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CONTEXTUALIAZACAO

Este trabalho de conclusao de curso (TCC) faz parte de uma nova linha de
pesquisa que estd sendo desenvolvida pelo Laboratério de Investigacdo das
Desordens Neuromusculares (LIDEN).

O LIDEN esta desenvolvendo uma linha de pesquisa com modelo
experimental da doenca de Parkinson (DP). Para que essa nova linha seja
implementada com éxito, uma série de estudos tém sido realizados. Estudos esses,
gue vao desde a revisdo da literatura, para a analise dos modelos existentes e a
viabilidade de execucédo de cada um deles, até o treinamento pratico do(s) protocolo(s)
selecionado(s) e dos tratamentos propostos. Sendo assim, esse TCC faz parte um
grande “Projeto Guarda-Chuva” desenvolvido pelo LIDEN.

A fim de contextualizar e documentar, descreveremos neste item as etapas
realizadas que precederam o resultado final deste trabalho, que sera apresentado
como TCC.

Inicialmente foi selecionado um modelo experimental para inducédo da DP
com administracdo de rotenona que € um pesticida que mimetiza sintomas da DP.
Segundo a literatura a administracéo dessa droga destréi seletivamente os neurdnios
dopaminérgicos e induz déficits motores e ndo motores que sdo semelhantes a DP
humana (ZHANG et al., 2017). Tal modelo foi escolhido devido & sua conveniéncia e
suposta simplicidade.

Apos selecionado o modelo, foi realizado um estudo piloto com 20 animais.
Primeiramente, esses animais passaram por avaliacdo do desempenho motor (da
mesma forma que sera apresentada nos tépicos de materiais e métodos deste TCC),
e entdo, iniciaram o tratamento com injecdo subcutdnea de rotenona (2
mg/kg) diariamente, com a intengéo de completar quatro semanas consecutivas (SUN
et al., 2020; ZHANG et al., 2017). No entanto, apenas um animal resistiu ao
tratamento, porém nao apresentou sinais e sintomas evidentes relacionados a doenca
de Parkinson. A maioria dos animais ao longo do tratamento, comecaram a perder
peso, perder os movimentos, e encontravam-se muitas vezes sem reacoes dentro de
suas caixas.

Inicialmente, a injecéo de rotenona era realizada intraperitonealmente, no
entanto, como indice de mortes estava em uma crescente, as inje¢cbes passaram a

ser realizadas de maneira subcutanea, a fim de analisar se mudaria o comportamento



pos-aplicacdes, porém também ndo houve éxito. Ademais, em uma tentativa de
reanima-los e aumentarem seu peso corporal, foi realizada também gavagem em
alguns animais do experimento. No entanto, 0s animais nao resistiram ao tratamento
e, ao longo dos dias, foram a ébito com duas semanas de protocolo com rotenona, no
maximo. Sendo que, 0s que apresentavam sinais de sofrimento foram submetidos a
eutanasia com injecao via intraperitoneal com hidrato de cloral.

Devido ao insucesso do modelo com rotenona um novo modelo para
inducdo da DP foi selecionado e esta atualmente em fase de treinamento. O novo
modelo se da por meio de cirurgia estereotaxica para a injecdo de 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) bilateralmente no estriado dorsolateral. Sendo assim, os alunos envolvidos
estdo aprendendo a realizar a cirurgia estereotéxicas para que o novo modelo seja
executado com éxito.

Vale salientar, que no tema original definido para este TCC tinha como
objetivo avaliar o efeito da pratica de exercicio fisico e do tratamento com melatonina
no desempenho motor e na concentracdo do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) na substancia negra no modelo animal de DP em ratos. Devido aos fatos ja
mencionados, nao foi possivel realizar os grupos de animais com DP, sendo assim, o
tema do TCC foi adaptado, e as analises de comportamento motor foram realizadas
em animais sem a DP, que originalmente seriam incluidas no estudo como grupos

controles.



RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar o efeito da pratica de exercicio fisico e do
tratamento com melatonina, realizados de maneira isolada ou combinada, no
desempenho motor e ansiedade de ratos. Foram utilizados 33 ratos da espécie Wistar,
divididos de forma aleatdria em quatro grupos destinados individualmente a um
protocolo de tratamento, sendo eles Grupo Controle (GC=8), Grupo Exercicio (GE=8),
Grupo Melatonina (GM=8), Grupo Melatonina e Exercicio (GME=9). Foram analisados
como medidas de desempenho motor o nimero de cruzamentos e o nimero de
rearing (levantamento) no campo aberto, o tempo de permanéncia na barra de
equilibrio e na barra de catalepsia. Como nivel de emocionalidade, relacionado a
ansiedade, foi analisado o numero de defecacdo dos animais e o ganho de peso dos
mesmos. Apés andlise comportamental, os animais foram submetidos ao tipo de
tratamento proposto de acordo com a divisdo dos mesmos, e ao término do protocolo
foi realizada reavaliacdo. Os resultados demonstraram que apds o protocolo imposto,
0 numero de cruzamentos diminuiu nos grupos GC, GM e GE, e o ganho de peso se
reduziu apenas no grupo GME. Apesar destes resultados vale ressaltar que quando
realizada a analise da interacéo entre grupos*avaliacées levando em consideracao as
avaliacdes (avaliacdo e reavaliacdo) entre os grupos nao foi encontrada diferenca
significativa para nenhuma das variaveis analisadas) entre nenhum dos grupos,
evidenciando que todos os grupos eram semelhantes na avaliagdo e assim
permaneceram na reavaliacao. Concluimos, portanto, que 0s tratamentos propostos
nao modificaram o comportamento motor e a ansiedade dos mesmos. Todavia,
elucidou-se o efeito anti-inflamatorio do tratamento do exercicio fisico associado a
melatonina, uma vez que contribuiram para a reducéo do ganho de peso dos animais
submetidos ao protocolo.

Palavras—chave: Exercicio fisico. Melatonina. Comportamento motor. Ansiedade.
Ratos.



ABSTRACT

The objective of this study was to compare the effect of the practice of physical
exercise and the treatment with melatonin, performed alone or in combination, on the
motor performance and anxiety of rats. Thirty-three Wistar rats were used, randomly
divided into four groups individually designated for a treatment protocol, namely:
Control Group (GC=8), Exercise Group (GE=8), Melatonin Group (GM=8), Melatonin
and Exercise Group (GME= 9). As measures of motor performance, the number of
crossings and the number of rearing (lifting) in the open field, the time spent on the
balance bar and the catalepsy bar were analyzed. As a level of emotionality, related to
anxiety, the number of animals defecated and their weight gain were analyzed. After
behavioral analysis, the animals were submitted to the type of treatment proposed
according to their division, and at the end of the protocol, reevaluation was performed.
The results showed that after the imposed protocol, the number of crossbreeding
decreased in the GC, GM, and GE groups, and weight gain was reduced only in the
GME group. Despite these results, it is worth mentioning that when the analysis of the
interaction between groups*evaluations was performed taking into account the
evaluations (evaluation and reevaluation) between the groups no significant difference
was found for any of the variables analyzed) between any of the groups, showing that
all groups were similar in the evaluation and remained so in the reevaluation.
Therefore, we conclude that the proposed treatments did not modify their motor
behavior and anxiety. However, the anti-inflammatory effect of exercise treatment
associated with melatonin was elucidated, since they contributed to the reduction in
weight gain of the animals submitted to the protocol.

Keywords: Physical exercise. Melatonin. Motor behavior. Anxiety. Rats.
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1 INTRODUCAO

O exercicio fisico (EF) é considerado uma atividade relativamente simples,
capaz de ativar cascatas moleculares e celulares responsaveis pelo suporte e
manutencdo da plasticidade cerebral (REAL, 2013). Este tem a capacidade de
melhorar a funcéo cognitiva em muitos modelos de doenca cerebral, como retardar o
declinio cognitivo associado ao envelhecimento, prevenir déficits cognitivos em uma
variedade de modelos de doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, dentre outras
(Jl etal., 2014).

Estudos apontam que o EF também atua sobre uma das principais
neurotrofinas do cérebro, entre elas o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF).
Esta é sintetizada principalmente no SNC, mas também em células periféricas ndo
neuronais (PALASZ et al., 2020). O BDNF desempenha um papel importante no
desenvolvimento do sistema nervoso, afetando a diferenciagcdo celular, o
desenvolvimento  neuronal, crescimento e sobrevivéncia, neurogénese,
sinaptogénese e plasticidade sinaptica (LU et al., 2014; MONTEIRO et al., 2017).

O exercicio aumenta a neurogénese, a expressdo de fatores de
crescimento e a plasticidade sinaptica no hipocampo de roedores, e essas alteracées
tém sido associadas a melhora da funcéo cognitiva, memaria espacial e aprendizado
(Jletal., 2014). A literatura aponta que o EF aumenta a expressao do gene BDNF em
regides especificas do cérebro (NEEPER et al., 1995; CARVALHO, 2017), e acredita-
se que o efeito neuroprotetor da atividade fisica esteja ligado a ativacéo das vias de
sinalizacdo do BDNF (ZOLADZ et al., 2014). Além disso, a regulacao positiva desta
neurotrofina induzida pelo exercicio pode ajudar a aumentar a resisténcia do cérebro
a danos e degeneracdo através do suporte do BDNF ao crescimento, funcao e
sobrevivéncia neuronal (NEEPER et al., 1995).

Além dos aspectos centrais relacionados a expressdo de BDNF, Ogborn e
Gardiner (2009) sugerem que o BDNF esta envolvido no processo de adaptagédo
neuromuscular desencadeado pelo aumento da atividade muscular. Assim como ha
evidéncias que o EF aumenta a expressdo de BDNF, estudos apontam que o BDNF
esta relacionado com a melhora do desempenho motor. Ademais, em trabalho de
revisdo, Palasz e colaboradores (2020) sugeriram que a expressdao do BDNF é
indispensavel para o efeito protetor do exercicio. Segundo os autores, 0 bloqueio da

sinalizacdo do BDNF anula os efeitos benéficos do esforc¢o fisico em modelo animal
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de Doenca de Parkinson (PALASZ et al., 2020). Além disso, estudos sugerem que as
melhoras motoras em pacientes com Doenca de Parkinson estédo correlacionadas com
aumentos nos niveis séricos de BDNF (ZOLADZ et al., 2014; FONTANESI et al., 2016
; O'CALLAGHAN et al., 2020 ).

Outra alternativa que tem sido alvo de estudos, visando aumentar tal
expressdo, é a administracdo de melatonina. A melatonina € um neuro-hormonio
secretado principalmente pela glandula pineal, apresentando fun¢des reguladoras e
neuroprotetoras, sendo proeminentemente conhecida por controlar o ritmo circadiano
(TAPIAS; CANNON; GREENAMYRE, 2010; ALGHAMDI, 2018).

A relacao entre melatonina e BDNF ja foi relatada em estudos anteriores.
Shen e colaboradores (2016) verificaram que a administracao de melatonina melhorou
a expressao do BDNF em um modelo de deméncia vascular em rato. De maneira
semelhante, a melatonina regulou positivamente a expressdo do BDNF, reduziu o
estresse oxidativo e estimulou a atividade antioxidante no hipocampo e no cortex pré-
frontal de ratos com déficit de memoria de trabalho (SUWANNAKOT et al., 2021).
Ademais, ja foi demonstrado que a melatonina melhorou a atividade locomotora em
um modelo de esclerose multipla (ABO TALEB e ALGHAMDI, 2020).

Além de possiveis influéncias do exercicio e da melatonina na expressao
de BDNF e no desempenho motor, outro fator que deve ser levado em consideracao
€ que tanto a melatonina quanto o exercicio fisico apresentam efeitos antidepressivos
e ansioliticos. Segundo Guszkowska (2004), o exercicio fisico desempenha papel
benéfico na depresséo, ansiedade e distlrbios do humor. Em estudos anteriores, foi
verificado efeitos antidepressivos e ansioliticos da melatonina em testes
comportamentais como o teste de campo aberto e teste de nado forcado (BROTTO et
al., 2000; HARIDAS et al.,, 2013). Segundo Alghamdi (2022), a combinacdo do
exercicio fisico e melatonina possuem potencial efeito na melhora da atividade fisica,
ansiedade e funcdes cognitivas na populacéo idosa.

A ansiedade é formada pela combinacdo de componentes somaticos e
cognitivos e aparece mediante estimulos potencialmente ameacadores, normalmente
acompanhada do aumento do ténus muscular, da frequéncia cardiaca e respiratoria,
da presséo arterial e da dilatagéo da pupila. Tais respostas ocorrem em animais em
geral (BLANCHARD, 1972). A fisiologia da ansiedade, de modo geral, € dada por
condicOes estressantes que acarretam alteracbes hormonais desencadeadas por um

desequilibrio do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal, e mediada pela acdo de uma série


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9186798/#B29
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9186798/#B65
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8861461/#B1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S036192301730299X?via%3Dihub#bib0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S036192301730299X?via%3Dihub#bib0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S036192301730299X?via%3Dihub#bib0220
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de neurotransmissores (KANDEL et al.,, 1995; MONTE, 2011). Estudos em
camundongos apontam que o0 ganho de peso também pode estar diretamente
relacionado a alteracdo da emocionalidade; assim, obesidade e ansiedade podem
estar correlacionadas em roedores (STRINE et al., 2008; TONG et al., 2002).
Considerando a importancia do BDNF (neuroprotetor e influente no
desempenho motor), que o EF e a melatonina mostraram ser capazes de aumentar a
concentracéo deste gente em diferentes regides cerebrais, e que o efeito combinatorio
de EF e melatonina pode ser maior que os efeitos individuais, € de suma importancia
estudos que esclarecam se a melatonina associada ao exercicio fisico interferem na
avaliacdo comportamental de ratos submetidos a tais tratamentos. Ademais, é de
suma importancia entender a correlagdo entre ansiedade e a influéncia do exercicio

fisico e demais tratamentos.

2 OBJETIVO
Comparar o efeito da préatica de exercicio fisico e do tratamento com
melatonina, realizados de maneira isolada ou combinada, no desempenho motor e

ansiedade de ratos.

3 HIPOTESE
NOs hipotetizamos que tanto o exercicio fisico quanto a melatonina irdo
melhorar o desempenho motor e diminuir a ansiedade dos ratos. E, a combinacéo do

exercicio com a melatonina produzira resultados mais consistentes.

4 METODOLOGIA

O trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Filosofia e Ciéncias da UNESP - Campus de Marilia (Anexo 1).
Conduzido de acordo com a Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagao de animais
em atividades de ensino ou de pesquisa cientifica — DBCA.

4.1 Animais

Foram utilizados 33 ratos machos Wistar pesando entre 220-290 g (ZHANG
et al., 2017) provenientes do Biotério Central da UNESP - campus de Botucatu. Estes
foram alojados no biotério de manutencdo da FFC-UNESP, campus de Marilia, em
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caixas de polipropileno com as seguintes dimensdes: 38x32x16cm forradas com
maravalha, com livre acesso a agua filtrada e racao durante todo o experimento. Os
animais foram mantidos em uma sala com luz controlada ciclo 12h claro / 12h escuro

(luzes acesas as 8h20) e temperatura entre 22°—25°C.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente nos grupos que seriam tratados

com exercicio e sem exercicio, de acordo com a tabela 1.

Tabela 1: Grupos Experimentais

Grupos Experimentais Procedimentos Experimentais

G-C (n=8) Grupo controle - sem nenhum tratamento
G-M (n=8) Grupo tratado com Melatonina

G-E (n=8) Grupo tratado com exercicio

G-ME (n=9) Grupo tratado com melatonina e exercicio

A fim de verificar o ganho de peso dos animais, o peso corporal de cada
animal foi medido semanalmente, dando inicio uma semana antes do inicio do
protocolo e encerrando na semana em gue era realizada a reavaliacéo, seja ele de
exercicio (GE), melatonina (GM) , melatonina associado ao exercicio (GME) ou até

mesmo sem realiza¢cdo de nenhuma intervencao (GC).

4.2 Andalise Comportamental

Os animais passaram pela analise comportamental antes e apés o periodo
de aplicagéo de protocolos, seja com melatonina, exercicio fisico ou ambos, ou seja,
antes do inicio do protocolo de treinamento, e ao final do protocolo de 14 dias de

treinamento. Vale ressaltar que os animais de todos os grupos foram avaliados com a
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mesma frequéncia, conforme esquema abaixo (Figura 1), no mesmo horario, sem a

interferéncia de luz branca para néo interferir na producdo de melatonina.

Animais

Avaliagdo Comportamental

Familiarizacdo da esteira
(conforme grupos a serem tratados com
exercicio e sem exercicio)

14 dias de
melatonina junto
com 14 dias treino
em esteira

14 dias de
melatonina

14 dias treino

14 dias -
em esteira

A

e Avaliacdo Comportamental e ——

Figura 1: Fluxograma dos procedimentos experimentais

Os animais foram transportados, as escuras, a sala de experimentos para
ambientacdo meia hora antes do inicio das tarefas comportamentais. Os aparatos
utilizados em cada um dos testes comportamentais foram limpos com solugcdo de
agua-alcool a 5% antes e entre o0s testes comportamentais para eliminar possiveis
vieses causados por odores deixados por ratos anteriores. Os aparatos experimentais,

foram iluminados com lampadas vermelhas.
Campo aberto

O teste de campo aberto é utilizado, dentre outras finalidades, para
mensurar a atividade locomotora espontanea dos animais e avaliar o comportamento
e emocionalidade/ansiedade em animais ndo humanos (COSTALL et al., 1989;
BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009). O teste
foi realizado em um aparato composto por uma arena circular (97 cm diametro, 42 cm

de altura da parede) dividida em trés circulos concéntricos e subdivididos em 19
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guadrantes (Figura 2). Os animais sao gentilmente colocados no centro da area aberta
e puderam explorar livremente a area por 5 minutos. O nimero de cruzamentos com
as quatro patas entre os quadrantes foi utilizado como indicativo de atividade
locomotora espontanea, o numero de rearing, posi¢cdo caracterizada pelo apoio
somente das patas traseiras, foi considerado como movimentos exploratorios verticais
(com ou sem apoio da parede da arena) (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009).
Ademais, foi avaliado a quantidade de bolos fecais, a fim de informar sobre a
ansiedade do animal (CAROLA, et al. 2002).

Figura 2 — Arena Circular teste campo aberto

Teste na trave de equilibrio (Beam balance test)

O teste na trave de equilibrio foi utilizado para avaliar o equilibrio e a
imobilidade dos animais. Os animais foram submetidos ao teste por trés tentativas
consecutivas. A pontuacdo € realizada pela meédia dos resultados das trés
tentativas. O aparato da trave de equilibrio € composto por uma barra de madeira
(30,1 cm x 1.8 cm), elevada a 79,5 cm do chao (Figura 3).

Cada animal é colocado individualmente sobre a trave de equilibrio por 60
segundos (tempo de permanéncia ou laténcia) trés vezes consecutivas. Em caso de
queda ou se o animal descesse do equipamento, a laténcia era registrada
(FUGIMOTO et al., 2004; KHARATISHVILI et al., 2009). Com o objetivo de amortecer

possivel queda, uma superficie acolchoada foi posicionada abaixo do equipamento.
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Figura 3 — Teste trave de equilibrio (arquivo pessoal)

Teste da Catalepsia

O teste de barra de catalepsia € amplamente utilizado para medir a falha
na correcdo de uma postura imposta externamente decorrente da rigidez muscular,
consequente da inatividade fisica (SANBERG et al.,, 1988; LUCIANI; FRIE;
KHOKHAR, 2020). A catalepsia pode ser observada em roedores quando eles séo
colocados com suas patas dianteiras em uma barra elevada e as patas traseiras
permanecendo no chao (posicdo anormal) e permanecem nesta posicdo por um
periodo prolongado de tempo (LUCIANI; FRIE; KHOKHAR, 2020). O tempo registrado
para o rato corrigir essa postura € um indice da intensidade da catalepsia. Um rato
cataléptico vai continuar segurando a barra por um periodo prolongado de tempo
enquanto um rato normal mudara sua posicdo em segundos (SANBERG et al., 1988;
LUCIANI; FRIE; KHOKHAR, 2020).

Existem diferentes metodologias para se avaliar a catalepsia, mas o mais

utilizado é o teste de barra. Para esse teste, cada rato foi colocado na barra elevada
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(1,3 cm de didmetro a 10 cm do chéo) (BRICKER; SAMPSON; ABLORDEPPEY, 2014;
SITA; JADHAV; VAVIA, 2020), segurado suavemente pela cauda. Foi abaixado até
gue o rato pudesse agarrar a barra pelas patas dianteiras, depois foi abaixado as patas
traseiras até que elas e a cauda tocassem o chdo (BRICKER; SAMPSON;
ABLORDEPPEY, 2014), como na figura 4.

Figura 4 — Teste de catalepsia (arquivo pessoal).

7z

A catalepsia € medida pelo tempo médio de 3 tentativas que o animal
manteve sua posi¢cdo na barra (BRICKER; SAMPSON; ABLORDEPPEY, 2014). O
ponto final € considerado como 0 momento em que ambas as patas forem retiradas
da barra. O tempo de corte maximo para observar os animais na barra foi de 300s
(SITA; JADHAV; VAVIA, 2020).

4.3 Familiarizagéo

Os ratos do grupo exercicio (G-E e G-ME) foram colocados em uma esteira,
por 10 min/ dia a 5 m/min, por cinco dias, para que todos 0s animais se habituem com
as condicOes experimentais como 0 manuseio, a atividade e o ambiente, antes de
receberam melatonina. Os ratos do grupo sem exercicio (G-C e G-M) foram colocados
em caixas, ao lado da esteira em movimento, com divisdes de madeira simulando as

baias da mesma, mantendo os ratos separados. (REZAEE et al., 2020).
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4.4 Protocolos de tratamento
Tratamento com Melatonina

A Melatonina (Sigma-Aldrich, EUA), foi dissolvida em propilenoglicol e
diluida em solucdo salina na proporcdo final de 5:95. A concentracdo final da
suspensao de melatonina foi de 10mg/ml, que foi injetada intraperitonealmente a uma
dose de 10 mg/kg (BASSANI et al.,, 2014), por 14 dias, mesmo periodo do grupo
exercicio, na Ultima hora da fase clara, para reproduzir melhor o perfil fisiologico de

liberagédo de melatonina.
Tratamento com Exercicio fisico

Os animais, que ja foram familiarizados apdés a divisdo dos grupos,
realizaram o exercicio na ultima hora do ciclo de luz, segundo o protocolo de REZAEE
et al. (2020) para harmonizar com os padrdes de atividade circadiana do rato (WU et
al., 2011). O treinamento foi realizado em esteira motorizada para camundongos
(SCIENLABOR EQUIPAMENTOS, SP/BR), com 8 baias individuais (Figura 5), sem
choque, e 0° de inclinagdo (a mesma da familiarizagéo), por 14 dias consecutivos
(CHO et al., 2013; REZAEE et al., 2020) e comecou no dia seguinte a familiarizacao.

Figura 5: Esteira motorizada para camundongos com 8 baias. Dimensdes em mm (A x L x C): 320 x
570 x 1440.
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Os grupos de exercicios fizeram um protocolo de exercicios leves em
esteira por 30 min, uma vez ao dia, durante 14 dias consecutivos. A carga de exercicio
foi iniciada a uma velocidade de 5 m /min pelos primeiros 5 min, 8 m / min pelos
proximos 5 min, e 15 m / min nos dltimos 20 min. Os grupos sem exercicio foram
colocados ao lado da esteira em movimento, em caixas com baias, pelo mesmo
periodo de tempo (Figura 6) (REZAEE et al., 2020).

Figura 6 — Caixas com baias para grupo sem exercicio ao lado da esteira (arquivo pessoal)

Cada animal foi designado para uma raia fixa e todas as atividades foram
realizadas na respectiva raia durante todo o programa de treinamento, de forma que
foram expostos ao mesmo ambiente (AL-JARRAH et al., 2010; WU et al., 2011). Vale
ressaltar que o protocolo de treinamento foi individualizado para cada animal, assim,
caso 0 animal parecesse estar lutando com o protocolo, com sinais de sofrimento,

seria removido da esteira antes do tempo alocado (AL-JARRAH et al., 2010).

5 ANALISE ESTATISTICA

O processamento estatistico foi realizado por meio do software SPSS,
versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Os dados foram apresentados em médias e
desvio padrao da média. A analise estatistica foi realizada por meio do software PASW
statistics 18.0® (SPSS). Apos verificacdo da normalidade e homogeneidade dos

dados foi aplicado o teste estatistico ANOVA Two-Way Medidas Repetidas com post
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hoc de Bonferroni, considerando o fator grupo (4 niveis) e avaliacdes (2 niveis). O

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

6 RESULTADOS

A tabela 2 mostra os resultados referentes a Anova Two-Way (fator 1:
grupos; fator 2: avaliacdes). A analise ndo mostrou efeito de grupo (F=1,1, p=0.35),
porém apresentou efeito entre avaliacbes (F=73.86, p= 0.013) e na interacéo
entre grupos e avaliacbes (F=1,91, p=0, 013). A andlise Post Hoc (teste de
Bonferroni), em relacdo as avaliacGes, apontou diferenca apenas entre o nimero de
cruzamentos (p=0,000), as demais variaveis nao apresentaram diferenca significativa

(Rearing p=0,11, defecacéo p=0,54; TE p=0,11 e catalepsia p=0,71).

Tabela 2: Resultados da Anova Two Way

F P

grupos 1,100376 0,356785
avaliacoes 73,859 0,013418
grupos* avaliagbes 1,916459 0,013189

Os resultados referentes ao teste Post Hoc da interacdo entre
grupos*avaliacbes quando comparados avaliagao e reavaliagcao de cada grupo estao
apresentados na tabela 3. Podemos observar que o GC apresentou diferenca no
namero de cruzamentos (p=0,039) e entre o numero de defecacdo (p=0,009) entre
avaliacao e reavaliacdo. Os GE e GM apresentaram diferenca, entre avaliagao e
reavaliagdo, apenas no numero de cruzamentos (p= 0,015 e p=0,01 respectivamente).

O GME né&o apresentou diferenca significativa entre avaliacdo e reavaliagdo no
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namero de cruzamentos. Os demais grupos nao apresentaram nenhuma diferenca

entre avaliacdo e reavaliacdo para nenhuma das variaveis analisadas.

Tabela 3: Resultados (Média + Desvio padréo) referente ao nimero de cruzamentos

no campo aberto, nimero de rearing, defecacao, média do tempo das trés tentativas

na trave de equilibrio e média das trés tentativas no teste de catalepsia. Valor de p

referente ao teste de Bonferroni para a interacdo grupos*avaliacoes.

Avaliacéo Reavaliacéo p

GC Cruzamentos (n) 81,5+ 16,75 50,62+11,81 0,039*
Rearing (n) 21,87+6,62 23,7545 0,53
Defecacéao (n) 5,12+0,87 3,62+1,31 0,009*
TE (s) 60+3,99 60+0 0,35
Catalepsia (s) 16,58+16,35 59,42+6,60 0,53

GE Cruzamentos (n) 81,12+18,15 56,62+19,78 0,015*
Rearing (n) 29,37+5,37 22,87+6,65 0,093
Defecacéo (n) 3,5+1,75 4,5+1,62 0,38
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TE (s) 51,44+12,82 59,79+0,36 0,26
Catalepsia (s) 2,68+1,06 4,13+2,56 0,25
GM Cruzamentos (n) 71,62+21,87 47,2+21,25 0,01*
Rearing (n) 23,12+5,59 24,87+8,15 0,56
Defecacéao (n) 4+1,5 3,753 0,85
TE (s) 51,58+8,41 56,11+6,8 0,47
Catalepsia (s) 3,42+1,72 8,07+8,04 0,19
GME Cruzamentos (n) 73,11+19 54,33+17,87 0,053
Rearing (n) 22,88+8,81 22,66+7,65 0,84
Defecacéao (n) 412,25 4,77+2 0,75
TE (S) 54,97+7,07 59,18+1,59 0,18
Catalepsia (s) 3,61+2,68 4,55+2 44 0,65
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Legenda: GC: grupo controle, GE: grupo exercicio, GM: grupo melatonina, GME: grupo exercicio -

melatonina. (n)= nimero, s=segundos. TE= média do tempo das trés tentativas na trave de equilibrio.

Catalepsia= média do tempo das trés tentativas no teste de catalepsia.

Quando efetuada a andlise da interagdo entre grupos*avaliagbes pela

andlise de Post Hoc, considerando as avaliagcbes (avaliacdo e reavaliagdo) entre os

grupos, nao foi encontrada diferengca significativa (p>0,05) para nenhuma das

variaveis analisadas (cruzamentos, rearing, trave de equilibrio, catalepsia e nimero

de defecacdo) entre nenhum dos grupos , salientando que todos 0s grupos eram

semelhantes na avaliacdo e assim permaneceram na reavaliacao.

Em relacdo ao peso dos animais a analise mostrou que houve diferenca

entre os momentos (p=0,000) e entre na interacdo grupos*avaliacfes. O teste Post

Hoc apontou diferenca entre os grupos Grupo GME é diferente do grupo GC e GE na

pesagem 4 (tabela 4).

Tabela 4: Valores em Média + Desvio padrdo da pesagem dos animais.

GC GE GM

GME

Peso1l 265+15,25 281,87+17,62 268,62+21,21

Peso 2 290+15,5 311,37+21,62 292,87+21,65

Peso 3 316,25+16,75 334,5+26 313,12+26,34

Peso 4 340,25+18,75 355,75+27,75 326,75+28,56

271,44+15,12

289,11+14,37

305,44+14

319,88+16,03*

Legenda: GC: grupo controle, GE: grupo exercicio, GM: grupo melatonina, GME: grupo exercicio -

melatonina. * GME diferente dos grupos GC e GE na pesagem 4.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo comparar o efeito da pratica de
exercicio fisico e do tratamento com melatonina, realizados de maneira isolada ou
combinada, no desempenho motor e ansiedade de ratos. Foram analisados como
medidas de desempenho motor 0 nUmero de cruzamentos € o numero de rearing
(levantamento) no campo aberto, o tempo de permanéncia na barra de equilibrio e na
barra de catalepsia. Como nivel de emocionalidade, relacionado a ansiedade, foi
analisado o nimero de defecacéo dos animais.

Em relacdo a atividade locomotora os resultados apontaram diferenca
significativa com reduc&o no nimero de cruzamentos no campo aberto para o GC, GE
e GM, apenas o GME ndo apresentou reducdo significativa no numero de
cruzamentos entre avaliagao e reavaliagao.

O teste do campo aberto foi criado pelo psicologo Calvin Hall, na década
de 1930 para avaliar comportamento em roedores. Exploracédo horizontal e vertical
séo utilizados pelos animais para avaliar novos ambientes e representam uma parte
importante do comportamento natural dos roedores (AUGUSTSSON et al.,, 2004;
MONTE, 2011). No campo aberto o processo de avaliacdo geralmente envolve o
confronto forcado do animal ao ambiente novo. No entanto, inicialmente se propunha
gue um baixo grau de atividade locomotora estava relacionado a uma resposta de
medo dos animais expostos a esse novo ambiente (GENTSCH et al., 1987). Portanto,
de acordo com essa visdo, o nivel de emocionalidade de um roedor estaria
negativamente relacionado com a quantidade de ambula¢do no campo aberto. Outros
autores, entretanto, discordam, ja que estudos mostraram decréscimo na atividade
locomotora na segunda exposi¢cdo ao campo aberto (RAMOS et al., 1997). Segundo
Siemiatkowski e colaboradores (2000) a diminuicdo significativa da atividade
exploratéria dos animais na segunda sessao de teste pode ser considerada uma
reacdo adaptativa a experiéncia aversiva do primeiro dia. Sendo assim, podemos
considerar que a diminuicdo no niamero de cruzamentos nos GC, GE e GM deste
estudo nao sao resultados de um prejuizo na atividade locomotora dos animais, mas
sim de uma menor resposta emocional, que comumente € apresentada, na segunda
exposicdo ao campo aberto. O GME, apesar de nao ter apresentado diferenca
significativa no nimero de cruzamentos entre as avaliagdes, também apresentou
diminuicdo da média no numero de cruzamentos na reavaliagdo quando comparado

a avaliacdo, sendo este o0 primeiro contato com o ambiente.
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Em relacdo ao numero de defecacdo, que também é utilizada como
indicativo do nivel de emocionalidade de roedores (maior o numero de bolos fecais,
maior o nivel de ansiedade) (RAMOS et al., 1997), apenas o GC apresentou diferenca
significativa (p=0,009) entre avaliacdo e reavaliacdo, mostrando uma diminuicdo no
namero de bolos fecais. Os demais grupos ndo apresentaram diferenca significativa
(p>0,05).

Vale ressaltar que quando realizada a analise da interagdo entre
grupos*avaliacbes levando em consideracdo a comparacao entre oS grupos nas
diferentes avaliacbes (avaliacdo e reavaliacdo) entre os grupos ndo foi encontrada
diferenca significativa para nenhuma das variaveis analisadas (cruzamentos, rearing,
trave de equilibrio, catalepsia e numero de defecacdo) entre nenhum dos grupos,
evidenciando que todos os grupos eram semelhantes na avaliagdo e assim
permaneceram na reavaliacdo. Tal resultado sugere que o0s tratamentos propostos,
sejam eles realizados de maneira isolada (exercicio ou melatonina) ou conjunta
(exercicio + melatonina) ndo modificaram o comportamento dos animais visto que 0s
resultados foram semelhantes aos encontrados no grupo controle. Tal fato pode ter
ocorrido devido a termos estudado apenas animais saudaveis, que em sua maioria,
apresentaram bom desempenho nos testes desde a avaliacdo e, devido as
caracteristicas dos testes, ndo foi possivel verificar alteracdes comportamentais.
Acreditamos que a metodologia empregada neste estudo, tanto em relacao aos testes
quanto aos tratamentos propostos, sera adequada para analisar a influéncia dos
tratamentos no comportamento motor e emocional de animais com deficiéncias, como
por exemplo, em modelo de Doenca de Parkinson.

Outra variavel analisada em nosso estudo foi a variagdo de peso dos
animais. Em roedores, o ganho de peso também pode estar diretamente associado a
ansiedade; podendo correlacionar obesidade e ansiedade (MONTE, 2011).

Nossos resultados apontam que na quarta pesagem, o GME apresentou
valor significativamente inferior de ganho de peso corporal quando comparado ao GC
e GE. De maneira semelhante Sugiyama e colaboradores (2020) sugeriram que o EF
e melatonina inibiram significativamente, ou tenderam a inibir, 0 ganho de peso
corporal induzido por dieta rica em gordura. Os autores sugeriram que pode haver
uma relagao funcional entre melatonina e EF (SUGIYAMA et al., 2020).

O tecido adiposo € composto por adipécitos, responsaveis pela secrecao

de &acidos graxos, colesterol, retinol, horménios esteroidais e alguns mediadores
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quimicos inflamatérios, denominados adipocinas inflamatorias, as quais apresentam
diversas funcdes metabolicas e enddcrinas, e participam da inflamacéo e da resposta
do sistema imune (SIPPEL et al.,, 2014). Estudos relatam que o aumento da
quantidade das células adiposas promove uma alteracdo na producao de adipocinas
inflamatorias, ou seja, quanto maior a quantidade de tecido adiposo maior € a
secrecdo de tais adipocinas, sendo assim, o aumento de peso corporal acarreta na
maior secrecdo de citocinas inflamatorias (SIPPEL et al., 2014). Produzida pela
glandula pineal, a qual possui um papel muito importante na regulagcdo do
metabolismo do adipdcito, sendo essencial na adaptacdo do metabolismo dos
adipécitos frente as demandas de energia criadas pelo treinamento fisico, a
melatonina apresenta, dentre inUmeras funcdes, funcdo imunomodulatéria, ou seja,
funcdo relevante sobre o sistema de defesa do organismo. No caso de uma
inflamac&o, a melatonina atua aumentando a producao de certas proteinas produzidas
por células do sistema imunes (como leucécitos, macrofagos, mastécitos e células
endoteliais), as chamadas interleucinas, as quais estdo envolvidas no processo de
reparo inflamatério do tecido (TORRES et al., 2021). Além disso, estudos
demonstraram que a administracdo de melatonina suprime processos inflamatérios,
estimulando moléculas anti-inflamatérias, sendo apontada como também reguladora
do peso corporal em um modelo de obesidade animal, induzido por dieta hiperlipidica,
reduzindo eficiéncia alimentar de ratos tratados com melatonina durante 3 semanas
(PUCHALSCK et al.,, 2003; PROENCA, 2012). Ademais, diversos trabalhos
evidenciam que a melatonina tem um papel no gasto energético, no ritmo circadiano
da glicemia, na regulacdo da massa corporal e sobre a secre¢do e acao da insulina
periférica (LIMA et al., 1998; WOLDEN-HANSON et al., 2000; IA FLEUR et al., 2001;
ALONSO-VALE et al., 2004; PROENCA, 2012).

Em relacdo ao EF, este estd associado a ativacdo da lipolise no tecido
adiposo e a liberagédo de acidos graxos livres e glicerol na circulagdo, sendo que tais
acidos elevam-se e séo captados e utilizados pelo masculo em exercicio (LOPES,
2009). Além disso, a pratica do exercicio também apresenta efeitos sobre
a sensibilidade e/ou responsividade a insulina, aumento do transporte de glicose em
células adiposas e em musculo esquelético, além de também apresentar um papel no
gasto energético (BEN-EZRA et al., 1995; BRAMBRINK et al., 1997; REYNOLDS et
al., 1997). Desta forma, quando associados a melatonina e EF o ganho de peso foi

menor quando comparado aos tratamentos realizados isoladamente, como elucidado
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na meédia dos pesos da quarta pesagem. Levando em consideracdo que o ganho de
peso com obesidade leva a inflamacéo periférica que resulta em deterioracdo da
funcao cognitiva e da neurogénese, provavelmente por meio da desregulacao do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) podemos sugerir que, talvez, o menor ganho
de peso dos animais do GME pode ser resultado de um aumento na expressao de
BDNF. Porém, novos estudos devem ser realizados para confirmar tal hipotese.

O estudo de Sugiyama e colaboradores (2020), j& citado anteriormente, traz
dados bastante relevantes para o nosso estudo, visto que os tratamentos propostos
em nosso estudo sdo semelhantes aos propostos pelos autores, porém tiveram como
objetivo avaliar se o EF, a administracdo de melatonina ou a combinacdo de ambos
influenciariam nas expressdes de BDNF e citocinas no cerebelo de ratos alimentados
com dieta rica em gordura. Os autores concluiram que exercicio em combinacdo com
a melatonina apresenta beneficios potenciais de aumentar o BDNF e melhorar a
desregulacdo de citocinas induzida pela dieta rica em gordura no cerebelo. Uma
provavel explicacdo levantada pelos autores é que melatonina pode potencializar o
efeito do EF por meio de suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatoria
(SUGIYAMA et al, 2020). Com base nessas informacfes, sugerimos que Nnovos
estudos sejam realizados a fim de avaliar se os tratamentos propostos em nosso
estudo séo capazes de aumentar o BDNF em diferentes regifes cerebrais. Ademais,
€ de suma importancia a realizacdo de estudos induzindo a patologias, como a
Doenca de Parkinson, com o propésito de analisar o efeito do exercicio fisico e da

melatonina acerca do desempenho motor e da ansiedade de ratos.

8 CONCLUSAO

Ao avaliarmos o desempenho motor e a ansiedade de ratos apdés o
tratamento com exercicio fisico e melatonina tanto de maneira isolada quanto
conjunta, podemos concluir que ao serem comparados 0s grupos entre avaliagao e
reavaliacdo, ndo houveram diferencas significativas nas variaveis analisadas,
evidenciando que os tratamentos propostos ndo modificaram o comportamento motor
e a ansiedade dos mesmos.Todavia, elucidou-se o efeito anti-inflamatoério do
tratamento do exercicio fisico associado a melatonina, uma vez que contribuiram para

a reducéo do ganho de peso dos animais submetidos ao protocolo.
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CONSIDERACOES

Devido aos contratempos encontrados para a realizacdo deste projeto,
como elucidado no tépico de contextualizacao, ressalta-se que ainda serao realizadas
as analises do BDNF a fim de contribuir para os resultados deste estudo.
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