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RESUMO
Processos emocionais e cognitivos podem ser aprimorados ou prejudicados conforme as
experiéncias vivenciadas pelo individuo. Por exemplo, o estresse psicolégico € um fator de
risco para o desenvolvimento de transtornos de ansiedade, distirbios mentais muito comuns
na atualidade que frequentemente sdo acompanhados por déficits cognitivos. J& o exercicio
aerdbico pode aprimorar a resiliéncia emocional e aspectos cognitivos de seus praticantes.
Embora bem menos explorado, alguns estudos mostram que o exercicio resistido também
pode beneficiar tais funcdes em situacdes fisioldgicas e patoldgicas. Essa modalidade de
exercicio também parece ser Util no manejo do estresse e de suas consequéncias. Visto isso,
este estudo foi delineado para comparar os efeitos da modalidade aerdbica e de resisténcia
sobre o comportamento do tipo-ansioso, a flexibilidade cognitiva e a neuroplasticidade de
ratos adultos saudaveis. Além disso, o presente estudo também verificou se o exercicio de
resisténcia pode prevenir ou mitigar os déficits nesses comportamentos causados pelo modelo
de estresse cronico imprevisivel (ECI). No capitulo 1, o comportamento de ratos Wistar
submetidos a protocolos cronicos moderados de exercicio, aerobico em esteira ou resistido em
escada vertical, foi avaliado nos testes de Labirinto em cruz elevado (LCE), Teste claro-
escuro (CE) e Modified Hole Board (mHB). A expressdo de sinaptofisina e proteina de
densidade pds-sinéptica- 95 no hipocampo dorsal e ventral também foi avaliada. No capitulo
2, ratos Wistar foram submetidos a um protocolo de exercicio resistido em escada vertical
e/ou a ECI. Tais procedimentos foram mantidos durante as avaliacdes no LCE e mHB. O
ganho de peso corporal e o peso relativo das glandulas adrenais também foi examinado. Os
principais achados desse estudo s&o que: 1) somente o exercicio aerdbico em esteira teve
efeito ansiolitico, mas esse efeito foi transitério; 2) ambas as modalidades aceleraram o
aprendizado dos animais, mesmo apds o término dos protocolos de exercicio; 3) quando o
exercicio de resisténcia é mantido durante a avaliacdo comportamental, o aprendizado e a
flexibilidade cognitiva sédo favorecidos, ainda que temporariamente. Esses dados apontam
para efeitos modalidade e tempo-dependentes. Entretanto, nenhum protocolo de exercicio
aplicado neste trabalho alterou a expressdo dos marcadores de plasticidade sinaptica sob
investigacdo. Além disso, ndo foram detectados déficits comportamentais nos animais
expostos ao ECI como era esperado, apesar desses ratos apresentarem ganho de peso corporal
mais lento e maior peso relativo das glandulas adrenais (indicadores de estresse) comparados
aos controles e apenas exercitados. Portanto, o potencial protetor do exercicio de resisténcia

frente aos déficits comportamentais causados pelo estresse ainda permanece em aberto. Por



fim, esses resultados reforcam os relatos de que mesmo individuos saudaveis podem ter sua
funcdo cognitiva e emocional beneficiada pela pratica regular de exercicio fisico.
Palavras-chave: Exercicio de forca; Estresse crénico; Memoria; Flexibilidade

cognitiva; modified Hole Board; Labirinto em cruz elevado



ABSTRACT

Emotional and cognitive processes can be improved or impaired according to the situations
experienced by the individual. For example, psychological stress is a risk factor for the
development of anxiety disorders, psychiatric disorders very common today, which are often
accompanied by cognitive deficits. On the other hand, the aerobic exercise can enhance the
emotional resilience and cognitive aspects of its practitioners. Although much less explored,
some studies show that resistance exercise can also benefit these functions in physiological
and pathological contexts. Such data suggests that this exercise modality can also be useful in
stress management and its consequences. In this sense, the present study was designed to
compare the effects of aerobic and resistance modalities on the anxiety-like behavior,
cognitive flexibility and neuroplasticity in healthy adult rats. Besides, this study also verified
if resistance exercise could prevent or mitigate deficits in such behaviors caused by the
chronic unpredictable stress model (CUS). In chapter 1, the behavior of Wistar rats exposed to
moderate chronic protocols of aerobic exercise on a treadmill or ladder climbing resistance
exercise was evaluated in the Elevated plus-maze (EPM), Light-dark box test (LDB) and
Modified Hole Board (mHB). The expression of synaptophysin and post-synaptic density
protein - 95 in the dorsal and ventral hippocampus was examined by immunofluorescence. In
chapter 2, Wistar rats were subjected to a protocol of ladder-climbing resistance exercise
and/or CUS. Such procedures were maintained during the evaluations in the LCE and mHB.
Body weight gain and the relative weight of the adrenal glands were also measured. The main
findings of this study are: 1) only the aerobic exercise on a treadmill exhibited an anxiolytic
effect, but it was transient; 2) both modalities accelerated the animals' learning, even after the
end of the exercise protocols; 3) when resistance exercise is maintained during the behavi~-~"
assessment, in addition to learning, the cognitive flexibility is also favored, albeit temporai
The obtained data point to modality and time-dependent outcomes. However, no exercise
program applied in this study altered the expression of the synaptic plasticity markers under
investigation. Despite the slower body weight gain and greater relative weight of the adrenal
glands (stress indicators), rats exposed to CUS model did not present behavioral deficits
compared to the control and only exercised animals. Therefore, the protective potential of the
resistance exercise against behavioral deficits caused by the stress remains an open question.
Finally, these results reinforce the reports that even healthy individuals can have their
cognitive and emotional function benefited by regular practice of physical exercise.

Key-words: strength exercise; chronic stress; memory; endurance exercise.cognitive

flexibility; modified hole board; elevated plus-maze.
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APRESENTACAO

Esta tese esta organizada da seguinte forma:

1.

INTRODUCAO: constituida por informacdes basicas para o entendimento da
hipdtese e objetivos da pesquisa;

JUSTIFICATIVA: apresenta a relevancia do estudo;

OBJETIVOS: evidencia a proposta de trabalno como um todo e de suas partes
(capitulo 1 e 2);

HIPOTESE: descreve a expectativa quanto aos resultados a serem obtidos;
MATERIAL, METODOS E RESULTADOS: apresentados em forma de dois

artigos cientificos, cada um separado como um capitulo.

Capitulo 1: artigo aceito para publicacdo no periodico Brazilian Journal of Medical

and Biological Research - “Comparative overview of the effects of aerobic and resistance

exercise on anxiety-like behavior, cognitive flexibility and hippocampal synaptic plasticity

parameters in healthy rats”.

Capitulo 2: artigo a ser submetido ao periddico Frontiers in Behavioral Neuroscience -

“Analysis of anxiety-like behavior and cognitive flexibility of rats underwent to resistance

exercise and chronic unpredictable stress”.

DISCUSSAO GERAL: nesta se¢do encontram-se as interpretagdes, com base na
literatura, acerca dos resultados obtidos em ambos os capitulos de forma
interligada;

CONCLUSOES: cita as conclusdes obtidas nessa tese como um todo.
PERSPECTIVAS: aponta quais seriam as proximas etapas para complementacao
desse estudo e ideias para estudos futuros;

REFERENCIAS: relaciona os estudos que embasaram as se¢des de Introducio e

Discusséo geral da tese.
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1.1. Exercicio Fisico

Entende-se por exercicio fisico as atividades fisicas planejadas, estruturadas,
repetitivas que visam aprimorar ou manter adequadamente um ou mais aspectos do
condicionamento fisico, como a func¢éo cardiovascular, a forca muscular, o equilibrio, entre
outros (DASSO, 2019). Segundo essa mesma autora, 0 conceito de atividade fisica é mais
abrangente, consistindo em qualquer movimento corporal realizado pela musculatura
esquelética que resulte em gasto energético. Logo, o exercicio fisico € um tipo de atividade
fisica.

Os beneficios da préatica de exercicio fisico a saude em geral incluem a redugdo do
risco de desenvolvimento de diabetes mellitus, hipertensdo, isquemia cardiaca, acidente
vascular encefalico isquémico, osteoporose, cancer de mama e de intestino grosso (AUNE et
al.,, 2015; KYU et al., 2016; LIU et al.,, 2017b; MCMILLAN et al., 2017). Além das
propriedades profilaticas, o exercicio fisico também tém se mostrado uma terapia
complementar efetiva em distarbios metabdlicos (obesidade, sindrome metabolica, sindrome
do ovario policistico, diabetes tipo 1 e 2, hiperlipidemia), disturbios cardiovasculares
(hipertensdo, doenca arterial coronariana, apoplexia cerebral, claudicacdo intermitente,
insuficiéncia cardiaca), disturbios pulmonares (doenca pulmonar obstrutiva crénica, asma,
fibrose cistica), disturbios musculo-esqueléticos (osteoartrite, osteoporose, artrite reumatoide),
distarbios psiquiatricos (depressdo, transtornos de ansiedade e estresse, esquizofrenia) e
distdrbios neuroldgicos (deméncia, doenca de Parkinson, esclerose multipla) (PEDERSEN e
SALTIN, 2015).

De maneira oposta ao estilo de vida ativo, o sedentarismo tornou-se uma questdo de
salde publica global, pois eleva entre 20 a 30% o risco de desenvolvimento de obesidade,
diabetes, cancer e doencas cardiovasculares, podendo reduzir de 3 a 5 anos o tempo de vida
de individuos sedentarios em comparacdo aos fisicamente ativos (AROCHA RODULFO,
2019; WHO, 2020). Tais informagfes tornam-se mais preocupantes ainda considerando a
estimativa de que um terco da populacdo mundial é sedentaria. No Brasil, se estima que a
cada 1000 brasileiros, 695 sdo sedentarios (GUIMARAES LIMA et al., 2019). Esse nlmero,
bem como as mortes relacionadas a ele, podem aumentar devido ao periodo de isolamento
social para contencdo da COVID-19 (AROCHA RODULFO, 2019; PECANHA et al., 2020).



Levando em consideracdo as vantagens de se ter um estilo de vida ativo, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a pratica de 150 min de exercicio aerobico
moderado por semana e a préatica de exercicio resistido por no minimo duas vezes na semana
para adultos entre 18 — 64 anos (WHO, 2010). A especificacdo de parametros como
modalidade, intensidade, frequéncia e duracdo sdo importantes na analise dos efeitos de um
protocolo de exercicio fisico, os quais podem variar conforme essas nuances (MANDOLESI
et al., 2018). Quanto a modalidade, ha duas principais categorias de exercicio fisico: o
aerobico (cardiovascular) e o resistido (treinamento de forca). Programas de exercicio
aerdbico envolvem treinos de longa duragdo (10 — 40 min), com inumeras repeticdes e tem
como finalidade melhorar o condicionamento cardiorrespiratorio (KNUTTGEN, 2007
SCHROEDER et al., 2019). Nessa modalidade sdo utilizadas, predominantemente, fibras
musculares do tipo | (de contracdo lenta) e a via metabdlica mais utilizada para obtencéo da
energia necessaria para a realizacdo desse tipo de exercicio é a oxidativa (MUL et al., 2015;
WILSON et al., 2012). Natagédo, ciclismo, corrida e caminhada sdo alguns exemplos de
exercicio aerdbico, sendo que a caminhada é o tipo de exercicio mais praticado pela
populacdo brasileira (GUIMARAES LIMA et al., 2019; PATEL et al., 2017). J4 o exercicio
resistido tem como objetivo aumentar a forca e gerar hipertrofia muscular (MAYER et al.,
2011). Essa modalidade também é capaz de melhorar a composicao corporal pelo aumento de
massa 0ssea e muscular (SCHROEDER et al., 2019). Tais efeitos sdo obtidos a partir de
treinos com meios que oferecem grande forca oposta (resisténcia) aos movimentos (PEITZ;
BEHRINGER; GRANACHER, 2018). Praticantes de treinamento de forca possuem alta
densidade de fibras musculares do tipo Il (contragdo rapida), que executam atividades de curta
duracdo, mas requerem grande esforco (KRUGER et al., 2013; PAILLARD, 2017). A
musculacdo é um exemplo de treinamento de forca e, segundo estimativas, € a terceira
atividade fisica mais praticada por jovens no Brasil (GUIMARAES LIMA et al., 2019). A sua
pratica pode utilizar bandas elasticas, pesos livres, maquinas com peso acoplado e o préprio
peso corporal como resisténcia (BAKER et al., 2020; KRAUSE et al., 2019). A energia
necessaria para tais atividades é majoritariamente obtida pelas vias metabdlicas glicolitica e
dos fosfagénios (DOMINGUEZ et al., 2018; PIETRUSZ; SCALCO; QUINLIVAN, 2018).

Além da modalidade, o exercicio fisico pode ser caracterizado pela sua intensidade.
Entende-se por intensidade a dificuldade com a qual o exercicio € realizado (CHAMARI,
PADULO, 2015). Conforme esse parametro, o exercicio pode ser considerado de intensidade
leve, moderada ou vigorosa. A intensidade do exercicio aerébico pode ser definida com base

no volume méaximo de O, (VO, max), que consiste na capacidade maxima pulmonar,



cardiovascular e muscular de captar, transportar e utilizar O,, respectivamente (MANN;
LAMBERTS; LAMBERT, 2013; POOLE; WILKERSON; JONES, 2008; SMIRMAUL,
BERTUCCI; TEIXEIRA, 2013). Conforme SELLAMI et al. (2018), protocolos leves
costumam requerer até 40% do VO, méax, os moderados entre 41 e 69% do VO, max, 0s
vigorosos de 70 a 90% do VO, max e os de alta intensidade mais que 90% VO, max. No
exercicio de forga, a intensidade do esforgo é determinada em repetices maximas (RMs),
cujo RML1 corresponde a maior carga levantada em uma Unica repeticdo (KRAEMER,;
RATAMESS, 2004; MANN; BEEDIE; JIMENEZ, 2014). Conforme a porcentagem do RM1
utilizada, a intensidade do treinamento de forca pode ser considerada muito leve (até 30%),
leve (30-49%), moderada (50 — 69%), vigorosa (70 a 84%) ou proxima a intensidade maxima
(>85%) (GARBER et al., 2011).

Os protocolos de exercicio fisico também podem ser categorizados em agudos
consistindo em um Unico treino ou crénicos, os quaisduram semanas (METCALFE et al.,
2018). Também é possivel analisar efeitos agudos de protocolos de treinamento fisico
crénico. Por exemplo, o estudo de DE MEIRELES et al., (2016) avaliou a memdria aversiva
de ratos 30 min apos a ultima sessdo de treino de um protocolo de duas semanas de corrida
em esteira. Ademais, os efeitos de uma Unica sesséo de exercicio fisico podem durar dias. A
exemplo disso, JIMENEZ et al., (2011) observaram que uma sessdo de natagéo teve efeitos
protetores sobre a funcdo cardiaca de ratos expostos a um modelo de lesdo cardiovascular, 0s
quais foram detectados 24 h, duas e quatro semanas apés a sessao de treino.

Os efeitos de diferentes frequéncias, intensidades, duracdes e modalidades de
exercicio fisico sobre processos biologicos de doencas podem ser investigados por meio de
pesquisas pré-clinicas (MOGADDAMI et al., 2018; SILVEIRA et al., 2011a; STALEN et al.,
2020; TERASHI et al., 2019). De fato, estudos com animais permitem o entendimento desses
efeitos a nivel celular e molecular, cuja compreensdo em humanos é limitada (VOSS et al.,
2013). Para tais investigacdes, a pesquisa basica conta com modelos de exercicio fisico que
simulam os diferentes tipos de treinamento fisico praticados por humanos (CONFORTIM et
al., 2019; GROUSSARD et al., 2019; KAN et al., 2018; NICASTRO et al., 2012a; THU;
KIM; HAN, 2017).

Os principais modelos de exercicio aerobico em animais sdo a natacao, a corrida em
esteira e em roda de corrida (Figura 1). Os dois primeiros sdo considerados involuntarios,
podem gerar estresse ao animal, mas é possivel controlar variaveis como frequéncia e duragdo
(SVENSSON et al., 2016; WASINSKI et al., 2016). Ja a intensidade sé pode ser precisamente

controlada no exercicio em esteira (POOLE et al., 2020). E possivel determinar o VO, méx



dos roedores exercitados em esteira com um analisador de gases. Porém, a intensidade do
exercicio aerébico também pode ser aferida pela velocidade maxima (VM) alcancada pelo
animal antes de fadigar (100% VM), utilizando um paradigma onde a velocidade aumenta 3-5
m/min a cada 3 min (DE MEIRELES et al., 2014; QIN et al., 2020; SPINDLER et al., 2019).
Os 100% VM sdo a base para o calculo da intensidade de corrida (MEGA et al., 2018;
SEGABINAZI et al., 2019). Ao contrario da natacdo e exercicio em esteira, a roda de corrida
tem carater voluntario, o que poderia ser menos estressante para o animal. Contudo, esse tipo
de protocolo de exercicio fisico aerébico ndo permite controlar a intensidade do esforco
(MANZANARES; BRITO-DA-SILVA; GANDRA, 2018).

(A) (B)

T=txr\ X/
Z:Qfﬂ =

Figura 1. Modelos de exercicio aerdbico para roedores. A) corrida em esteira. B) Roda de corrida. C) Treinamento de
natacdo. Adaptado de SEO et al., (2014).

Quanto ao exercicio resistido, ha varias op¢des de modelos animais (Figura 2). Cada
um desses modelos tem vantagens, desvantagens e aplicaces (CHOLEWA et al., 2014). O
treinamento de levantamento de peso pelo membro posterior € um modelo muito similar ao
agachamento feito por humanos, mas a estimulacdo elétrica usada para motivar os animais a

fazerem o movimento e a fixagdo do animal ao aparato de exercicio pode ser estressante para



0s mesmos (SEO et al., 2014) (Figura 2A). Ja o treinamento do membro anterior com peso
acoplado a alavanca (Figura 2B) utiliza recompensa alimentar para motivar o animal a realizar
0 exercicio, esse modelo tem um bom valor translacional, mas envolve privacdo alimentar,
que pode levar ao estresse dos animais (LOWE; ALWAY, 2002; NICASTRO et al., 2012b).
O modelo de estimulagdo elétrica (Figura 2C) possibilita o estudo de grupos musculares
especificos e a utilizagdo do membro contralateral como controle e ndo depende da motivacéao
do animal para executa-lo, no entanto utiliza anestesia repetidamente, o que pode alterar a
fisiologia do animal (Seo et al., 2014). No modelo de oclusdo vascular (Figura 2E), veias
musculares dos membros posteriores sdo ocluidas cirurgicamente o que leva a hipertrofia
muscular sem exercicio, é ideal para conservacdo da massa muscular esquelética perante
desuso (KAWADA; ISHII, 2005, 2008). A corrida em esteira com carga (Figura 2F) possuli
caracteristicas similares ao modelo de exercicio aerébico de corrida em esteira, exceto pela
carga acoplada na cauda dos animais, mas também permite o controle da duracdo e
intensidade de treino e é potencialmente estressora devido sua natureza forcada (SEO et al.,
2014).

Um modelo de exercicio resistido bastante utilizado na ciéncia basica é o da escada
vertical (Figura 2D), o qual é considerado voluntario (DROR et al., 2018; KOO; KANG,;
CHO, 2019; LIM et al., 2018; PADILHA et al., 2019; PARK et al., 2019; PHILIPPE et al.,
2015; RASHIDLAMIR et al., 2016; SMITH et al., 2018). Nesse modelo, o animal escala uma
escada vertical com um peso acoplado em sua cauda (NETO et al., 2016). A motivacdo para
subir a escada consiste em uma caixa, geralmente escura, que se encontra no topo do aparato,
pois roedores tém preferéncia inata a lugares escuros e fechados (STRICKLAND et al., 2016)
(Figura 2D). A frequéncia, duracdo e intensidade desse protocolo podem ser definidos pelo
experimentador (ANTONIO-SANTOS et al., 2016). Mais especificamente, a intensidade do
treino pode ser estabelecida utilizando uma porcentagem do peso corporal do animal como
carga ou pela avaliacdo da Capacidade de Carga Maxima (CCM) (JUNG et al., 2015; LEE;
HONG; KIM, 2016; MACEDO et al., 2014a; NEVES et al., 2019a). Para a verificacdo da
CCM, o animal sobe a escada pela primeira vez com uma carga equivalente a 50 % de seu
peso corporal e, a cada escalada realizada com sucesso, uma nova carga € adicionada a
anterior (30 g/escalada) até que o animal entre em exaustdo, ndo conseguindo subir até o topo
do aparato (PEIXINHO-PENA et al., 2012). A maior carga que o roedor sustentar por toda a
extensdo da escada é considerada como 100% da sua CCM, a qual é tomada como base para o
calculo da intensidade do exercicio (SOUZA et al., 2019).
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Figura 2: Modelos de exercicio de resisténcia para roedores. A) Treinamento de levantamento de peso pelo membro
posterior; B) treinamento do membro anterior com peso acoplado a alavanca; C) estimulacéo elétrica;D) escalada em escada
vertical; E) ocluséo vascular; F) corrida em esteira com carga. Adaptado de SEO et al., (2014).

1.2. Eixo HHA, Estresse e Ansiedade

A exposicdo prolongada ao estresse impacta a qualidade de vida do individuo,
predispondo-o a obesidade, doencas cardiovasculares e alteracbes no funcionamento
gastrointestinal (CARUSO et al., 2018; CHANG; EL-ZAATARI; KAO, 2014; ESLER, 2017;
SINHA; JASTREBOFF, 2013). Além da saude fisica, o estresse também afeta a saude
mental, podendo desencadear transtornos de ansiedade que, juntamente a depressdo, sdo 0S
transtornos mais comuns da atualidade (WHO, 2017, NIH, 2018).

A ansiedade consiste em uma postura de inquietacdo e apreensdo que tem o papel
adaptativo de identificar situacbes perigosas futuras, antecipando eventos incertos e
assegurando a sobrevivéncia do individuo (CROCQ, 2015; GRUPE; NITSCHKE, 2013; R et
al., 2014). A ansiedade é considerada patolégica quando gera hipervigilancia, preocupacao
excessiva e comportamentos de esquiva, que se manifestam de forma intensa e em contextos
ndo estressantes (KALIN, 2020). Considera-se como transtornos de ansiedade o transtorno do
panico (TP), transtorno de ansiedade social, transtorno de ansiedade generalizada (TAG),
agorafobia, fobias especificas, transtorno de ansiedade de separacdo, além de distirbios
relacionados como o transtorno obsessivo compulsivo (TOC) e o transtorno de estresse pos-

traumatico (TEPT) (APA, 2017). Transtornos de ansiedade podem ser gerados a partir de



experiéncias estressantes (NUSS; FERRERI; BOURIN, 2019). O estresse é entendido como
um estado no qual a homeostase é realmente ou percebidamente ameacada por fatores
adversos intrinsecos ou extrinsecos,reais ou nao, chamados de estressores (STAVROU et al.,
2017). Tal estado é combatido pelo organismo por meio de um intrincado repertério de
respostas fisioldgicas e comportamentais, que visam a manutencdo ou reestabelecimento da
homeostase configurando uma resposta adaptativa (TSIGOS et al., 2016).

A presenca do estressor leva a ativagdo do sistema nervoso simpatico que aumenta a
producdo de adrenalina e noradrenalina, além do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA)
(HEFFNER, 2011). A resposta ao estresse pelo eixo HHA é proeminente, consistindo na
liberacdo do horménio liberador de corticotropina (CRH, do inglés Corticotropin-
releasing hormone) pelos neurénios do nucleo paraventricular do hipotalamo no sistema porta
hipofisario (RANABIR; REETU, 2011; STEPHENS; WAND, 2012). Chegando a
adenohipofise, CRH estimula a sintese e a liberacdo do horménio adrenocorticotropico
(ACTH, do inglés adrenocorticotropic hormone) na circulagdo sistémica (BURFORD;
WEBSTER; CRUZ-TOPETE, 2017). Por sua vez, o ACTH causa a secrecdo de
glicocorticoides pelo cértex da glandula adrenal, o chamado cortisol em humanos e a
corticosterona em roedores (ALLEN; SHARMA, 2020; GALLO-PAYET; MARTINEZ;
LACROIX, 2017; NISHI; HORII-HAYASHI; SASAGAWA, 2014; RAMAMOORTHY,;
CIDLOWSKI, 2016). Ao atingirem a corrente sanguinea, os glicocorticoides terdo acao
sistémica mediante interacdo com seus receptores (HERMAN et al., 2016a) (Figura 3). Esses
mecanismos resultam na mobilizacdo sistémica de energia, alteracbes metabolicas, inibicao
do sistema imunolégico, inducdo de inflamacdo e inibicdo dos sistemas digestorio e
reprodutivo para reestruturar a homeostase (GODOY et al., 2018). Estruturas do SNC também
sdo alvo dos glicocorticoides. O hipocampo, por exemplo, possui alta densidade de receptores
para glico e mineralocorticoides, sendo altamente suscetivel ao estresse (HENCKENS et al.,
2011, 2012; KIM; PELLMAN; KIM, 2015; MEDINA et al., 2013).

O estresse agudo costuma ser adaptativo, pois prepara 0 organismo para situacées de
“luta e fuga”. No entanto, o estresse cronico implicado em transtornos psiquiatricos é mal
adaptativo (ELSENBRUCH; ENCK, 2017). Por exemplo, a hipoatividade do eixo HPA esta
relacionada ao TEPT, enquanto que sua hiperatividade esta associada com ao TOC e o
TP(JAKUSZKOWIAK-WOITEN et al., 2015; PHASSOULIOTIS et al., 2013; SIMSEK et
al., 2016).
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Figura 3: Representacdo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HHA). Um estimulo estressor provoca ativagdo do eixo ao
induzir a producdo de CRH pelo hipotalamo, o qual estimula a glandula adenohipofise a secretar ACTH. A seguir, 0 ACTH
age sobre o cortex da glandula adrenal, que libera glicocorticoides na corrente sanguinea para que o0 organismo responda ao
estressor. CRH: horménio liberador de corticotropina (CRH, do inglés Corticotropin-releasing hormone). ACTH: hormdnio
adrenocorticotropico (ACTH, do inglés adrenocorticotropic hormone). CORT: Cortisol (humanos) e Corticosterona
(roedores). Adaptado de HERMAN et al., (2016).

O efeito ansiogénico do estresse é mimetizado pelo modelo de ECI desenvolvido para
roedores (CHABY et al., 2015; KASIAN et al., 2017; SPASOJEVIC et al., 2016;
VENTURA-SILVA et al., 2020; XIAO et al., 2018). Esse modelo utiliza diferentes tipos de
estressores como contencgdo fisica, exposicdo a ruidos, frio, calor, nado forcado, isolamento

social, inclinagdo da caixa moradia a 45°, agitacdo mecanica da caixa moradia, maravalha
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molhada, privacdo de comida e 4gua em torno de 24 h, dentre outros (Figura 4) (CREMA et
al., 2013; DE VASCONCELLOS-BITTENCOURT et al., 2011; MONTEIRO et al., 2015;
PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, 2019). Os protocolos de ECI costumam utilizar varios
tipos de estressores, um a dois/dia e tem duracdo total bem variada: 10 dias, trés semanas, 40
dias, oito semanas, por exemplo (Figura 5) (COX et al., 2011; FRISBEE et al., 2015; GAO et
al., 2017; JAGGAR et al., 2017; SILVEIRA et al., 2011b; TUNC-OZCAN et al., 2019). Ao
longo das semanas evita-se a repeticdo da sequéncia de estressores e a cada dia a exposi¢ao ao
estresse inicia em horéarios diferentes para conferir imprevisibilidade ao protocolo (CREMA et
al.,, 2010). Existem outros modelos animais de estresse utilizados na literatura como
desamparo aprendido: corresponde a estresses incontrolaveis ao usar um aparato onde o
animal ndo consegue escapar de um choque elétrico, modelo de estresse por derrota social:
adequado para mimetizar situacBes de bullying, privacdo de sono: pode induzir
comportamento do tipo depressivo, agressivo e hiperatividade, inverséo de ciclo claro-escuro:
relaciona a luminosidade e ritmo circadiano a depressdo, separacdo materna: simula
negligéncia ou perda dos pais inicio da vida, entre outros (ABELAIRA; REUS; QUEVEDO,
2013; INIGUEZ et al., 2016; MURTHY; GOULD, 2018). Ao contrério dos protocolos que
utilizam apenas um tipo de estressor, o0 ECI é composto por diferentes estimulos, evitando
uma possivel adaptacdo ao estresse pelos animais (CAMPOS et al., 2013). Ademais, uma
grande vantagem do ECI é sua semelhanca com a realidade enfrentada pelos humanos, o que
Ihe confere um bom valor translacional (MAGGIO; SEGAL, 2019). A realidade também é
repleta de varios estressores como perda de emprego, casamento, separacao, nascimento de
um filho, perda de um ente querido, episddios de violéncia urbana que podem ocorrer de
maneira inesperada (BOURASSA; HASSELMO; SBARRA, 2016; BRAND, 2015; DA
SILVA-MANNEL; ANDREOLI; MARTIN, 2013; KEYES et al., 2014; LAPATE et al.,
2014; VYTHILINGUM, 2010).

Outro aspecto importante para a extrapolacdo dos achados em roedores para seres
humanos € a alta conservacdo dos mecanismos de resposta ao estresse pela ativacdo do
sistema nervoso simpatico e do eixo HPA entre mamiferos e ao longo da evolugdo (JOELS;
KARST; SARABDJITSINGH, 2018; ROMERO; GORMALLY, 2019). Uma das poucas
diferencas entre a resposta ao estresse de roedores e humanos é o tipo de hormodnio
glicocorticoide secretado pelas glandulas adrenais, corticosterona e cortisol, respectivamente
(RAFF, 2016). Além disso, os roedores sao animais noturnos, o que faz com que seu pico de
corticosterona ocorra no inicio da noite, enquanto que nos humanos, o pico de cortisol se da
no inicio da manhd (KALSBEEK et al., 2012; OSTER et al., 2016). O nucleo
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supraquiasmético do hipotadlamo é o responsavel pelo ritmo circadiano da secrecdo de
glicocorticoides, ele recebe aferéncia da retina e perante a luz do dia secreta vasopressina, a
qual tem acdo estimulatoria sobre o eixo HPA de animais diurnos enquanto que nos noturnos,
sua acdo € inibitoria (DEN BOON; SARABDJITSINGH, 2017). Apesar dessas
particularidades, é possivel afirmar com seguranca que a maior parte dos mecanismos
fundamentais do eixo HPA é conservada ao longo da filogenia de roedores até humanos
(HERMAN et al., 2016b), salientando o importante papel dos roedores no estudo da
neurobiologia do estresse.

Figura 4: Procedimentos comumente utilizados em protocolos de ECI: A) Estresse social, B) Mudanca de caixa moradia, C)
Mudanca de maravalha, D) Auséncia de maravalha na caixa moradia, E) Maravalha umida, F) Agua na caixa moradia, G)
Consumo de farmacos ansiogénico, H) Alteracdo no ciclo claro-escuro, I) Exposicdo a predador, J) Contencdo fisica. K)
Exposicdo a fezes de outros roedores e L) Inclinagdo da caixa moradia a um angulo de 45°. Adaptado de PLANCHEZ;
SURGET; BELZUNG, (2019).
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Figura 5: Exemplos de modelos animais de estresse no inicio da vida: separacdo materna, cuidado materno pobre e na fase
adulta:estresse por derrota social, ECI e desamparo aprendido. Adaptado de PLANCHEZ; SURGET; BELZUNG, (2019).

1.3 Efeitos do Exercicio Fisico e do Estresse sobre a Ansiedade

O exercicio aerébico tem efeito ansiolitico em humanos e roedores (SCIOLINO;
HOLMES, 2012; STUBBS et al., 2017). Os efeitos ansioliticos do treino aerébico podem ser
observados mesmo apds uma sessdo. Por exemplo, a sensibilidade a ansiedade, ou seja,
omedo de sensacdes relacionadas a ansiedade, de individuos saudaveis foi reduzida apds um
treino vigoroso de 30 min em cicloergdmetro (LEBOUTHILLIER; ASMUNDSON, 2015).
Efeitos positivos também foram observados em mulheres e homens com quadro de ansiedade
similar ao TAG, onde uma sessdo de 30 min de corrida moderada em esteira melhorou o
estado de ansiedade e sentimento de falta de energia desses individuos (HERRING et al.,
2019). Protocolos cronicos também tem mostrado efeito ansiolitico em estudos clinicos. A
exemplo disso, doze sessdes de corrida de intensidade moderada em esteira diminuiram a
ansiedade de individuos com TP nas avaliagcbes Beck Anxiety Inventory (BAI) e Beck
Depression Inventory-11(BDI-Il) (LATTARI et al., 2018). Em pacientes com TOC refratario,
doze semanas de exercicio moderado em esteira ou eliptico, com duragdo diaria e frequéncia
progressiva, melhoraram o humor e reduziram a ansiedade e o0s episddios compulsivos

(ABRANTES et al., 2019). O efeito ansiolitico do exercicio aerébico moderado crénico, que
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foi realizado em um cicloergbmetro durante seis meses, também foi observado em pacientes
submetidos a hemodiélise. Esses pacientes os também apresentaram melhora do humor e
reducdo de depressdo através das avaliacbes BDI e State-Trait Anxiety Inventory (STAI)
(DZIUBEK et al., 2016). Além disso, os resultados de um ensaio piloto mostraram que o
treinamento aerdbico cronico pode potencializar os efeitos da terapia cognitivo-
comportamental em pacientes com TOC (RECTOR et al., 2015). RevisGes sistematicas e
meta-analises tem endossado o efeito ansiolitico do exercicio aerébico em populagdes com
distarbios de ansiedade (ASMUNDSON et al., 2013; AYLETT; SMALL; BOWER, 2018;
JAYAKODY; GUNADASA; HOSKER, 2014; LATTARI et al., 2015). Alguns possiveis
mecanismos sugeridos para os efeitos ansioliticos do exercicio aerébico em humanos séo
aumento da producdo de peptideo natriurético atrial, alteracbes nos padrdes de ativacdo e
conectividade da amigdala, reducdo de marcadores inflamatérios, neuroplasticidade e
normalizagéo da atividade do eixo HHA (CHEN et al., 2019; HEGBERG; HAYES; HAYES,
2019; STROHLE et al., 2006).

Na pesquisa basica, protocolos crbénicos moderados de exercicio em esteira
monstraram efeito ansiolitico per se (FULK et al., 2004; PIETRELLI et al., 2018; SEO,
2018a; TREJO; LLORENS-MARTIN; TORRES-ALEMAN, 2008), em ratos senis
(PIETRELLI et al., 2012a, 2018), perante o estresse induzido por choque elétrico (SEO,
2018a) e em modelos de TEPT (SUN et al., 2020; ZHANG et al., 2020) utilizando avaliagdes
como o campo aberto (CA), o labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste claro-escuro (CE). O
exercicio em esteira também foi capaz de prevenir a exacerbacdo do comportamento do tipo-
ansioso de ratos submetidos a privacdo de sono e a pré-oxidantes (SALIM et al., 2010;
VOLLERT et al., 2011). Quanto a natacdo, foi observado efeito ansiolitico desse exercicio em
ratas submetidas a um modelo de Doenca de Alzheimer (DA), as quais apresentaram menor
tempo de freezing no teste Hole Board (OZBEYLI et al., 2017). A natagdo também mostrou
efeito ansiolitico similar a velanfaxina em ratos submetidos ao estresse de contencéo fisica
nos testes do LCE e labirinto em T elevado (LAPMANEE et al., 2012). De forma similar, o
comportamento do tipo-ansioso de ratos estressados por aplicacdo de choque elétrico foi
reduzido por um protocolo prévio de natacdo realizado durante oito semanas (CAKIR et al.,
2010). Além de atuar em contextos patoldgicos, a natacdo é capaz de reduzir o
comportamento do tipo-ansioso de animais saudaveis no teste do LCE (CRUZ et al., 2012).
Treinamentos cronicos em roda de corrida também monstraram efeito ansiolitico per se
(UYSAL et al., 2018; YUKSEL et al., 2019a) e em roedores em processo de envelhecimento
(MORGAN et al., 2018). Esse modelo de exercicio também preveniu o efeito ansiogénico do
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estresse cronico por isolamento (LYNCH; PORTER; BUTLER, 2019) e do estresse por
restricdo, perante o qual teve efeitos semelhantes a venlafaxina e agomelantina (HARE et al.,
2014; LAPMANEE et al., 2017). Alguns dos mecanismos apontados por esses estudos para
explicar os efeitos ansioliticos produzidos pelo exercicio aerobico envolvem a modulacdo da
expressdo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés Brain derived
neurotrofic factor), redugdo de estresse oxidativo em regides como o hipocampo (UYSAL et
al., 2018; VOLLERT et al., 2011; ZHANG et al., 2013), a neurogénese hipocampal (SUN et
al., 2020) e a modulacéo do eixo HHA (HARE et al., 2014; PIETRELLI et al., 2018). Sendo
assim, os modelos animais de exercicio aerdbico reproduzem o efeito ansiolitico observado na
clinica e apontam para provaveis processos neurobiol6gicos que podem explica-lo.

Embora seja menos estudado em relacdo ao exercicio aerobico, o exercicio resistido
cronico foi capaz de reduzir a ansiedade de individuos saudaveis, senis, com disturbios de
ansiedade e ansiedade secundaria a acidente vascular encefalico isquémico, doenca de
Parkinson e periodo pés-menopausa (AGIL et al., 2010; AIDAR et al., 2012; CASSILHAS et
al., 2010; FERREIRA et al., 2018; GAMBASSI et al., 2017; GORDON et al., 2017
LEBOUTHILLIER; ASMUNDSON, 2017). Esses estudos utilizam ferramentas como o
questionario STAI para avaliar, dentre outros pardmetros, tanto o traco quanto estado de
ansiedade dos individuos. Quando protocolos crénicos de exercicio fisico aerdbico e de
resisténcia foram comparados em pacientes com disturbios de ansiedade, o exercicio aerdbico
provocou uma melhora do sofrimento geral psicoldgico enquanto o exercicio de resisténcia
melhorou a sensibilidade & ansiedade, a tolerancia ao sofrimento e a intolerancia a incerteza
(LEBOUTHILLIER; ASMUNDSON, 2017). Além dos protocolos crénicos, um nico treino
resistido foi igualmente efetivo em comparacdo ao exercicio aer6bico na reducdo da
sensibilidade a ansiedade de adultos (BROMAN-FULKS; KELSO; ZAWILINSKI, 2015).
Vale ressaltar que, em geral, os protocolos leves a moderados costumam apresentar efeito
ansiolitico mais robusto do que os vigorosos (STRICKLAND; SMITH, 2014). Além de ser
utilizado como estratégia de tratamento, é possivel que o exercicio resistido seja profilatico,
uma vez que estudos relacionaram maior forca muscular com reducdo da chance de
desenvolvimento de TAG em idosos e de transtornos psiquiatricos/risco de suicidio em
adolescentes (GORDON et al., 2019; ORTEGA et al., 2012). Os mecanismos pelos quais o
exercicio resistido atua para exercer seus efeitos ansioliticos sdo pouco conhecidos, mas
acredita-se que pode ser pela modulacdo do eixo HHA e do fator de crescimento semelhante a

insulina-1 (IGF-1, do inglés Insulin-like growth factor-1), cuja concentragdo sérica esta
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aumentada em praticantes dessa modalidade de exercicio (CASSILHAS et al., 2010;
STRICKLAND; SMITH, 2014).

A investigacdo desses mecanismos poderia ser feita utilizando modelos animais de
exercicio resistido. Até o momento, ndo foi investigado se o exercicio resistido tem efeito
ansiolitico em testes amplamente utilizados para avaliagdo do comportamento do tipo-ansioso
como LCE e CE (ARRANT; SCHRAMM-SAPYTA; KUHN, 2013; TUCKER; MCCABE,
2017). Apesar disso, postula-se que essa modalidade propicia um nivel de estresse controlavel
e previsivel, 0 que poderia tornar o animal mais resiliente a contextos ansiogénicos como 0s
proprios LCE e CE (INIGUEZ et al., 2014; LOCKIE et al., 2017; STRICKLAND; SMITH,
2016). O estudo com modelos animais também torna possivel a investigacdo de outros
mecanismos e regides encefalicas, as quais poderiam estar envolvidas no efeito ansiolitico do

exercicio resistido visto no ambito clinico.

1.3. Repercussdes do Exercicio Fisico e do Estresse sobre a Cognicao

A atuacdo do exercicio fisico sobre diversos aspectos da cognicdo tem sido
amplamente mostrada em populacdes saudaveis e com distarbios neurologicos. A modalidade
aerobica melhora a memoria de trabalho de jovens adultos saudaveis, a memdria espacial € a
atencdo de idosos, os déficits de memaria de pacientes com esclerose multipla, a memoria de
trabalho de pacientes que sofreram acidente vascular encefalico, além de favorecer o controle
inibitério em adolescentes/criancas saudaveis e em criangas com Transtorno de Déficit de
Atencdo e Hiperatividade (TDAH) (BROWNE et al., 2016; CHANG et al., 2014; GUINEY;
MACHADO, 2013; LEAVITT et al., 2014; MORIYA; AOKI; SAKATANI, 2016;
NOGUERA et al., 2019). Embora seja menos estudado, o exercicio resistido também é capaz
de aprimorar a funcdo cognitiva (MARSTON et al.,, 2019). A melhora da memoria de
trabalho, do controle inibitorio e do planejamento de adultos saudaveis, da funcdo executiva
de idosos saudaveis, do desempenho cognitivo de idosos com déficit cognitivo leve, da
memoria de trabalho e da atengé@o de pacientes com Parkinson sdo alguns exemplos de seus
efeitos sobre a cognicdo (CHANG et al., 2012; DAVID et al., 2015; LI et al., 2018; TSAI et
al., 2019; TSUKAMOTO et al., 2017).

A relacdo do estresse com a cognicdo parece ocorrer na forma de uma curva em “U
invertido”, onde a exposi¢do aguda e leve a estressores pode melhorar o desempenho

cognitivo, enquanto o estresse crénico intenso pode levar ao desenvolvimento de déficits
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(SAPOLSKY, 2015; SCHILLING et al., 2013). Nao raro, muitos dos transtornos psiquiatricos
cujo estresse é fator de risco (depressédo, transtornos de ansiedade, esquizofrenia e transtorno
bipolar) sdo acompanhados por prejuizos cognitivos (FERRERI; LAPP; PERETTI, 2011,
GREEN et al., 2014; LAM et al., 2014; LIMA; PECKHAM; JOHNSON, 2018; PEGO et al.,
2010; TRIPATHI; KAR; SHUKLA, 2018). Um dos aspectos da cogni¢do negativamente
afetados pelo estresse é a flexibilidade cognitiva (MARKO; RIECANSKY, 2018;
SEEHAGEN et al., 2015). A flexibilidade cognitiva pode ser definida como a habilidade de
adaptar o comportamento, mudando estratégias e elaborando alternativas perante mudancas de
demandas situacionais ou problemas (DEAK; WISEHEART, 2015; JOHNCO; WUTHRICH;
RAPEE, 2013; KLANKER; FEENSTRA; DENYS, 2013; RAM et al., 2019). Por exemplo,
um aluno ndo entendeu um conteddo explicado por seu professor, entdo, o professor buscara
uma nova forma de explicacdo que o aluno consiga entender utilizando sua criatividade e
suprimindo a primeira forma de explicagdo (DIAMOND, 2013). O oposto da flexibilidade
cognitiva é um estado de inflexibilidade ou rigidez cognitiva caracterizado pela falta de
capacidade para mudar padrdes de pensamento e a dificuldade de adaptacdo a novos
contextos, mudancas e eventos inesperados (THOMPSON; COOLS; ROBBINS, 2004,
ZICKGRAF et al, 2020). A ansiedade e a flexibilidade cognitiva parecem estar
intrincadamente relacionadas (WILSON et al., 2018). Pacientes com transtornos de ansiedade
relacionados ao estresse, como TOC, TAG e TP podem apresentar prejuizos na flexibilidade
cognitiva (GRUNER; PITTENGER, 2017; LIEBERMAN et al., 2016; NAGATA et al., 2018;
ROSA-ALCAZAR et al., 2020; TOMIYAMA et al., 2019). Um estudo sugere que o déficit de
flexibilidade cognitiva apresentado por ratos expostos a um protocolo de ECI leve, pode ter
relagdo com o aumento do comportamento do tipo-ansioso desses animais (MARAMIS;
MAHAJUDIN; KHOTIB, 2020).

Além do efeito ansiogénico, o0 modelo de ECI mimetiza a inflexibilidade cognitiva
provocada pelo estresse em humanos (BONDI; JETT; MORILAK, 2010; JETT et al., 2015;
QUAN et al., 2011). Esses déficits foram observados em testes como Attentional set shifting
test (ASST) e com um protocolo especifico de Labirinto Aquatico de Morris. Esses
paradigmas sdo baseados na capacidade do animal suprimir uma regra, aprendida previamente
e substitui-la por uma nova regra anteriormente irrelevante, mas que passara a ser importante
para 0 acesso a uma recompensa ou para evitar um estimulo estressor, configurando o
aprendizado reverso (HURTUBISE; HOWLAND, 2017). Respostas perseverativas denotam
manutencdo de um padréo de resposta perante uma inversdo de regra (rigidez cognitiva)
(NILSSON et al., 2015). Nesse sentido, o teste Modified hole board se assemelha ao ASST,
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avaliando a habilidade de aprendizado reverso e com a vantagem de ndo necessitar de
restricdo alimentar, nem da utilizacdo de um estimulo aversivo como ocorre com a agua no
labirinto aquatico de Morris (LABOTS et al., 2015; ZHANG et al., 2013).

Em roedores e humanos, o exercicio fisico apresenta efeito positivosobre a
flexibilidade cognitiva (BROCKETT; LAMARCA; GOULD, 2015; DE GREEFF et al., 2018;
PESCE; AUDIFFREN, 2011). Criangas com e sem TDAH, adultos jovens e de meia-idade
apresentaram melhor desempenho em avaliacdes de flexibilidade cognitiva apds a realizacdo
de protocolos agudos de exercicio aerobico (BAE; MASAKI, 2019; LUDYGA et al., 2020;
NETZ et al., 2007; STROTH et al., 2010). Com relacdo a protocolos cronicos dessa
modalidade, efeitos positivos foram observados sobre a flexibilidade cognitiva de adultos
saudaveis, pacientes com esclerose multipla e mulheres com déficit cognitivo leve (BAKER
et al., 2010; BARRY et al., 2018; MASLEY; ROETZHEIM; GUALTIERI, 2009). Na
pesquisa basica, hd poucos estudos que investigaram os efeitos do exercicio aerébico sobre
essa funcdo em comparacdo com a literatura que aborda seus efeitos sobre a memoria
espacial, aversiva e de reconhecimento (CASSILHAS; TUFIK; DE MELLO, 2016; DA
SILVA DE VARGAS et al., 2017; FARIA et al., 2016, 2018; HOPKINS; NITECKI; BUCCI,
2011; JACOTTE-SIMANCAS et al., 2014; LOVATEL et al., 2013; NEVES et al., 2015;
ROSSI DARE et al., 2019; SHAHROOQDI et al., 2020). Um desses estudos mostrou que o
exercicio em roda de corrida aumenta a flexibilidade cognitiva de camundongos jovens e
senis (MORGAN et al., 2018). Também foi verificado que animais cuja genética favorece a
performance fisica na corrida em esteira tem desempenho superior a linhagem comum na
avaliagéo de flexibilidade cognitiva (WIKGREN et al., 2012).

Os efeitos do exercicio resistido sobre a flexibilidade cognitiva em humanos, assim
como da modalidade aerdbica, sdo muito pouco investigados. O exercicio resistido aprimorou
a flexibilidade cognitiva de adultos saudaveis, de maneira similar ao aerébico, apds uma Unica
sessao de treinamento (WILKE et al., 2019). N&o se tem conhecimento de estudos que tenham
analisado efeitos de protocolos cronicos de exercicio resistido sobre a flexibilidade cognitiva.
Também ndo foram encontrados dados pré-clinicos a respeito dos efeitos do exercicio
resistido sobre essa funcdo. Apesar disso, € provavel que essa modalidade tenha efeito
positivo sobre a flexibilidade cognitiva de roedores, tendo em vista a influéncia positiva do
exercicio em escada vertical sobre a memoria espacial/aversiva de animais saudaveis/senis, a
memoria de reconhecimento em modelo animal de DA e a memdria aversiva perante um
modelo de epilepsia (CASSILHAS et al., 20123, 2012c; DE ALMEIDA et al., 2017; DE
MEIRELES et al., 2019; OZBEYLI et al., 2017; VILELA et al., 2017a).
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1.4. Efeitos do Exercicio Fisico e Estresse sobre a Neuroplasticidade

Hipocampal

Os efeitos do exercicio fisico e do estresse sobre a ansiedade e cognicdo podem estar
relacionados as altera¢cGes morfoldgicas e bioquimicas que provocam no hipocampo, pois essa
area esté relacionada ao aprendizado, a memdria de longo prazo e as emocdes (BHAKTA et
al.,, 2017; CASTILLA-ORTEGA et al., 2011; CRUPI et al., 2011; FUSS et al., 2010;
KUTLU; GOULD, 2016; WANG; KIM; BAEK, 2019; YOOK et al., 2019; ZHU et al., 2019).
O hipocampo é uma estrutura pertencente ao sistema limbico, situada na regido medial do
lobo temporal e tem formato de arco em corte sagital (BIR et al., 2015; PANG et al., 2019;
TATU; VUILLIER, 2014).

Quanto a anatomia, o hipocampo é formado por duas regibes de alocortex: o giro
denteado (GD) e o corno de Amom (ANAND; DHIKAYV, 2012). O GD tem formato
semelhante a letra C, contorno denteado conforme sua denominagdo e é constituido pela
camada molecular, camada granular, zona subgranular e hilo (HALADAJ, 2020; HEVNER,
2016). A camada molecular € a mais externa e se constitui pelos dendritos das células
granulares e axénios da via perforante (GAO et al., 2015; VAN GROEN; MIETTINEN;
KADISH, 2014). A camada granular é formada pelos corpos celulares dos neurdnios
glutamatérgicos granulares agrupados de forma densa (GOODSMITH et al., 2017;
SCHARFMAN, 2016). O hilo do GD ¢é constituido pelas fibras musgosas das células
granulares e neurbnios glutamatérgicos e gabaérgicos caracterizados por grandes somas
(SCHARFMAN; MYERS, 2013). Entre a camada granular e o hilo, encontra-se a zona
subgranular, nicho da neurogénese hipocampal, possuindo células progenitoras e tronco
neurais (TONI; SCHINDER, 2015).

O corno de Amom ¢ subdivido em quatro regiGes corticais conforme suas
caracteristicas morfoldgicas: CAl, CA2, CA3 e CA4 (ANAND; DHIKAYV, 2012), as quais
sdo formadas por distintas camadas celulares (Figura 6) (VAGO; WALLENSTEIN;
MORRIS, 2014). A camada mais externa (stratum oriens) é composta pelos dendritos basais
das células piramidais, cujos corpos celulares formam o stratum pyramidale (PEREZ-CRUZ
et al., 2011). Ja o stratum lucidum é uma camada estreita, acelular e exclusiva de CA3, onde
se encontram as fibras musgosas (The Mouse Nervous System, 2012). No stratum radiatum

encontram-se os dendritos apicais das células piramidais e as fibras colaterais de Schaffer que
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conectam CA3 e CAl1l (INSAUSTI; AMARAL, 2012; The Synapse, 2014). Abaixo do
stratum radiatum est& o stratum lacunosum-moleculare, o qual recebe informacGes do cortex
entorrinal e também possui interneurénios (CAPOGNA, 2011; HILTON et al., 2013).

basal distal
(> 120 pm)

basal proximal
(30 - 120 pm)

apical proximal
(30 - 120 pm)

apical distal
(> 120 pm)

Figura 6: Esquema representando as camadas celulares Regido 1 do Corno de Ammon (superior). O stratum oriens é
formado pelos dendritos basais das células piramidais, o stratum pyramidale pelos corpos celulares dos neurdnios piramidais,
o stratum radiatum por dendritos apicais dos neurdnios piramidais e o stratum lacunosum-moleculare é a camada de conexao
com o cortex entorrinal. Representacdo de um neurdnio piramidal, onde é possivel observar os compartimentos celulares que
compde as camadas de CAL1 (inferior). Adaptado de (PEREZ-CRUZ et al., 2011).

O corno de Ammon, o GD e cortex entorrinal estdo conectados por um circuito
trissinaptico excitatorio (LLORENS-MARTIN et al., 2014) (Figura 7). As células granulares
do GD recebem informacdes provenientes do cértex entorrinal através da via perforante, as
quais sdo transmitidas para as células piramidais de CA3 pelas fibras musgosas. Por fim, as
informagdes chegam até as células piramidais de CA1, consideradas a “porta de saida” do
circuito para o subiculo, pelas fibras colaterais de Schaffer (PANG et al., 2019). O contato
entre o terminal sindptico das fibras colaterais de Schaffer e os dendritos das células
piramidais de CA1 é um dos locais onde pode ocorrer a potenciacdo de longa duragdo, um
mecanismo celular dependente de atividade que modifica a eficiéncia de uma sinapse por

longos periodos. Tal mecanismo é importante para o aprendizado e a memoria, sendo uma
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forma de plasticidade sinaptica muito estudada (ABRAHAM; JONES; GLANZMAN, 2019;
VASUTA et al., 2015).

Célula Piramidal /7
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Figura 7. Representacdo esquematica do circuito trissinaptico presente no hipocampo envolvido no aprendizado e memdria.
O cortex entorrinal (CE) envia informagdes as células granulares do GD pela via perforante. Na sequéncia, a informacéao é
repassada para as células piramidais de CA3 pelas fibras musgosas e, entdo, enviadas a camada piramidal de CA1 por meio
das fibras colaterais de Schaffer. Por fim, a regido de CA1l envia as informagdes ao subiculo. CAl: Regido 1 do Corno de
Ammon. CA3: Regido 3 do Corno de Ammon . GD: Giro Denteado. CG: Camada de Células Granulares. SG: Camada
subgranular. Adaptado de TONI; SCHINDER, (2015).

O termo plasticidade sinaptica refere-se as alteracdes entre as conexBes neurais que
ocorrem em uma microescala (RAMIREZ; ARBUCKLE, 2016). Tais alteracdes referem-se a
mudancas na eficiéncia sinaptica e a formacdo ou perda de conexdes. A plasticidade sinaptica
pode ser avaliada pela expressdo de proteinas da maquinaria pré-sinaptica, que incluem a
sinapsina-1, sinaptotagmina, sinaptofisina, como também pela expressdo de proteinas da
maquinaria pds-sinaptica, incluindo a proteina de densidade pos-sinaptica — 95 (PSD-95) e a
neuroligina (BALAN et al., 2013; FIORAVANTE et al., 2007; GREIF et al., 2013; KNIGHT,;
XIE; BOULIANNE, 2011; LLEO et al., 2019; OHRFELT et al., 2016; OSIMO et al., 2019;
RAJA et al., [s.d.]; RUHL et al., 2019; WANG et al., 2019). A PSD-95 é uma guanilato
cinase associada a membrana celular, que é considerada a principal proteina estrutural da
densidade pds-sinaptica em sinapses excitatorias (YOO et al., 2019). Além disso, a PSD-95

pode auxiliar na formacdo de novos contatos neuronais € € uma potente reguladora da
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eficiéncia sinéptica, pois modula a quantidade de receptores AMPA no terminal p6s-sinaptico
(CHEN et al., 2011; NIKONENKO et al., 2008). Um aumento da expressdo de sinaptofisina,
uma glicoproteina presente na membrana de vesiculas pré-sinapticas, também pode indicar
sinaptogénese (GUDASHEVA et al., 2018; GUDI et al., 2017; KOLOS; GRIGORIYEV;
KORZHEVSKYI, 2015). A sinaptofisina é uma das proteinas mais abundantes nas vesiculas
sinapticas e acredita-se que controla o trafego de synaptobrevina e sua reciclagem durante a
endocitose, assim, a sinaptofisina tem um papel importante para a manutencéo de liberacao de
neurotransmissores (KOKOTOS et al., 2019). O aumento da expressdo de sinaptofisina e
PSD-95 no hipocampo é apontado como um dos mecanismos envolvidos na melhora da
cognicdo induzida por exercicio fisico (SHIH; YANG; WANG, 2013; XU et al., 2019).

De fato, a plasticidade sinaptica hipocampal é alvo de muitos estudos envolvendo
protocolos de exercicio fisico, mas grande parte dessa literatura analisa o hipocampo inteiro
como estrutura unitaria e homogénea, negligenciando sua divisdo anatémica e funcional
(Figura 8A e B) (CHO et al., 2015; HONG; LEE; KIM, 2015; JUNG; KIM, 2017; REN et al.,
2017; SOLVSTEN et al., 2017; YAU et al., 2014). Estudos prévios em roedores investigaram
a funcdo das regides dorsal (ou posterior em humanos) e ventral (ou anterior em humanos) do
hipocampo através de lesdes limitadas a uma dessas duas regidbes (BANNERMAN et al.,
2014; CHAWLA et al.,, 2018). Quando o hipocampo dorsal era lesionado 0s animais
apresentavam déficit de memoria espacial, 0 que ndo ocorria quando a lesdo era restrita a
regidao ventral (MOSER; MOSER; ANDERSEN, 1993; MOSER et al., 1995). A regiao
ventral foi relacionada a processos emocionais e resposta ao estresse (BANNERMAN et al.,
1999; HUNSAKER et al., 2008). Atualmente, se considera que a regido dorsal esta
predominantemente envolvida com processos cognitivos, enquanto a ventral majoritariamente
com processos emocionais, inclusive a ansiedade (Figura 8A) (FLORIOU-SERVOU et al.,
2018; LEE et al., 2019; PINTO et al., 2015). O hipocampo ventral realiza inibicdo sobre o
eixo HHA (Figura 8C) (JANKORD; HERMAN, 2008). Fibras glutamatérgicas partem do
hipocampo ventral para ativar neurdnios gabaérgicos no nucleo da estria terminal, os quais
inibem neurdnios produtores de CRH no nucleo paraventricular do hipotalamo (HERMAN et
al., 2016a).
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Figura 8. A) llustracéo evidenciando as distintas fungdes da regido dorsal (azul) e ventral (vermelho) do hipocampo de um
roedor em vista lateral. B) Representacdo esquematica de cortes coronais do hipocampo dorsal (esquerda) e ventral (direita)
de roedores. C) Regulagdo do eixo HHA pela retroalimentacdo negativa realizada pelo hipocampo. NPV: nicleo
paraventricular do hipotalamo. SNC: Sistema Nervoso Central. ACTH: do inglés, adrenocorticotropic hormone. CRH: do
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inglés, Corticotropin-releasing hormone. GD: Giro Denteado. CA1: Regido 1 do Corno de Ammon. CA3: Regido 3 do corno
de Ammon. Adaptado de BANNERMAN et al. (2014); SILVA-GOMEZ et al. (2013) e Kandel (2014).

Tanto o HD quanto o HV séo afetados pelo estresse, porém, raros sdo os estudos que
investigam o HD e HV separadamente (CHAI et al., 2019; LI et al., 2012; LIU et al., 201743,
2019a; WANG et al., 2018; YU et al., 2016). Um estudo que aplicou um protocolo de ECI em
ratos observou que o estresse causava alteracGes de volume do hipocampo dorsal (HD) e
ventral (HV) associadas a modificacbes do comprimento de dendritos vistos nessas regides
(PINTO et al., 2015). Além das alteracdes morfologicas, esse estudo também observou déficit
de memoria espacial, inducdo de comportamento do tipo-ansioso e reducdo da depressdo de
longa-duragdo no HV dos ratos estressados. Ha vérios relatos de efeitos deletérios do ECI
sobre a expressdo de marcadores de plasticidade sindptica, como SYP e PSD-95, no
hipocampo como um todo ou apenas na parte dorsal.

Os déficits sobre a expressdo hipocampal das proteinas SYP, PSD-95, neuroligina 1,
B-neurexina e proteina associada ao crescimento-43 causados por protocolos cronicos de
estresse por contencao fisica e ECI foram suprimidos em roedores pela corrida em esteira e
natacdo (FANG et al., 2013; KIM; LEEM, 2016; LIU et al., 2018). Um estudo que comparou
os efeitos do exercicio aerobico em esteira e com o de resisténcia, no qual o animal corria em
esteira portando uma carga, observou que ambas as modalidades atenuaram 0 comportamento
do tipo-depressivo e aumentaram a expressdo hipocampal de SYP e sinapsina de animais
submetidos a ECI leve (KANG; WANG; WANG, 2020a). Semelhante comparacdo também
foi realizada entre protocolos de corrida em esteira e exercicio em escada vertical em animais
adultos saudaveis, com efeitos positivos sobre a expressdo de marcadores de plasticidade
sinaptica em ambas as modalidades (CASSILHAS et al., 2012b). Esses efeitos sobre a
plasticidade sinaptica juntamente com outros mecanismos de plasticidade que sdo favorecidos
por ambas as modalidades de exercicio como neurogénese hipocampal, via de sinalizacdo de
BDNF e atividade antioxidante, podem estar associados a melhora no comportamento do tipo-
depressivo e no desempenho em tarefas de meméria (DIEDERICH et al., 2017; FETER et al.,
2019; GOBINATH et al., 2018; LEE et al., 2012, 2013; ROSA et al., 2019; WU et al., 2019).
No entanto, esses estudos analisaram tais mecanismos no hipocampo inteiro, havendo poucos
trabalhos que analisaram a expressdo de indicadores de plasticidade sinaptica no HV apoés
aplicacdo de protocolos de exercicio aerobico (DANIELS et al., 2012; HESCHAM et al.,
2009; NISHIJIMA; KAWAKAMI; KITA, 2013). Quanto ao exercicio resistido, seus efeitos

sobre a plasticidade sinaptica no HV ainda nédo foram elucidados. Essa abordagem de estudo
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compartimentalizada seria interessante para correlacionar os efeitos do exercicio aos

comportamentos associados a cada area especifica do hipocampo.
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A maior parte da literatura que relata efeitos positivos do exercicio fisico sobre
cognicdo, emocao e neuroplasticidade se refere ao exercicio aerébico. Embora o exercicio de
resisténcia seja a terceira modalidade mais praticada no Brasil e sua pratica também seja
recomendada pela OMS (2010), seus efeitos sobre 0 SNC sdo bem menos investigados. Saber
como cada tipo de exercicio atua sobre o estado de ansiedade, a fungdo cognitiva e substratos
neurais em contextos fisiolégicos e patolégicos, como a exposi¢do prolongada ao estresse,
também auxiliam no entendimento mais profundo de sua aplicabilidade terapéutica para
transtornos de ansiedade. O exercicio fisico € um foco de estudo muito interessante para o
contexto da ansiedade uma vez que tem agdo antagonica ao estresse.

O estresse psicolégico € um importante fator de risco para o desenvolvimento de
distdrbios de ansiedade. Segundo a OMS (2017), 264 milhdes de pessoas no mundo possuem
algum transtorno de ansiedade. Um dado preocupante € o aumento de 14,9% na prevaléncia
global desses disturbios entre 2005 e 2015 (OMS, 2017). Tdo ou mais alarmante quanto isso é
a situacdo do Brasil nesse cendrio: o pais com a maior prevaléncia de mundial desses
transtornos (18.657943 brasileiros) (OMS, 2017). Além da carga emocional, a ansiedade
patoldgica também esta relacionada a prejuizos de aspectos cognitivos como a memdria de
trabalho, a atencgéo e a flexibilidade cognitiva (BALDERSTON et al., 2017; ROBINSON et
al., 2013; VAGHI et al., 2017). Os tratamentos psicoterapicos e farmacoldgicos ainda sao as
principais abordagens terapéuticas, mas costumam ter alto custo, resposta lenta, podem ter
efeitos colaterais ou nao ter eficacia em pacientes refratarios no caso dos ansioliticos, e ambas
as abordagens envolvem estigma (ANDREWS; NEWBY; WILLIAMS, 2014,
CONSTANTINO-CASAS et al.,, 2010; FARACH et al.,, 2012; HOFMANN; FANG;
GUTNER, 2014; LANNIN et al., 2013).

Dado o impacto que os transtornos de ansiedade relacionados ao estresse repercutem
na vida dos pacientes, seus familiares e comunidade em geral, a busca por estratégias de
tratamento eficazes e acessiveis que auxiliem no seu manejo e previnam seu desenvolvimento
é de extrema relevancia e urgéncia. Considerando a popularidade do exercicio de resisténcia
entre os brasileiros, seu relativo baixo custo, suas propriedades ansioliticas observadas até
entdo e o fato de Brasil ser o pais “mais ansioso” do mundo, estudos que investiguem a
eficacia do exercicio de resisténcia como estratégia terapéutica sobre disturbios de ansiedade

sdo fundamentais para melhor controle e profilaxia desses transtornos.
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3.1. Objetivo Geral
Analisar os efeitos do exercicio fisico aerdbico e de resisténcia sobre o comportamento
do tipo-ansioso, a capacidade de aprendizado, a flexibilidade cognitiva e marcadores de

neuroplasticidade em ratos Wistar nos contextos fisiologico e patologico.

3.2. Objetivos Especificos

e Comparar o comportamento do tipo-ansioso, a capacidade de aprendizado, a
flexibilidade cognitiva e a expressao de SYP e PSD- 95 na regido do stratum radiatum
de CAl1l no HD e HV de animais submetidos a protocolos crénicos moderados de
exercicio aerdbico em esteira ou exercicio de resisténcia em escada vertical;

e Avaliar o potencial neuroprotetor do exercicio de resisténcia frente aos efeitos
deletérios de um protocolo de ECI sobre o comportamento do tipo-ansioso, a
capacidade de aprendizado, a flexibilidade comportamental, o ganho de peso corporal

e 0 peso relativo das glandulas adrenais de ratos Wistar.
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Quanto ao estudo de comparacéo entre as modalidades, esperava-se que o exercicio de
resisténcia apresentaria efeito positivo sobre o comportamento do tipo ansioso, a capacidade
de aprendizado, a flexibilidade cognitiva e pardmetros de plasticidade sinaptica hipocampal
de maneira similar ao exercicio aerobico. Os principais estudos que sustentaram essa primeira
hipdtese compararam ambas as modalidades e observaram que tanto o exercicio aerdbico
quanto de resisténcia levaram a desfechos comportamentais e neurobioldgicos positivos em
ratos. Por exemplo, a memoria espacial e a expressao de marcadores de plasticidade sinéptica
como SYP, sinapsina e PSD-95 hipocampais foram aprimorados tanto em ratos exercitados
em esteira quanto os exercitados em escada vertical (CASSILHAS et al., 2012a). Em ratos
senis, 0s exercicios cronicos em esteira e em escada vertical também melhoraram de maneira
similar a memoria espacial e aversiva bem como os niveis hipocampais de PSD-95, BDNF
entre outros marcadores de neuroplasticidade (DE MEIRELES et al., 2019; VILELA et al.,
2017a). A comparacdo entre 0o modelo de exercicio resistido em esteira com exercicio
aerébico em esteira evidenciou que as duas modalidades tiveram efeito anti-depressivo em
ratos expostos a ECI e aumentaram a expressdo de SYP, sinapsina e IGF-1 no hipocampo
desses animais (KANG; WANG; WANG, 2020b). A literatura clinica também aponta a
eficacia das duas modalidades de exercicio na reducdo da ansiedade de individuos saudaveis e
com transtornos de ansiedade (BROWNE et al., 2016; CHANG et al., 2014; GORDON et al.,
2017b; GUINEY; MACHADO, 2013; LEAVITT et al, 2014; LEBOUTHILLIER;
ASMUNDSON, 2017; MORIYA; AOKI; SAKATANI, 2016; NOGUERA et al., 2019). A
descricdo de efeitos pro-cognitivos do exercicio aerdbico e resistido sobre a memoria de curto
prazo, controle inibitério e funcdo executiva em estudos clinicos com diversas populacdes
também contribuiram para a formulagdo dessa hip6tese (CASSILHAS et al., 2007; CHANG
etal., 2011; WILKE et al., 2019) .

No segundo experimento, esperava-se que o modelo de ECI provocasse inflexibilidade
cognitiva e um aumento no comportamento do tipo ansioso nos animais, com tais efeitos
inibidos ou amenizados pelo exercicio de resisténcia em escada vertical. Essa hipotese foi
embasada nos estudos pré-clinicos que observaram déficit na flexibilidade cognitiva e
exacerbagdo do comportamento do tipo ansioso em animais expostos a protocolos de ECI
(BONDI et al.,, 2008; FOYET et al.,, 2017; FUCICH; PAREDES; MORILAK, 2016;
NAEGELI et al., 2013).
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Dados clinicos mostrando rigidez cognitiva em pacientes com transtornos de ansidedade
relacionados ao estresse também reforcaram a presente hipotese (GABRYS et al., 2018;
LUKASIK et al., 2019). Por fim, os efeitos positivos do exercicio resistido sobre a funcéo
executiva de individuos saudaveis e os resultados terapéuticos promissores frente a
transtornos de ansiedade em estudos clinicos citados acima contribuiram muito para proposta

de avaliar a possivel atividade neuroprotetora do exercicio resistido perante os efeitos do ECI.
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5.1.CAPITULO 1
ARTIGO 1

Os dados obtidos a partir do primeiro experimento dessa tese foram publicados no
periodico Brazilian Journal of Medical and Biological Research em forma de artigo cujo
titulo é: “Comparative overview of the effects of aerobic and resistance exercise on anxiety-
like behavior, cognitive flexibility and hippocampal synaptic plasticity parameters in

healthy rats”. Esse artigo encontra-se a segulir.
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Abstract

Clinical studies show that physical exercise has anxiolytic and pro-cognitive properties for both healthy individuals and psychiatric
patients. Most of these data refer to the effects of aerobic exercise. However, other modalities such as resistance exercise deserve
more attention because they may also modulate brain function. This study aimed to compare the effects of an aerobic exercise
protocol on a treadmill and a resistance exercise protocol on a ladder apparatus on anxiety-like behavior, cognitive flexibility, and
neuroplasticity parameters in healthy animals. Adult male Wistar rats were divided into three groups: sedentary control, aerobic
training, and resistance training. Subsequently, they were evaluated in the elevated plus-maze (EPM), light-dark box, and modified
hole board (mHB) tests. The expressions of synaptophysin and postsynaptic plasticity protein 95 in the dorsal and ventral
hippocampus were analyzed by immunofluorescence. The results demonstrated an anxiolytic effect promoted by exercise in the
EPM, particularly in the animals submitted to aerobic training, and a mild pro-learning effect of both exercise modalities was
observed in the mHB test. All groups showed similar outcomes in the other evaluations. Therefore, the exercise modalities
investigated in the present study did not provide considerable modifications to such aspects of the emotional/cognitive functions
and neuroplasticity under physiological contexts. Perhaps the two types of exercise acted in neurobiological pathways not analyzed

in this study, or the effects may emerge under pathological contexts. These hypotheses should be tested in future studies.

Key words: Strength exercise; Endurance training; Physical activity; Executive function; Emotion; Memory

Introduction

The effects of aerobic exercise on neuroplasticity have
been extensively studied in humans, including improve-
ment of cognition/mood and hippocampal volume increase
in both physiological and pathological contexts (1-5). These
positive effects were also observed in animal studies;
anxiolytic effects of aerobic exercise have been widely
demonstrated in standard tests to evaluate anxiety-like
behavior in rodents, such as elevated plus-maze (EPM)
and light-dark box (LDB) tests (6-8). Also, it has been
reported that aerobic exercise facilitates cognitive flex-
ibility as well as other executive functions, such as
inhibitory control and working memory (9).

Some molecular and cellular mechanisms are sug-
gested for these behavioral phenotypes induced by aerobic
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exercise, such as an increase of growth factors and higher
expression of synaptic plasticity markers, as synaptophysin
(SYP) and postsynaptic density protein-95 (PSD-95) in the
hippocampus (10,11). Treadmill running protocols have
been extensively adopted in rodent studies of aerobic train-
ing effects because they allow precise evaluation of variables
like frequency, intensity, and duration of a session, which
is not possible in wheel running protocols. Also, the inten-
sity of treadmill running is easier to measure compared to
swimming, for which there is a lack of graded workload
protocols, as reviewed by Seo et al. (12).

Resistance exercise has also been recommended by
the World Health Organization for children and young
people (13). In Brazil, resistance training is the third most
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prevalent exercise modality in young adult men (14). How-
ever, studies investigating its effects on neuroplasticity
and behavior are recent and still scarce, principally if com-
pared to aerobic exercise. The present literature demon-
strates strong evidence that resistance exercise enhances
cognitive functions and decreases anxiety in healthy
individuals and in those with mental illness (15—17). In pre-
clinical studies, resistance training improved the cognition
of naive animals, and in Alzheimer’s disease and chronic
stress models (18-20). However, effects on anxiety-like
behavior of rodents have not yet been investigated. Some
of these data were obtained from ladder-climbing resis-
tance exercise model, which allows the definition of some
parameters also used in aerobic exercise on a treadmill,
such as frequency and intensity, and the comparison
between the modalities. In addition, the ladder-climbing
model is considered voluntary and does not use aversive
stimuli like other resistance exercise protocols, which could
have an adverse effect, as reviewed by Seo et al. (12).

Most preclinical and clinical studies that investigate
exercise effects on cognitive performance and emotion are
devoted to the aerobic modality, with the effects of other
protocols such as resistance exercise less explored. In
addition, the adherence to resistance training is higher
among the physically active population in Brazil and its
practice is recommended worldwide, so it is imperative
that more studies explore the neurobiology of resistance
exercise.

This study proposed a comparative overview on the
effects of these two types of exercise — aerobic and resis-
tance — on the anxiety-like behaviors of healthy animals.
The modified hole board (mHB) test was also adopted
with the aim of expanding our observation on cognitive
processes in rats; through this task it is possible to eval-
uate cognitive function, including learning ability and
cognitive flexibility (21). Additionally, we analyzed the
plasticity markers in the dorsal and ventral hippocampus
separately, because the former is related to the cognitive
performance and the latter region, with the anxiety-like
behavior (22—-24).

Material and Methods

Animals

Sixty-one male Wistar rats (90 days old) were obtained
from the local breeding colony (CREAL/ICBS, Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil). These
animals were allocated in standard Plexiglas home cages
(410 x 340 x 178 mm), 2 rats per cage, and kept in an
environment with 20 + 2°C, 12-h light/dark cycle with lights
on at 7:00 am, and food and water available ad libitum. All
procedures were previously approved by the Ethical Com-
mittee at the Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(#32461) and were performed in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals adopt-
ed by the National Institutes of Health (USA) and the
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Arouca Law (Law No. 11.794/2008). Animals were ran-
domly distributed among three groups: sedentary control
(CT), aerobic exercise protocol on the treadmill (AE), and
resistance exercise protocol on the ladder apparatus
(RES). The exercise protocols were performed between
13:00 and 17:00 and the behavioral tests took place
between 9:00 and 18:00. The sedentary rats were handled
during the exercise period.

Exercise paradigms

Aerobic protocol on a treadmill. The animals were
exercised on a horizontal motorized treadmill adapted to
rodents, in separate Plexiglas lanes (INBRAMED TK 01,
Brazil) during six weeks (Figure 1), five consecutive days
in each week, 20 min/day at the intensity of 60% of
maximal running speed (MRS) (adapted from Confortim et
al. (25). Habituation to the treadmill before the beginning
of exercise and MRS assessment were performed as
described by Confortim et al. (25). MRS was measured
every four exercise sessions in order to update the train-
ing speed when the animals’ physical capacity improved.
No aversive stimulus was used. When an animal refused
to run even though stimulated with gentle touches, it was
discarded from the sample, as occurred with three animals.

Manipulation of the CT group and training of the AE and RES
groups (5 days/week)

( : \

Il
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I I | mrg |
EPM LDB

Behavioral tests
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Habituation to the exercise
apparatus

B
Manipulation of the CT group and training of the AE and RES
groups (5 days/week)
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Figure 1. Timeline of the experimental procedures. At the end of
the last exercise session, one cohort of animals was used for the
behavioral tests (A) and the other for the immunofluorescence
technique (B). CT: sedentary control; AE: aerobic exercise on the
treadmill; RES: resistance exercise on the ladder apparatus;
EPM: elevated-plus maze; LDB: light-dark box test; mHB:
modified hole board test.
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Resistance protocol on a ladder apparatus. Firstly, the
rats of the RES group were habituated to the resistance
training apparatus that consisted of an 80° inclined vertical
ladder (110 cm high x 18 cm wide, with 2-cm grid steps).
At the top of the ladder, there was a dark box (20 x 20 x
20 cm), which was a stimulus to the rat climbing the
ladder, because rats are attracted by the safety that closed
and dark places represent against a possible predator. This
box also served as a resting place until the next climb
(10,26). Resistance exercise was performed on five con-
secutive days/week for six weeks (Figure 1). Each daily
session was composed by eight series (climbs) of 8-12
repetitions (climbing movements) always carrying a load
equivalent to 60% of the rats’ maximal carrying capacity
(MCC). The animals could rest during 60 s between climbs.
The MCC was reevaluated every four exercise sessions to
update the training load. The habituation and MCC protocol
was performed as described by Novaes Gomes et al. (26).
Two animals were excluded from the study because they
refused to climb the vertical ladder.

At the end of exercise protocols, 46 animals were used
exclusively for behavioral tests (Figure 1A). Another 15 rats
were used for the immunofluorescence assay without under-
going behavioral tasks (Figure 1B).

Anxiety-like behavior analysis

Elevated plus-maze. At the end of the exercise proto-
cols, the anxiety-like behavior of animals was analyzed in
the EPM test (Figure 1A) as described by Pereira et al.
(27). Briefly, every rat was positioned individually in the
central zone facing a closed arm and it could explore the
apparatus during 5 min. The anxiety-like behavior was
verified by the measurement of spatial-temporal variables,
such as time spent in the open arms (s), and number of
open and closed arms entries. The parameters are
reported as percent of time spent in the open arms and
percent of open arm entries. Furthermore, the number of
risk assessments was also counted as an ethological
variable. Risk assessment behavior was determined in
this study as the movement in which the animal explores
with the forepaws and head the open arm with a stretched
posture. Each group was formed by 11-13 rats. The
apparatus was illuminated only with a 15-w fluorescent
light that was suspended 100 cm above the maze’s cen-
tral square to avoid shadow formation.

Light-dark box test. In the following day to the EPM
test, the animals were exposed to the LDB paradigm
(Figure 1A) as described by Sasaki et al. (28). The box
was placed in a dimly lit environment with a single fluo-
rescent lamp (15 w) centered on the white part of the box.
Each animal was placed individually in the white chamber
with its back to the dark compartment and left to explore
the apparatus for 5 min. The wall that separates the two com-
partments has a small opening (10 x 10 cm) to allow the
animal to pass from the light to the dark chamber. The time
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spent in the light compartment (s) was used to assess
anxiety-like behavior. Each group was formed by 11-13 rats.

Cognitive function

Modified hole board. The protocol of this study was
adapted from Ohl et al. (21). This behavioral task started
the following day the LDB paradigm (Figure 1A). This test
runs in an open field apparatus (60 x 60 x 30 cm) in which
are positioned nine bowls in the central area in such way
that the animal can transit among the bowls and at the
edges of the apparatus. Initially, three of these bowls were
lined with cloth and filled with sawdust. Each covered bowl
had a reward portion (1/4 of a Froot Loop ring) hidden
under the sawdust (baited bowls). In the other uncovered
bowls, there was only sawdust, without reward (non-
baited bowls). This configuration was kept during the four
days of the training phase (T1-T4, where T1 was the first
training day and so on), and the animal had to learn that
the cloth covering of the pots was the criteria for finding
the reward. The rats underwent four trials daily. In each
trial, they were placed individually in the arena and had a
maximum time of 5 min to find the three food rewards. If
the rat did not find the rewards in this time, it was gently
guided to the baited bowls to eat the reward during the
training phase. After each trial, the apparatus was cleaned
with 20% ethanol used to remove odors.

In order to rule out the possibility of the animal finding
the reward due to spatial memory, the position of the bowls
was scrambled on the fifth day of test, setting a location
shift phase. On the sixth day, a reversal phase was per-
formed with the purpose of analyzing the cognitive flexibility
of animals. For this, the reward was put in three uncovered
bowls (baited but not cued) and the six covered bowls were
cued but not baited. Moreover, the spatial distribution of the
bowls was scrambled again. The following variables were
analyzed in all phases of the test: 1) latency (s) to find the
first and all three food rewards and 2) number of omission
errors (baited bowls that were not visited).

A visit was considered when the animal smelled or dug
into the pot with its paws or snout. All pots were impreg-
nated with vanilla essence to stimulate rats to explore them.
Froot Loops pieces were crushed and put in the bottom of
the non-baited bowls every day before the beginning of the
test. Two days before the training phase, the animals were
familiarized with the Froot Loops and the bowls in their
home cage. Both bowls contained clean sawdust and Froot
Loops pieces from top to bottom for the animal to learn to
dig. On the following day, each rat was habituated for 10 min
in the mHB arena containing 5 bowls covered and 4 un-
covered. On this day, there were rewards at the top and the
bottom of all bowls. Each group was formed by 14-16 rats.

Euthanasia and sample collection
One day after the last exercise session, 4-6 rats/
group were anesthetized with an association of ketamine
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(90 mg/kg, Syntec, Brazil) and xylazine (10 mg/kg, Syntec)
via ip. Then, they underwent transcardiac perfusion with
0.9% saline solution, and, posteriorly, with 4% paraformal-
dehyde diluted in 0.1 M phosphate buffer (PB; pH 7.4,
Synth). The brains were removed from the skull, post-fixed
in the previous fixative solution, and cryoprotected in 15
and 30% sucrose (Dinadmica, Brazil) solutions diluted in
phosphate buffer saline (PBS). The samples were frozen in
isopentane, cooled in liquid nitrogen, and stored at —80°C
until to processing (adapted from Nicola et al. (29)). The
dorsal (-2.56 to —4.52 mm from bregma) and ventral (—4.80
to —6.0 mm from bregma) hippocampus were sectioned
in 30-um thick coronal slices 180 um apart at —20°C in a
cryostat (Thermo Scientific, Germany) (30).

Immunofluorescence for SYP and PSD-95
Immunofluorescence for each plasticity marker and
region was performed separately. Initially, the sections
were washed with PBS (pH 7.4), permeabilized with PBS
containing 0.4% Triton X-100 (PBS-Tx), and blocked with
3% bovine serum albumin (BSA; Sigma Aldrich, USA) in
PBS-Tx for 30 min. Then, the slices were incubated for
48 h, at 4°C, with the primary monoclonal antibodies:
mouse anti-SYP (1:250, Sigma Aldrich) or mouse anti-
PSD-95 (1:500, Millipore, USA), both diluted in 3% BSA.
The samples were then washed again in PBS-Tx and
incubated for 2 h with the secondary antibody goat anti-
mouse Alexa Fluor 555 (1:500, Molecular Probes, Invitro-
gen, USA) diluted in PBS-Tx at room temperature. Lastly,
the sections were washed in PBS, covered with aqueous
mounting medium (Fluoromount, Sigma Aldrich), and
coverslipped (adapted from Nicola et al. (29)).

Quantification of hippocampal SYP and PSD-95
expression

Photomicrographs of dorsal and ventral cornus ammonis
1 (CA1) region from both hemispheres with a magnification
of 400 x were obtained with a fluorescence microscope
(Nikon Eclipse E-600, Japan) coupled to a digital camera.
The fluorescent labeling to SYP and PSD-95 in each image
was evaluated from the mean of the integrated density of
three areas of interest (AQIs) distributed in the stratum
radiatum, each AOl measured 236,897,203 umz, using
Imaged v. 1.80_112 software (IBM,USA) (adapted from
Nicola et al. (29)). In each staining, 10—16 images from six
slices per rat were analyzed. Data are reported as relative
density (% of sedentary).

Statistical analysis

The latency to find the first and all three food rewards
and the number of omission errors during the training
phase of mHB test were evaluated by one-way repeated
measures ANOVA followed by the Tukey’s post-hoc test.
The other variables were analyzed by one-way ANOVA
and Tukey’s post-hoc test, when necessary. The level
of significance was set at <0.05. Graphs were plotted
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using Graph Pad Prism 5 (USA). Data are reported as
means + SE.

Results

Behavioral evaluation

The animals that exercised on the treadmill presented
a higher percentage of time spent in the open arms than
the sedentary controls (F (2,33)=5.23, P=0.01; Figure 2A).
A tendency for exercise impact on the percentage of open
arms entries (F (2,33)=2.96, P=0.06; Figure 2B) was also
found. These results indicated an anxiolytic effect of aero-
bic training.

Exercise also had a significant impact on the number
of closed arms entries (F (2,33)=6.99, P<0.01) and the
post hoc test indicated that the RES group increased
closed arms entries compared to the AE group (Figure 2C).
No difference was observed from the CT group. This sug-
gests that the RES group had increased general explora-
tion behavior of the EPM only compared to the AE group.
Considering risk assessment behavior, no difference was
detected (Figure 2D).

The time spent in the light compartment of the LDB
arena is a variable considered inversely proportional to
anxiety-like behaviors. In this study, no difference was
observed among the three groups (Figure 2E); therefore,
the exercise protocols used in this study were not able to
exert an anxiolytic effect in the LDB test.

Regarding the latency to find the first and all three
rewards throughout the training phase of the mHB
test, one-way repeated-measures ANOVA demonstrated
a significant effect of the Time factor (P <0.05) without
differences among groups. Shorter latencies were found
on the second training day (T2) compared to the first train-
ing day (T1) in each group (P<0.01; Figure 3A and B,
respectively). Furthermore, on the third and fourth training
days (T3 and T4), these latencies continued to be shorter
compared to T1 in all groups (P <0.001; Figure 3A and B).
The data did not show differences among the groups
considering the latency to find the first and the three food
rewards, neither in the location shift phase (Figure 3C and
D) nor in the reversal phase (Figure 3E and F) of the test.
Considering these results, neither treadmill running nor
resistance exercise exerted a robust influence on learning
ability or cognitive flexibility of healthy animals.

Throughout the training period of the task, the number
of baited bowls not visited (omission errors) was also
considered as a parameter inversely associated with learn-
ing. Observing the leaming curve of each group, the
repeated-measures ANOVA demonstrated that all groups
presented a reduction in the number of omission errors
during training days (Figure 4A), evidenced by the signif-
icant effects of the Time factor (F (3,129)=25.28) and the
Time x Exercise interaction (F (6,129)=2.33). Moreover,
Tukey’s post-hoc test indicated that this reduction
emerged early on the second day compared to the first
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Figure 2. Anxiety-like behavior of rats in the elevated plus-maze (EPM) and light-dark box paradigms. A, Percentage of time spent in the
open arms. B, Percentage of open arms entries. C, Number of closed arms entries. D, Number of risk assessments. E, Time spent in the
light compartment. Data are reported as means + SE (n=11-13 per group). **P <0.01, P <0.01, one-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc. CT: sedentary control; AE: aerobic exercise on the treadmill; RES: resistance exercise on the ladder apparatus.

in the RES group, on the third day compared to the first in
the AE group, and less omission errors were observed
only on the fourth training day compared to the first in
the CT group (Figure 4A). This analysis indicated a mild
pro-cognitive effect of both exercise modalities, in which
the AE and RES groups showed a more rapid learning
than the CT group, and RES presented earlier learning
than AE.

Furthermore, no difference was found between the
number of omissions in the location shift (Figure 4B)
and reversal phases of the task (Figure 4C). Such data
suggested that the exercise protocols used in this study
did not have an effect on cognitive flexibility in healthy
animals on the mHB task.

Hippocampal plasticity assessment

One-way ANOVA indicated that neither the aerobic
protocol on the treadmill nor the resistance protocol on
the ladder apparatus altered the expression of SYP and
PSD-95 in the stratum radiatum of the CA1 in the dorsal
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(SYP: F (2,13)=0.69, P=0.518; PSD-95: F (2,11)=1.48,
P=0.27) and in the ventral hippocampus of healthy rats
(SYP: F (2,10)=0.90, P=0.43; PSD-95: F (2,13)=2.49,
P=0.12) (Figures 5 and 6). The results suggested that
both exercise modalities performed in this study were not
able to modulate such pre- and post-synaptic plasticity
markers in hippocampal regions related to anxiety-like
behavior (ventral hippocampus) and learning/memory
process (dorsal hippocampus).

Discussion

This study aimed to compare two different exercise
interventions — aerobic and resistance training — on
emotional/cognitive behaviors and expression of synaptic
plasticity markers in the hippocampus of healthy rats. As
expected, an anxiolytic effect of the exercise was identi-
fied in the elevated plus-maze, particularly in the animals
submitted to aerobic training. Contrary to our hypothesis,
no significant effect was observed in the anxiety-like
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the first (A) and all three (B) food rewards during the four training days (T1-T4). **P <0.01, ***P <0.001 compared to day 1 (repeated-
measures one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc). Latencies were analyzed on the fifth day in the location shift phase (C and D)
and in the reversal phase (E and F) (one-way ANOVA). Data are reported as means = SE (n=14—16 per group). CT: sedentary control;
AE: aerobic exercise on the treadmill; RES: resistance exercise on the ladder apparatus.

behavior of the resistance training group. Additionally,
neither exercise protocol had an effect on the cognitive
flexibility in the mHB test nor on SYP and PSD-95 expres-
sion in the hippocampus.

An anxiolytic effect was observed after aerobic training
in the EPM but not in the LDB test. Possibly, the anxiolytic
state generated by the aerobic protocol in the EPM was an
acute effect of the last training performed on the day
before this test. In a similar context, Ahmadalipour and
Rashidy-Pour (7) showed that an aerobic protocol caused
an increase in the time spent in the light chamber in the
LDB on the next day after the last exercise session in
healthy animals and animals exposed to morphine during
the prenatal period. Nevertheless, when these animals
were tested in the EPM, 48 h after the end of the treadmill
protocol, only the exposed group had a benefit from
exercise. Thus, we can infer that aerobic exercise is able
to produce a temporary reduction in state anxiety of healthy
animals; a prominent and longer-lasting reduction of
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anxiety levels can be more apparent if a pathology model
is combined with aerobic exercise.

Another point related to the divergence in the results
between EPM and LDB analysis could be the perfor-
mance of both tests in the same animals. As reviewed by
Bourin (31), some previous manipulations can substan-
tially alter the rodent’s behavior in the LDB test. For
example, it was observed that a previous exposition to
EPM abolished the anxiolytic effect of diazepam in the
LDB (32). Repeated experiences in the LDB also mitigate
benzodiazepine effects (33). In this sense, it is possible
that the prior exposition to EPM blocked the observation of
the anxiolytic effect from aerobic exercise in the LDB test.
Both tests are based on ethological features and are
widely used in investigations about anxiety-related dis-
orders. Nevertheless, when applied to the same animal, it
may affect the results as a bias.

Only the aerobic protocol exhibited an anxiolytic effect,
which was an interesting finding. Treadmill running is a
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Figure 4. Number of omission errors during the training days (T 1-T4) of the modified hole board test (A). *P <0.05 compared to the first
training day of the AE group; ***P <0.001 compared to the first training day of the RES group; *P <0.05 compared to the first training day
of the CT group (repeated-measures one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc). The number of omission errors was measured in
the location shift phase (B) and the reversal phase (C) of the task (one-way ANOVA). Data are reported as means + SE (n=14-16 per
group). CT: sedentary control; AE: aerobic exercise on the treadmill; RES: resistance exercise on the ladder apparatus.
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Figure 5. Analysis of neuroplasticity markers in the dorsal hippocampus. Photomicrographs of stratum radiatum stained for SYP (A) and
PSD-95 (B) in the dorsal cornus ammonis 1 region (400 x magnification, scale bar=50 um). Quantification of the immunofluorescence
relative intensity (% of sedentary control) for SYP (C) and PSD-95 (D). One-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc. Data are
reported as means £ SE (n=4-6 per group). SYP: synaptophysin; PSD-95: postsynaptic density protein 95; Sr: stratum radiatum; Py:
pyramidal cells layer; CT: sedentary control; AE: aerobic exercise on the treadmill; RES: resistance exercise on the ladder apparatus.
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Figure 6. Analysis of neuroplasticity markers in the ventral hippocampus. Photomicrographs of stratum radiatum stained for SYP (A)
and PSD-95 (B) in the ventral cornus ammonis 1 region (400 x magnification, scale bar=50 pm). Quantification of the
immunofluorescence relative intensity (% of sedentary control) for SYP (C) and PSD-95 (D). One-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc. Data are reported as means + SE (n=4—6 per group). SYP: synaptophysin; PSD-95: postsynaptic density protein 95; Sr:
stratum radiatum; Py: pyramidal cells layer; CT: sedentary control; AE: aerobic exercise on the treadmill; RES: resistance exercise on

the ladder apparatus.

forced exercise modality and it elevates the corticosterone
levels of animals. However, in a moderate intensity and in
chronic protocol, this modality can downregulate the hypo-
thalamic, pituitary, adrenal axis, reducing stress respons-
es and making the rat more resilient to other stressors,
such as the EPM apparatus (34,35). By producing a con-
trollable and predictable stress event, resistance exercise
was expected to also generate adaptive stress responses,
but no emotional effect was observed. Considering recent
evidence in humans indicating a positive effect of resis-
tance training on emotional parameters (17), animal studies
should be further encouraged in this area. Further studies
including models of anxiety-like behavior will help clarify the
role of resistance exercise on anxiety state.

Concerning the cognitive evaluation in the mHB test,
the decreased latencies to find the rewards and fewer
omission errors in the training phase indicated a learning
ability. All rats showed reduced latencies to find the first
and the three rewards from the second day of the acqui-
sition phase (Figure 3A and B). Moreover, the exercised
groups showed faster learning demonstrated by early
reduction in the omission errors compared to the control
group (Figure 4A). As a pro-cognitive effect of both exer-
cises was observed only on the omission errors, it can be
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considered a mild effect. Overall, it can be inferred that the
treadmill and ladder training done in this study did not
substantially modulate animals’ performance in the mHB
test. Some studies have successfully found cognitive
effects of resistance training but frequently adopt an animal
model of brain diseases and sometimes use different
exercise protocols. For example, in the study of Farzi et al.
(36), the authors found improved recognition memory in a
rat model of Alzheimer’s disease after 8 weeks of resis-
tance training, in which the weight attached to the tail was
increased progressively until 100% of the rat weight. In the
present study, animals always trained at an intensity of 60%
of their maximal physical capacities. Other findings could
be identified with different protocols of aerobic and resis-
tance training. A limitation of this study is that the animals
were not exercised during the behavioral analysis. Future
studies should take into account the maintenance of exer-
cise protocols throughout the functional tests to avoid a
possible loss of exercise effects.

Supporting the behavioral results, the physical exer-
cise protocols used in this study did not cause an impact
on the pre- and post-synaptic plasticity markers expres-
sion (SYP and PSD-95) in the stratum radiatum of dorsal
or ventral CA1. The total duration and intensity of the
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exercise protocols can explain this lack of positive effects
on cognitive processes and synaptic plasticity. Although
the physical capacity of rats was reevaluated weekly and
the speed/load was updated, the intensity was maintained
at 60%. Aerobic/resistance protocols with progressive
intensity, longer daily sessions (30—60 min), and longer
total duration (8 weeks) can provide more challenging
stimulus to the rodent brain. Such protocols present-
ed positive effects on the spatial and aversive learning
and memory tests, and on the hippocampal plasticity
markers ki-67 (indicative of cellular proliferation), synap-
tophysin, synapsin-1, IGF-1, pIGF1-R, BDNF, and Trkp
(10,26,37,38). Furthermore, previous data showed that
exercise effects on epigenetic (reduced DMNTs levels)
and, probably, on genic transcription can be detected until
1 h after a single exercise session (39). The time-point of
sample collection is another aspect that future investiga-
tions should pay attention to.

We believe that this is the first study to present a
comparative overview of the impact of aerobic and resis-
tance exercise — both at moderate intensity — on anxiety-
like behavior and cognitive flexibility in rodents. Although
no robust impact of the exercise trainings was identified,
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5.2.CAPITULO 2

ARTIGO 2

Os resultados provenientes do segundo experimento dessa tese apresentam-se na
forma do artigo: “Analysis of anxiety-like behavior and cognitive flexibility of rats
underwent to resistance exercise and chronic unpredictable stress”, o qual sera submetido
ao periddico Frontiers in Behavioral Neuroscience. O artigo encontra-se a Sseguir.
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Abstract

The modern stressful lifestyle has raised considerably the prevalence of anxiety
disorders that frequently are associated with cognitive deficits, with results since the loss of
personal quality-life until a considerable economic cost to governments. In contrast, clinical
data revealed anxiolytic and pro-cognitive proprieties of resistance exercise, featuring it as an
effective adjuvant therapy. However, preventive strategies remain scarce. Considering such
issues, this study investigated if the resistance exercise could prevent or mitigate the harmful
effects of a chronic unpredictable variable stress (CUS) protocol on anxiety-like behavior,
learning ability and cognitive flexibility of male Wistar rats. The body weight gain and the
relative adrenals glands weight were also assessed. The animals were randomly distributed in
the following groups: daily handling (control, CT), ladder climbing resistance exercise (RES),
unpredictable variable chronic stress (STR) or both protocols at the same time (RES-STR).
Surprisingly, the present CUS model was unable to induce behavioral deficits and showed
only slight alterations on the body weight gain and the relative adrenals glands. Thus, the
neuroprotective potential of resistance exercise against psychological stress effects should be
tested in other experimental stressful conditions. On the other hand, it was observed a positive
effect on the learning ability and a time-dependent improvement of cognitive flexibility by the
resistance exercise. This finding highlights the importance of exercise regularity. The ladder
climbing resistance model can act positively on executive function, reproducing the clinical
outcomes and being a potential tool to study the mechanisms underlying such effects.

Key-words: Strength exercise; Anaerobic exercise; modified Hole Board test; Memory;
Physical activity;
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1. Introduction

Stress exposure is a well-established risk factor for the onset of anxiety disorders, a
group of psychiatric illnesses with high prevalence, that affects 264 million individuals
around the globe (NIMH, 2018; WHO, 2017). Stressful factors as poverty, unemployment and
the turbulent lifestyle experienced in the urban centers are examples of triggers for mental
disturbs (Lund et al., 2010; Lepiéce et al., 2015; Vancea and Utzet, 2017; Hoare et al., 2019;
Ventimiglia and Seedat, 2019). The traditional treatments involve pharmacological and
psychotherapy which can have side effects, slow response, treatment resistance, stigma and
high costs (Constantino-Casas et al., 2010; Farach et al., 2012; Lannin et al., 2013; Andrews
et al., 2014; Hofmann et al., 2014). The patients with anxiety disorders present compromised
quality life, deficits in daily functioning and high risk for cardiovascular disease development
and for premature mortality (Buist-Bouwman et al., 2006; Olatunji et al., 2007; Batelaan et
al., 2016; Meier et al., 2016; Nyberg et al., 2019). In addition to the emotional burden, stress-
related anxiety disorders can be accompanied by poor planning ability, working memory
impairment and cognitive inflexibility, as observed in obsessive-compulsive and generalized
anxiety disorder (Muller et al., 2015; Snyder et al., 2015; Moon and Jeong, 2017; Kim et al.,
2019a; Rosa-Alcézar et al., 2020). It is defined by cognitive flexibility the capacity of change
strategies to adapt to a novel context or challenge, being pivotal to copying with stressful
situations or problems (Gabrys et al., 2018). The cognitive flexibility is very affected in
anxiety disorders and this cognitive impairment can, in turn, increase anxiety (Gabrys et al.,
2018; Lukasik et al., 2019).

In rodents, the model of chronic unpredictable stress reproduces the anxiety-like state
in Elevated plus-maze test (Bondi et al., 2008; Foyet et al., 2017; Gawali et al., 2017; Huang
et al., 2017; Hao et al., 2019). Dysfunctions in the cognitive flexibility were also reported in
this stress model (Naegeli et al., 2013; Fucich et al., 2016; Jett et al., 2017; Morais et al.,
2017). During the chronic unpredictable stress (CUS) paradigm, the rodents are exposed to a
set of different stressors at distinct moments to prevent stress adaptation, getting this model
closer to real situation faced by humans (Campos et al., 2013; Dos Santos et al., 2017).

The National Institute of Mental Health (2018) considers the aerobic exercise as a
useful stress management technique to the anxiety disorders patients. Nevertheless, the
resistance exercise is also able to increase the emotional resilience in that population (Herring
et al., 2012, 2015; Gordon et al., 2017; LeBouthillier and Asmundson, 2017). Somes
observations of such studies were reduction of state anxiety, feelings of energy, anxiety

sensitivity, distress tolerance, and intolerance of uncertainty. Although the resistance exercise
effects on the cognitive deficits implicated in anxiety disorders have not be investigated, its
outcomes in other contexts points to a pro-cognitive potential. For example, healthy older that
practiced chronic resistance exercise presented better short-term auditory and visuospatial
memory, attention and processing speed than control individuals (Cassilhas et al., 2007).,
Even one resistance exercise bout is enough to improve the planing, working memory and
inhibitory aspects of executive function in late-midlle age adults (Chang et al., 2011). A
meta-analysis show that resistance exercise is effective to improve inhibitory control and
cognitive flexibility of healthy individuals (Wilke et al., 2019). Moreover, this training
modality has enhanced attention, executive function, working memory and speed of
information processing in patients with cerebrovascular disease (Fernandez-Gonzalo et al.,
2016). In preclinical studies, the ladder climbing resistance exercise model improved the
spatial and aversive learning/memory in healthy adult/older rats (Cassilhas et al., 2012a,
2012Db; Vilela et al., 2017; de Meireles et al., 2019) and the recognition memory of animals
exposed to Alzheimer-disease like model (Ozbeyli et al., 2017).
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Considering the damage that the stress causes on mental health and cognition, studies
looking for ways to increase emotional resilience and protect such functions are needed. The
positive outcomes of resistance exercise on the patients with anxiety disorders as a treatment
lead us to hypothesize that it would be also a good prophylactic instrument. Thus, the current
study was designed to test if a ladder climbing resistance exercise would be able to inhibit or
minimize the impairments on the anxiety-state and cognitive flexibility caused by the CUS in
rats.

2. Material and Methods
2.1. Animals and ethical considerations

Seventy-five male Wistar rats, with approximately 90 days old, were acquired from
the local breeding colony (CREAL/ICBS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Brazil). They were maintained in standard Plexiglas home cages (410 x 340 x 178 mm), 2 rats
per cage, with room temperature of 20 + 2 °C, 12 h light/dark cycle with lights on at 7:00
a.m., food and water available ad libitum (except by the restriction periods of stress protocol).
All procedures of this study were approved by the Ethical Committee at the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (37439) and were performed in compliance with the
recommendations of Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
and the Brazilian law establishing procedures for the scientific use of animals (Law n°
11.794/2008). The rats were randomly divided in four groups: submitted only to handling
during approximately 5 min/day (CT), submitted to resistance exercise protocol in ladder
apparatus (RES), submitted to unpredictable variable chronic stress protocol (STR), and
submitted to both resistance exercise protocol in ladder apparatus and to unpredictable
variable chronic stress protocol (RES-STR). The exercise protocols were performed between
10 a.m. and 1 p.m. and the behavioral tests took place between 09 a.m. and 06 p.m. The
procedures performed at each period of the day included animals from the four groups. Thus,
it was avoided that the entire groups were manipulated at very different times.

2.2.  Exercise protocol

Initially, the RES and RES-STR groups were familiarized to the resistance exercise
apparatus as performed by Novaes Gomes et al. (2014). Such apparatus consisted in a vertical
ladder, 80° inclined, 110 cm high x 18 cm wide, 2 cm grid steps, with a black box (20 x 20 x
20 cm) placed on its highest extremity. The training schedule consisted in five consecutive
days/week, for six weeks (Fig.1). In every daily session, the rats climb the ladder eight times,
carrying a load corresponding to 60% of rats’ maximal carrying capacity (MCC). In each
climb (series), 8 - 12 repetitions (climbing movements) were performed. It was allowed a rest
of 60 s among the climbs. In accordance with the protocol used by Novaes Gomes et al.
(2014), the MMC was assessed every four training sessions to update the load. Only one
animal of RES-STR group was excluded from the study once they refused to climb the
vertical ladder.

2.3.  Chronic unpredictable stress protocol

The stress protocol started one week after the resistance training beginning and last
until euthanasia, been kept for the behavioral evaluation (Fig. 1). The stress protocol used in
this study was slightly adapted from Santos et al., 2017. Briefly, the stressors used in this
model were: overnight water deprivation, 1-3 h restraint at room temperature, overnight
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food deprivation, 10-15 min of forced swimming at room temperature, isolation (2-3 days),
cage tilt at a 45° angle during 4-6 h, damp bedding for 24 h (300 mL water dumped into the
sawdust). Restraint was executed by placing the rat into a plastic tube (25 x 7 cm), which was
adjusted with a tape in a way that the rat cannot move. A 1 cm hole was done in one extremity
of the tube to allow breathing. Forced swimming was performed into a plastic tank (50 x 47 x
40 cm) with 33 cm of water. In order to preserve the unpredictable nature of this model, the
stressors have been introduced at different horary thorough the days and none stressor
sequence was repeate among the weeks (Table 1). Care was taken that EXE-STR group never
was exercised under food or water deprivation.

Two cohorts of animals were used for different aims. Cohort 1 was euthanized 24 h
after the last exercise session to measure the adrenal glands’ relative weight and did not
perform the behavioral tests (Fig.1). Cohort 2 was destined only to the behavioral tasks,
during which the exercise and stress regimens were maintained (Fig.1).

2.4.  Behavioral Analysis
2.4.1. Elevated plus-maze (EPM)

The anxiety-like behavior of 10-11 animals per group was analyzed in the EPM test
(Fig.1A), according to Pereira et al. (2005) description. Concisely, each rat was placed in the
central zone of the apparatus facing a closed arm and could explore it during 5 min. The time
spent in the open arms (s) and the number of open and closed arms entries, head dipping and
risk assessments was verified (Sidor et al., 2010; De Jesus-Burgos et al., 2012). The open
arms data were expressed as percentage: % time spent and % open arm entries. The
percentage of time spent in the open arms was calculated as : time spent in the open arms (s) X
100/300 (total time of test in seconds). The percentage of open arm entries was calculated as:
number of open arm entries x 100/number of closed and open arm entries (total entreis). Head
dipping behavior consists in the head flexion under the edge of the open arm towards the
ground. Risk assessment behavior was featured as a movement which the rat directing this
forepaws and head to one open arm, examining it with a stretched posture, while its back
remains in the closed arms. The unique illumination on the apparatus was 15 w fluorescent
light suspended 100 cm on the maze’s center.

2.4.2. Modified hole board test (mHB)

The mHB test was performed according to the protocol of Segabinazi et al. (2020).
Briefly, the test has three phases: training, location shift and reversal phase. In the training
phase, the animal should to learn the criteria to find the food rewards (the cloth coating on
three bowls - baited bowls). In the other pots that were not lined with cloth, there was just
sawdust with no reward (non-baited bowls). Such pattern was maintained over the four days
of training phase (T1-T4, where T1 is the first training day and so on). At each training day,
the rats performed four trials, which had a maximum time of 5 minutes duration. If the rat did
not find the rewards in such time, it was carefully directed to them only in this phase.

The cognitive flexibility was analyzed in the location shift and reversal phases. At the
fifth day of test, the distribution of the baited bowls in the apparatus was reorganized, setting
the location shift phase. Sequentially, the reversal phase was implemented at the sixth day of
task by the inversion of criteria, were the reward became in the three unlined pots (baited but
not cued) and the six cloth-lined pots were cued but not baited.Furthermore, the spatial
arrangement of baited bowls in the arena was changed again. The latencies to find the first
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and all the three foods rewards were examined in every day of test. The groups were
composed by 6- 9 rats.

2.5.  HHA axis analysis

The HHA axis activity was estimated by the body weight gain and by the relative
weight of adrenal glands. The body weight was measured in the first, third and sixth week of
experiment. One day after the last exercise session, 6 - 8 rats/group were weighted and, in the
sequence, anesthetized with a ketamine (90 mg/kg, Syntec, Brazil) and xylazine (10 mg/kg,
Syntec, Brazil) combination, i.p. Both adrenal glands were removed from each animal and
weighed to calculate its relative weight through the ratio weight of both adrenals/body weight
(Segabinazi et al., 2019).

2.6.  Statistical Analysis

The latencies to find the rewards through the training phase of mHB test and the body
weight were assessed by two-way repeated measures ANOVA (exercise, stress and time
factors) following the Tukey’s post hoc test. Other parameters were evaluated by two-way
ANOVA (exercise and stress factors) and Tukey’s post hoc test when appropriate. Data are
expressed as Mean = standard error (SE). The level of significance was < 0.05. Graphs were
plotted using Graph Pad Prism 5.

3. RESULTS
3.1. EPM

No significant differences were observed among the groups in the percentage of time
spent in open arms and open arms entries, number of head dipping, risk assessments and
closed arms entries (Table 2). According to this data, both resistance exercise and chronic
unpredictable variable stress protocols used in this study did not present effect on the anxiety-
like behavior of animals.

3.2. Modified hole board test

The RES group learned the criteria to find the first food reward earlier than the CT and
STR groups. The RES group displayed a reduction in its latency to find the first reward from
the third training day in comparison with its first, while this reduction appears only at the
fourth training day for the CT and STR groups (Exercise: F (3, 78) = 8.61, p < 0.01; Time: F
(3, 78) = 25.04, p < 0.001; Fig. 2A). Although all groups exhibited a decrease in their
latencies to find the three rewards from the third training day when compared with their
respective first training day (Fig 2B), it were also observed significant effects of Exercise (F
(3, 78) = 17.50, p < 0.001) and Time factors (F (3, 78) = 47.58, p < 0.001). Such outcomes
suggest that the resistance exercise can increase the learning speed.

When the position of baited bowls was changed in the arena at fifth day of task, the
exercised groups (RES and RES-STR) presented a reduction in the latency to find the first (F
(1, 26) = 6.88, p < 0.05; Fig. 2C) and the three food rewards (Fig. 2D; F (1, 26) = 7.04, p <
0.05). This data represent an improvement in the cognitive flexibility of the exercised
animals. On the subsequent day, the reversal phase was performed, which both the position
and the criteria to find the rewards were altered. On this day, no difference was detected
between the groups regarding their latencies to find the first and the three rewards (Fig 2E and
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2F, respectively). The positive effect of resistance exercise on cognitive flexibility observed
in the location shift did not persist until the reversal phase, pointing the ephemeral nature of
such effect. Similar to the occurred in the emotional evaluation (Table 2), no effect of the
stress protocol performed in this study was identified on the cognitive function (Fig. 2).

3.3. HHA axis activity analysis

The relative weight of the adrenal glands was higher in the STR and RES-STR groups
compared to the CT (n= 8) and RES ones (Table 3; F (1, 22) = 5.59, p < 0.05). It can be an
indicative of adrenal glands hypertrophy, a common outcome of the unpredictable variable
chronic stress protocols.

Concerning the body weight of rats, all groups had a significant body weight gain
from the first to the sixth week of experiment (Time: F (2, 58) = 147.12, p < 0.001), Time X
exercise interaction: F (2, 58) = 7.61, p < 0.001) and Time x stress interaction (F (2, 58) =
27.92, p < 0.001). The weight gain between the third and sixth weeks continued to be
significant to the groups CT and RES, but not to the STR (Table 3). In addition, the RES-STR
group gained weight only in the sixth week of experiment that represents a delay of weight
gain (Table3). Although the chronic stress protocol used in this study did not cause weight
loss in animals, the groups exposed to it had a more slow weight gain than the others.

4. Discussion

In the present study, it was hypothesized that the CUS would be detrimental to the
animals' anxiety state and cognition, which could be prevented or mitigated by a protocol of
resistance exercise performed concomitantly to stress. However, no expressive behavioral
changes were detected in the animals subjected to the CUS. On the other hand, the resistance
exercise had a pro-cognitive effect on the learning ability and cognitive flexibility of the
animals.

In humans, prolonged exposure to stressor events is an important risk factor to anxiety
disorders (NIMH, 2018). Previous studies also showed that the CUS model increases the
anxiety-like behavior of rodents in the EPM test (Foyet et al., 2017; Gawali et al., 2017,
Huang et al., 2017; Hao et al., 2019), but such effect was not identified in the present study.
The CT group showed a percentage of open arms entries of 17.1 £ 4.57 and of time spent in
such arms of 9.4 = 3.62 (Table 2). For an anxiogenic effect of CUS could appear, the
percentage of entries and time spent in the open arms by the stressed groups would have to be
approximately zero. There is an inconsistency about CUS effects on the EPM in Wistar rats.
Some studies show anxiogenic effects (Pechlivanova et al., 2012; Foyet et al., 2017
Normandeau et al., 2018) while others described the opposite effect (Kompagne et al., 2008;
Koprdova et al., 2016). As with anxiety-like behavior, it was not detected deficits in the
learning and cognitive flexibility in STR and RES-STR groups (Fig. 2). A lack of effects of
CUS on Wistar rats cognition had already been reported (Koprdova et al., 2016). Conversely,
poor cognitive flexibility is observed in patients with anxiety-disorders related to stress
(Snyder et al., 2015; Kim et al., 2019b; Rosa-Alcézar et al., 2020) as well as in rats exposed to
the CUS protocol (reviewed in Hurtubise and Howland, 2017). The behavioral peculiarities
among the substocks of Wistar rats can be a possible explanation to such data discrepancies.
Concerning the anxiety-like behavior, it was showed that some substocks of naive Wistar rats
spent less time in the open arms than others (Goepfrich et al., 2013). Then, it is possible that
the low exploration of open arms by the current CT group, although physiologic, can be the
fruit of this genetic background. As this characteristic can make difficult the perception of
CUS effects, it would be interesting to investigate this stress protocol in stocks that explore
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more open arms. The cognitive performance of naive Wistar rats can be also substock-
dependent (Goepfrich et al., 2013). Even though the CUS has augmented the relative adrenal
glands weight and induced a slower body weight gain, a corticosterone measurement could
clarify the profile of response to the stress of the present rat stock. This issue could be
addressed in the next studies.

The ladder climbing resistance exercise per se did not alter the behavior on the EPM.
Furthermore, this exercise did not affect the HHA axis activity indicators (relative adrenal
glands weight and body weight gain), supporting the behavioral outcome. In a previous study,
healthy male adult rats subjected to a chronic moderate ladder-climbing exercise, did not
showed anxiolytic-like behavior in the EPM and in the Light-dark box test (Segabinazi et al.,
2020). This lack of anxiolytic effects of ladder-climbing resistance exercise in healthy animals
was also identified in females in the hole board test (Ozbeyli et al., 2017). Altogether, these
data suggest that the ladder climbing exercise is not able to replicate in rats, the anxiolytic
effects of resistance exercise observed in healthy humans (Cassilhas et al., 2007, 2010;
Strickland and Smith, 2014; Gordon et al., 2017). Ladder-climbing lasting 5-6 weeks
increased glucocorticoid production in naive rats while a protocol of 8 weeks did not alter the
corticosterone levels of healthy rats (Ebal et al., 2007; Cassilhas et al., 2012a; Ozbeyli et al.,
2017). It is possible that the rats need a longer period to adapt to this exercise and that, at the
moment of the EPM, they could have higher levels of corticosterone, even if physiological.
This could make it difficult to observe the expected anxiolytic effect. However, it is important
to highlight that no behavioral deficit was identified.

In contrast with anxiety-like behavior, there are reports of positive effects of resistance
exercise on learning and memory of healthy animals (Cassilhas et al., 2012a, 2012b). In
accordance with them, the present ladder-climbing resistance exercise produced faster
learning and, for the first time, an improvement of cognitive flexibility of rats in the location
shift phase of mHB test. Using the same ladder-climbing protocol, a previous study of our
group also observed this acceleration of the learning process, but no effects on cognitive
flexibility (Segabinazi et al., 2020). In this first study, the exercise program ended before the
behavioral analysis, while here the animals were exercised until the fifth day of the mHB test
(Table 1), which can explain its better performance. In this study, the locomotor activity and
food intake of the animals were not analyzed, which could interfere with the mHB test.
However, the ladder climbing exercise have no change the food intake in physiological
situations (KIM; AHN; JUNG, 2018; MACEDO et al., 2014a; NEVES et al., 2019a). Studies
also showed the motor behavior of healthy animals chronically exercised on the vertical
ladder did not differ from sedentary ones in the studies of (ARAUJO et al., 2017b) and
(TUON et al., 2014a). In addition, it has been observed that resistance exercise has an effect
specifically on the memory deficit of diabetic rats without altering their motor function (DE
SOUSA et al., 2020a).Then, the current effect of resistance exercise on cognition probabely
not due to a locomotor activity or food intake bias. This increment in learning process can be
related to neuroplastic events as upregulation of NMDAR, IGF-1 and cellular proliferation in
hippocampus observed in rodents that performed ladder climbing resistance exercise
(CASSILHAS et al., 2012a; NOVAES GOMES et al., 2014; VILELA et al., 2017a).The
investigation of the effects of resistance exercise on angiogenesis, dendritic branching and
length, astrocity density and spiny dendritic morphology and density in the hippocampus, can
also provide additional information about mechanisms to the behavioral outcome.

Nevertheless, this pro-cognitive effect of resistance exercise did not last until the
reversal phase of mHB test, pointing to a transient effect. Similarly to the current exercise
protocol, aerobic exercise performed at constant moderate-intensity during two weeks caused
only short-term effects on aversive memory and hippocampal levels of E-prostanoid receptor
4/ cyclooxygenase-2 of rats (Lovatel et al., 2012). Such effects lasting until 1h after the last
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exercise bout, not been more detected at 18 h after the end of exercise program. On the other
hand, ladder-climbing protocols with progressive intensities and longer protocols (8 weeks)
have observed improvements in the cognition of healthy adult/older rats 24 or until 96 h after
the last training session (Cassilhas et al., 2012a; Vilela et al., 2017b). Perhaps, the fact of the
reversal phase has been performed 24 h later the last exercise bout can explican the lack of
effect at this time point. The present behavioral effect seems to be time-dependent and it is
possible that molecular mechanisms behind it are also. Moreover, a longer exercise regimen
with increasing intensity could turn the positive effects of resistance exercise on cognition
more lasting. Such data indicates the importance of frequency and constancy in the practice of
moderate exercise in the lifespan to continue benefit of it. Another point that deserves
attention is the upgrade in the latency to find all three food rewards that the CT group
presented between the location shift (208.29 + 46.85 s) and reversal phases (125.38 + 18.74 s;
Fig 2B, C, D, and E), which could hinder the detection of a positive effect of resistance
exercise in the last phase of mHB.

Once we did not observe the harmful effects of CUS, the potential neuroprotection of
the resistance exercise on the emotional and cognitive functions in a stressful condition is still
a question to be answered. In spite of it, this study had a relevant finding that is the positive
effect of resistance exercise on rodent’s cognitive flexibility. Here, it would be inferred that
the ladder-climbing exercise can reproduce the improvement on the executive function of
healthy humans caused by the resistance exercise (Cassilhas et al., 2007; Chang and Etnier,
2009; Chang et al., 2011; Wilke et al., 2019). Moreover, the fact that the benefitial effects
resulting from the resistance exercise were transient highlights the importance of regularity
and of the adequate intensity in physical exercise practice. Lastly, studies showing that
physical exercise can also benefit healthy individuals can stimulate the population's adherence
to a more active and healthier lifestyle.
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Captions

Figure 1. Schedule of the experimental procedures. D: day of experiment. w: week. EPM:
Elevated plus-maze test. mHB: modified Hole Board test. H: habituation. LS: Location
Shifting. RP: Reversal Phase. CT: group submitted to handling during approximately 5
min/day, RES: group submitted to resistance exercise protocol in ladder apparatus, STR:
group submitted to unpredictable variable chronic stress protocol, RES-STR: group submitted
to resistance exercise protocol in ladder apparatus and to unpredictable variable chronic stress
protocol.

Figure 2. Cognitive function analysis in the modified Hole Board test. Decrease of the latency
to find the first food reward during the training phase (T1-T4) (A). ** p <0.01 T1 vs T4 to the
CT and RES groups; *** p <0.001 T1 vs T4 to the STR group; # p < 0.05 T1 vs T3 to the
RES group; Latency to find the three food rewards during the training phase (T1-T4) of task
(B). * p<0.05 TI vs T3 to the CT group; ** p < 0.01 T1 vs T3 to the STR and STR-RES
groups; *** p<0.001 T1 vs T3 to the RES group; $$ p <0.001 T1 vs T4 to the CT group; $$$
p < 0.001 T1 vs T4 to the RES, STR and RES-EXE groups; Repeated measures ANOVA
followed by Tukey’s post hoc. Latency to find the first (C) and the three food rewards (D) in
the location shift phase. *p < 0.05 RES and RES-STR vs CT group. Latency to find the first
(E) and the three food rewards (F) in the reversal phase. Two-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test. n =6 — 9. Data were expressed as Mean = S.E. CT: group submitted to
handling during approximately 5 min/day; RES: group submitted to resistance exercise
protocol in ladder apparatus; STR: group submitted to unpredictable variable chronic stress
protocol; RES-STR: group submitted to resistance exercise protocol in ladder apparatus and
to unpredictable variable chronic stress protocol; T: Training day;
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Table 1. Stressors used over the chronic unpredictable stress protocol.

Experimental schedule moment Day  Stressor introduced Time
1 Food deprivation ~ Overnight
2 Cage tilt 4h
3 Water deprivation ~ Overnight
4 Restraint 1lh
5 Damp bedding 24 h
6 Isolation 24 h
7 Isolation 24 h
8 Isolation 24 h
9 Isolation 24 h
10 Forced swimming 10 min
11 Damp bedding 24 h
12 Water deprivation ~ Overnight
13 Cage tilt 5h
14 Restraint 2h
15 Food deprivation ~ Overnight
16 Cage tilt 6h
17 Damp bedding 24 h
Exercise/Stress Protocols 18 Water depr.ivation Overnight
19 Restraint 3h
20 Forced swimming 10 min
21 Damp bedding 24 h
22 Food deprivation ~ Overnight
23 Water deprivation ~ Overnight
24 Cage tilt 6h
25 Isolation 24 h
26 Isolation 24 h
27 Damp bedding 24 h
28 Forced swimming 15 min
29 Restraint 2h
30 Forced swimming 15 min
31 Food deprivation ~ Overnight
32 Damp bedding 24 h
33 Restraint 1h
34 Isolation 24 h
35 Isolation 24 h
36 Isolation 24 h
EPM/mHB habituation/Stress 37 Damp bedding 24 h
mHB habituation/Stress 38 Water deprivation  Overnight
mHB Training/Exercise/Stress 39 Cage tilt 1h

19



20

mHB Training/Exercise/Stress 40 Food deprivation ~ Overnight
mHB Training/Exercise/Stress 41 Restraint 3h
mHB Training/Exercise/Stress 42 Water deprivation  overnight
mHB Location
Shift/Exercise/Stress 43 Damp bedding 24 h
mHB Reversal Phase/Stress 44 Food deprivation  overnight
786
787

788  Table 2. Evaluation of anxiety-like behavior in the Elevated plus-maze test. Two-way
789  ANOVA. n= 10-11.CT: group submitted to handling during approximately 5 min/day; RES:
790  group submitted to resistance exercise protocol in ladder apparatus; STR: group submitted to
791  unpredictable variable chronic stress protocol; RES-STR: group submitted to resistance
792  exercise protocol in ladder apparatus and to unpredictable variable chronic stress protocol.
793

Variable Group Mean + S.E. Two-way ANOVA
CT 17.1 £4.57
Percentage of RES 23 7=440 F(l38)y=003, p=003
open arms STR 262+£429 F(138) =008 p=0.05
entries RES-STR 191417 F(138)=323 p=005
Percentage of T 94=362
time spent in RES 147234 F(l38)=0p=005
the open arms STR 14.1 =291 F(138)=005 p=005
(5) RES-STR 86232 F(138)=368 p=005
CT 47+058
RES 5.6=1.19 F(l38)=068 p=003
Number of STR 36£1.05 F(l38y=160p=003
head deepings RES-STR 43+002 F(138)y=002 p=005
CT 6.1 =084
Number of RES 527T+083 F(1,38)=0.66, p= 0035
risk STR 7+1.10 F(138)=122 p=005
assessments RES-3TR 6.36 = 0.83 F(138) =001, p=0105
CT 6 =071
Number RES 88149 F(l38)y=094, p=003
of closed arms STR 6.8 £0.59 F(l38y=094, p=003
entries RES-5TR 61 F(138)y=302 p=005
CT 75+1
RES 11.5=1.56 F(138)=0096 p=005
Total number STR 93073 F(138)=064, p= 005
294 of entries RES-5TR 77143 F(138)=497 p=005
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Table 3. Animal’s body weight (g) throughout the experiment. * p < 0.05 vs the first week of
the respective group;** p<0.01 third week vs the first to the STR group; *** p < 0.001 vs the
first week of the respective groups; ### p < 0.001 sixth week vs third week to the CT and
RES groups. Repeated-measures ANOVA followed by Tukey’s post hoc. n = 7 — 10. Relative
weight of adrenal glands (mg). Two-way ANOVA. n = 6 — 8. Data expressed as Mean + SE.
CT: group sedentary and not stressed; RES: group submitted to resistance exercise protocol in
ladder apparatus; STR: group submitted to unpredictable variable chronic stress protocol;
RES-STR: group submitted to resistance exercise protocol in ladder apparatus and to
unpredictable variable chronic stress protocol.

GROUP FIRSTWEEK THIRD WEEK SIXTHWEEK ADRENAL GLANDS

CT 402.3 £16.64 431.4 +19.37***474.6 + 23.39*** 0.126 +0.008
RES 399.4 +£10.31 416.7 +12.96* 452.6 + 12.29*** 0.142 +0.009
STR 408.9 £ 14.35 434.6 £ 17.64** 445.1 + 20.06*** 0.161 +0.008

RES-STR 409.8 £ 6.03 4179+7.98  426.2 +£ 8.26* 0.153 +0.013
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O primerio capitulo desta tese comparou os efeitos do exercicio aerobico e de
resisténcia sobre o comportamento do tipo ansioso, o aprendizado e a flexibilidade cognitiva
bem como a expresséo de SYP e PSD-95 no hipocampo dorsal e ventral de ratos Wistar
adultos saudaveis. Nesse estudo, contrariamente a hipotese inicial, foi observado que somente
0 exercicio aerobico apresentou efeito ansiolitico. Além disso, ambas as modalidades
aumentaram a velocidade de aprendizado dos animais, mas 0s animais submetidos ao
exercicio de resisténcia tiveram um desempenho ligeiramente superior ao dos animais
exercitados na esteira. Surpreendentemente, ambas as modalidades ndo alteraram a expressao
de SYP e PSD-95 nas regides estudadas.

Considerando que o exercicio de resisténcia produziu apenas efeitos sutis sobre o
aprendizado de animais saudaveis, esperava-se que os efeitos dessa modalidade sobre a
funcdo cognitiva poderiam ser mais robustos perante uma condi¢do patolégica como o
estresse. Assim, o intuito do capitulo 2 foi testar essa hipotese. Entretanto, o0 modelo de ECI
utilizado ndo produziu déficits comportamentais nos animais estudados. Apesar disso, nesta
segunda parte do estudo os achados do capitulo 1 foram confirmados, haja vista que o
exercicio de resisténcia novamente ndo teve efeito ansiolitico em ratos saudaveis, mas
aprimorou o aprendizado desses animais. O achado mais relevante do capitulo 2 refere-se a
flexibilidade cognitiva, onde foi verificado que o exercicio resistido em escada vertical
melhorou transitoriamente esse pardmetro em condicdes fisiologicas.

O cerne desta tese consistiu em estudar o exercicio fisico como um modulador da
ansiedade e da flexibilidade cognitiva em condicdes fisiologicas ou patoldgicas, como o
estresse. Em um primeiro momento, essa questdo foi verificada em animais saudaveis, pois
seria de grande valia verificar se o exercicio auxilia individuos saudaveis a enfrentar situaces
estressantes e ansiogénicas do cotidiano. Em roedores, tais situacdes podem ser mimetizadas
em testes que avaliam o comportamento do tipo ansioso, como o LCE (STAPLES;
CORNISH, 2014). O outro enfoque comportamental foi voltado para a flexibilidade
cognitiva. Sabe-se que a ansiedade e flexibilidade cognitiva estdo interligadas: estresse e a
ansiedade exacerbada podem prejudicar a flexibilidade cognitiva, enquanto distarbios
primariamente cognitivos também podem levar a quadros de ansiedade (ANACKER; HEN,
2017; CHEN et al., 2018; HARMS et al., 2018; KWAK; YANG; KOO, 2017; LI; LI, 2018;
MIRZA et al.,, 2017; WILSON et al., 2018). Alem disso, a ansiedade ¢ uma funcéo

adaptativa, mas pode tornar-se disfuncional, enquanto a flexibilidade cognitiva é essencial
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para a resolucdo de problemas, adaptacdo a novos contextos, auxiliando no manejo da
primeira (HAN et al., 2011; LOURENCO; CASEY, 2013; ROBINSON et al., 2016; WU;
KOUTSTAAL, 2020). No capitulo dois, o estudo do exercicio resistido em escada vertical
como estratégia protetora frente aos efeitos do estresse foi motivada pelos dados clinicos
recentes que mostraram efetividade do exercicio de resisténcia como tratamento ansiolitico
em pacientes com diagndstico prévio de transtorno de ansiedade e por suas propriedades pro-
cognitivas observadas em adultos saudaveis, idosos e pacientes com doenca cerebrovascular
(CASSILHAS et al., 2007; CHANG et al., 2011; FERNANDEZ-GONZALO et al., 2016;
WILKE et al., 2019).

No ambito morfolégico, o papel dual do hipocampo foi investigado uma vez que a
regido dorsal esta relacionada a processos cognitivos, enquanto a ventral modula o eixo HHA
e a ansiedade (FANSELOW,; DONG, 2010). Assim, as areas hipocampais analisadas teriam
relacdo com os respectivos comportamentos estudados no capitulo um. A expressdo de SYP e
PSD-95 foi analisada por serem proteinas marcadoras de plasticidade sinaptica, que s&o
frequentemente modulados de maneira positiva pelo exercicio fisico (CHENG et al., 2016;
HONG et al., 2020; LIU et al., 2019b; SHIN et al., 2016). A regido do stratum radiatum de
CAL1 foi alvo do estudo por ser uma &rea altamente plastica do hipocampo (KERCHNER et
al., 2012; KERCHNER; NICOLL, 2008).

6.1. O exercicio aerébico moderado em esteira tem efeito ansiolitico transiente

Na literatura clinica, as propriedades ansioliticas do exercicio fisico sdo descritas em
estudos com populagbes saudaveis e com transtornos psiquiatricos (ABRANTES et al., 2019;
LATTARI et al., 2018; LEBOUTHILLIER; ASMUNDSON, 2015). Estudos com roedores
também relatam efeitos ansioliticos do exercicio fisico em animais saudaveis, idosos e em
modelos de estresse e de DA (OTSUKA et al., 2016; OZBEYLI et al., 2017; PIETRELLI et
al., 2018; SEO, 2018; SUN et al., 2020; UYSAL et al.,, 2018; YUKSEL et al., 2019b;
ZHANG et al., 2013). A maior parte desses estudos utiliza o exercicio aerébico como
intervengdo. Como os efeitos do exercicio fisico podem variar conforme a modalidade
(SBARDELOTTO et al., 2017), o exercicio aerdbico foi estudado no capitulo um a titulo de
comparagao com o exercicio de resisténcia, que tem sido mais estudado recentemente.

O efeito ansiolitico que foi detectado nos animais exercitados em esteira pelo teste do
LCE ja foi relatado anteriormente (FULK et al., 2004; OTSUKA et al., 2016; PIETRELLI et

al., 2018). No entanto, acreditava-se que tal efeito também seria identificado no teste CE, o
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que ndo ocorreu. Tais dados sugerem que o efeito ansiolitico do protocolo de exercicio
aerdbico adotado neste estudo pode ser tempo-dependente. E provavel que a Ultima sessdo de
exercicio, que foi realizada 24 h antes do teste do LCE, tenha sido responsavel pela
repercussao sobre o comportamento do tipo ansioso. Tal efeito ndo persistiu até 48 h apos o
ultimo treino, quando o teste CE foi realizado. De acordo com essa hipotese, no estudo
desenvolvido por AHMADALIPOUR; RASHIDY-POUR, (2015) o exercicio em esteira
reduziu o comportamento do tipo-ansioso em animais saudaveis e expostos a morfina
intrattero no teste de Claro-escuro que foi realizado 24 h ap6s ultimo treino. No entanto,
quando os animais foram avaliados no LCE no segundo dia ap6s o fim do protocolo de
exercicio, tal efeito ansiolitico continuou sendo visto apenas no grupo exposto a morfina.
HUANG; LIN, (2010) também observaram que o treinamento em esteira reduziu o
comportamento tipo-ansioso no teste CE somente em animais estressados. A partir desses
dados é possivel inferir que protocolos crénicos moderados de exercicio em esteira podem
diminuir o estado de ansiedade de ratos saudaveis apenas transientemente. A literatura ainda
aponta que esse efeito pode ser mais duradouro e robusto em condi¢des patoldgicas.

Os resultados controversos entre os paradigmas do LCE e CE vistos no mesmo estudo
também poderiam estar relacionados ao fato desses dois testes terem sido aplicados aos
mesmos animais. Embora haja dados mostrando efeito ansiolitico do exercicio aerébico em
ambas as tarefas executadas pelos mesmos animais (PIETRELLI et al., 2018), a exposi¢édo
prévia ao LCE pode ter influenciado o desempenho no CE (BOURIN, 2015). Ja foi relatado
que o efeito do diazepam, um farmaco ansiolitico, deixava de ser observado se o animal
tivesse passado pelo teste LCE antes do CE (RODGERS; SHEPHERD, 1993). Sucessivas
exposicdes ao aparato do CE também minimizam os efeitos de benzodiazepinicos (HOLMES
et al., 2001). Essa interferéncia entre os testes pode estar relacionada & memoéria de medo. E
comum que roedores desenvolvam um comportamento de esquiva quando expostos pela
segunda vez ao aparato do LCE, explorando menos os bragos abertos do que na primeira
exposicdo. Esse fendmeno é chamado de Tolerancia a um Trial (GALVIS-ALONSO et al.,
2010; GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2009; GRAHN et al., 2019; SCHNEIDER et al., 2011;
STERN; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2008; ZHOU et al., 2015). Assim, a primeira
exposicdo ao LCE avalia comportamento do tipo-ansioso enquanto que a segunda exposicdo
analisa memoria de medo ou fobia. (KOLOS; GRIGORIYEV; KORZHEVSKY], 2015) Esse
fendmeno de troca do estado emocional tipo-ansioso para memdria de medo foi corroborado
pela administragdo prévia do antagonista do receptor NMDA MK-801 1,5 h antes da segunda
exposicdo de ratos ao LCE, a qual preveniu o efeito de tolerancia a um trial, mostrando que
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esse processo é dependente de memoria (ZHOU et al.,, 2015). Esse estudo também
administrou o agonista do receptor D1 SKF38393 no hipocampo dorsal dos animais, o que
também preveniu o efeito de tolerancia a um trial. Sendo assim, é possivel que exposicdo
prévia dos ratos ao LCE no capitulo um tenha dificultado a observacéo do efeito ansiolitico do
exercicio em esteira no teste de CE.

Como um efeito ansiolitico do exercicio aerdbico foi observado, esperava-se encontrar
alteracdes na expressao de SYP e PSD-95 no hipocampo ventral. Oito semanas de exercicio
em esteira, com intensidade progressiva, elevaram a expressao hipocampal de SYP e PSD-95
24 h ap6s o término do regime de exercicio (CASSILHAS et al., 2012a). Porém, o efeito
supressor de uma sessdo de corrida em esteira sobre os niveis hipocampais de DNA-metil-
transferases foram vistos apenas uma hora apds o treino, ndo sendo mais detectado na
avaliacdo posterior que ocorreu dezoito horas apos a sessao de treino (ELSNER et al., 2013).
O mesmo foi observado quanto a expressao hipocampal de Cicloxigenase-2 e do Receptor-E
Prostandide-4 apds a ultima sessao de treino de um protocolo crénico moderado de corrida em
esteira (LOVATEL et al., 2012). E possivel que alteracdes na expressdo desses marcadores
sejam tempo-dependente em resposta a protocolos de exercicio aerébico com intensidade
constante. Efeitos mais duradouros sobre esses marcadores podem exigir protocolos de
exercicio mais longos e intensos. O efeito ansiolitico do exercicio em esteira visto no primeiro
capitulo pode ser explicado por mecanismos alternativos. O exercicio aerébico em esteira é
capaz de aumentar a producdo de serotonina no hipocampo ventral de roedores saudaveis
(GOMEZ-MERINO et al., 2001a, 2001b; WILSON; MARSDEN, 1996). A concentracdo
sérica de serotonina em pessoas adultas jovens também aumentou ap6s uma sessdo de
exercicio aerébico (ZIMMER et al., 2016). Além de alteracdes no sistema serotoninérgico,
camundongas saudaveis exercitadas em esteira tiveram um aumento da neurogénese e de
células positivas para Fibronectin Type Il Domain Containing 5 (FNDCS5, precursor de
irisina) no GD ventral, além de apresentarem uma reducdo no comportamento do tipo-
depressivo (SITENESKI et al., 2020). E possivel que o treinamento em esteira utilizado neste
estudo possa ter agido sobre a expressao de serotonina e sobre a neurogénese no hipocampo
ventral, culminando na atenuag¢do do comportamento do tipo-ansioso no LCE.

Por fim, outras estruturas podem estar envolvidas no efeito ansiolitico do exercicio
aerobico observado no capitulo um. Um estudo de neuroimagem sugere que o efeito
ansiolitico da préatica regular de exercicio aerébico em adultos jovens saudaveis pode estar
relacionado a menor conectividade da amigdala com as regifes parahipocampal e cingulado

subgenual (CHEN et al., 2019). Assim, é possivel que o protocolo de exercicio aerobico
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utilizado nesse estudo esteja modulando conexdes neurais envolvendo a amigdala ou mesmo

processos neuroquimicos dessa regiao.

6.2. O exercicio de resisténcia em escada vertical ndo altera o estado de
ansiedade de nem a expressdo de SYP e PSD-95 no stratum radiatum de

CAL no hipocampo ventral de ratos saudaveis

A modalidade de resisténcia tem se mostrado eficaz na reducdo da ansiedade em
individuos saudaveis e também em pacientes com ansiedade secundaria a outra patologia
(revisado por STRICKLAND; SMITH, 2014) ou com transtornos de ansiedade (GORDON et
al., 2017; LEBOUTHILLIER; ASMUNDSON, 2017). Em sua meta-analise,
LEBOUTHILLIER E ASMUNDSON (2017) relatam que a reducdo da ansiedade em
individuos saudaveis foi, inclusive, maior do que nos portadores de doencas fisicas ou
mentais.

A investigagdo dos mecanismos envolvidos em tais desfechos clinicos pode ser
realizada através de estudos com modelos animais. No capitulo um, foi observado que seis
semanas de exercicio de resisténcia em escada vertical, com intensidade fixa de 60% do
CCM, ndo modificou o comportamento dos animais nos testes de LCE e CE. O mesmo
protocolo de exercicio foi utilizado no capitulo 2 e, novamente, nenhuma alteracdo do
comportamento do tipo-ansioso foi identificada no LCE. Um protocolo de exercicio resistido
em escada vertical semelhante, mas com intensidades progressivas (50%, 75% e 100% do
peso corporal), também ndo promoveu efeito ansiolitico em ratas saudaveis e submetidas a
um modelo de DA (OZBEYLI et al., 2017). Nesse Gltimo estudo, 0 comportamento do tipo-
ansioso foi analisado pelo tempo de freezing no teste Hole Board. No modelo de exercicio
resistido de Tamaki (squat a 80% do RM), também ndo foram observadas alteragdes no
comportamento do tipo-ansioso no campo aberto em ratos diabéticos (DE SOUSA et al.,
2020). Os dados da presente tese em conjunto com os da literatura sugerem que independente
da intensidade, modelo de treinamento ou condicdo de estudo (fisioldgica ou patoldgica), o
exercicio de resisténcia parece ndo influenciar o estado de ansiedade dos roedores. Sendo
assim, os protocolos de exercicio resistido usados na pesquisa basica até entdo, ndo tem
reproduzido os efeitos ansioliticos observados em humanos.

Tais desfechos comportamentais podem estar relacionados ao funcionamento do eixo
HHA. O hipocampo ventral inibe a atividade do eixo HHA (MYERS; MCKLVEEN;
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HERMAN, 2014) e um menor ganho de peso corporal e maior peso relativo das glandulas
adrenais séo indicativos de tal atividade (PIAZZA et al., 2011; SHAHANOOR et al., 2017).
A falta de efeito do exercicio resistido sobre a plasticidade sinaptica na regido ventral do
hipocampo dos animais, vista no capitulo um, vai ao encontro da auséncia de alteracbes no
peso relativo das glandulas adrenais e ganho de peso corporalobservada no capitulo dois. Em
conjunto, esses achados corroboram a estabilidade do comportamento do tipo-ansioso exibida
pelos animais exercitados na escada vertical em ambos os capitulos. Semelhantemente,
OZBEYLI et al. (2017) ndo observou alteracido no ganho de peso corporal e no estado de
ansiedade de ratas saudaveis, que foram exercitadas por seis semanas no modelo da escada
vertical. Porém, tais ratas apresentaram concentracdes séricas elevadas de cortisol. Em ratos
machos saudaveis, cinco semanas de exercicio resistido em escada vertical, com intensidade
progressiva, reduziram o ganho de peso corporal, aumentaram o peso das glandulas adrenais e
também a corticosterona plasmatica (EBAL et al., 2007). No entanto, o estudo de
CASSILHAS et al. (2012a) mostrou que os niveis de corticosterona de ratos machos
saudaveis, exercitados em escada vertical por oito semanas, se mantém proximo aos dos
animais controle. Esses dados indicam que os animais podem necessitar de um periodo maior
para se adaptar a esse protocolo de exercicio.

Em ambos os capitulos desta tese, os animas foram exercitados durante seis semanas e
é possivel que estivessem com uma maior concentracdo de corticosterona no momento da
avaliacdo do comportamento do tipo-ansioso, o que poderia ter dificultado a observacdo de
um efeito ansiolitico. Contudo, € importante salientar que nenhum déficit comportamental foi
causado, pelo contrério, efeitos positivos foram observados sobre a cognicdo desses animais.
Nesse sentido, a falta de efeito ansiolitico do protocolo de exercicio resistido utilizado nos
dois capitulos pode ser consequéncia de niveis basais de corticosterona mais elevados, ainda
que fisiologicos. A dosagem periférica de corticosterona poderia auxiliar no esclarecimento
dessa questdo. Essa aparente demora na adaptacdo ao exercicio resistido pelos animais
também poderia explicar a divergéncia com os dados clinicos. E provavel que protocolos de
exercicio resistido mais longos permitam a adaptacdo dos animais e, com isso, 0 surgimento
de um efeito ansiolitico.

Ao contrario do exercicio resistido, a modalidade aerébica ja minimizou o
comportamento do tipo-ansioso de roedores saudaveis, simulando a situagéo clinica (FULK et
al., 2004; OTSUKA et al., 2016), embora também hajam relatos controversos (BARBOSA et
al., 2018; COSTA et al., 2012; NGUYEN; KILLCROSS; JENKINS, 2013; PIETRELLI et al.,

2012a). Além disso, ratos exercitados em esteira ou por natacdo podem equiparar seus niveis
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de glicocorticoides periféricos aos dos animais sedentarios a partir da quinta semana de
exercicio (CHANG et al., 2008; OZBEYLI et al., 2017; PARK et al., 2005). Visto isso, 0s
ratos parecem se adaptar mais rapidamente aos protocolos de exercicio aerdbico em relacdo
ao resistido, o que facilitaria a deteccdo de um efeito ansiolitico, como observado no primeiro
capitulo. Analisando os dados de ambos os capitulos e da literatura bésica disponivel, é
possivel supor que a propriedade ansiolitica do exercicio fisico pode ser modalidade e
intensidade-dependente para roedores.

Considerando que no ambito clinico, ambas as modalidades podem contribuir para
uma melhor resiliéncia emocional (BERNSTEIN; MCNALLY, 2017; BIBEAU et al., 2010;
GORDON et al., 2018; HEISSEL et al., 2019), se esperava que 0s dois protocolos de
exercicio apresentassem efeito ansiolitico no capitulo um. Por outro lado, a funcdo cognitiva
foi positivamente impactada por ambos os tipos de exercicio no capitulo um, assim como em
outros estudos clinicos e pré-clinicos (LANDRIGAN et al., 2020; PTOMEY et al., 2018;
SCHIMIDT et al., 2019; TIMMONS et al., 2018; ZARRINKALAM et al., 2016). No capitulo
dois, se observou aprimoramento cognitivo sem modificacdo dos parametros emocionais, de
forma muito semelhante ao relatado no primeiro capitulo. Corroborando com os dados
obtidos, protocolos de exercicio resistido em escada vertical e de natacdo foram igualmente
capazes de melhorar a memdria de reconhecimento de objetos de ratas submetidas a um
modelo de DA. Entretanto, apenas a natacdo conseguiu atenuar o comportamento do tipo-
ansioso alterado dessas ratas, reduzindo o seu tempo de freezing durante o teste Hole Board
(OZBEYLI et al., 2017). Niveis sustentados de glicocorticoides durante as seis semanas de
exercicio resistido em escada vertical, que possivelmente suprimem um efeito ansiolitico,
também poderiam explicar tais ganhos de fungdo cognitiva. E sabido que concentracdes
adequadas de glicocorticoides sdo importantes para o aprendizado e memoria, pois promovem
a proliferacdo celular no hipocampo, um processo que € positivamente modulado pelo
exercicio em escada vertical (KELTY et al., 2019; SAALTINK; VREUGDENHIL, 2014;
WIRTH, 2015). Visto isso, € possivel sugerir que os efeitos do exercicio resistido, ao menos

durante seis semanas, podem ser fungdo-especificos, em roedores.

6.3. Exercicio aerdbico e resistido acelera o processo de aprendizado em
animais saudaveis independentemente da expressédo de SYP e PSD-95 no
hipocampo dorsal
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No capitulo um, foi observada uma reducdo do numero de omissdes no teste mHB a
partir do segundo dia de treino para o0 grupo RES, do terceiro para o grupo AER e do quarto
para 0 grupo CT. Esses dados evidenciam que o0s animais exercitados em ambas as
modalidades apresentavam um aprendizado ligeiramente mais rapido do que os sedentarios. O
efeito per se do exercicio resistido sobre a capacidade de aprendizado dos animais foi
confirmado no capitulo dois, onde a laténcia para a realizacdo da tarefa foi reduzida a partir
do terceiro dia de treino na tarefa de mHB, enquanto o grupo CT apresentou uma reducéo
nesse parametro apenas no quarto dia. Entretanto, no capitulo um, nenhuma das modalidades
foi capaz de modular a flexibilidade cognitiva dos animais. Também € importante salientar
que o desfecho sobre o aprendizado dos animais no primeiro capitulo ndo foi acompanhado
por modificacBes da expressdo de SYP e PSD-95 no stratum radiatum de CA1 do hipocampo
dorsal, contrariamente a hipétese deste estudo.

CASSILHAS et al. (2012) e LIU et al. (2009) observaram efeitos similares do
treinamento em esteira e do exercicio em escada vertical sobre o aprendizado de animais
adultos saudaveis durante a fase de treinamento no labirinto aquatico de Morris. No estudo de
CASSILHAS et al. (2012), o exercicio foi realizado durante oito semanas e com intensidade
crescente. O efeito cognitivo do exercicio em esteira e resistido em tal estudo foi associado ao
aumento da expressdo hipocampal de SYP, PSD-95, sinapsina-1 e de fatores de crescimento,
parametros que foram avaliados, quatro dias ap6s o fim dos treinamentos. O aprimoramento
do aprendizado e da memoria espacial visto por LIU et al. (2009) foi acompanhado por uma
maior expressdo de sinaptotagmina 1 no hipocampo de camundongos, que foram exercitados
em uma esteira diariamente, durante 60 minutos. Vale salientar que esse efeito cognitivo
positivo foi observado imediatamente e 24 h apds o término do programa de exercicio. Um
protocolo agudo de exercicio resistido em escada vertical, com intensidade progressiva (até
100% do CCM), manteve os niveis hippocampais de sinapsina, SYP e PSD-95 elevados 24 h
apos o treino (FERNANDES et al., 2016). Protocolos crénicos de exercicio em esteira, com
intensidades moderadas e/ou fixas, aumentaram a expressao de Cicloxigenase-2, Receptor-E
Prostandide-4 e BDNF hipocampais por periodos menores que 24 h, mostrando um efeito
tempo-dependente para expressdo génica (LIU et al., 2009; LOVATEL et al., 2012). Nesta
tese, os protocolos de exercicio utilizados foram executados durante seis semanas, com uma
intensidade moderada, constante e duracdo de 20 minutos. Embora sutis, os efeitos
provocados pelos protocolos de exercicio descritos no capitulo um ja constituem beneficio.

No entanto, se tais protocolos tivessem maior duracdo total/diaria e intensidade, é possivel
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que o beneficio cognitivo fosse mais duradouro, alterando também a flexibilidade cognitiva e
a expressdo de SYP e PSD-95 no hipocampo dorsal.

Como a maior velocidade de aprendizado causada por ambas as modalidades de
exercicio no capitulo um parece ser independente da expressdo de SYP e PSD-95 no
hipocampo dorsal, outros processos e/ou marcadores podem estar relacionados a esse efeito
comportamental. Um aumento da neurogénese e da densidade de células positivas para
FNDC-5 foi verificado no GD dorsal e hipocampo ventral de camundongas exercitadas em
esteira (SITENESKI et al., 2020). O exercicio resistido em escada vertical também foi capaz
de aumentar a proliferacdo celular e a expressdo de IGF-1 e sua via de sinalizagdo no
hipocampo, de B-cell lymphoma protein 2 (Bcl-2) no GD e CA3 de ratos saudaveis
(CASSILHAS et al., 2012a, 2012b; NOVAES GOMES et al., 2014). Além da neurogénese
hipocampal e da producdo de fatores troficos, o exercicio fisico pode promover a
neuritogénese, aumentando a ramificacdo e comprimento de dendritos bem como a densidade
de espinhos dendriticos como revisado por VIVAR; VAN PRAAG, (2017) e LOPRINZI,
MOORE; LOENNEKE, (2020). Alem disso, o exercicio fisico pode aumentar a angiogénese e
a densidade de astrocitos no hipocampo para dar suporte as novas conexdes (CLARK et al.,
2009; MORLAND et al., 2017; SAUR et al.,, 2014). A andlise desses parametros
morfolégicos e bioquimicos, sobretudo da neurogénese por contagem celular, ainda que
simples, devem ser considerados em estudos futuros. Modificacdes no sistema glutamatérgico
hipocampal também tem sido relacionadas ao melhor desempenho cognitivo apresentado por
animais exercitados (LI et al., 2020; LOPRINZI; MOORE; LOENNEKE, 2020). Por
exemplo, um protocolo de oito semanas de exercicio leve de alta frequéncia em esteira levou
ao aumento da expressao hipocampal de receptores NMDAR de ratos cujo aprendizado e
memoria espacial era superior aos de ratos sedentarios (WU et al., 2020). Além de protocolos
crénicos, a plasticidade sobre o sistema glutamatérgico também foi descrita em ratos
saudaveis apds uma Unica sessdo de exercicio leve em esteira, nos quais a fosforilagdo dos
receptores NMDA e AMPA encontrava-se aumentada (THACKER et al., 2019). Com relacéo
ao exercicio de resisténcia, a modulacdo positiva sobre a expressao hipocampal de NMDA
observada em ratos senis foi apontada como um dos mecanismos para a melhora do déficit de
memoria espacial causada pelo envelhecimento (VILELA et al., 2017b). Curiosamente, nesse
estudo, 0 aumento da expressdo de pNMDA foi acompanhada pelo aumento da expresséo de
PSD-95, contudo, a expressdo de sinaptofisina ndo foi modificada. Visto isso, € possivel que
inferir que o aprendizado dos animais exercitados em esteira e escada vertical no capitulo um

pode estar relacionado a outros marcadores de plasticidade sinaptica como 0s receptores
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glutamatérgicos NMDA e AMPA. Boa parte dos estudos citados anteriormente observaram
aumento da expressao de SYP e PSD-95 hipocampal pelo exercicio fisico utilizaram a técnica
de western blot, o que poderia sugerir que a divergéncia dos dados do presente estudo com 0s
da literatura se deve ao método utilizado para avaliacdo da plasticidade sindptica. No entanto,
métodos imunoistoquimicos também s&o utilizados nos estudos com exercicio. Além disso, a
andlise da expressao dessas proteinas especificamente no stratum radiatum de CA1 faz parte
dos objetivos do estudo e ndo seria possivel pela técnica de western blotting, sendo a
imunofluorescéncia mais adequada para tal finalidade.

A observacéo do efeito pro-cognitivo dos protocolos de exercicio aerdbico e resistido
dissociada de alteracdes nos parametros de plasticidade sinéptica possibilita a consideracao de
vieses de atividade motora e consumo alimentar sobre o dado. Nessa interpretacdo, 0os animais
exercitados poderiam encontrar as recompensas mais rapidamente por um possivel aumento
da sua atividade locomotora e da ingesta alimentar causado pelo exercicio. A atividade
locomotora e o consumo alimentar dos animais ndo foram analisados em ambos os
experimentos. No entanto, nem o exercicio aerdbico em esteira nem o exercicio de resisténcia
em escada vertical tem alterado o consumo alimentar de roedores saudaveis (CABRERA-
AGUILERA et al., 2018; KAZEMI; ZAHEDIASL, 2018; KHAJEHNASIRI et al., 2019; KIM
et al., 2018; MACEDO et al., 2014; NEVES et al., 2019). Quanto ao exercicio cronico em
esteira, ndo estd claro se essa modalidade aumenta a atividade locomotora de roedores
saudaveis, uma vez que ha estudos que mostram esse efeito enquanto outros ndo observam
alteracdes (Jl et al., 2017; PIETRELLI et al., 2012b; SEO, 2018b; TUON et al., 2014). Acerca
do exercicio resistido, um estudo que exercitou ratos saudaveis em escada vertical durante
sete semanas, cinco vezes por semana com intensidade progressiva, ndo observou alteragoes
do numero de cruzamentos e de exploracdo vertical desses animais no teste de CA (ARAUJO
et al., 2017a). Utilizando o mesmo teste comportamental, TUON et al. (2014) também néo
observaram atividade motora alterada em camundongos que foram exercitados cronicamente
na escada vertical. Além disso, j& foi observado positivo do exercicio resistido sobre o déficit
de memoria espacial em ratos diabéticos na auséncia de efeitos sobre o comportamento motor
desses animais (DE SOUSA et al., 2020b). A partir disso, é possivel inferir que o efeito do
exercicio em escada vertical nos dois experimentos sobre a cogni¢do doa animais néo se deve

a viés de atividade locomotora ou consumo alimentar.
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6.4. A regularidade do exercicio resistido é importante para obtencdo de

efeitos sobre a flexibilidade cognitiva

No capitulo dois, um efeito positivo do exercicio resistido foi observado sobre a
flexibilidade cognitiva, o qual foi evidenciado por laténcias menores para encontrar a primeira
e todas as recompensas na fase de mudanca de local do teste mHB. Esse efeito ndo foi
identificado no primeiro capitulo, apesar do mesmo protocolo de treinamento ter sido usado
em ambos os estudos. Essa divergéncia de dados pode ser explicada pela manutencdo do
exercicio resistido durante a tarefa comportamental no segundo capitulo, o que ndo ocorreu no
primeiro. Embora os protocolos de exercicio tenham aprimorado a capacidade de
aprendizado, a sua falta de influéncia sobre a flexibilidade cognitiva poderia ser ocasionada
pelo “destreino”, ja que 0s animais estavam ha uma semana sem se exercitar quando sua
flexibilidade cognitiva foi avaliada. Visto isso, no capitulo dois optou-se por continuar com o
programa de treinamento resistido durante as tarefas comportamentais, 0 que parece ter
contribuido para modulacgéo da flexibilidade cognitiva.

Surpreendentemente, essa melhora da flexibilidade cognitiva pelo exercicio resistido
ndo persistiu até a fase de reversdo do teste mHB, confirmando o efeito transitério do regime
de exercicio utilizado no capitulo 2. No quinto dia de teste, os animais ainda eram submetidos
ao treinamento fisico, portanto, € possivel que o desfecho comportamental positivo observado
nessa fase do teste seja um efeito agudo da sessdo de treino realizada nessa fase. Entretanto,
0s animais nao foram exercitados no sexto dia de teste, o que poderia explicar a falta de efeito
do exercicio resistido sobre a flexibilidade cognitiva na fase de reversdo do teste. LOVATEL
et al. (2013) observou que animais submetidos a um protocolo cronico de intensidade fixa e
moderada de corrida em esteira apresentavam melhor desempenho durante a tarefa de esquiva
inibitéria somente quando testados uma hora apo6s a Gltima sessdo de exercicio fisico. Tal
efeito ndo era mais detectado em avaliagdes realizadas dezoito horas ap6s o fim do programa
de treinamento fisico. E possivel que a falta de efeitos do exercicio resistido sobre a
flexibilidade cognitiva durante a fase de reversdo do teste mHB no capitulo dois possa ser
explicada pelo fato da tarefa ter sido realizada 24 horas apds o Ultimo treino fisico dos
animais. Em contrapartida, ja foi descrito beneficio a melhora aversiva de ratos quando a
avaliagdo comportamental foi realizada 24 h apds a Ultima sessé&o de treino de um protocolo
de exercicio escada vertical realizado durante oito semanas com intensidade progressiva
(CASSILHAS et al., 2012c). Em ratos senis, esse mesmo protocolo de exercicio resistido

sustentou seu beneficio sobre a memoria espacial até 96 h apo6s a conclusdo do periodo de
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treinamento fisico (VILELA et al., 2017). Talvez, além da continuidade da pratica de
atividade fisica, protocolos mais intensos e duradouros possam contribuir para que os efeitos
do exercicio persistam por prazos maiores.

Além das nuances do protocolo utilizado, o comportamento do grupo CT no sexto dia
do teste mHB (fase de reversdo) também pode ter colaborado para a ndo observacao de efeitos
do exercicio resistido. Entre a fase de mudanca de local e reversdo, o grupo CT apresentou
menores laténcias para encontrar as trés recompensas. Esse melhor desempenho dos
sedentarios durante a fase de reversdo pode ter dificultado a detec¢do de um efeito positivo do
exercicio resistido sobre a flexibilidade cognitiva dos animais nessa fase do teste. Ainda que
aparentemente transitorio, o aprimoramento da flexibilidade cognitiva pelo exercicio resistido
é um dado relevante, considerando que este é o primeiro relato na literatura pré-clinica de um
efeito positivo desse tipo de exercicio sobre essa funcdo executiva. Ha relatos de melhora
sobre a memoria espacial e aversiva de ratos adultos/senis saudaveis, a memoria de
reconhecimento de objetos em modelo de DA e de diabetes tipo dois apds diferentes modelos
de exercicio resistido (DE MEIRELES et al., 2019; DE SOUSA et al., 2020; OZBEYLI et al.,
2017; VILELA et al., 2017). Ao contrario do que ocorreu com a ansiedade, o exercicio
resistido em escada vertical replicou com sucesso em ratos os achados clinicos sobre essa
modalidade e a cogni¢cdo (NORTHEY et al., 2018; VONK et al., 2019).

6.5. Protocolo de estresse cronico imprevisivel ndo alterou o comportamento

dos animais

Além de ser um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento de distdrbios
psiquiatricos como depressdo e transtornos de ansiedade, exposi¢cdes prolongadas ao estresse
psicolégico podem comprometer significativamente a fungédo cognitiva e, inclusive, aumentar
a chance de desenvolvimento da DA (ESKILDSEN et al., 2017, GODDARD, 2017,
MORENO-PERAL et al., 2014; ROSS; GLIEBUS; VAN BOCKSTAELE, 2018). Modelos
animais de ECI costumam induzir comportamento do tipo depressivo e ansioso além de
causar déficits de memoria e de flexibilidade cognitiva, mimetizado as observacdes clinicas
(ANTONIUK et al., 2019; BONDI et al., 2008; HURTUBISE; HOWLAND, 2017; YAZIR et
al., 2015; YUE et al., 2018; ZHAO et al., 2019). No capitulo dois, o protocolo de ECI foi
utilizado para testar se o exercicio resistido em escada vertical seria ansiolitico e teria um

efeito pro-cognitivo em animais estressados. No entanto, ndo foram detectados efeitos
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prejudiciais do ECI sobre o comportamento do tipo-ansioso e flexibilidade cognitiva dos
animais, contrariamente a hipétese do capitulo dois.

No que tange ao comportamento do tipo-ansioso, o paradigma do LCE baseia-se no
conflito entre os comportamentos inatos de evitar espacos abertos e explorar ambientes novos
(BOURIN, 2015; WALF; FRYE, 2007). Nesse teste, espera-se que um animal controle exiba
algum interesse pelos bracos abertos, explorando-o0s, mas que prefira os bragos fechados. Os
animais controles do capitulo dois apresentaram baixas porcentagens de entradas e de tempo
despendido nos bracos abertos (17.1 £ 4.57 e 9.4 + 3.62, respectivamente). Sendo assim, para
que uma reducdo significativa desses parametros (efeito ansiogénico) fosse apresentada pelos
animais estressados em comparacdo aos controles, os valores desses parametros nos animais
submetidos ao ECI deveriam ser proximos de zero. Ha4 uma divergéncia de dados na literatura
a respeito dos efeitos do ECI sobre o comportamento de ratos Wistar no LCE. Parte dos
estudos descrevem efeitos ansiogénicos nesse teste apés ECI (FOYET et al., 2017,
NORMANDEAU et al., 2018; PECHLIVANOVA et al., 2012), enquanto outros mostram
efeitos ansioliticos (KOMPAGNE et al., 2008; KOPRDOVA et al., 2016).

Com relacdo a funcdo cognitiva, embora grande parte dos estudos relatem déficits na
flexibilidade e em outros aspectos da cognicdo de ratos Wistar expostos ao ECI
(HURTUBISE; HOWLAND, 2017b; YAZIR et al., 2015), também ja foi observado que esse
protocolo de estresse ndo prejudica a memoria espacial desses animais (KOPRDOVA et al.,
2016). Essas discrepancias de dados podem ser explicadas pelas diferencas entre a carga
genética de distintas colbnias de ratos Wistar. No estudo de GOEPFRICH et al. (2013) foi
constatado que héa diferenca entre a exploracao dos bracos abertos no LCE conforme a coldnia
de ratos Wistar, o que pode explicar a baixa exploracdo dos bracos abertos pelos animais
controles do capitulo dois. Talvez um efeito ansiogénico do ECI no LCE seja mais facilmente
detectado se os controles forem de uma col6nia que explora mais os bracos abertos. Além
disso, GOEPFRICH et al. (2013) também monstraram que algumas coldnias de ratos exibem
melhor desempenho na tarefa de reconhecimento de objetos. Nesse mesmo sentido,
THEILMANN et al. (2016) verificaram que ha col6nias de ratos Wistar mais resistentes ao
ECI, o que poderia explicar a falta de déficits cognitivos nos animais estressados. Embora o
presente protocolo de ECI tenha elevado o peso relativo das glandulas adrenais e retardado o
ganho de peso corporal dos animais, a dosagem de corticosterona seria util no entendimento

da susceptibilidade ao estresse dos ratos Wistar utilizados no capitulo dois.
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6.6. Contribuicéo dos principais achados dessa tese para a literatura

O principal achado dessa tese foi 0 impacto positivo do exercicio resistido sobre a
flexibilidade cognitiva, um dado até entdo ndo explorado na literatura pré-clinica. A
flexibilidade cognitiva é essencial para a resolucdo de problemas, desafios e, portanto, para
lidar com situacgdes estressantes da vida cotidiana. A melhora no aprendizado produzida por
ambas as modalidades de exercicio e o efeito ansiolitico do exercicio em esteira estdo de
acordo com a literatura vigente. Porém, os resultados obtidos parecem ter carater transitorio, o
que ressalta a importancia da regularidade do exercicio fisico para a manutencdo de seus
beneficios. No capitulo dois, ndo foi possivel responder se o exercicio resistido protege a
cognicdo, melhora a ansiedade e se tem recpercussées mais evidentes em animais estressados.
No entanto, os dados desta tese confirmam que o exercicio fisico € benéfico mesmo em
condices fisioldgicas. Considerando a parcela da populagdo mundial que é sedentaria e 0s
problemas de salde relacionados ao sedentarismo, os resultados deste estudo e de estudos
prévios sdo Uteis para estimular a aderéncia e a manutencdo de um estilo de vida ativo e
saudavel pelos individuos.
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A partir dos dados apresentados nesta tese, pode-se concluir que os protocolos
cronicos de exercicio, com intensidade moderada, sdo capazes de aprimorar aspectos
emocionais e/ou cognitivos em condi¢des fisioldgicas, ainda que transitoriamente. O efeito
ansiolitico do exercicio foi modalidade-dependente, uma vez que apenas treinamento em
esteira mimetizou o cenério clinico. O treinamento resistido em escada vertical utilizado ndo
parece ser valido para se estudar os efeitos ansioliticos observados em humanos que praticam
essa modalidade. Quanto a cogni¢cdo, ambos os protocolos de exercicio tornam o aprendizado
dos animais mais rapido. Porém, a manutencdo do programa de exercicio resistido durante as
tarefas comportamentais favoreceu a flexibilidade cognitiva dos animais. Parte desses achados
comportamentais ndo estdo relacionados a expressao de SYP e PSD-95 no hipocampo dorsal
e ventral dos animais. Apesar de apresentarem efeitos semelhantes para diversos parametros,
as modalidades de exercicio aerobico e de resisténcia podem produzir diferentes resultados
sobre fungdes especificas como a ansiedade. Os dados também reforcam os efeitos benéficos
exercicio fisico per se, ndo necessitando de uma condicdo patolégica para se fazerem

presentes.
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Com o intuito de tornar o estudo do exercicio de resisténcia e ECI mais completo,
ainda se pretende:

- Aumentar o n amostral do teste Modified Hole Board;

- Avaliar a concentracdo plasmatica de corticosterona;

- Analisar a expressdo de SYP, PSD-95, VEGF, IGF-1, AMPA e NMDAR, a
neurogénese, a angiogénese, a densidade e morfologia de espinhos dendriticos bem como as
ramificacdes e comprimento dos dendritos e densidade de astrocitos na regido do stratum
radiatum de CA1 no hipocampo dorsal e no cortex pré-frontal,

Baseado nos resultados obtidos até 0 momento, nos proximos estudos pretende-se
avaliar o comportamento do tipo-ansioso, o aprendizado, a flexibilidade cognitiva, a
expressdo hipocampal de SYP, PSD-95, NMDA e AMPA, a neurogénese, a angiogénese, a
densidade e morfologia de espinhos dendriticos bem como as ramificagdes e comprimento
dos dendritos e densidade de astrocitos hipocampais nos seguintes delineamentos:

- Protocolos de exercicio de resisténcia em escada vertical e aerébico em esteira, com
intensidades progressivas e maior duragao realizados por ratos saudaveis;

- Andlise do potencial neuroprotetor de diferentes protocolos de exercicio de
resisténcia perante outros modelos de estresse;

- Estudo da combinacdo do exercicio aerébico e de resisténcia em animais saudaveis e
expostos a modelos de estresse;

- Analises em diferentes intervalos de tempo apds as Ultimas sessdes de
exercicio/estresse para verificar a natureza tempo-dependente de seus efeitos;

- Avaliar os efeitos de diferentes protocolos de exercicio fisico em fémeas saudaveis,
bem como o possivel efeito protetor do exercicio de resisténcia frente as alteraces induzidas
por modelos de estresse.
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