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Resumo. Comportamentos de ansiedade tém sido relacionados ao estresse crénico em roedores e
humanos. Em ratos, o teste de natacao forcada (FST) é usado como uma tarefa de inducao de estresse
crénico. Aqui nés testamos a validade do FST como um indutor de ansiedade em camundongos.
Dividimos os animais em dois grupos, FST (exposto ao FST durante 15 dias consecutivos) e controle
(manipulacao durante sessdes semelhantes). O teste de labirinto em cruz elevado foi realizado durante
o dia 16. Surpreendentemente, FST levou a uma diminuicdo nos parametros de ansiedade, incluindo
o tempo e frequéncia nos bracos abertos. Os resultados sugerem que FST crénico ndo promove a
ansiedade em camundongos, mas leva a sua diminuicdo global. Este efeito pode estar relacionado aos
beneficios do exercicio leve, uma vez que os camundongos mostram mais capacidade de flutuacao do
que os ratos.
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Abstract. Anxiety-like behaviors have been related to chronic stress in rodents and humans. In rats,
forced swimming test (FST) is used as a chronic stress—inducing task. Here we test the validity of FST as an
anxiety inducer in mice. We divided animals in two groups, FST (exposed to FST for 15 consecutive days)
and control (handled in similar sessions). Plus-maze test was performed during the day 16. Surprisingly,
FST led to a decrease in the anxiety parameters, including time and frequency in open arms. The results
suggest that chronic FST does not promote anxiety in mice, but rather leads its overall decrease. This
effect may be related to benefits of mild exercise, since mice display more flotation capacity than rats.
Keywords. Anxiety behaviors; Plus-Maze; Mild exercise.

Introducao

Estresse agudo e cronico, oriundo do estresse social (Hen-
riques-Alves and Queiroz, 2015; McEwen, 2012) ou de pro-
cedimentos comportamentais (Badowska-Szalewska e col.,
2010; Deng e col., 2015; Linthorst e col., 2002; Sakakibara e
col., 2005), vém sendo relacionado a diversas mudangas de
biomarcadores relacionados a plasticidade e neurotrans-
missores limbicos, (Badowska-Szalewska e col., 2010; Jiang
e col., 2016; Leuner and Shors, 2013; Linthorst e col., 2002)
que por sua vez também sdo relacionados a comportamen-
tos de ansiedade e depressdo (Campos e col., 2013; Deng e
col., 2015; Jiang e col., 2016; Leuner and Shors, 2013).

A exposi¢do repetida a fatores estressores agudos
leva a respostas de estresse cronico em humanos e em ani-
mais (Qi e col., 2006). Em humanos, estressores cronicos
podem produzir respostas nio adaptativas que levam a
desordens psicolégicas, tais como desordens de ansiedade
e depressdo maior (Blanchard e col., 1993; Kozicz e col,,
2008). Visando simular condicées estressantes em huma-

nos, modelos animais de estresse vém sendo testados a fim
de produzir estados comportamentais comparéveis aos ob-
servados na nossa espécie (Qi e col., 2006).

O uso do teste de nado forcado (Forced Swimming
Test, FST) para induzir estresse é amplamente usado em
ratos (Badowska-Szalewska e col., 2010; Linthorst e col,,
2002; Sakakibara e col., 2005). O nado for¢ado vem sendo
relacionado (1) a mudangas nos niveis de fatores neuro-
troficos derivados do cérebro (“brain-derived neurotro-
phic factor’, BDNF; Badowska-Szalewska e col., 2010),
(2) a mudancas nos niveis de serotonina (Linthorst e col.,
2002; Sakakibara e col., 2005) e (3) a diminui¢do nos niveis
de ERK1/2 em regides hipotalamicas (Sakakibara e col.,
2005). Embora o nado for¢ado seja classicamente usado
para o estudo de modelos de depressao (Petit-Demouliere
e col., 2004; Sakakibara e col., 2005), também foi relata-
do evidéncia direta de estresse induzido por nado for¢ado
relacionado com comportamento de ansiedade em ratos
(Habr e col., 2014).
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Visando investigar em camundongos o link estabe-
lecido entre nado for¢ado e comportamentos de ansiedade
em ratos, submetemos os camundongos ao nado for¢ado
cronicamente e ao final do protocolo o labirinto de cruz
elevado foi utilizado para avaliar os comportamentos
de ansiedade (Dawson and Tricklebank, 1995; Kheirbek
e col,, 2013; Lister, 1987; Pellow e col., 1985). Os resul-
tados encontrados no presente trabalho mostram que os
animais submetidos ao nado for¢ado crénico apresentam
aumento no tempo gasto explorando os bragos abertos no
labirinto de cruz elevado, comportamento classicamen-
te relacionado a menor ansiedade em roedores. Nds en-
contramos também uma forte tendéncia no aumento de
comportamento de avaliagdo de risco Flat-back approach
(FBA) e head dipping (mergulho), também relacionado a
diminui¢io de ansiedade. Nossos resultados sugerem que
nado for¢ado crénico ndo promove ansiedade em camun-
dongos, pelo contrario, leva a diminui¢do da ansiedade.

Materiais e métodos
Animais

Camundongos adultos do tipo “Swiss” (n = 16) fo-
ram mantidos num ciclo de 12 horas de claro/escuro (lu-
zes ligadas as 6 horas) e a temperatura foi mantida em
24+1°C. Todos os animais tiveram acesso a agua e ragdo
a vontade. Todos os procedimentos comportamentais
estiveram em concordancia com procedimentos de ética
animal recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experi-
mentacdo Animal (COBEA).

Grupos Comportamentais

Os animais foram separados em dois grupos: (1)
Grupo Nado Forgado (FST), no qual os animais foram
expostos ao procedimento de nado for¢ado cronico, tes-
te classicamente usado para induzir estresse cronico e
depressdo (Petit-Demouliere e col., 2004, Porsolt e col.,
1977) e (2) Grupo Controle, no qual os animais foram ex-
postos somente a manipulagdo. Submetemos o grupo FST
ao nado for¢ado em cilindros individuais de vidro (20 cm
de altura, 15 cm de didmetro) preenchidos com agua (24-
27°C) até a 16 cm de altura. Cada camundongo (n = 6) foi
colocado individualmente no cilindro e posteriormente
for¢ado a nadar por 5 minutos uma vez ao dia por 15 dias
consecutivos. Os animais do Grupo Controle (n=8) foram
submetidos a 5 minutos de manipulagio pelo experimen-
tador uma vez ao dia por 15 dias consecutivos. Todos os
procedimentos foram conduzidos entre as 08:00 e 16:00
horas para evitar mudangas no comportamento induzidos
pelo ciclo claro/escuro. Os camundongos foram pesados
no primeiro e ultimo dia de procedimento a fim de ve-
rificar possiveis perdas de peso relacionadas ao estresse
cronico e a diminui¢do de ingestdo de comida. Durante
o dia 16 ambos os grupos foram submetidos a avaliagdes
em parametros de ansiedade no teste do labirinto em cruz
elevado.

Labirinto em Cruz Elevado
A tarefa comportamental para acessar comporta-
mentos de ansiedade no presente trabalho foi o labirinto

em cruz elevado (Dawson and Tricklebank, 1995; Kheir-
bek e col., 2013; Lister, 1987; Pellow e col., 1985), esse
teste é baseado no comportamento natural dos roedores
de evitar espagos abertos e altos (Pellow e col., 1985). Os
parametros comportamentais de ansiedades avaliados no
labirinto em cruz elevado foram (1) a frequéncias de en-
trada nos bragos abertos, fechados e centro; (2) tempo de
exploragdo nos bragos abertos, fechados e centro; (3) fre-
quéncia de mergulhos (head dipping) nos bragos abertos
(Dawson and Tricklebank, 1995; Kheirbek e col., 2013;
Lister, 1987; Pellow e col., 1985) e comportamento de ava-
liagdo de risco relacionado a ansiedade no paradigma do
labirinto em cruz elevado (Carola e col., 2002; Walf and
Frye, 2007); (4) frequéncia de grooming; (5) frequéncia de
aproximacéo com cautela (flat-back approach). Nds ras-
treamos e contabilizamos automaticamente a frequéncia
de entrada e os tempos gastos nos bragos usando o sof-
tware Anymaze (Stoelting Co. USA). Os comportamentos
foram contabilizados cegamente por um experimentador
treinado usando o software Anymaze.

Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o Graphpad
Prism. Inicialmente estabelecemos se os dados possuiam
distribui¢ido normal e varidncia homogénea com o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Para as comparagdes entre os
grupos Controle e FST, os dados que apresentaram distri-
bui¢do normal foram comparados por teste t ndo pareado
e os dados sem distribui¢do normal comparados com o
teste de Mann-Whitney. Para as comparag¢des do peso dos
animais, aplicamos compara¢des multivariadas devido ao
nimero de variaveis independentes. Entdo, n6s usamos o
teste ANOVA de duas vias, sendo o tempo (dia 1 vs dia
15) e o tratamento (Controle vs FST) como variaveis inde-
pendentes e 0 peso em gramas como variavel dependente.
Nos provemos como estatistica descritiva a médiatErro,
nimero de animais por grupo e o valor de p.

Durante os procedimentos experimentais dois dos
animais cairam ao explorar os bragos abertos e foram re-
tirados das analises estatisticas diminuindo o nimero de
animais do grupo FST de 8 para 6.

Resultados
Peso corporal

Primeiro, noés investigamos se o procedimento de
indugéo de estresse cronico utilizado no presente traba-
lho pode diminuir o peso, caracteristica vista em animais
estressados (Jeong e col., 2013). Nos comparamos animais
intra grupos para verificar se o nado forgado cronico ou
a manipulacio levaram a mudanc¢a de peso ao longo do
procedimento, nds também verificamos se havia diferenca
entre os grupos. A ANOVA de duas vias (Tempo: F (1, 24)
=0.12, p = 0.72; Tratamento: F (1, 24) = 0.23, p = 0.63; In-
teragdo: F (1,24) = 0.03, p = 0.85) foi aplicado comparando
o grupo Controle (1° dia 54,78 + 1,6 ge 15° dia 54,46 £ 2,1
g) e o grupo FST (1°dia56 + 1,7 ge 15°dia 55 + 1,6 g). O
teste estatistico revelou nenhuma diferenca entre ou intra
grupos, indicando que o nado for¢ado cronico nio levou
ao decréscimo no peso dos animais.
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Comportamentos de Ansiedade

A fim de avaliar o comportamento de ansiedade,
submetemos os animais ao Labirinto em cruz elevado, no
dia 16. N6s usamos o tempo e frequéncia de entrada nos
bragos (Carobrez e Bertoglio, 2005) e comportamentos
de avaliagdo de risco (Henriques-Alves e Queiroz, 2015)
como métricas para indicar possiveis mudangas nos com-

portamentos de ansiedade. Nos apli-
camos Mann-Whitney para compa-
rar o pardmetro de tempo nos bragos
abertos entre FST e Controles (14,13 +
7,311 s € 0,22 + 0,22 s, respectivamen-
te, U=10,0, p=0.042). O teste revelou
que o grupo FST passou mais tempo
do que o grupo Controle nos bragos
abertos (Figura 1A). Por outro lado, os
animais do grupo FST exibiram menos
tempo nos bracos fechados do que os
controles de acordo com teste t ndo
pareado (229,5 + 13,09 s e 265,6 = 7,90
s, respectivamente, t (12) = 2,49, p =
0,028, Figura 1A). Nenhuma diferen-
¢a entre FST e Controle foi verificada
com o teste t quando se compara o
tempo gasto no centro (49,32 £ 6.45se
31,48 + 8.45 s, respectivamente, t (12)
= 1,579 p = 0,14). Em seguida, com-
paramos com teste t a frequéncia de
entrada nos bracos entre o grupo FST
e Controle, o que indicou um maior
nimero de entradas nos bragos aber-
tos no grupo FST (2,00 £+ 0,93 contra
0,12 + 0,12, respectivamente, t (12) =
2,32, p = 0,039), nos bragos fechados
(11,83 + 1,086 contra 6,5 + 1,08, res-
pectivamente, t (12) = 2,6, p = 0,023)
e no centro (12,83 + 1,55 contra 1,08
+ 6,625, respectivamente, p = 0,005,
Figura 1B).

A andlise dos comportamentos
relacionados com a avaliagdo de risco
ndo revelou nenhuma diferenca entre
EST e o grupo controle quando com-
paramos o numero total de flat-back
approach (21,33 + 1,56 contra 21,88
+ 3,921, respectivamente, U = 21, p
= 0,74), grooming (0,83 + 0,40 contra
2,12 + 0,64, respectivamente, U = 13,5,
p = 0,18) e, embora nés podemos ver
uma tendéncia no comportamento
head dipping, o teste de Mann-Whi-
tney ndo revelou diferenga entre FST
e os grupos de controle (15,00 + 4,19
contra 6,25 + 1,90, respectivamente, U
=9,0, p = 0,059, Figura 1C).

A atividade locomotora
Finalmente, comparamos a ati-
vidade locomotora do grupo FST e do
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Duracédo em
Frequéncia Segundos

Frequéncia

17

grupo de Controle. Nés dividimos o aparato do labirinto

de cruz elevado em sec¢des de 5 cm quadrados e por con-
tagem do numero de travessias no labirinto obtivemos uma
medida indireta da atividade locomotora. A comparagéo
do teste t ndo revelou nenhuma diferenca entre os grupos,
o teste t ndo revelou diferencas (46,13 + 7,90 cruzamentos
e 38.14 + 8.01 cruzamentos, t (12) = 0,68 p = 0,49).
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Figura 1. Procedimento de nado for¢ado crénico diminui comportamentos de ansie-
dade em camundongos. A: Tempo gasto (duragido) em segundos nos bragos (abertos e
fechados) ou centro de labirinto em cruz. B: Numero de entradas nos bragos abertos e
fechados, ou centro de EPM. C: Frequéncia de comportamentos relacionados & ansieda-
de: head-dipping, flat-back aprouch (FBA) e grooming. Colunas brancas: grupo controle.
Azul coluna: Grupo FST. Todas as comparagoes foram feitas com teste t de Student T
ou Mann-Whitney entre estes dois grupos para cada um dos pardmetros (duragdo ou
frequéncia do comportamento), os dados apresentados com média + SEM. * P <0,05;

** P <0,01.
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Discussao

A perda de peso é um indicador de estresse em mo-
delos animais de estresse cronico (Jeong e col., 2013; Blan-
chard e col,, 1993). Em animais expostos ao teste de nado
forcado ndo foi encontrada diferenga de peso em compa-
racdo com os controles. Se os animais tinham desenvolvi-
do o estresse crénico, teriamos provavelmente observado
um declinio no peso. Os resultados indicam que o nado
for¢ado nao produz grandes sintomas de estresse cronico.

Diversos estudos ddo suporte a ideia de que o estres-
se cronico pode influenciar a regula¢éo do eixo hipotala-
mo-hipéfise-adrenal (Chaudieu e col., 2008; Derijk e col.,
2008; Kozicz e col., 2008; Sakakibara e col., 2005), o que
aumenta a ocorréncia de comorbidades, como depressio e
ansiedade (Campos e col., 2013; Deng e col., 2015; Jiang e
col,, 2016; Leuner e Shors, 2013). Surpreendentemente, os
nossos resultados sugerem que quinze dias consecutivos
de nado for¢ado nio foi capaz de produzir estresse cronico
ou sintomas de ansiedade em camundongos.

O labirinto em cruz elevado é um teste padrio para
medir respostas de ansiedade (Dawson e Tricklebank,
1995; Kheirbek e col., 2013; Lister, 1987; Pellow e col.,
1985). O aumento no nimero de entradas nos bragos estd
relacionado com um aumento da atividade motora (Cor-
nélio e Nunes-de-Souza, 2007). A atividade locomotora é
um pardmetro adicional para avaliar sintomas de estres-
se, ja que estresse cronico produz alteragdes na locomo-
¢do devido & diminuigdo da exploragdo do ambiente. Qi
e col. (2006), utilizando um modelo de comportamento
semelhante (Nado For¢ado Cronico) em ratos, observa-
ram uma diminui¢do na atividade motora, enquanto que
0s nossos resultados ndo mostraram esse comportamento,
o0 que ¢ ndo ¢ indicativo de ansiedade ou depressido (Du-
cottet e Belzung, 2005). Este resultado pode estar relacio-
nado com as espécies animais (camundongos, em vez de
ratos) utilizados no presente experimento. Estudos com
nado forcado também relataram reacdes diferentes em
relagdo as espécies animais que sdo comumente usados
nestes modelos (Armario e col., 1995; Lopez-Rubalcava e
Lucki, 2000).

No geral, nossos resultados sugerem que o protoco-
lo nado for¢ado cronico empregado neste estudo foi mais
semelhante a uma fonte de exercicio cronica leve do que
um estressor cronico. O nimero de entradas nos bragos
abertos e o tempo gasto nos bragos abertos estavam signi-
ficativamente aumentados em camundongos expostos ao
nado for¢ado cronico. A forte tendéncia de aumento no
namero de head-dipping em animais FST, em comparagio
com os Controles, pode indicar que este comportamen-
to de avaliagdo de risco estd relacionada com a diminui-
¢do dos niveis de ansiedade (Henriques-Alves e Queiroz,
2015; Porsolt e col., 1977). Este resultado pode reforgar a
nogio de que o nado for¢ado crénico em camundongos
representa um exercicio equilibrado, ao invés de um esti-
mulo de estresse cronico (Pietrelli et ai, 2011; Salim e col.,
2010).

Virios estudos tém apontado as diferencas entre o
exercicio equilibrado e exercicios excessivos. O estresse
produzido pelo exercicio moderado leva a uma diminui-

¢do da ansiedade, enquanto o alto nivel de estresse rela-
cionado ao exercicio excessivo provoca déficits cognitivos
e pode até levar a danos no corpo (Marais e col., 2009;
Pietrelli e col., 2011; Salim e col., 2010; van Praag, 2009).
Exercicios aerobicos equilibrados conduzem a uma me-
lhoria das fung¢des cognitivas e uma diminui¢do da an-
siedade (Marais et ai, 2009; Salim et ai, 2010; van Praga,
2009). Exercicios leves em modelos animais e humanos
reduz os danos causados por ansiedade ou estresse, e re-
sulta em beneficios de saude totais (Salim e col., 2010;
van Praag, 2009). A capacidade de flutuagdo maior em
camundongos, em comparagio com ratos, pode explicar
por que a natagio forcada é um estressor mais suave em
camundongos.

Conclusao

O presente estudo sugere que camundongos expos-
tos ao nado for¢ado de forma repetida leva a diminuigdo
da ansiedade devido ao exercicio moderado. Isto signifi-
ca que a utilizagdo de nado for¢ado como um modelo de
ansiedade em camundongos pode exigir um ajustamen-
to do protocolo, estabelecer condi¢des mais estressantes.
E sugerido aqui que um aumento no tempo de natagdo
ou a fixagdo de um peso extra para a cauda do rato pode
compensar a flutuacdo aumentada de camundongos, pos-
sivelmente fornecendo o esforco muscular necessario para
produzir o estresse cronico e ansiedade nesta tarefa.
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Introduction

Acute and chronic stress, arising from the social stress
(Henriques-Alves and Queiroz, 2015; McEwen, 2012) or
behavioral procedures (Badowska-Szalewska et al., 2010;
Deng et al,, 2015; Linthorst et al., 2002; Sakakibara et al.,
2005), have been reported to change several brain bioma-
rkers related to plasticity and limbic transmitters (Bado-
wska-Szalewska et al., 2010; Jiang et al., 2016; Leuner and
Shors, 2013; Linthorst et al., 2002) that are also related to
anxiety and depression-like behaviors (Campos et al., 2013;
Deng et al., 2015; Jiang et al.,, 2016; Leuner and Shors,
2013). The repeated exposure to acute stress stimuli leads
to chronic stress responses in humans and animal models
(Qi et al., 2006). In humans, chronic stressors may produce
maladaptive responses that led to psychological disorders
such as anxiety disorders and major depression (Blanchard
etal., 1993; Kozicz et al., 2008). Aiming to simulate stressful
conditions in humans, animal models of stress have been
tested to produce “allostatic” states comparable to those ob-
served in our species (Qi et al., 2006).

The usage of forced swimming test (FST) to induce
stress is broadly use in rats (Badowska-Szalewska et al.,
2010; Linthorst et al., 2002; Sakakibara et al., 2005). It has
been reported that FST (1) modulates levels of brain-de-
rived neurotrophic factor (BDNF; Badowska-Szalewska et
al., 2010); (2) influences serotonin levels (Linthorst et al.,
2002; Sakakibara et al., 2005), which is linked to the limbic
system; and (3) reduces ERK1/2 levls in the hypothalamus
regions (Sakakibara et al., 2005). Although FST is classically
used to study depression-like behaviors (Petit-Demouliere
et al., 2004; Sakakibara et al., 2005) we also found report of
directly evidence of stress induced by FST related to anxie-
ty-like behavior in rats (Habr et al., 2014).

Aiming to investigate if the stablished link between
FST and anxiety-like behavior found in rats also occur in
mice, we conducted an experiment submitting mice to
chronic FST and by the end of the protocol performed plus-
-maze in order to evaluate anxiety-like behaviors (Dawson
and Tricklebank, 1995; Kheirbek et al., 2013; Lister, 1987;
Pellow et al., 1985). Results found in the present work show
that animals submitted to chronic FST display increased
time spent in open arms of the plus-maze, a behavior that is
classically related to decrease of anxiety in rodents. We also
found a strong increasing trend of risk evaluation behavior
of head-dipping, also related to a decrease of anxiety. Our
results suggest that chronic FST does not promote anxiety
in mice, but rather leads to an overall decrease of anxiety.

Materials and methods
Animals

Adult Swiss mice (n=16) were kept in a 12-h light-
dark cycle (lights on at 06:00 a.m.) and the temperature
was kept at 24 = 1 °C. All animals had access to food and
water ad libitum. Housing and behavioral procedures
were in accordance with the animal ethical procedures
recommended by Colégio Brasileiro de Experimentagido
Animal (COBEA).

Behavioral Groups

The animals were separated in two groups: (1) the
EST group, in which the animals were exposed to the
chronic forced swimming procedure, test classically used
to induce chronic stress and depression (Petit-Demouliere
etal., 2004, Porsolt et al., 1977); and (2) the Control group,
in which the animals were exposed only to chronic han-
dling. In the FST group we submitted animals to the FST
in individual glass cylinders (20 cm tall, 15 cm in diame-
ter) filled with water (24-27 °C) to a depth of 16 cm. Each
mouse (n=6) was individually placed inside a cylinder and
therefore forced to swim for 5 min once a day, for 15 con-
secutive days. Animals in the Control group (n=8) were
subjected to 5 min of handling by the experimenter once a
day, for 15 consecutive days. All procedures were conduc-
ted between 08:00 and 16:00h to avoid behavior difference
induced by dark/light period. Mice were weighted on the
Ist and 15th day of the experiment, in order to evaluate
possible weight loss related to chronic stress and decrea-
sed food intake. During the day 16 both groups were sub-
mitted to evaluation of anxiety parameters in the elevated
plus-maze test.

Elevated Plus-maze

The behavioral task to assess anxiety-like behavior
used in the present work was the elevated plus-maze
(EPM) (Dawson and Tricklebank, 1995; Kheirbek et al.,
2013; Lister, 1987; Pellow et al., 1985), a test based on the
natural behavior of rodents to avoid open and/or high
places (Pellow et al., 1985). After the 15 days of chronic
swimming or chronic handling, animals were submit-
ted, in the day 16, to the plus-maze. The anxiety-related
behavioral parameters evaluated in the EPM were (1) fre-
quencies of entry in open arms, closed arms and center;
(2) duration of time spent in open arms, closed arms, and
center; (3) frequency of head-dipping in open arms (Da-
wson and Tricklebank, 1995; Kheirbek et al., 2013; Lister,
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1987; Pellow et al., 1985) and the risk assessment beha-
viors related to anxiety in the plus-maze paradigm (Carola
et al., 2002; Walf and Frye, 2007): (4) frequency of groo-
ming; (5) frequency of flat-back approaches. We tracked
automatically the parameters time spent and the entran-
ce frequency of the arms by using the software AnyMaze
(Stoelting Co. USA). The behaviors were blindly scored by
a trained observer using the ethological analysis software
AnyMaze.

Statistical Analyses A
The data were analyzed using Gra-
phpad Prism 5.0. Initially we established
that the data were normally distributed
and showed homogeneous variances
with Shapiro-Wilk normality test. For
comparisons between control and FST
groups, the data that were normally
distributed were compared by the pa-
rametric un-paired student’s t-test and
the data that did not pass normality test
were compared by Mann-Whitney. For
the comparison of animal weight, we
applied multivariate analysis because
of the number of independent varia- B
bles. So, we used the Two-way ANOVA
using the time (day 1 and day 15) and
treatment (Control and FST groups)
as independent variables and the wei-
ght measure as the dependent variable.
The descriptive statistics provided were
the mean+SEM, number of animals per
group and p value. We considered alpha
of 0.05.
During the experimental proce-

Duration in
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s & 9

[&)]
1

o
L

dures, two animals fell while exploring

the open arms: these animals were wi-
thdrawn of the statistical analyses, de-
creasing the number of FST group from c
8 to 6 animals.

50 -

Results >, 401
Body weight 8

First we investigated if the chronic o 301
stress procedure utilized in the present =)
work could result in similar decrease 8-
of weight seen in stressed animals (Je- Lt

ong et al., 2013). We compared animals

within groups to see if the chronic FST
or handling would change the weight
along the procedure; we also verified
if we could see a difference between
groups. The Two-way ANOVA (Time: F
(1,24) = 0.12, p = 0.72; Treatment: F (1,
24) =0.23, p = 0.63; Interaction: F (1,24)
=0.03, p = 0.85) was then applied com-
paring Control group (1st day 54,78 +
1,6g and 15th day 54,46 + 2,1g) and FST
group (1st day 56 + 1,7 gand 55 + 1,6g).

Two-way ANOVA revealed no difference within or betwe-
en groups, indicating that the chronic FST procedure did
not led to a decrease in animal weight.

Anxiety-like behaviors

In order to evaluate anxiety-like behavior, we sub-
mitted the animals to the EPM in the day 16. We used
time and frequency of entrance in the arms (Carobrez and
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Figure 1. Chronic forced swimming procedure decrease anxiety-like behavior in the
Elevated Plus-Maze (EPM) in mice. A: Time spent (duration) in seconds in the arms
(open and closed) or center of plus-maze. B: Number of entries in open and closed
arms, or center of EPM. C: Frequency of anxiety-related behaviors: Head-dipping,
flat-back approach (FBA) and grooming. White columns: Control group. Blue co-
lumn: FST group. All comparisons used Student’s T test or Mann-Whitney between
these two groups for each parameter (duration or frequency of behavior), data shown
with mean + SEM. *p < 0.05; **p<0.01.
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Bertoglio, 2005) and behaviors related to risk assessment
(Henriques-Alves and Queiroz, 2015) as metrics to indica-
te possible changes in anxiety-like behaviors. We applied
Mann-Whitney to compare the parameter time in open
arms between FST and Controls (14.13 + 7.311 sec and
0.22 + 0.22 sec, respectively, U = 10.0, p = 0. 042). The test
revealed that the FST group spent significantly more time
than the Control group in the open arms (figure 1A). Con-
versely, animals in the FST group displayed less time in
the closed arms than Controls according to unpaired t test
(229.5 + 13.09 sec and 265.6 + 7.90 sec, respectively, t(12)
= 2.49, p = 0.028 Figure 1A). No difference between FST
and Control was verified with t test when we compared
the time spent in the center (49.32 + 6.45sec and 31.48 +
8.45sec, respectively, t(12) = 1.579 p = 0.14). Accordingly,
t test applied comparing the entrance frequency of mice
in the FST and control groups also displayed an increased
number of entries in open arms (2.00 + 0.93, 0.12 + 0.12
respectively, t(12) = 2.32, p = 0.039), closed arms (11.83 +
1.086 versus 6.5 + 1.08, respectively, t(12) = 2.6, p = 0.023)
and center (12.83 + 1.55 versus 6.625 + 1.08 respectively,
p = 0.005, Figure 1B).

The analysis of behaviors related to risk assessment
revealed no difference between FST and Control groups
when we compared the total number of flat back appro-
aches (21.33 + 1.56 versus 21.88 * 3.921 respectively, U
=21, p = 0.74) and grooming (0.83 + 0.40 versus 2.12 +
0.64, respectively, U = 13.5, p = 0.18). However, we can
see a trend in the Head-dipping behavior despite of the
Mann-Whitney test did not revealed difference between
FST and Control groups (15.00 + 4.19 versus 6.25 + 1.90,
respectively, U = 9.0, p = 0.059, Figure 1C).

Locomotor Activity

Finally, we compared the locomotor activity of the
FST group and Control group. For this, we divided the
plus-maze apparatus in sections of 5 cm squares and
counted the number of crossings in the maze to obtain
an indirect measurement of locomotor activity. The t test
comparison revealed no difference between groups (46.13
+ 7.90 crossings and 38.14 + 8.01 crossings, t (12) = 0.68
p =0.49).

Discussion

Loss of weight is a stress indicator in animal models
of chronic stress (Jeong et al., 2013, Blanchard et al., 1993).
In animals exposed to the forced swimming test we found
no statistically significant weight difference in compari-
son with Controls. If the animals had developed chronic
stress, we would have probably observed a decline of wei-
ght. The results indicate that forced swimming failed to
produce major chronic stress symptoms.

Several studies support the idea that chronic stress
can influence the regulation of the hypothalamic-pituita-
ry-adrenal axis (Chaudieu et al., 2008; Derijk et al., 2008;
Kozicz et al., 2008; Sakakibara et al., 2005), which incre-
ases the occurrence of comorbidities such as depression
and anxiety (Campos et al., 2013; Deng et al., 2015; Jiang
et al., 2016; Leuner and Shors, 2013). Surprisingly, con-

trary to what is observed in rats, our results suggest that
fifteen consecutive days of forced swimming could not
produce chronic stress or anxiety symptoms in mice.

The elevated plus-maze is a standard test for mea-
suring anxiety responses (Dawson and Tricklebank, 1995;
Kheirbek et al., 2013; Lister, 1987; Pellow et al., 1985). The
increase in the number of general arm entries is related
to an enhancement of motor activity (Cornélio and Nu-
nes-de-Souza, 2007). Locomotor activity is an additional
variable to evaluate stress symptoms, since chronic stress
produces an alteration in locomotion due to decreased
exploration of the environment. Qi et al. (2006), using a
similar behavioral model (chronic forced swimming) on
rats, observed a decrease in motor activity, while our re-
sults show no such behavior, and cannot be an indicative
of anxiety or depression (Ducottet and Belzung, 2005).
This result may be related to the animal species (mice,
instead of rats) used in the current experiment. Forced
swimming studies have also reported different reactions
regarding the animal species that are commonly used in
these models (Armario et al., 1995; Lopez-Rubalcava and
Lucki, 2000).

Opverall, our results suggest that the chronic swim-
ming protocol employed in this study was less a chronic
stressor than a source of mild chronic exercise. The num-
ber of entries in open arms and the time spent in these
arms were significantly increased in mice exposed to chro-
nic swimming. Together, the strong trend of increased He-
ad-dipping numbers in FST animals, in comparison with
Controls, may indicate that this risk assessment behavior
is related to decrease anxiety levels (Henriques-Alves and
Queiroz, 2015; Porsolt et al., 1977). These results can be
strengthening the notion that chronic swimming in mice
represents mild exercise, instead of a chronic stress stimu-
lus (Pietrelli et al., 2011; Salim et al., 2010).

Several studies have pointed out the differences be-
tween balanced and excessive exercise. The stress produ-
ced by moderate exercise leads to a decrease of anxiety,
while the high stress related to excessive exercise causes
cognitive deficits and may even lead to body damage (Ma-
rais et al., 2009; Pietrelli et al., 2011; Salim et al., 2010; van
Praag, 2009). Balanced aerobic exercise leads to impro-
vement of cognitive functions and a decrease in anxiety
(Marais et al., 2009; Salim et al., 2010; van Praag, 2009).
Mild exercise in animal models and humans reduces the
damage caused by anxiety or stress, and results in overall
health benefits (Salim et al., 2010; van Praag, 2009). The
greater flotation capability in mice, in comparison with
rats, may explain why forced swimming is a milder stres-
sor in mice.

Conclusions

The present study suggests that mice exposed to re-
peated forced swimming display decreased anxiety due
to moderate exercise. This means that the use of forced
swimming as an anxiety model in mice may require ad-
justments of the protocol towards more stressful condi-
tions. We suggest that an increase in swimming time or
the attachment of an extra weight to the mouse tail may
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compensate the enhanced flotation of mice, possibly pro-
viding the muscle effort required to produce chronic stress
and anxiety in this task.
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