Izquierdo et al., 2007).

In the OR a Student’s t-test was used to analyze the time spent exploring each object.
All other data were expressed as mean £ SEM, the statistic significance was evaluate
using ANOVA followed by Bonferroni or Dunn test, as appropriate.

Results

Morris water maze (MWM) test

All the animals had a similar learning curve in the five days of training in the MWM.
However, for the PROBE test accomplished in the first day after the end of training,
the maternal deprivation caused memory deficit. Exercise was found not to affect

MWM memory significantly, and not to reverse the deficit caused by maternal
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deprivation (fig 1). No difference in swimming speed was observed among
experimental groups (Data not shown).

Object recognition test (OR)

In the OR test, while the controls exploring the novel object for more time, the
deprived rats spent a similar amount of time exploring familiar and novel objects,
which indicates an inability to form a memory of this task (fig 2). In this case, the
exercise also had no effect of its own, and did not modify the effect maternal
deprivation effect (fig 2).

Inhibitory avoidance (IA) test

Maternal deprivation disrupted |IA memory. The deprived animals had a shorter step
down latency than the controls (p<0,05). Animals exposed to the treadmill als
presented a test latency similar to that of the controls. Maternally deprived animals
submitted to 8 weeks of physical exercise showed no impairment. Thus, in this task,
unlike in the others, exercise reverted the detrimental effect of maternal deprivation
(fig. 3).

Locomotor and exploratory activity

Statistical analyses showed no significant differences between control, deprived and
exercised animals in any of the parameters analyzed, like observed by Madruga et al.
(2006; data not show).

Discussion

Like related for several authors, the physical exercise can influence the cognitive
functions in human and animals (Winter et al. 2007, Arkin 2007, Abbott et al. 2004).
This central nervous system functions include memory, in which, according some
papers, the physical exercise cause an improvement of memory (VanPraag et al.
2005, Ang et al. 2006, Ogonovsky et al. 2005), and, according others, did not has an

effect (Barnes et al, 1991; Mello et al, 2008).
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Physical exercise has been used as treatment for memory deficits, like the prejudice
of memory caused by aging (Garza et al, 2004; vanPraag et al, 2005), by morphine
(Alaei et al, 2006) and by prenatal ethanol exposure (Christie et al, 2005).

The present findings confirm the deleterious effect of maternal deprivation on memory
parameters in the offspring when they become young adults (Lehmann et al., 1999;
Huang et al., 2002; Lévy et al., 2003; Lai et al., 2006; Aisa et al., 2007). The deficit
was observed in three tasks: one clearly aversive (IA), one spatial (the MWM), and
one involving recognition (OR).

The deficit was reversed by the forced exercise protocol only in the aversive task (fig.
3). This is in line with the reports of van Praag et al. (2005), Christie et al. (2005) and
Alaei et al.(2006) on other reversals of cognitive deficits, and perhaps with the
protective influence of exercise in persons exposed to aversivity, like the elderly
(Laurin et al., 2001; see also Friedland et al. (2001) and Cotman and Brechtold (2002)
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Fig. 1. Animals were trained during 5 days in a spatial version of the Morris Water Maze (MWM). (A):
Mean + SEM time spent to find the target quadrant (TQ) during a 60 s probe test carried out 24 h after
the 5" training session. Animals submitted to maternal deprivation showed a significantly high time
spent to find the TQ; * p < 0,001 in Dunn’s test. (B): Mean + SEM latency, measured in the probe test,

to detect the position where the escape platform had been during the training. Animals submitted to
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the forced exercise during 8 weeks showed a significantly lower latency than the others (* p < 0,01 in

Dunn’s test).
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Fig. 2. Rats were exposed to two different objects for 5 min in the training session and explore a
similar percent of time each one. Long-term memory (LTM) was measured 24h after training: the
animals were exposed again to the familiar object and to another novel object during 5 min. Data are
presented as mean + SEM of the percentage of time spent exploring a particular object divided by the

total time of object exploration (* p < 0,001 in Student’s t-test).
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Fig. 3. Escape latency to step down in Inhibitory Avoidance (lA) test. All animals had a shorter latency
in the training. In the test the animals submitted to maternal deprivation protocol showed a significantly
lower latency than all the others (* p < 0,001 in Dunn’s test). The deprived animals submitted to 8

weeks of physical exercise did not show this difference.



Groups Crossings Rearings

Control 70,00 £ 25,11 38,50 + 10,43
Exercise 78,43 £ 21,76 40,00 * 8,357
Deprived 60,10 £ 21,75 35,40 + 10,42
Deprived and exercise 78,00 + 20,94 37,60 £ 9,513
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Table 1. Maternal deprivation, physical exercise for 8 weeks or both had no effect on locomotor and

exploratory activities.



