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RESUMO

Estudos anteriores indicaram estreita relagGo entre envelhecimento, reducdo da atividade mastigatéria,
empobrecimento ambiental e declinio cognitivo. Entretanto, pouco se conhece acerca de possiveis relacoes
entre essas varidveis e alteracdes nos niveis de ansiedade. Assim, em modelo murino senil, diferentes grupos
experimentais foram submetidos a dietas de diferentes consisténcias e a ambientes distinfos. Mimetizando o
estilo de vida sedentdrio ou ativo, os animais foram criados, respectivamente, em gaiolas-padréo (ambiente
empobrecido) ou em gaiolas enriquecidas (ambiente enriquecido) desde o 21° dia pds-natal. Para medir os efeitos
do envelhecimento, foram comparados animais de 6, 12 e 18 meses de idade. Para se investigar os efeitos da
atividade mastigatéria, foi imposto um de trés regimes de dieta aos diferentes grupos experimentais: dieta sélida,
tipo pellet (hard diet — HD); dieta em pellet sequida por uma dieta em pd, farelada (soft diet — HD/SD); ou dieta
peletizada seguida de pé e novamente de pellet (HD/SD/HD), com intervalos de tempo iguais em cada regime. O
teste do labirinto em cruz elevado foi usado e nesse esperou-se que os animais com comportamento semelhante
ao ansioso permacessem por mais tempo e percorressem maiores distdncias nos bracos fechados. Sugeriu-se a
hipétese de que o envelhecimento, o ambiente empobrecido e a reducdo da atividade mastigatéria, agindo em
conjunto, induziriam a um maior nivel de comportamento semelhante ao ansioso. Os dados revelaram que o
envelhecimento e o ambiente influenciam de forma significante o comportamento, e que essas varidveis interagem
com a atividade mastigatéria, agravando ou reduzindo esse comportamento.
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INTRODUCAO

O perfil populacional vem apresentando mudancas
no cendrio mundial e, nesse, é revelado um aumento
da proporcéo de idosos no Brasil a partir da década
de 1980'. O envelhecimento crescente aumentou
a vulnerabilidade e a incidéncia de processos
neurodegenerativos e demenciais, assim como de
distdrbios psicolégicos, incluindo-se os transtornos de
ansiedade.

Em estudos experimentais anteriores em modelo
identificou-se a influéncia de fatores

murino,
ambientais, idade e atividade mastigatéria, que
reduzem ou agravam o declinio cognitivo senil?.

A reabilitaco, no entanto, parece recuperar esses
danos, sobretudo na presenca de um ambiente rico
em estimulos cognitivos®. Essas observacdes foram
confirmadas por outros autores que identificaram
mudangas  estruturais/funcionais  associadas  ao
envelhecimento?, a um ambiente pouco estimulante®,
ou & desarmonia oclusal®’, que, agindo de forma
combinada ou isolada, podem promover maiores ou
menores deficits cognitivos.

A mastigacéo, quando alterada em seu padréo de
atividade, pode desencadear o acimulo de proteina
B-amiloide por meio da sinalizacdo mediada por
glicocorticoide®, sendo essa alteracdo associada a
alteracées comportamentais, cognitivas e até mesmo na
capacidade exploratéria.

No que se refere & ansiedade, essa tem sido
associada a um estado de confliio ou incerteza e
surge quando existe a concorréncia entre duas opcdes
simulténeas e o individuo deve fazer uma escolha
entre elas”'?. Sob situacdes de estresse, a producdo
hipofisaria de horménio adrenocorticotréfico induz o
cértex da adrenal a secretar corticosterona, sendo,
entdo, o hipocampo uma érea-alvo, onde as alteracées
induzidas promovem reducdo do aprendizado e
meméria hipocampo-dependentes''. Encontrou-se ainda
uma dissociacdo da funcdo hipocampal ao longo de sua
extens@o septotemporal'?'3, onde lesées no hipocampo
ventral, mas nédo do dorsal, reduziram o comportamento
sugestivo de ansiedade, avaliado segundo o paradigma
do labirinto em cruz elevado (LCE)™15,

Desse modo, no presente trabalho, investigou-se
a hipdtese de que o envelhecimento, o ambiente
empobrecido e a reducdo da atividade mastigatéria,
agindo em conjunto, induziriam a um maior nivel de
comportamento semelhante ao ansioso.

MATERIAIS E METODOS

Neste estudo, foram utilizados camundongos suicos
albinos fémeas, manipulados segundo os Principles of
Laboratory Animal Care da National Institutes of Health
nas instalagdes do Laboratério de Investigocdes em
Neurodegeneracdo e Infeccéo, no Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do
Pard, com parecer e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Animais de Experimentacdo (CEPAE/UFPA
n° BIO004-009).

Os animais foram distribuidos em grupos de idades
de 6 meses, considerado animal jovem; 12 meses,
animal adulto; e 18 meses, animal velho, admitindo-se
que o tempo de vida do camundongo é de 2 anos,
conforme Brown-Borge et al'é. Eles foram alojados em
condicées empobrecidas (ambiente padrdo — AP) ou
enriquecidas (ambiente enriquecido — AE).

Em todas as janelas temporais (6, 12 e 18 meses),
os efeitos da atividade mastigatéria foram medidos a
partir da imposicGo de um de trés regimes de dieta:
dieta sélida tipo pellet (hard diet — HD); dieta em pellet
seguida por uma dieta em pd, farelada (soft diet — HD/
SD); ou dieta peletizada seguida de pd e novamente
de pellet (HD/SD/HD), com intervalos de tempo
iguais em cada regime. A reposicéo era feita em dias
alternados, conforme se detectava o consumo pelos
animais, acompanhada da higienizacdo das gaiolas.
Ressalta-se que a dieta em pdé era distribuida em
dispositivo adequado para facilitar a ingestdo e evitar
o desperdicio, assim como contaminacdo por dejetos
orgénicos (Figura 1). A identificacéo da sequéncia
temporal dos regimes de dieta estd apresentada na
figura 2.

A: Recipiente de aco inoxiddvel utilizado para ofertar a ragéo em pé. A
tampa apresentava o centro perfurado em forma circular para acesso
ao pd, sendo mével e cedendo em direcdo ao fundo do pote & medida
que a ragdo era consumida; B: Camundongos alimentando-se com a
racéo farelada.

Figura 1 - Dispositivo de alimentacdo de camundongos

Os animais do ambiente padréo foram alojados
em gaiolas pldsticas de dimensées 32x39x16,5 cm
e cobertas por uma grade de metal, abrigando seis
camundongos. Os grupos alojados em condicbes
enriquecidas foram mantidos em um espaco de
50x50x50 cm, com dois andares, equipados com
pontes, rodas de correr, brinquedos e tUneis, permitindo
o exercicio voluntdrio ao longo de todo o periodo.
O ambiente sofria  modificacées
com alteracdo na posicdo dos objetos e substituicdo
semanal de, pelo menos, um para garantir novidade
ao ambiente. Cada gaiola abrigou 12 camundongos
e todas permaneceram em uma sala com temperatura
controlada (23 = 1° C) e ciclos claro-escuro de
12 h (perfodo claro, 6-18 h; periodo escuro, 18-6 h).
Durante todo o periodo de formagéo dos grupos, os
animais eram pesados mensalmente.

semanalmente,

Todos os grupos formados foram avaliados quanto
& atividade exploratéria e condigdes de deambulacao
no fteste de campo aberto (open field), que foi
realizado por meio de uma caixa com dimensées
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de 30x30x40 cm, revestida com férmica cinza e fundo  assoalho da caixa foi dividido virtualmente em nove
preto. Cada animal permaneceu 5 min dentro da caixa,  quadrantes de mesma drea (10x10 cm), os quais foram
sendo gentilmente introduzido no centro da arena no  tomados como pardmetro para extracdo de dados,
inicio do teste. Com o auxilio do programa de andlise  como o ndmero de cruzamento de linhas, e, assim,
ANY-maze Video Tracking System (Stoelting Co.), o  avaliar a atfividade exploratéria.
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A linha preta representa os dias percorridos da janela temporal e as linhas coloridas, os diferentes grupos de regimes de dieta (azul = HD,

vermelho = HD/SD e verde = HD/SD/HD). Os circulos marcam as trocas de dieta, sendo o Gltimo circulo das linhas coloridas a marcacéo do inicio
dos testes comportamentais.

Figura 2 — Sequéncia temporal de eventos de atividade mastigatéria para os grupos em suas janelas temporais de 6, 12 e 18 meses
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Além disso, em cada janela temporal, os animais
foram submetidos ao teste do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE), constituido por dois bracos abertos
e dois fechados (35x5 cm) colocados em posicoes
opostas e uma plataforma central (5x5 cm)'®. Os
bragos fechados tém paredes de 17 cm de alturg,
enquanto os bracos abertos ndo t&m paredes. O
assoalho do labirinto ficava a 75 cm do chdo. O
animal era colocado na plataforma central do LCE
com permissGo para que explorasse o ambiente
por um periodo de 5 min. As varidveis que foram
utilizadas para andlise nesse teste foram o tempo
de permanéncia e a disténcia percorrida nos bracos
abertos e fechados.

Assim como o teste de campo aberto, o LCE
também foi filmado por meio de webcam e as imagens
do comportamento processadas com o uso do software
ANY-maze Video Tracking System (Stoelting Co.).
No LCE, estimou-se para cada animal um indice de
comportamento semelhante ao ansioso, baseado no
contraste entre os tempos despendidos ou as disténcias
percorridas nos bracos abertos e fechados: C =
(Fechado - Aberto) / (Fechado + Aberto). Os valores
positivos indicavam que a quantidade de tempo gasto
ou distéincia percorrida foram maiores nos bragos
fechados, comparados aos bracos abertos. O indice
de contraste foi aplicado para normalizar os dados,
minimizando as diferencas na atividade locomotora.

Para a andlise estatistica, foram utilizados sete
animais por grupo experimental, considerando-se
processo de morte natural (N inicial de 12 animais)
e ser esse um valor vdlido para extrair resultados
significativos, conforme Baykara et al'’.

A seguir, os grupos foram submetidos a testes de
normalidade para identificacdo dos possiveis desvios,
e a andlise estatistica paramétrica avaliou o grau de
significdncia dos resultados, empregando-se a andlise

descritiva (dados quantitativos), de varidncia (ANOVA)
para trés critérios, seguido do pds-teste de Tukey. O

nivel de significncia para diferencas estatisticas foi
definido em a < 0,05.

RESULTADOS
CURVA DE PESO

No decorrer da formacéo dos grupos experimentais,
os animais foram pesados mensalmente. Na andlise da
curva de peso, evidenciou-se que ndo houve diferencas
significativas entre os grupos, o que corrobora a
igualdade nutricional entre as dietas; a diferenca se
restringe & forma de apresentacéo da racéo.

Os valores exatos de média e erro padrdo, para
cada grupo experimental, relacionados ao peso final
dos animais, estdo representados no quadro 1.

CRUZAMENTO DE LINHAS — CAMPO ABERTO

Ao anadlisar o cruzamento de linhas durante
exploracdo do campo aberto, evidenciou-se que havia
condicdes comuns de deambulacGo entre os grupos,
sem diferencas significativas em andlise de varidncia
(um critério) (Figura 3).

Quando  redlizada  a andlise de variéncia
de trés critérios, encontrou-se que o ambiente
(F 0,74, p < 0,391232) e a dieta
(F(2,10 0,818; p < 0,444020) nao influenciaram
signilgicoﬁvomen’re o padréo de exploracéo dos animais
no campo aberto. Entretanto, o fator idade (F(Z]Og) =
5,36; p < 0,006008) influenciou significativamente.
Porém, a inferacdo das varidveis ambiente, idade e
dieta néo revelaram resultados expressivos.

(1,108)

Os valores exatos de média e erro padrdo para
cada grupo experimental, relacionados ao ndmero
de cruzamento de linhas, estdo representados no
quadro 2.

Peso final dos animais (gramas): média + erro padréo
Grupos Ambiente padrdo Ambiente enriquecido
6 meses 12 meses 18 meses 6 meses 12 meses 18 meses

HD 69,32 + 1,8 63,08 = 1,9 72,12 = 3,7 50,24 = 1,7 60,17 = 1,7 68,35 + 2,3
HD/SD 5466 =09 575745 565823  4984+18 6041 +15 6581 +23
HD/SD/HD 70,07 = 1,7 67,22 + 2,4 69,65 += 3,8 46,94 + 2,5 52,38 = 1,1 59,85+ 1,7
ANOVA F=3,7288 F=2,3594 F=6,0757 F=20,742 F = 3,9849 F=4,4947
p=0,1518 p=0,1216 p = 0,097 p = 0,506 p = 0,023 p = 0,0552

Quadro 1 - Média de peso dos animais, apresentada em gramas. Média e respectivos valores de erro padrdo com base no
peso dos animais para os grupos experimentais de 6, 12 e 18 meses de idade, nos diferentes regimes de dieta
(HD, HD/SD ou HD/SD/HD) e ambientes (padréo ou enriquecido). Valores de significdncia obtidos na andlise de
varidncia (ANOVA) de um critério (valores de F e de p), na comparacéo de grupos com mesma idade e ambiente,

porém diferente dieta



Borralho TG, et al. Influéncia da atividade mastigatdria, da idade e do ambiente sobre o comportamento sugestivo de ansiedade

Ambiente empobrecido (AP)

—
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NUmero de cruzamento de linhas (OF)

12 meses

6 meses

18 meses

Idade

Ambiente enriquecido (AE)

BHD
mHD/SD

B HD/SD/HD

Significancias:
— Entre dietas
+ 18 meses

# APvs. AE

18 meses

12 meses

6 meses

Nas significancias (p < 0,05), as linhas de conectores indicam diferencas significativas entre diferentes regimes de dieta, entretanto mesmo
ambiente e idade; +: Diferencas significativas entre as idades com 18 meses, mas igual regime de dieta e ambiente; #: Diferencas significativas

entre os ambientes, porém igual regime de dieta e idade.

Figura 3 — Representacdo grdfica dos valores do nimero de cruzamento de linhas no campo aberto

Numero de cruzamento de linhas: média (%) = erro padrao
Grupos Ambiente padrdo Ambiente enriquecido
6 meses 12 meses 18 meses 6 meses 12 meses 18 meses
HD 127,0 = 7,04 111,4 = 2,4 105,11 +7,3 117,8 11,6 139,57 + 7,4 111,8 £ 5,6
HD/SD 126,5 9,0 129,8 = 6,4 106,4 = 4,0 114,2 = 14,5 127,28 +7,8 118,4 7,3
HD/SD/HD 114,0 = 7,51 113,0 = 6,8 115,0 = 5,95 118,2 = 7,41 125,57 = 7,96 103,5 = 4,78

Quadro 2 - Numero de cruzamento de linhas em tempo total do teste de campo aberto. Média do nimero de cruzamento
de linhas e respectivos valores de erro padrdo para os grupos experimentais de 6, 12 e 18 meses de idade nos
diferentes regimes de dieta (HD, HD/SD ou HD/SD/HD) e ambientes (padrdo ou enriquecido)

ANALISE DO TEMPO DE PERMANENCIA NO BRACO
FECHADO DO APARATO — LCE

Ao analisar o tempo total de exploracéo do teste,
na relacdo entre braco aberto e braco fechado,
evidenciou-se que a influéncia da alteracdo
mastigatéria foi marcante na janela temporal de 18
meses do ambiente padréo (Figura 4).

A andlise three-way revelou que o ambiente
(F(uos) = 13,0; p < 0,00046) e a idade (F(z,m) =11,8;
p < 0,000023) influenciaram significativamente o
padrdo de exploracéo dos animais no LCE. Essas duas
varidveis interagiram com a alteracdo mastigatéria,
mudando os niveis de comportamento semelhante
Qo ansioso (F(4,1os) = 4,83; p < 0,01). A combinacéao
duas o duos das varidveis testadas também revelou
interacdes significativas e isso incluiu ambiente e

idade (F 23,8; p < 0,000001), ambiente e

2,008

dieta (F,,, = 10,1; p < 0,000103) e idade e dieta
(Fuio = 864; p < 0,000004). Os valores exatos de
média e erro padrdo, para cada grupo experimental,
relacionados ao indice de contraste com base no
tempo, estdo representados no quadro 3.

ANALISE DA DISTANCIA PERCORRIDA DURANTE O
TESTE LCE

No estudo da varidvel distdncia (Figura 5),
observa-se, nas janelas temporais de 6 e 12 meses,
em ambos os ambientes, uma relacdo direta entre
o tempo dispendido no braco fechado e a disténcia
percorrida.

Os valores exatos de média e erro padrdo, para
cada grupo experimental, relacionados ao indice de
contraste com base na disténcia, estdo representados
no quadro 4.

Rev Pan-dmaz Saude 2016; 7(4):67-77
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indice de contraste (tempo)
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Ambiente empobrecido (AP Ambiente enriquecido (AE
10 - p (AP) q (AE) mHD

mHD/SD

B HD/SD/HD

Significancias
— Entre dietas
® 12 meses
+ 18 meses
# APvs. AE

6 meses 12 meses 18 meses 6 meses 12 meses 18 meses

Idade

Nas significancias (p < 0,05), os linhas de conectores indicam diferencas significativas entre diferentes regimes de dieta, entretanto mesmo
ambiente e idade; e: Diferencas significativas entre as idades com 12 meses, mas igual regime de dieta e ambiente; +: Diferencas significativas
entre as idades com 18 meses, mas igual regime de dieta e ambiente; #: Diferencas significativas entre os ambientes, porém igual regime de

dieta e idade.
Figura 4 — Representacdo grdfica dos valores do indice sugestivo de ansiedade, aplicados para o teste LCE com base no tempo
gasto nos bracos fechado e aberto, com o tempo fotal de teste

indice de contraste (fempo): média (%) = erro padréo

Grupos Ambiente padrdo Ambiente enriquecido
6 meses 12 meses 18 meses 6 meses 12 meses 18 meses
HD 0,73 = 0,04 0,68 += 0,03 0,69 + 0,06 0,64 + 0,04 0,64 = 0,04 0,68 + 0,04
HD/SD 0,73 £ 0,04 0,67 = 0,03 0,4 +0,10 0,78 = 0,03 0,52 + 0,04 0,78 = 0,02

HD/SD/HD 0,66 = 0,03 0,76 = 0,03 0,29 £ 0,03 0,73 =0,03 0,77 = 0,04 0,73 =0,03

Quadro 3 - indice de contraste para o tempo gasto (medido em segundos) nos bracos do LCE. Média do indice de contraste
em valores percentuais e respectivos valores de erro padrdo, com base no parGmetro tempo gasto nos bragos do
labirinto para os grupos experimentais de 6, 12 e 18 meses de idade, nos diferentes regimes de dieta (HD, HD/SD
ou HD/SD/HD) e ambientes (padrédo ou enriquecido)

Ambiente empobrecido (AP) Ambiente enriquecido (AE)
1,0 EHD
. = ° T |
T 09 - + + T - i BHD/SD
S 08 gmt #
s 0 :
z 07 1 B HD/SD/HD
206
£ 05 - Significancias
S ! — Entre dietas
< 0,4 ® 12 meses
8 0,3 1 + 18 meses
5 ’ # AP vs. AE
£ 0,2
0,1 1
) 6 meses 12 meses 18 meses 6 meses 12 meses 18 meses
Idade

Nas significancias (p < 0,05), as linhas de conectores indicam diferencas significativas entre diferentes regimes de dieta, entretanto mesmo
ambiente e idade; e: Diferencas significativas entre as idades com 12 meses, mas igual regime de dieta e ambiente; +: Diferencas significativas
entre as idades com 18 meses, mas igual regime de dieta e ambiente; #: Diferencas significativas entre os ambientes, porém igual regime de

dieta e idade.

Figura 5 — Representacdo grdfica dos valores do indice sugestivo de ansiedade, aplicados para o teste LCE, com base na
distncia percorrida nos bracos fechado e aberto, com o tempo total de teste
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indice de contraste (distancia): média (%) + erro padréo
Grupos Ambiente padrdo Ambiente enriquecido
6 meses 12 meses 18 meses 6 meses 12 meses 18 meses
HD 0,80 = 0,04 0,83 = 0,03 0,83 = 0,05 0,79 = 0,02 0,80 = 0,03 0,81 = 0,02
HD/SD 0,74 = 0,04 0,83 = 0,02 0,61 = 0,05 0,85 = 0,05 0,69 = 0,03 0,84 = 0,03
HD/SD/HD 0,82 = 0,03 0,84 = 0,03 0,63 = 0,05 0,85 = 0,02 0,82 = 0,05 0,71 = 0,03

Quadro 4 — indice de contraste para a distancia percorrida (medida em metros) nos bracos do LCE. Média do indice de
contfraste em valores percentuais e respectivos valores de erro padrdo, com base no parédmetro disténcia percorrida
nas zonas da arena de campo aberto para os grupos experimentais de 6, 12 e 18 meses de idade, nos diferentes
regimes de dieta (HD, HD/SD ou HD/SD/HD) e ambientes (padréo ou enriquecido)

DISCUSSAO

A ansiedade é definida como uma antecipacdo
emocional a sifuacdo aversiva, ou seja, é
primariamente uma resposta a um perigo potencial
evoluindo enquanto resposta comportamental no sentido
de evitd-lo?. Distingue-se do medo pelo fato deste estar
relacionado a uma ameaca real e bem definida de
perigo. A ansiedade, portanto, estaria associada a um
estado de conflito ou incerteza e surge quando existe
a concorréncia entre duas opcdes simulténeas e o
individuo tem que fazer uma escolha entre elas”!°.

uma

As causas que podem levar um individuo a esses
estados conflitantes e alterados de humor s@o inGmeras,
e o seu estudo, a partir de modelos animais, tem buscado
responder a trés questdes: quais sistemas neuronais estdo
envolvidos nas emocdes; como esses sistemas funcionam
quando alterados; e como essas condicdes patoldgicas
podem ser modeladas'®. As andlises expostas contribuem
para esse corpo de dados, indicando a inferacdo
entre atividade mastigatéria, idade e ambiente sob o
comportamento sugestivo de ansiedade.

O LCE, pautando-se no paradigma da agorafobia,
sugere que niveis mais altos de ansiedade estariam
associados a um aumento do tempo de permanéncia
no braco fechado do aparato'. Neste experimento,
objetiva-se a revelacGo de que a imposicdo de
modificacées do padrdo de atividade mastigatéria, seja
pela sua reducdo ou pela sua reabilitacéo, interfere no
padrdo comportamental dos animais.

Nesse contexto, estudos prévios apontaram que
o ato de roer atenuaria uma variedade de indices
fisiolégicos de estresse em ratos, tais como o aumento
de atfividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal
e a participacdo de catecolaminas centrais?®2?'. Em
concorddncia, hd relatos de um aumento seletivo na
imunorreatividade para c-Fos no cértex pré-frontal de
ratos que optaram por mastigar de forma esponténea
durante exposicdo ao estresse??, sinalizando uma maior
ativacdo mesocortical no ato de mastigar.

Estudos utilizando neuroimagem, em particular
a ressondncia magnética funcional, sdo apontados
como importantes ferramentas para se investigar a
fenomenologia dos transtornos de ansiedade. Nesses
casos, a amigdala tem se mostrado hiperativa em vérios

trabalhos?®?4, mas ndo em outros?®?. A regido ventral

do cértex pré-frontal, incluindo o cértex pré-frontal
ventrolateral e o cértex cingulado anterior, também
mostraram padrées anormais de ativacdo?*?>%’. Essas
dreas tém sido destaque em pesquisas sobre regulacdo
e modulacGo das emocdes em populacdes saudaveis,
e especula-se, afinal, que o cértex pré-frontal e giro
do cingulo modulariom essas respostas, enquanto
que a amigdala hiperativa seria observada somente
nos casos de ansiedade elevada?®. Além disso, o
emprego da ressondncia magnética funcional revelou
perda associada ao envelhecimento da reatividade
da amigdala e, em contraposicdo, uma atividade
amplificada no cértex pré-frontal em resposta a estimulos
nocivos?3031:8233 |sso  poderia explicar o fato dos
animais velhos de ambiente empobrecido apresentarem
reducdo de comportamento semelhante ao ansioso em
comparacdo com os adultos jovens.

Quanto ao envelhecimento, é bem documentado que
ele estd associado ao declinio das funcées cognitivas
e também d&s mudangas emocionais. Percebe-se que
camundongos velhos, de ambiente empobrecido e
que sofreram alteraco da atividade mastigatéria,
apresentaram reducdo do tempo de permanéncia no
braco fechado em relacéo aos animais jovens. Dessa
forma, mudancas no estado ansioso e relacionadas a
idade parecem ter origem multifatorial®®, justificando
possivelmente os controversos achados na literatura,
sobretudo em modelos experimentais, onde resultados
parecem ser dependentes também dos festes e
procedimentos experimentais aplicados.

Nesse contexto, utilizando camundongos machos
C57BL6/J jovens (com 7 e 14 semanas de vida) criados
em AP e submetidos a dieta com racéo farelada, Nose-
Ishibashi et al® concluiram, em teste de campo aberto,
que uma dieta habitual com racéo em pd pode afetar
a capacidade de resposta a novos ambientes, gerando,
inclusive, possivel dificuldade desses animais de se
adaptarem aos novos ambientes.

No presente estudo, almejou-se elucidar a influéncia
que a idade, a alteraco mastigatéria e o ambiente
exercem no comportamento sugestivo de ansiedade. Ao
seguir o protocolo de trabalhos realizados previamente
em pesquisas do Laboratério, optou-se pela utilizacéo
de camundongos fémea, ndo objetivando, nesse caso,
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realizar a comparacéo entre machos e fémeas. Essa
opcéo deve-se & reconhecida influéncia hormonal e
sua capacidade de promover alteracées celulares, em
particular de astrécitos. Mouton et al® concluiram que
fémeas senis da variedade C57Bl6) apresentaram
18,3% mais astrécitos que fémeas jovens e 32% mais
que machos de idades correspondentes. Dessa forma,
¢ razodvel supor que possa haver diferencas também
no comportamento. Neste trabalho, foram utilizadas
somente fémeas e considera-se que elas, mesmo as
mais senis, estavam sob o mesmo estado hormonal,
acreditando-se, assim, que as varidveis contribuintes
para os achados comportamentais foram a alteracéo da
mastigacdo ou o ambiente.

Muitos estudos que investigam os efeitos da
estimulacGo  ambiental  sobre  comportamentos
semelhantes & ansiedade s@o controversos. Ha estudos
que apontam que o exercicio diminuiria os sintomas
de depressdo e ansiedade®*%%?, ao passo que outros
sugerem que ele seria ansiogénico®’#%4!, Essa aparente
inconsisténcia pode ser em parte atribuida ao tipo de
teste de ansiedade aplicado num caso e noutro, assim
como a espécie e a variedade do animal utilizada no
experimento.

No que se refere & andlise da disténcia percorrida,
essa é Ufil para investigar o tempo associado &
imobilidade. Constatada a contribuicdo significativa do
tempo imével para o tempo total no braco fechado, é
possivel sugerir, por exemplo, que h&4 acomodacdo do
animal ao teste e isso pode representar desinteresse em
explorar o ambiente. O experimento acima relatado,
entretanto, ndo se enquadra nesse caso.

De modo geral, os animais sob alteracdo mastigatéria
apresentaram diferencas significativas nos indices de
confraste em comparacdo com os animais controles
(HD), sugerindo que a mastigacdo induziria modificacéo
no padrdo de permanéncia no brago fechado.

O enriquecimento ambiental poderia ter a sua
influéncia interpretada como indutor de estresse, e

a renovacdo continua do meio, pela substituicdo ou
deslocamento dos brinquedos, poderia ser compardavel
a exposicoes repetidas ao estresse leve®?. Isso, de forma
crénica, poderia tornar os animais velhos, de ambiente
enriquecido, mais vulnerdveis*.

Finalmente, a transicio demogréfica colabora
para a incidéncia de processos neurodegenerativos
e franstornos de comportamento. Transtorno de
ansiedade generalizada correlaciona-se  com um
pior estado de satde geral e comorbidades comuns
ao envelhecimento**. Diante disso, modelos murinos
almejom identificar as  mudancas  funcionais e
estruturais, a fim de correlaciond-las com as alteracoes
de comportamento. Desse modo, por mais que haja
limitacdo na transposicdo de resultados nas diferentes
espécies citadas, o presente estudo indicou que varidveis,
como a estimulacéo ambiental e a alteracdo da atividade
mastigatéria, podem ser contribuintes nesses processos
de alteracdes comportamentais.

CONCLUSAO

A partir da inferagéo entre condicdes de
envelhecimento, alteracdo da atividade mastigatéria
e estimulacdo  somatomotora e  visuoespacial,
investigaram-se ~ as possiveis  alteracdes  de
comportamento sugestivo de ansiedade. A alteracéo
da atividade mastigatéria influencia o padrdo de
permanéncia no braco fechado, e a estimulacéo
ambiental acentua os seus efeitos, privilegiando a
preferéncia pelo braco fechado como sugestdo de
um estado ansioso nos animais jovens e senis e com
alteracées do padrao da atividade mastigatéria.
Mecanismos celulares e moleculares permanecem por
serem investigados.
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Influence of masticatory activity, age, and environment on the suggestive behavior of

anxiety in murine model
ABSTRACT

Previous studies have indicated a close relationship among aging, reduction of masticatory activity, environmental
impoverishment, and cognitive decline. However, little is known about possible relationships among these variables
and changes in anxiety levels. Thus, in a senile murine rodent, different experimental groups were submitted to
diets of distinct consistencies and environment. Imitating the sedentary or active lifestyle, the animals were raised
in standard cages (impoverished environment) or in enriched cages (enriched environment), respectively, from the
21 postnatal day. In order to measure the effects of aging, animals of 6, 12 and 18 months of age were compared
with each other. To investigate the effects of masticatory activity, one of three dietary regimens was imposed to
the different experimental groups: solid diet, pellet (hard diet — HD); pelleted diet followed by a powdered one,
mash feed (soft diet — HD/SD); or pelleted diet followed by powder and pelleted diet again (HD/SD/HD) with
equal time intervals in each diet. The elevated plus maze test was used expecting that animals with anxious-like
behavior remained for a long time in there and walked greater distances in the closed arms. It was hypothesized
that aging, impoverishment, and reduction of masticatory activity, acting together, would induce a higher level of
behavior similar to the anxious. Data revealed that aging and environment influence significantly in behavior and
these variables interact with masticatory activity, incresing or reducing this behavior.

Keywords: Chewing; Aging; Animal Behavior; Anxiety; Animal Models.



Influencia de la actividad masticatoria, de la edad y del ambiente sobre el
comportamiento sugestivo de ansiedad en modelo murino

RESUMEN

Estudios anteriores han indicado estrecha relaciéon entre envejecimiento, reduccién de la actividad masticatoria,
empobrecimiento ambiental y disminucién cognitiva. Sin embargo, poco se conoce acerca de las posibles
relaciones entre esas variables y alteraciones en los niveles de ansiedad. Asi, en modelo murino senil, diferentes
grupos experimentales fueron sometidos a dietas de diferentes consistencias y a ambientes distintos. Mimetizando
el estilo de vida sedentario o activo, los animales fueron criados, respectivamente, en jaulas estdndar (ambiente
empobrecido) o en jaulas enriquecidas (ambiente enriquecido) desde el 21° dia postnatal. Para medir los efectos
del envejecimiento, se compararon animales de 6, 12 y 18 meses de edad. Para investigar los efectos de la
actividad masticatoria, se imponia uno de tres regimenes de dieta a los diferentes grupos experimentales: dieta
sélida, tipo pellet (hard diet — HD); dieta en pellet seguida por una dieta en polvo, granulada (soft diet — HD/SD);
o dieta peletizada seguida de polvo y nuevamente de pellet (HD/SD/HD), con intervalos iguales en cada régimen.
Se usé la prueba del laberinto en cruz elevado, esperando que, en esta, animales con comportamiento similar al
ansioso permanecieran por mds tiempo y recorrieran distancias mds grandes en los brazos cerrados. Se ha sugerido
la hipétesis de que el envejecimiento, el ambiente empobrecido y la reduccién de la actividad masticatoria,
actuando en conjunto, inducirian un nivel mayor de comportamiento semejante al ansioso. Los datos revelaron que
el envejecimiento y el ambiente influyen de forma significativa el comportamiento y que esas variables interactGan
con la actividad masticatoria, agravando o reduciendo ese comportamiento.

Palabras clave: Masticacién; Envejecimiento; Comportamiento Animal; Ansiedad; Modelos Animales.
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