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O objetivo do trabalho foi testar a hipotese de que a interpretag¢do
do tempo de imobilidade (desamparo aprendido ou adapta¢do) pode
variar conforme o modelo utilizado (teste da natagdo for¢ada ou
estresse por nata¢do). Foram analisados o tempo de imobilidade
(T1) e a mobilizagdo de glicogénio de ratos submetidos a natagdo
em dois protocolos: estresse por nata¢do (EN) e teste da natagdo
for¢ada (TNF). Também comparamos os efeitos da desipramina e
diazepam. Os experimentos foram filmados para andlise do TI. Os
ratos, apos a sessdo de natagdo, foram sacrificados e amostras do
figado e musculos foram preparadas para quantificagdo do
glicogénio. O TI foi menor no EN comparado ao TNF (p=0,001).
As concentragoes de glicogénio hepatico dos grupos foram
diferentes entre si (controle>EN>TNF; p<0,05). Nos musculos
gastrocnémio e soleo, as concentragoes de glicogénio foram
menores no EN comparado ao controle e TNF (p<0,05). O TI do
grupo tratado com desipramina e diazepam também foi mensurado.
A desipramina diminuiu o TI no TNF, sem alterd-lo no EN. O
diazepam aumentou o Tl no EN sem alteragdo no TNF. Concluimos
que o EN e o TNF induziram respostas fisiologicas e
comportamentais distintas e representam situagoes diferentes para
o animal.
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INTRODUCAO

Desde que foi descrito por Porsolt et al. (1977), o
teste da natagdo forgada tem sido usado como um mode-
lo experimental para o estudo da depressdo. O protocolo
classico € realizado em dois dias. O animal ¢ submetido a
natacdo, por 15 min, em um tanque com 20 cm de diame-
tro, com uma coluna de agua de 15 cm, a 25 °C. Inicial-

mente, os ratos apresentam um comportamento de luta,
caracterizado por vigorosa atividade. Esta, apos alguns
minutos diminui, até que os animais passam a fazer so-
mente oS movimentos necessarios para manter a cabeca
fora da agua, o que foi denominado de imobilidade
(Porsolt et al., 1977, 1978a, 1978b). No segundo dia, o
animal é submetido novamente a nata¢do, nas mesmas
condig¢des, durante 5 min e o tempo de imobilidade ¢
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medido, sendo este comportamento interpretado como
desespero comportamental ou desamparo aprendido
(Porsolt et al., 1977, 1978a, 1978b; Barros, Ferigolo,
1998). Neste modelo experimental classico, a maioria dos
antidepressivos, como por exemplo, a desipramina, reduz
a imobilidade, estimulando o comportamento de luta
(Lucki et al., 1997). Como este efeito esta significativa-
mente correlacionado com o potencial clinico daqueles
farmacos e o modelo ¢ suficientemente especifico para
discriminar antidepressivos de neurolépticos e ansioli-
ticos, o teste da natagdo forgada tem sido amplamente uti-
lizado para o estudo da depressdo (Porsolt et al., 1977,
1978a, 1978b; Borsini, Meli, 1988; Beijamini ez al., 1998;
Contreras et al., 1998; Barros, Ferigolo, 1998; Stogner,
Holmes, 2000).

Devido ao exercicio fisico € a0 componente emocio-
nal, relacionado a impossibilidade de fuga e a novidade
que este estimulo representa para o animal, a natagdo tam-
bém ¢ usada em estudos sobre a fisiologia do estresse,
como um potente agente estressor (Marcondes et al.,
1996; Shors et al., 1999; Tanno et al., 2002a, 2002b). No
estresse por natagao, ao ser colocado na agua pela primeira
vez, o rato rapidamente passa a nadar em torno das bordas
do tanque, aparentemente procurando escapar (Bianchi et
al., 2001). Depois de alguns minutos seus movimentos
passam a ser menos vigorosos e o animal passa a boiar,
alternando a natacdo com momentos de imobilidade
(Bianchi et al., 2001). Segundo Bruner e Vargas (1994), a
movimentag¢do do animal na agua parece estar negativa-
mente correlacionada com suas chances de sobrevivéncia.
Assim sendo, a diminuicao da atividade, caracterizada
pela imobilidade, representaria uma resposta adaptativa,
no modelo de estresse por natacao.

Esta divergéncia na interpretagdo do comportamen-
to de imobilidade ja foi evidenciada na literatura cientifi-
ca (Borsini et al., 1986; Nishimura et al., 1988a, 1988b).
Tendo em vista que ndo ha consenso entre pesquisadores
que utilizam modelos diferentes de natacao, o objetivo
deste estudo ¢ testar a hipotese de que a interpretagdo do
tempo de imobilidade (desamparo aprendido ou adapta-
¢do) pode variar conforme o modelo utilizado (teste da
natagdo for¢ada ou estresse por natacdo). Para isso, os
modelos de natagdo forcada e estresse por natagdo foram
comparados, por meio de avaliagdes comportamentais,
com e sem o uso de antidepressivo e ansiolitico, e de anali-
ses metabdlicas através da avaliacdo da deplecao de
glicogénio hepatico e muscular.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar, com 3 a 4 meses de
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idade, pesando entre 300 e 350 g, mantidos no Biotério da
FOP, 5 animais/gaiola, em sala climatizada (2242 °C; ci-
clo claro/escuro de 12/12 h). Os animais receberam agua
e racdo a vontade e foram manipulados por 10 dias antes
darealizagdo do experimento para eliminar o estresse por
manuseio. Foram pesados e permaneceram no laboratdrio,
por, pelo menos, 30 min antes de serem submetidos a na-
tagdo, para elimina¢ao do estresse devido ao transporte até
o laboratorio de experimentagdo.

Os animais foram submetidos, individualmente, a
uma sessao de natagao de 50 min em um tanque de acrilico
medindo 50 cm x 50 cm x 50 ¢cm, 38 cm de agua a 30 °C
(estresse por natacdo — Spadari et al., 1988; Tanno et al.,
2002) ou 20 cm x 20 cm x 50 ¢cm, 20 cm de agua a 25 °C
(teste da natagdo forcada adaptado por Beijamini et al.,
1998), entre as 7:30 e 11:30h. A cada observagao, a agua
dos tanques foi trocada.

Os experimentos foram filmados e analisados pos-
teriormente por dois experimentadores que desconheciam
o tratamento que cada animal havia recebido (experimento
cego). O comportamento foi analisado nos primeiros 15
min, j& que este ¢ o tempo utilizado no teste da natagado
forcada (Marti, Armario, 1993). Com um crondmetro, foi
registrado o tempo, em segundos, do comportamento de
imobilidade, que corresponde ao ato de boiar ou a realiza-
¢ao de pequenos movimentos para manter a cabega fora da
agua (Bruner, Vargas, 1994; Bianchi et al., 2001). Para
avaliagdo do efeito do agente antidepressivo ou ansiolitico
sobre o tempo de imobilidade, alguns animais receberam
administracao i.p. de 15 mg/kg de desipramina (Armario
et al., 1988), 1 mg/kg de diazepam (Moura, De Moraes,
1994; Drago et al., 1999) ou de veiculo (solugdo salina),
30 min antes de serem submetidos a natagao (Marti,
Armario, 1993).

Como no modelo de estresse por natacao a duragio
da sessdo ¢ de 50 min (Tanno et al., 2002a, 2002b), a
mobilizag¢do do glicogénio hepatico e muscular foi avali-
ada apos este periodo. Imediatamente apds a sessao de
natagdo, os animais foram sacrificados por inalagao de
halotano. Os ratos do grupo controle foram sacrificados da
mesma maneira apds pesagem e permanéncia no labora-
torio por 30 min. Amostras de figado e dos musculos gas-
trocnémio vermelho e s6leo foram coletadas para a analise
da concentracdo tecidual de glicogénio, sendo a extracao
realizada pelo método do fenol sulfurico (Lo, Russel,
Taylor, 1970) e a determinacdo da concentracdo do
carboidrato por espectrofotometria (Dubois et al., 1956).

Os dados obtidos foram analisados empregando-se
teste t de Student ou analise de variancia monofatorial
seguida do teste de Tukey. Valores de p menores do que
0,05 foram indicativos de significancia estatistica.
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RESULTADOS

A Figura 1 mostra o comportamento dos animais
submetidos ao teste da natacdo forcada e ao estresse por
natagdo. O tempo total de imobilidade foi maior no teste
da natacdo forgada (12,5+0,2 min) em relag¢do ao estresse
por natagdo (3,2+0,5 min; p<0,05). Na figura 2 esta
apresentado o tempo de imobilidade de ratos tratados com
desipramina, diazepam ou veiculo, nos dois modelos de
natacao utilizados. No teste da natacao forcada, animais
tratados com desipramina (1340,1 min) apresentaram
menor tempo de imobilidade do que animais tratados com
diazepam (14+0,05 min) e com salina (14+0,1 min; Figura
2; p<0,05). A administracdo de diazepam ndo alterou o
tempo de imobilidade em relagdo ao animal tratado com
salina (Figura 2; p<0,05).

No estresse por natagao, o tempo de imobilidade de
ratos tratados com diazepam (4+0,5 min) foi significativa-
mente maior em relagao aos animais tratados com
desipramina (2,8+0,3 min) e salina (2,1+0,1 min; Figura
2; p<0,05). Nao foi observada diferenca significativa,
entre ratos tratados com desipramina e salina, no tempo de
imobilidade (Figura 2; p>0,05).

Na Figura 3 estdo apresentados os resultados refe-
rentes a analise da concentracao tecidual de glicogénio. A
concentragdo de glicogénio hepatico diferiu significativa-
mente entre os trés grupos analisados: controle (6,2+0,5),
teste da natacao forcada (4,4 & 0,3) e estresse por natagao
(1,8+0,3 mg/100 g de tecido; p<0,05). A diminui¢do das
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FIGURA 1 - Tempo total de imobilidade de ratos
submetidos ao teste da natacdo forgada e estresse por
natacdo. O niimero de experimentos/grupo foi igual a 5.
*Diferenca estatistica em relacao ao grupo submetido ao
teste da natagdo forcada (p<0,05).
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reservas de glicogénio no grupo submetido ao teste da
nata¢do forcada foi de 30% e no grupo estresse por nata-
¢do foi de aproximadamente 70% em relacdo ao controle.

Com relacao a concentragdo de glicogénio muscu-
lar apos 50 minutos de natagao, houve significativa redu-
¢do das reservas energéticas no musculo séleo dos animais
submetidos ao estresse por natagdo (0,18+0,02; p<0,05)
em comparacao com o grupo submetido ao teste da nata-
c¢do forcada (0,440,05) e o grupo controle (0,5+0,07 mg/
100 g de tecido; p<0,05). No musculo gastrocnémio a
concentracdo de glicogénio também foi menor em ratos
submetidos ao estresse por natagdo (0,1+£0,01) em relagdo
aos animais submetidos ao teste da natacdo for¢ada
(0,5+0,1) e grupo controle (0,6+0,1 mg/100 g de tecido;
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FIGURA 2 - Tempo de imobilidade de ratos tratados com
desipramina, diazepam e salina submetidos a uma sessao
de natagdo no teste da natacdo forgcada e estresse por
natagcdo. O numero de experimentos/grupo foi igual a 5.
*Diferenca estatistica em relacdo aos grupos salina e
diazepam (p<0,05). **Diferenca estatistica em relagdo ao
grupo salina (p<0,05).
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p<0,05). Em ambos os musculos analisados ndo foram
evidenciadas diferengas na concentracdo de glicogénio
entre os grupos controle e teste da natagao forcada (Figura
3; p>0,05).
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FIGURA 3 - Concentracdo tecidual de glicogénio no
figado, musculos s6leo e gastrocnémio de ratos
submetidos a uma sessdo de 50 min de natacao nos
modelos teste da natagao for¢ada e estresse por natagao. O
numero de experimentos/grupo foi igual a 5. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica.
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DISCUSSAO

O tempo de imobilidade, apresentado na Figura 1,
foi maior no teste da natacao forcada em relagao ao mode-
lo estresse por natag@o. O maior tempo de imobilidade no
teste da natagao forcada pode ser explicado pela altura da
coluna de 4gua que, sendo de 20 cm, permite ao animal
apoiar-se na base do tanque influenciando assim as respos-
tas comportamentais. No teste da natagdo for¢ada o rato ¢
submetido a uma situag@o inescapavel e permanece num
estado quase imdvel denominado na literatura de desam-
paro apreendido (Porsolt ef al., 1978 a, 1978b; Beijamini
et al., 1998). No estresse por natagao, o padrao de imobi-
lidade ¢ observado sem que o animal possa encostar as
patas ou a cauda no fundo do tanque. Como a agua em
maior profundidade parece limitar a habilidade do animal
em usar as patas e a cauda para ficar imovel (Borsini ez al.,
1986), a alteragdo da altura de coluna de agua é um fator
determinante sobre o tempo de imobilidade dos animais
influenciando, portanto, a sua interpretacao (Abel, 1994).

Com o objetivo de confirmar que estes dois mode-
los representam situagdes diferentes para o animal e que
portanto, o significado do comportamento de imobilidade
poderia depender do modelo utilizado, comparamos o
efeito de um agente antidepressivo e um ansiolitico sobre
o tempo de imobilidade dos animais submetidos aos dois
protocolos experimentais. De acordo com a proposta de
Thierry et al. (1984), o animal submetido a natagdo pode
apresentar duas estratégias opostas, uma ativa e outra pas-
siva. A estratégia mais adaptativa mudaria de uma situa-
¢do para outra dependendo de varios fatores, incluindo
caracteristicas comportamentais do animal, capacidade
objetivas e subjetivas e as caracteristicas do ambiente. A
integracdo de todos esses fatores determina o comporta-
mento do animal em uma situagao particular. Foi proposto
que o comportamento dos animais no teste da natagao
for¢ada depende da tendéncia individual do animal em
adotar estratégias passivas ou ativas. Os antidepressivos
exercem um efeito na diminui¢ao da imobilidade através
da potencializacao de estratégias ativas (Armario ef al.,
1988), o que poderia explicar a ndo necessidade de um
pré-teste para a avaliacdo da eficacia dos antidepressivos
(Marti, Armario, 1993).

No teste da natagao forgada o tempo de imobilida-
de dos animais tratados com desipramina foi menor em
relagdo aos animais tratados com diazepam e salina
(p<0,05). Assim, a desipramina parece ter intensificado o
comportamento de luta, uma estratégia ativa contra a situ-
acdo inescapavel na qual se encontrava o animal. Por ou-
tro lado, o diazepam nao alterou o comportamento dos
ratos submetidos ao teste da natag¢do for¢ada, confirman-
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do os resultados de outros autores (Porsolt ez al., 1977,
1978a; Kawashima et al., 1986) e sugerindo que a imobi-
lidade ndo estaria relacionada a ansiedade ou medo.

Portanto, nossos dados confirmam que o comporta-
mento de imobilidade no teste da natacao forgada reflete
um estado depressivo (Porsolt et al., 1977), ou uma ten-
déncia em adotar estratégias passivas em situagdes inesca-
paveis e aversivas, efeitos estes que sao revertidos pelos
antidepressivos.

O modelo de estresse por natagao, além de ser uma
situagdo aversiva e inescapavel, representa para o animal
uma ameaca de afogamento e morte eminente, caso nao
possa manter a cabega fora da d4gua. A imobilidade nesta
situagao poderia representar uma resposta adaptativa. A
menor movimentagao do animal na agua resultaria em
economia de energia para o organismo que esta sendo
submetido a um exercicio fisico (Bruner, Vargas, 1994). O
aumento no tempo de imobilidade, induzido pelo trata-
mento com diazepam, no modelo de estresse por natagao,
sugere que a diminui¢ao da ansiedade potencializou a
capacidade adaptativa do animal. Por outro lado, como
neste modelo ndo houve efeito significativo da desipra-
mina, a imobilidade parece ndo representar um estado de
desamparo aprendido, confirmando a explicacdo acima.

Para avaliagdo da relagdo entre imobilidade e gasto de
energia ¢ melhor compreensao dos resultados comporta-
mentais, foi realizada a avaliagdo da mobilizagao do glico-
génio hepatico e muscular, combustivel energético mobili-
zado em situagdes de estresse e exercicio fisico. Durante um
exercicio vigoroso, ha necessidade da liberacao rapida de
energia acima dos niveis que podem ser atendidos pelas
reagdes metabdlicas (Ottenweller, 2000). Nesse caso, 0s
animais poderdo apresentar diferentes taxas de mobilizagao
do glicogénio muscular e hepatico armazenado, que talvez
influencie as suas respostas adaptativas.

Os horménios liberados durante o estresse e o exer-
cicio fisico agem sobre o tecido hepatico mobilizando o
glicogénio para manutencdo da homeostasia glicémica,
diminuindo o risco de menor aporte de glicose ao sistema
nervoso central (Borba-Murad ef al., 1998). O glicogénio
muscular ¢ mobilizado para atividade contratil dos mus-
culos ativados. No teste da natagao forcada, a mobilizacdo
do glicogénio hepatico e muscular foi menor do que aque-
la observada no estresse por natagao. Isto pode ser expli-
cado pelo fato de que no modelo de estresse, os animais
apresentaram maior atividade fisica, ao contrario do que
foi observado no modelo de natacao for¢ada. Além disso,
no modelo de estresse por natagao, as respostas comporta-
mentais desencadeadas exigem maior atividade neuronal,
gerando aumento do gasto energético pelo sistema nervo-
so central (McEwen, 2000).
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Estes dados, somados as analises comportamentais
realizadas, mostraram que os modelos de estresse por
natacao e natacao forgada induzem respostas fisiologicas
diferentes. As diferencas na mobiliza¢ao dos substratos
energéticos e no efeito do diazepam e desipramina suge-
rem que o teste da natagdo for¢ada e o estresse por nata-
¢do realmente representam duas situagdes distintas. Logo,
o significado adaptativo do comportamento de imobilida-
de parece realmente variar, de acordo com o modelo expe-
rimental, o que confirma nossa hipotese inicial.

ABSTRACT

Analysis of the meaning of the immobility time in
swimming experimental models

The aim of this work was to evaluate if the meaning of
immobility (helplessness or adaptation) depends on the
experimental model (forced swimming test or swimming
stress). Immobility time (IT) and glycogen mobilization of
rats submitted to swimming session were analyzed in two

protocols: swimming stress (SS) and forced swimming test
(FST). We also compared the effects of desipramine and
diazepam. The experiments were recorded to evaluate the
IT. The rats, after swimming session, were sacrificed and
hepatic and muscles samples were prepared to the quan-

tification of glycogen. IT was lower in SS than in FST
(p=0.001). Hepatic glycogen concentration were different
one from another (control>FST>SS;p<0.05). The glyco-

gen concentrations at gastrocnemius and soleus muscles

were lower at SS compared to FST and control (p<0.05).

The IT was recorded and measured from another group

treated with desipramine and diazepam. Desipramine
decreased the IT in the FST but not in the SS. Diazepam in-

creased the IT in the SS but not in the FST. We conclude
that SS and FST induced different physiological and
behavioral responses and represent different situations for
the animal.

UNITERMS: Immobility. Swimming. Depression. Stress.
Anxiolytic. Antidepressant.
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