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RESUMO: Este estudo examina a capacidade do exercicio fisico em reduzir as graves
alteragGes comportamentais induzidas pelo alcool. Associagcdes entre reconhecimento de
objetos e o teste do campo aberto foram estudadas. Camundongos nadadores e
sedentarios controles receberam diferentes doses de etanol (0; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 g/kg).
Os testes foram realizados 2 ou 24 horas apds o treinamento. Durante a sessdo teste de
5 minutos, os animais foram expostos a dois objetos: o objeto familiar utilizado no
treinamento e um novo objeto. Andlises comportamentais durante os testes, mostraram
que os controles sedentarios durante o ensaio de 2 horas e, os camundongos nadadores
durante o teste de 2 e 24 horas, injetados com salina antes do treinamento,
permaneciam mais tempo explorando o novo que o objeto familiar durante os testes. Em
contraste, camundongos injetados com etanol apresentavam o mesmo tempo de
exploracdo do objeto familiar e do novo (Fs196 = 8.802; p<0,001; razao de
discriminacdo). O etanol durante o ensaio de 2 horas aumentou significativamente o
tempo de motilidade (F4,196 = 10.567; p<0,001) e diminuiu o tempo total de imobilidade
(F4196 = 17.55; p<0,001) no campo aberto, sugerindo um efeito ansiolitico. O
treinamento de natacdo aumentou significativamente a exploragdao durante os testes de 2
e 24 horas apds o tratamento (F4 196 = 4.721; p<0,001). Estes resultados sugerem que o

exercicio de natagdo modifica memodria e aprendizagem, mas é incapaz de bloquear os
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efeitos téxicos do etanol. Além disso, o exercicio de natagdo aumenta a exploragdo em

camundongos, independente do tratamento agudo com etanol.

PALAVRAS-CHAVE: alcool, aprendizagem, exercicio, memaria

ABSTRACT: The present study examined whether physical exercise might reduce the
severity of alcohol-induced behavioral alterations. The associative between object
recognition and open field test was studied. Swimmers mice and sedentary controls
received different doses of ethanol (0; 0,6; 0,8; 1,0 or 1,2 g/kg). Tests were performed
the 2 or 24 h after the training. During a 5 min testing session, animals were exposed to
two objects: the familiar object from the previous in training and novel object. Analysis
of behavior during testing showed that sedentary controls during test of 2 h and
exercising mice during test of 2 h and 24 h injected with saline before training spent
more time exploring the novel than a familiar object during testing. In contrast, mice
injected with ethanol spent equal amounts of time exploring the novel and the familiar
object (F4,106 = 8.802; p<0,001; discrimination ratio). The ethanol during test of 2 h
significantly increased ambulation time (F419¢ = 10.567; p<0,001) and decreases total
time spent immobilized (F4106 = 17.55; p<0,001) in open field, suggesting an anxiolytic
effect. Swimming training significantly increased rearing during test of 2 h and 24 h
before treatment (F.:96 = 4.721; p<0,001). These results suggest that exercise of
swimming alter learning and memory, but is unable to block the toxic effects of ethanol.
Addition, the exercise of swimming increases the rearing in mice independent acute

ethanol treatment.

KEYWORDS: alcohol, exercise, learning, memory
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1. INTRODUGAO

Diversos estudos envolvendo técnicas
neuropsicologicas tém revelado um amplo
espectro de déficits cognitivos associados
com a dependéncia ao alcool; estando

relacionado com a quantidade &lcool
ingerido e as condicdes do ambiente.
Apesar de varios estudos demonstrarem
os efeitos benéficos do exercicio fisico
sobre a memdria e aprendizagem, pouco
se sabe sobre sua interagdao com etanol.
Estudos em animais sugerem que os
sobre a memodria

efeitos do etanol

estariam relacionados aos seus efeitos
sobre a formacdo hipocampal (CLARK et
al., 2000; MUMBY et al., 2002; SILVERS et
al., 2003).

contrariada por estudos onde o hipocampo

Entretanto, esta idéia ¢é
foi lesionado. Nestes experimentos, ndo foi

observado nenhuma interferéncia nos
efeitos comportamentais
etanol (DEVENPORT & HALE, 1989). Os

resultados sugerem que outras regides do

induzidos pelo

sistema nervoso podem ser sensiveis ao
tratamento agudo com etanol, como a

area pré-frontal do neocértex. Porém,
animais submetidos ao tratamento agudo
com etanol demonstram um déficit de
memdria hipocampo-dependente, quando
submetidos ao teste de reconhecimento de
objetos (GARCIA-MORENO et al., 2002;
RYABININ et al., 2002). Isto ocorre apenas
quando estes animais sdo tratados com
etanol antes do treinamento. Sugerindo
gue etanol interfere mais na aquisicdo que

na consolidagio da memdria. As

informagbes das caracteristicas  dos
objetos nao seriam bem armazenadas
diminuicdo na capacidade

déficit

devido a
exploratoria, levando a um
mnemonico (RYABININ et al., 2002).
O exercicio fisico regular, ao
contrario do tratamento agudo com etanol,
tem sido relacionado com a melhora da
funcdo cognitiva em roedores (ALAEI et
al., 2007; ALAEI et al., 2008; CHEN et al.,
2008; MELLO et al., 2008; VAN DER
BORGHT et al., 2007; VAYNMAN et al.,
2004; UYSAL et al.,, 2005);

observado alteragdes neuroquimicas no

sendo
hipocampo capazes de melhorarem a
memoaria espacial (FORDYCE & FARRAR,
1991; FORDYCE & WEHNER, 1993; VAN
PRAAG et al., 1999). Dentre os achados
relacionados ao exercicio fisico com as
funcbGes cognitivas estd o aumento da
neurogénese hipocampal (CLARK et al.,
2008; DURING & CAO, 2006; VAN PRAAG
1999), a
relacionadas ao estresse oxidativo (RADAK

et al., reducdo de variaveis
et al., 2006), o aumento dos niveis do
fator neurotréfico derivado do cérebro (do
inglés brain-derived neurotrophic fator;
BDNF, HUANG et al., 2006; VAYNMAN et

al., 2006), o incremento da vascularizagao

cerebral (ISAACS et al. 1992) e uma
variedade de mudangas morfoldgicas
(ARIDA et al., 2004). Além disso, o

exercicio é capaz de reverter o déficit

mnemonico causado por diferentes
fatores, como a morfina (ALAEI et al.,

2006), a exposicdo pré-natal ao etanol
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(CHRISTIE et al., 2005; THOMAS et al,,
2008) e bloquear a redugdo na locomogao
e esquiva em camundongos submetidos ao
tratamento agudo etanol
(MOLLENAUER et al., 1991).

Estes estudos sugerem que o etanol

com

interfere na aquisicdto da memoria
enquanto o exercicio fisico pode reduzir os
efeitos toxicos causados pela
administracdo aguda do etanol. A proposta
trabalho foi de

deste observar se

camundongos nadadores melhoram a

capacidade de reconhecerem novos

objetos, quando comparado com os
camundongos sedentarios, apds sofrerem
um tratamento agudo com etanol durante
o pré-treinamento.

2. METODOS

2.1. Animais: Foram utilizados
camundongos da linhagem Swiss, machos,
de 8 semanas de idade, procedentes do
biotério central da Universidade Regional
de Blumenau no estado de Santa Catarina.
Os animais foram mantidos em gaiolas
26°C,

alimentados com ragdo padrao e agua ad

coletivas, com 10 animais, a

libitum. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica na Experimentacdo Animal

de acordo com orientacdes institucionais.

2.2.

empregados foram de grau analitico ou de

Drogas: Todos o0s reagentes
elevada pureza. O etanol (grau de pureza
de 98%) foi diluido em solucdo salina
(0,9% NacCl) a 14% (p/v) e utilizado em
todos os experimentos. A solugao salina foi

preparada com NaCl em agua destilada e

utilizada para injecao intraperitoneal nos
animais controle na dose de 1 ml/kg de
peso corporal. O volume de etanol
administrado foi ajustado de acordo com a

concentracdo estabelecida.

2.3. Treinamento: Os camundongos foram
divididos em 2 grupos. Um grupo de
camundongos sedentarios e um grupo de
nadadores. 0Os camundongos do grupo
dos nadadores foram treinados a nadar
por 30 minutos/dia, 5 dias na semana,
durante 8 semanas. Este exercicio
corresponde a uma intensidade abaixo do
limiar anaerdbico. O grupo sedentario foi
transportado para a sala de
experimentacao e manipulado exatamente
como os animais do grupo nadadores, pelo
mesmo tempo, porém sem realizar a
natagdo. Os animais sedentarios, foram
colocados na 4agua rasa, durante 30
minutos, em 5 dias da semana, sendo
utilizados como controle. No final do
periodo de treinamento os camundongos
foram divididos em 10 grupos de 10
animais, onde 5 grupos eram constituidos
por animais sedentarios e 5 por
nadadores. Posteriormente tratados com
injecao intraperitonial de salina ou etanol
(0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 g/kg de etanol). Apods
administracdo do etanol os camundongos
foram submetidos individualmente ao
treinamento em campo aberto e teste de
reconhecimento de objetos

simultaneamente.

2.4. Reconhecimento de Objetos: Quando

roedores sao apresentados a objetos
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familiares e novos, eles passam uma
maior porcao do tempo explorando o novo
objeto. Este comportamento tipico tem

sido utilizado no desenho de um

paradigma comportamental conhecido
como tarefa de reconhecimento de objetos
(ENNACEUR & DELACOUR, 1988), o qual

vem sendo amplamente utilizado para

avaliar os mecanismos envolvidos na
formacdo de memorias declarativas
(COYLE et al.,, 2009). O teste de

reconhecimento de objetos foi realizado
em uma caixa de madeira circular com 40
cm de diametro e 50 cm de altura. Todos
os animais foram habituados ao ambiente
durante 4 dias, tendo 5 minutos por dia
para livre exploracdo do aparato na
auséncia de objetos. Os objetos feitos de
vidro foram fixados a arena com fita
adesiva. Apods tratamento com salina ou
etanol os animais foram colocados na
arena contendo dois objetos idénticos (A e
B) para livre exploragdo por 5 minutos. O
teste foi repetido 2 horas depois para
testar a memoria de curta duragcdao (MCD)
ou 24 horas depois do treino para testar a
memoéria de longa duragdo (MLD). Nos
testes, um dos objetos foi substituido por
um novo objeto (C, para MCD ou D, para
MLD) e o camundongo foi colocado na
arena por mais 5 minutos. As posicdes dos
objetos (familiar e novo) foram
randomizadas e a arena foi limpa entre os
definida

cheirar ou tocar o objeto com o nariz e/ou

testes. Exploracao foi como

as patas dianteira. Sentar ou andar em
torno do objeto ndo foi considerado

comportamento exploratério. O tempo

gasto explorando cada objeto foi marcado
por um observador cego ao tratamento

recebido pelo animal e expresso em

percentual do total de tempo de
exploragdo computado em segundos;
permitindo determinar a razdo de

discriminacdo estabelecida a partir da
proporcao de tempo de exploragdo do
objeto novo em relacdo ao objeto familiar
(tnovo/tnovo + tfamiliar).

analisar a

2.5. Campo aberto: Para

atividade exploratdria, locomotora e
ansiedade, os animais foram submetidos a
tarefa de campo aberto. O teste do campo
aberto consistiu na mensuracdo das
variaveis comportamentais dos individuos
experimentais, colocados em uma arena
limitada por uma parede circular segundo
Broadhurst (1960). O interior desta arena,
de 280 cm de didmetro, foi pintado de
preto e o assoalho foi subdividido em
segmentos de linhas brancas para formar
19 espacos iguais. Para testar a atividade
exploratéria e locomotora 2 ou 24 horas
apos o tratamento com salina ou etanol,
os animais foram colocados no campo
aberto livre

para exploragdo por 5

minutos; onde foram anotadas as

percentagens dos tempos nas seguintes
categorias comportamentais: motilidade

(locomogao entre quadrantes), imobilidade

(ficar imovel), exploragdo (elevar os
membros superiores, apoiado nos
inferiores) e auto-limpeza (passar os

membros superiores sobre a cabega).
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2.6. Andlise estatistica: Os resultados
foram expressos com média * erro padrao
da média e submetidos a anadlise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA
tests), onde foram comparados 0s grupos
de sedentdarios com os nadadores
submetidos aos diferentes tratamentos
com salina ou etanol, seguido pelo pods-
teste de Newman-Keuls. Um nivel de
significancia menor de 5% foi utilizado em
analises

todas as comportamental

realizadas individualmente (p<0,05).

3. RESULTADOS

O tempo na exploracao de objetos

familiares e novos objetos foram
realizados em dois periodos apds a sessao
de treinamento. Roedores ao

reconhecerem o0s objetos familiares
aumentam o tempo de exploracao dos
novos objetos. Andlise de variancia de
duas vias demonstrou diferencas
significativas na razao de discriminacao,
proporcao de tempo de exploragdo do
novo objeto em relagdao ao objeto familiar
(F4,196 = 8.802; p<0,001). Camundongos
sedentarios tratados com solugdo salina
apresentaram razdao de discriminacao
apenas para o teste realizado 2 horas
(memoria a curto prazo), mas ndo 24
horas apdés a sessdo de treinamento
(memoria a longo prazo); enquanto os

camundongos nadadores responderam aos

dois periodos (p<0,001). Camundongos
sedentarios e nadadores que receberam
injecdo intraperitoneal de diferentes doses
de etanol ndo apresentaram diferengas
significativas nos dois periodos apds a
sessao de treinamento (p>0,05), com
menor razao de discriminagdao 2 horas em
relacdo aos sedentarios, bem como 2 e 24
horas em relacao aos nadadores, segundo
0 poOs-teste de Newman-Keuls (p<0,001;
Figura 1A). Analise de varidncia de duas
vias também demonstrou diferencas
significativas na percentagem do tempo de
exploracdo dos novos objetos (F4 106 =
15.429; p<0,001).

controles tratados com solugdao salina

Camundongos

exploraram mais 0os novos objetos apenas
2 horas apés o tratamento; enquanto os
nadadores exploraram mais nos periodos
de 2 e 24 horas, quando comparados com
0os animais sedentdrios e nadadores
tratados com diferentes doses de etanol
(p<0,001). Os camundongos controles e
nadadores tratados com diferentes doses
de etanol, ndao apresentaram diferengas na
capacidade de exploracdo dos novos
objetos segundo o teste de Newman-Keuls
(p>0,05; Figura 1B). Analise de variancia
de duas vias ndao mostrou diferencas
significativas na percentagem de tempo de
exploracao de objetos familiares entre os
camundongos tratados com solugao salina
ou diferentes doses de etanol (Fs106 =

1.091; p>0,05; Figura 1C)
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Figura 1. Reconhecimento de objetos apds exercicio de natagdo e tratamento com etanol
2 e 24 horas apéds treinamento. (A) Razao de discriminacdo (tnovo/tnovo + tfamiliar).

(B) Percentagem do tempo de exploracdo dos novos objetos em relacao ao tempo total
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da sessdo. (C) Percentagem do tempo de exploracdo dos objetos familiares em relacao

ao tempo total da sessdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da média e as

barras a média dos subgrupos de camundongos (n = 10; *p<0,001; teste de Newman-

Keuls).

Andlise de variancia de duas vias
mostrou aumento significativo na
percentagem do tempo de motilidade
(F4,196 = 10.587; p<0,001) apenas para o
teste de 2 horas nos camundongos
sedentarios e nadadores submetidos ao
tratamento com diferentes doses de
etanol, quando comparado com o0s animais
tratados com solucao salina. O teste de
Newman-Keuls nao mostrou diferencas
significativas entre os diferentes grupos

testados 24 horas apdés o treinamento

(p>0,05; Figura 2A). Resultados
semelhantes foram observados na
percentagem do tempo de imobilidade,
100 -
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com reducao significativa para os
camundongos sedentarios e nadadores 2
horas apds o treinamento (F4196 = 17.555;
p<0,001; Figura 2B). Analise de variancia
de duas vias mostrou aumento
significativo na percentagem do tempo de
exploracdao dos camundongos nadadores
quando comparados com os sedentarios,
tratados com solugao salina ou diferentes
doses de etanol, 2 ou 24 horas apos a
sessao de treinamento (Fs4i106 = 4.721;
p<0,001; Figura 2C).

demonstradas diferengas significativas nas

Nao foram

percentagens de tempo de auto-limpeza
(F4,106 = 1.830; p>0,05; Figura 2D).
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Figura 2. Campo aberto 2 e 24 horas apds tratamento com etanol em camundongos
sedentarios e nadadores. (A) Percentagem do tempo de motilidade. (B) Percentagem do

tempo de imobilidade. (C) Percentagem do tempo de exploragdo. (D) Percentagem do
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tempo de auto-limpeza. Percentagens estabelecidas em relacdo ao tempo total da

sessdo. Linhas verticais representam o erro padrdo da média e as barras a média dos

subgrupos de camundongos (n = 10, *p<0,05, *p<0,001, teste de Newman-Keuls).

4. DISCUSSAO

Os resultados demonstram que o
exercicio de natacdao modifica de forma
significativa memodria e aprendizagem em
camundongos adultos. Animais nadadores
exploram mais os novos objetos que os
sedentarios, quando estes sdo tratados
com solugdo salina. Os camundongos
nadadores apresentaram memoaria a curto
e longo prazo para reconhecimento dos
objetos, enquanto os sedentarios, apenas
memoria em  curto prazo, como
demonstrando pela razdo de discriminacdo
entre os objetos e a percentagem de
exploracdao dos novos objetos (Figura 1).
Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos em outros estudos, realizados com
bases

objetivo de entender as

neurobioldgicas da aprendizagem
relacionada com a atividade fisica. O
treinamento na roda de corrida melhora a
memoéria espacial de roedores (ALAEI et
al., 2006; ANDERSON et al., 2000; ANG et
al., 2006; FORDYCE & FARRAR, 1991;
HUANG et al., 2006; MELLO et al., 2008;
VAN PRAAG et al., 1999; VAYNMAN et al.,
2004) e o desempenho de ratos no
labirinto aquatico de Morris, através do
aumento na atividade do sistema
colinérgico (ANG et al., 2006), reforcando
0s processos de memoria e aprendizagem
através de diferentes vias moleculares

(ALAETI et al., 2008).

Porém, animais sedentarios ou

nadadores submetidos ao tratamento
agudo com etanol mostraram um déficit de
memdaria para curto e longo prazo, quando
comparado com 0s animais tratados com
solugao salina (Figura 1). A natacdo nao
foi capaz de bloquear os efeitos toxicos do
etanol sobre memdria e aprendizagem dos
camundongos. Um grande nUmero de
experimentos demonstra que o déficit
cognitivo estaria associado ao tratamento
agudo com etanol (BERRY & MATTHEWS,
2004; MATTHEWS et al., 2002; REZAYOF
et al., 2008; SHIMIZU et al., 1998; WHITE
et al., 1997). Varios neurotransmissores
podem estar envolvidos nestes efeitos do
etanol. Entretanto, talvez por sua
abundancia no sistema nervoso central, os
sistemas gabaérgicos e glutamatérgicos
sejam responsaveis por grande parte das
alteracbes provocadas pela exposicao
aguda ao etanol. Um grande volume de
evidéncias receptores
GABA, papel

fundamental nos efeitos do etanol. Quando

sugere que o0s
desempenham um
estes

receptores sdo expostos a

concentracdes farmacologicamente

relevantes de etanol ocorre a
potencializacdo da corrente de cloreto,
desencadeadas pelo neurotransmissor
GABA (HANCHAR et al., 2004) resultando
em sedacao,
(RYABININ, 1998). Agudamente, o etanol
inibe a atividade do receptor N-Metil-D-

Aspartato (NMDA) in vitro (LOVINGER et

ansiedade e amnésia
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al., 1989) e in vivo (SIMSON et al., 1991);
esta acdo na regidao dorsal do hipocampo
poderia estar relacionada ao déficit de
memdéria induzidos pelo etanol (BESHEER
et al., 2008; REZAYOF et al., 2008;
SHIMIZU et al., 1998). Bunsey e
Eichenbaum (1996) demonstraram que o
hipocampo é fundamental na mediagdo de
memdaria espacial declarativa dos animais,
necessario consolidar as

sendo para

informacodes relacionadas ao
reconhecimento dos objetos. As
investigacbes comportamentais confirmam
que a amnésia provocada pelo etanol é
semelhante aos efeitos observados apos
lesbes no hipocampo (BROWNING et al.,

1992).

O tratamento agudo com diferentes

doses de etanol em camundongos
sedentarios ou nadadores aumentou a
imobilidade 2

horas apds o tratamento no campo aberto;

motilidade e diminuiu a
indicando uma reducao do medo e/ou
ansiedade. O mesmo nao foi observado 24
horas apds o tratamento, quando o
desempenho dos animais sedentarios e
nadadores foram idénticos (Figura 2A e
2B). Estes resultados estdo de acordo com
os estudos de Durcan e Lister (1988),
onde foi demonstrado que os efeitos do
etanol na atividade locomotora e
ansiedade em camundongos permanecem

por um periodo de até 2 horas. Entretanto,

apenas 0s animais que realizaram
exercicio de natagdo, tratados com solugao
salina ou etanol, apresentaram aumento
na percentagem do tempo de exploracao
no campo aberto, 2 ou 24 horas apos o
tratamento (Figura 2C). Os mecanismos
neurobiolégicos relacionados com estes
resultados ndao estao claros. As mudancas
observadas nos camundongos podem estar
relacionadas com a diminuicdo do estresse
e da ansiedade, sendo a serotonina o

principal neurotransmissor responsavel

pelas mudangas observadas nos
camundongos apds o exercicio de natagao
e tratados com etanol. Apdia esta hipodtese
0 aumento dos receptores 5-HT;g induzido
pelo etanol na area ventral tegumentar,
responsaveis pela mediagdo e ativagdo de
neurénios dopaminégicos nas regides
mesolimbicas, responsaveis pelo aumento
da motilidade em roedores tratados com
etanol (MYLECHARANE, 1996; YAN et al.,
2005). Segundo Leasure e Jonas (2008),
ratos submetidos a exercicios forcado ou
voluntario aumentam a atividade
exploratoria quando submetidos ao campo
aberto. Nossos resultados confirmam estes
resultados, com aumento na atividade
exploratéria de camundongos nadadores
independente do tipo de tratamento;
sugerindo que as vias funcionais
relacionadas a atividade exploratéria em
ndo sao afetadas

camundongos pelo

tratamento agudo com etanol.
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5. CONCLUSOES

O exercicio cronico de natagdo modifica sistemas neuroquimicos importantes nos
processos de memoria e aprendizagem, mas é incapaz de bloquear os efeitos tdxicos do
etanol. Entretanto, aumenta a atividade exploratéria dos camundongos independente do
tratamento; sugerindo que os processos de memodria e aprendizagem apresentam
mecanismos neurobioldgicos distintos daqueles relacionados com a atividade
exploratodria, sendo estes insensiveis ao tratamento agudo com baixas doses de etanol

em camundongos nadadores.
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