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RESUMO

A adaptacdo da marcha aos diferentes contextos ambientais € uma funcéo sensorio-
motora critica para uma locomocao funcional. Este estudo visa estudar a variabilidade
natural da adaptacéo da marcha em camundongos Balb/cJ, bem como a capacidade
preditiva que métricas de memoria espacial e de simile de ansiedade podem ter sobre
o desempenho de adaptacédo da marcha. Utilizou-se 60 camundongos (machos n=28
e fémeas n=32) adultos e uma bateria de testes comportamentais que visaram avaliar
os niveis de exploracéo (Open Field), o comportamento simile de ansiedade (Elevated
Plus Maze), a memodria espacial (Y-Maze e Barnes Maze) e a adaptabilidade da
marcha (Ladder Rung Walking Test - LRWT). Este estudo € parte de um projeto
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS (8955). Os animais
foram divididos em trés grupos, com base nos desempenho no LRWT - superior (SP,
percentis = 75), regular (RP, percentis 74 ao 26) e inferior (IP, percentis < 25)
performers. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Dados paramétricos foram analisados pela analise de variancia de uma via e pelo
post-hoc de Tukey. Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram empregados para
comparacdes entre grupos para as variaveis nao-paramétricas. Potenciais
correlagcdes foram estudadas pelo teste de Spearman. Comparamos fémeas e
machos e verificamos a inexisténcia de diferencas significativas quanto ao
desempenho nos testes comportamentais. Observou-se diferenga significativa quanto
ao tempo de exploracdo nos bracos fechados do EPM. Os animais dos grupos SP e
IP dispenderam mais tempo nestes bracos do teste em comparacdo ao RP, enquanto
nenhuma diferenca foi observada entre os grupos SP e IP. Uma tendéncia de
significancia entre os grupos foi observada no Y-Maze. Nenhuma diferenga entre os
grupos foi encontrada nos testes Open Field e Barnes Maze. As regressdes de
Poisson revelaram que a cada segundo a mais dispendido nos bracgos fechados do
EPM, a probabilidade do animal exibir percentis extremos no LRWT aumentava 0,3%.
Além disso, aqueles que permaneceram 219 segundos ou mais nesses bragos tinham
39% de probabilidade de exibir um comportamento extremo. Sugere-se, assim, que
um traco comportamental ansioso possui um efeito dual sobre a capacidade de
adaptacdo da marcha. Mais estudos sé&o necessarios para entender melhor como 0s
mecanismos cognitivo-motores interagem com limite de normalidade de ansiedade

para influenciar o sucesso na adaptacédo da marcha.



Palavras-chave: Adaptabilidade da marcha. Marcha. Controle motor. Camundongos.



ABSTRACT

Adapt walking to different environmental contexts is a critical sensorimotor skill for
functional locomotion. This study aims to study the natural variability of the ability to
adapt walking in Balb/cJ mice, as well as the predictive capacity of spatial memory and
anxiety-like behavior metrics on the performance of walking adaptability. We used 60
adult mice (males n = 28 and females n = 32) and a battery of behavioral tests that
aimed to assess general locomotor exploration levels (Open Field), anxiety-like
behavior (Elevated Plus Maze), spatial memory (Y-Maze and Barnes Maze) and
walking adaptability (Ladder Rung Walking Test - LRWT). This study is part of a project
approved by the Ethics Committee on Animal Use at PUCRS (8955). The animals were
divided into three groups, based on their LRWT performance: superior (SP, percentiles
= 75), regular (RP, percentiles 74 to 26) and inferior (IP, percentiles < 25) performers.
Data normality was assessed by the Kolmogorov-Smirnov test. Parametric data were
analyzed by one-way ANOVA and Tukey's post-hoc. Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney tests were used for comparisons between groups for non-parametric
variables. Potential correlations were studied using the Spearman test. We compared
females and males and no significant differences were found in the behavioral tests. A
significant difference was observed regarding the exploration time in the EPM closed
arms. Animals from the SP and IP groups spent more time in these arms compared to
the RP group, while no difference was observed between the SP and IP groups. A
between-group trend towards significance was observed in the Y-Maze. No between-
group differences were found in the Open Field and Barnes Maze tests. The Poisson
regressions revealed that with every second spent in the EPM closed arms, the
probability of the animal exhibiting extreme percentiles in the LRWT increased by
0.3%. Moreover, those that spent 219 seconds or more in those arms were 39% more
likely to exhibit extreme walking performance. It is suggested, therefore, that an
anxiety-like behavioral trait has a dual effect on the ability to adapt to walk. Further
studies are needed to better understand how cognitive-motor mechanisms interact with

the normal range of anxiety to influence success in adapting walking.

Key words: Gait adaptability. Gait. Motor control. Mice.
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1 INTRODUCAO

O ato de caminhar, um processo que exige equilibrio e marcha, € uma
habilidade motora obtida por movimentos coordenados dos segmentos corporais,
utilizando de uma interacao entre fatores internos e externos, através do processo de
aprendizado que adapta/treina o sistema neuromusculoesquelético para comandar o
corpo (MANDAL et al., 2018; MIRELMAN et al., 2018). A marcha normal é estavel e
flexivel, permitindo mudancas de velocidade e ajustes em diferentes terrenos,
enguanto mantém a eficiéncia energética da locomocao (MIRELMAN et al., 2018). Tal
habilidade, adquirida por criangcas em seus primeiros anos de vida, envolve o inicio e
término de movimentos locomotores em dire¢do a um destino (MANDAL et al., 2018).
Portanto, a capacidade de adaptar a marcha pode ser definida como a manutencéo
do equilibrio durante a progressdo e a capacidade de adaptacdo para atender a
quaisquer alteracbes no meio ambiente que interfiram no processo de locomocéao
(BALASUBRAMANIAN; CLARK; FOX, 2014; MANDAL et al., 2018).

Neste contexto, sabe-se que os padrdes de marcha séo distintos e variam de
acordo com as mudancas estruturais e musculares, muitas delas relacionadas com o
processo de envelhecimento. Assim, para distinguir uma marcha saudavel de uma
marcha patoldgica, é necessario observar os padrées de caminhada conforme a idade
do sujeito (MANDAL et al., 2018). Nos seres humanos, o processo de envelhecimento
é frequentemente acompanhado por um declinio na velocidade da marcha, o qual
deve-se a diminuicdo do comprimento do passo (parametro espacial). Ja em ratos
machos existe uma cadéncia diminuida (parametro temporal). Tais dados se tornam
mais evidentes quando os mamiferos em questdo atingem idade superior a 65% de
sua expectativa vida (BAIR et al.,, 2019). Além disso, sabe-se que o padrdo de
caminhada pode ser investigado pelos parametros espacgo-temporais modificados ao
longo do envelhecimento (AYOUBI et al., 2015; MORTAZA; AZUAN ABU OSMAN;
MEHDIKHANI, 2014). Desse modo, a associacdo entre a orientacdo temporal e
espacial podem ter influéncia sobre a marcha (SHIMADA et al., 2013).

Durante muito tempo a marcha foi vista como um processo puramente
automatico, envolvendo pouca ou nenhuma influéncia cognitiva. No entanto, estudos
demonstram que a adaptacdo da marcha em caminhadas tipicas também é controlada
por processos cognitivos, 0s quais envolvem uma complexa rede neural que incorpora

informagdes sensoriais gerais e especiais, com destaque para a visao, que permitem
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adaptar a caminhada, tanto em circunstancias desafiadoras quanto em situacoes
ordinarias da vida cotidiana (SHERIDAN; HAUSDORFF, 2007; YOGEV-SELIGMANN;
HAUSDORFF; GILADI, 2008).

Com a evolucao humana para bipedalismo e o desenvolvimento do neocortex
pode se argumentar que a motricidade e a cognicdo estdo funcionalmente
conectadas. Alguns cientistas defendem, inclusive, que a necessidade de realizarmos
movimentos com sentido funcional para atender as constantes mudancas nos
contextos ambientais em que estamos inseridos foi uma das principais forcas motrizes
para a evolucdo do neocortex (WOLPERT; GHAHRAMANI, 2000; WOLPERT;
GHAHRAMANI; JORDAN, 1995). Além disso, diversas regibes cerebrais
compartilham o controle de func¢des cognitivas e motoras, tais como o lobo frontal, o
cerebelo e os ndcleos da base. Estas estruturas interagem de forma conjunta para
exercer o controle sobre funcédo executiva e intencionalidade de movimentos que
exigem antecipacao e previsibilidade (LOTAN et al., 2016).

Evidéncias demostraram que a memoria espacial esta relacionada com uma
melhor capacidade de adaptacdo motora em adultos jovens (LANGAN; SEIDLER,
2011). Outros estudos corroboram com a premissa de que a cogni¢ao contribui para
a maior capacidade de adaptacdo sensorio-motora (EVERSHEIM; BOCK, 2001,
TAYLOR; THOROUGHMAN, 2007, 2008). Existem varios paradigmas
comportamentais que sdo utilizados frequentemente em modelos murinos para que
seja possivel o estudo da aprendizagem, memoria espacial e funcdo motora
(NGUYEN, 2006). Por exemplo, um recente estudo prop6s que animais envelhecidos
demonstram uma pior capacidade de executar tarefas cognitivo-motoras que exigem
da memdéria espacial em comparacdo com seus pares mais jovens (HERNANDEZ et
al., 2020).

De modo paralelo, sabe-se que uma leve restricdo alimentar eleva os niveis
similes de ansiedade em roedores e reduz a precisdo e acuracia durante a realizacéo
de movimentos de alcance e preensao que sao requeridos para que o animal acesse
um dado alimento (SMITH; METZ, 2005). Além disso, 0 estresse cronico pode ter
relacdo com a ansiedade e induzir tanto hiperatividade quanto hipoatividade em
alguns animais (HEIDERSTADT et al., 2000; PARE; TEJANI-BUTT; KLUCZYNSKI,
2001). Assim, pode-se afirmar que o comportamento ansioso gerado por diferentes
inputs induz mudangas no comportamento motor. Entretanto, ndo se sabe como a

presenca de um traco ansioso, dentro dos limites de normalidade, pode impactar na
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capacidade de adaptacao da marcha. De qualquer modo, sabe-se que 0s animais que
exibem um maior traco de comportamento simile de ansiedade tendem a se aventurar
menos no centro do campo aberto quando comprados aos seus pares mais ousados,
bem como tendem a se locomover menos e defecar mais durante um teste de
locomocéao espontanea (GREGUS et al., 2005; ROTH; KATZ, 1979).

Embora a grande maioria dos estudos encontrados na literatura que
contemplam a adaptabilidade da marcha foquem em aspectos biomecéanicos de
humanos (DUCHARME et al., 2018; HAWKINS et al., 2017), estudos experimentais
proporcionam informagdes interessantes sobre a neurobiologia do fendbmeno, em
niveis celular e molecular (MESTRINER et al., 2013; WEARICK-SILVA et al., 2019).
Por exemplo, Metz e Whishaw (2002, 2009) avaliaram a adaptabilidade da marcha em
lesBes isquémicas unilaterais no cortex motor por meio do teste da escada horizontal
(LRWT), assim como o estudo de Medeiros et al. (2018) e Wearick-Silva et al. (2019),
que avaliaram tal adaptabilidade em contextos estressores. Contudo, até o presente
momento, a literatura carece de informacfGes sobre os determinantes naturais da
variabilidade da marcha.

Desta maneira, o presente estudo, além de mapear a variabilidade natural da
capacidade de adaptacdo da marcha em camundongos, visa testar se o0
comportamento simile de ansiedade e a memoria espacial podem ser preditores
comportamentais desta capacidade de adaptacdo da marcha. Tal conhecimento pode
ser util para melhor compreendermos a neurobiologia do comportamento motor e das
quedas de propria altura que resultam de falhas na capacidade de adaptacdo da

marcha.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nesta sessdo sera apresentada a fundamentagdo tedrica que suporta a

investigacdo do tema da presente dissertacao.

2.1 Envelhecimento e Funcionalidade

O envelhecimento progressivo da populacdo adulta é uma das mudancas
mais significativas que esta ocorrendo na sociedade. Tal fenébmeno surge do efeito da
diminuicao da fertilidade e aumento da longevidade. Estima-se que em 2050 os idosos
serdo a populacdo mais abundante no mundo e o Brasil se tornard o sexto pais com
mais pessoas idosas (GUTIERREZ; TOMAS; CALATAYUD, 2018; RAMOS et al.,
2016). Acredita-se que os avancos na saude tenham contribuido para o aumento da
expectativa de vida, incluindo o controle e reducao de doencas infecciosas, melhores
habitos alimentares, a cessacdo do tabagismo, dentre outros aspectos (BUNKER,
2001; MALIK; HOENIG, 2019). Contudo, o envelhecimento saudavel depende de
muitos fatores. E existe uma preocupacao que envolve a senescéncia, senilidade e
qualidade de vida de individuos que estédo alcancando maior longevidade (COSCO;
HOWSE; BRAYNE, 2017; SANTOS; TRAVENSOLO, 2011).

Sabe-se que o envelhecer € um processo natural, dinamico e gradativo, mas
que possui um carater heterogéneo e sofre variacdes de acordo com a carga genética
e com as experiéncias vividas ao longo da vida quanto ao funcionamento fisico, social
e psicolégico. Além disso, os declinios funcionais que costumam acompanhar o
envelhecimento muitas vezes levam a fragilidade e multimorbidade (COSCO et al.,
2014; COSCO; HOWSE; BRAYNE, 2017; ESQUENAZI; DA SILVA; GUIMARAES,
2014). Neste contexto, o avanco da idade ainda € o maior preditor de deficiéncia
funcional. Individuos idosos estdo mais propensos a sofrer adversidades, seja no
declinio das capacidades fisicas ou cognitivas, mas também experienciar a perda de
entes queridos com maior frequéncia e a diminuicdo dos niveis de interagdo social
(BALTES; FREUND; LI, 2009; COSCO; HOWSE; BRAYNE, 2017).

Durante o envelhecer, alteracdes podem ser observadas em diferentes
dominios. Por exemplo, no sistema cardiovascular e pulmonar podem ocorrer
modificacdes anatdmicas, maior propensdo a formacdo de placas aterosclerdticas,

aumento da presséo arterial sistolica e diminuicdo da fungdo pulmonar (HORN;
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TRAFFORD, 2016; OBAS; VASAN, 2018; SGARBIERI; PACHECO, 2017; STERN et
al.,, 2019). Tais alteragcdes, embora consideradas comuns no curso do
envelhecimento, devem ser mitigadas dentro do possivel. De qualquer maneira, sabe-
se que o envelhecimento acarreta na diminuicdo das fibras musculares do tipo Il € no
ndamero de unidades motoras recrutadas, que causam a hipotrofia/atrofia muscular
com consequente perda de forga, diminuigcdo da capacidade funcional, instabilidade
postural e reducdo das amplitudes de movimento (GOMES et al., 2017; JOSEPH,;
ADHIHETTY; LEEUWENBURGH, 2016).

Ademais, diversas mudancas ocorrem em estruturas cerebrais, podendo
envolver a perda de neurdnios e a atrofia cerebral, que levam a reducédo de
funcionalidade e afetam a performance cognitivo-motora do individuo (ALJONDI et al.,
2019; BLAZER; YAFFE; LIVERMAN, 2015). Por exemplo, a atencéo, velocidade de
processamento, memoria, funcdes executivas e coordenacdo motora Sao
frequentemente impactadas pelo envelhecimento (DUMAS, 2015; MATTSON;
ARUMUGAM, 2018). N&o obstante, alguns sistemas, tais como o0 somatossensorial,
visual e vestibular devem se manter integros para que o individuo tenha boa
estabilidade para locomover-se, evitando a ocorréncia de quedas (GAI et al., 2010;
ROSINI DA SILVA et al., 2014).

Embora a expectativa de vida tenha aumentado, as pessoas nado estéao
necessariamente vivendo de forma saudavel e com mais qualidade (VEIGA et al.,
2016). A literatura jA demostrou diversas teorias sobre o envelhecimento saudavel.
Inicialmente, imaginava-se o individuo livre de doengas e/ou deficiéncias, mas, aos
poucos, optou-se pelo envelhecimento bem sucedido, o qual esta relacionado com um
bom funcionamento fisico, psicoldgico, social e de lazer em detrimento da completa
auséncia de doencas. Tal conceito passou por mudancas ao longos anos, mas
podemos considera-lo como uma definicdo tedrica que inclui varias dimensdes do
envelhecimento, com foco na funcionalidade e realizacdo do individuo (BALTES;
FREUND; LI, 2009; GUTIERREZ; TOMAS; CALATAYUD, 2018). Ndo obstante, o
estiio de vida adotado pelo individuo afeta diretamente o seu processo de
envelhecimento, assim como a exposi¢cdo a riscos bioldgicos e socioecondmicos
(LADEIRA GARBACCIO et al., 2017).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (2015), para compreender
o envelhecimento de cada individuo devemos levar em considera¢do duas grandes

premissas. A primeira refere-se a capacidade fisica e mental e a outra o0 ambiente e
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sua interacdo com o meio. Tais fatos podem fornecer recursos ou barreiras que
determinardo o nivel funcional do idoso. Portanto, uma pessoa com limitacdo de
marcha, pode ser funcional se tiver acesso a uma bengala canadense, por exemplo.
Essa combinacao de fatores intrinsecos (fisico e mental) com o ambiente e a interacéo
€ que determinam a sua capacidade funcional.

Por fim, o envelhecimento bem sucedido ndo deve ser compreendido como
um nivel ou limiar de funcionamento ou de saude, mas como um processo que
permanece relevante a cada idoso, uma vez que cada individuo tem diferentes
experiéncias ao longo do envelhecimento (BARBOSA et al., 2005; ELISABETH et al.,
2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015; XAVIER et al., 2003). De qualquer
modo, entender como a capacidade de adaptacdo da marcha impacta na vida do idoso
€ um dos fatores que pode contribuir para o estabelecimento de estratégias que

melhorem a qualidade de vida do idoso.

2.2 Marcha, Locomocéao e Mobilidade Funcional

Caminhar é um comportamento motor altamente especializado e que inclui a
capacidade de gerar passos, manter o equilibrio postural e ajustar a caminhada a
contextos especificos, de modo a atender as demandas ambientais e 0s objetivos do
individuo que deflagraram a necessidade de movimento (BALASUBRAMANIAN;
CLARK; FOX, 2014; GEERSE et al., 2018; HOUDIJK et al., 2012). Tal habilidade
motora se desenvolve através de um processo de aprendizado e pratica motora.
Como resultado, a caminhada madura € uma traducdo suave do corpo, com um
padrdo de pisada automatico, reprodutivel e integrado as posturas e fases da marcha,
adaptavel as mudancas de condicéo e eficiente em seu desempenho (BLAND et al.,
2019; VANSWEARINGEN; STUDENSKI, 2014).

Existem dois fatores fundamentais a serem considerados na habilidade de
adaptacdo da marcha: o equilibrio e a locomocdo. O equilibrio é a capacidade de
assumir uma postura ereta e manter-se nela. O seu controle envolve varias
modalidades sensoriais, incluindo a percepgéo visual do movimento. O processo de
controle motor deve ser capaz de integrar 0s sinais visuais, vestibulares e somaticos
de maneira adequada para manter o controle do equilibrio (SAFTARI; KWON, 2018).
Ja a locomocéo € a habilidade de iniciar e manter passos ritmicos. O caminhar é uma

funcéo béasica do ser humano e pode ser estuda de forma biomecénica, avaliando o
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ciclo da marcha. O ciclo da marcha é uma combinacdo de etapas e balancos dos
membros inferiores e é descrito a partir do momento em que um pé encosta no solo
até que o mesmo pé volte ao solo. Conforme o ciclo se repete, chamamos de passo
a distancia entre o apoio de um pé, até a colocacao do pé contrario ao solo e passada
a distancia entre o apoio de um pé, até seu préximo toque ao solo (CRUZ-JIMENEZ,
2017).

Embora o caminhar ja tenha sido considerado uma tarefa motora puramente
automatizada, tal hipétese vem sendo revista pela sua superficialidade e pelo excesso
de simplificacdo (HAUSDORFF et al., 2005; YOGEV-SELIGMANN; HAUSDORFF;
GILADI, 2008). Caminhar em condicfes reais (terrenos irregulares, obstaculos e afins)
requer atencao a caracteristicas ambientais para evitar tropecos e quedas através da
adaptabilidade da marcha e da postura. Déficits na atencdo e de funcdo executiva
estdo associados ao risco de instabilidade nas atividades do dia a dia, o que inclui o
processo de adaptacdo da marcha (YOGEV-SELIGMANN; HAUSDORFF; GILADI,
2008). A complexidade de algumas tarefas cognitivo-motoras demandam um alto nivel
de processamento cognitivo e de controle motor, o qual € modulado por fatores
ambientais e sensoriais (BEAUCHET et al., 2008). Controlada por uma complexa rede
neural, a marcha corticalizada demanda um importante processamento cognitivo. A
funcdo cognitiva e de controle motor sdo necessarios principalmente na caminhada
em condicOes de alta complexidade, como em terrenos irregulares e na presenca
obstaculos variaveis (MIRELMAN et al., 2018). Sugere-se, portanto, que as funcdes
cognitivas podem estar relacionadas com o aumento de risco de quedas (SAFTARI,;
KWON, 2018).

O ato de caminhar no dia a dia geralmente é realizado em conjunto com
diversas tarefas que demandam de funcfes cognitivas, em cenarios de dupla tarefa.
Essas tarefas geralmente exigem componentes espaco-temporais nao lineares no
processo de deslocamento (CHOI; SHIN, 2017; HERNANDEZ et al., 2020). Assim,
sabe-se que a realizacéo de atividades cognitivo-motoras em idosos pode aumentar
0 risco de quedas, visto que a dupla tarefa tende a gerar descoordenagéo e
desaceleragao dos movimentos (ASAI et al., 2020).

Visto isso, 0 conceito de mobilidade funcional nos fornece uma perspectiva
global e funcional das condi¢cfes de saude desses individuos. Define-se a mobilidade
funcional como a capacidade fisiolégica de se movimentar independentemente, com

seguranca, em diferentes contextos e ambientes com finalidade de realizar atividades
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ou tarefas funcionais e participar de AVD’s, em casa, no trabalho e na comunidade
(FORHAN; GILL, 2013). Portanto, a mobilidade é essencial para o sustento de um
envelhecimento saudavel com qualidade de vida (SOUBRA; CHKEIR; NOVELLA,
2019; WEBBER; PORTER; MENEC, 2010). Um estudo de coorte com 1.128 pessoas
com idade entre 60 e 96 anos, demonstrou associacao entre a mobilidade do idoso e
a qualidade de vida (Health-Related Quality of Life (HRQoL). Os resultados sugeriram
gue a habilidade de caminhar pode levar a mudancas fisicas e mentais a partir do
HRQoL (FAGERSTROM; BORGLIN, 2010). Tais achados corroboram com estudos
que observaram alteracBes Osseas, articulares, musculares e neurolégicas como
fatores que resultam nas deficiéncias de mobilidade funcional (RANTAKOKKO;
MANTY; RANTANEN, 2013). Déficits de locomocao e de mobilidade geram sequelas
fisicas, cognitivas e sociais, elevando as chances de institucionalizacdo, aumento das
internacdes hospitalares, depressao e isolamento do idoso (SOARES MENEZES et
al., 2017; WEBBER; PORTER; MENEC, 2010).

As diversas mudancas no feedback proprioceptivo, na perda de forca muscular,
na velocidade de marcha, comprimento do passo e largura da passada estdo
associadas com a deterioracdo de regibes corticais e dos nucleos da base
(ABOUTORABI et al., 2016; CRUZ-JIMENEZ, 2017; HERSSENS et al., 2018). Tais
alteracdes implicam na mobilidade funcional e modificam o padrdo de marcha,
gerando uma menor estabilidade, perda de equilibrio, aumento no risco de quedas e
perda de independéncia (ABOUTORABI et al.,, 2016; HERSSENS et al., 2018;
LEBRASSEUR, 2019). Consequentemente, pessoas mais idosas e com pior equilibrio
e marcha acabam por apresentar baixos niveis de atividade fisica, reducdo da
independéncia e pior qualidade de vida (LORD; DELBAERE; STURNIEKS, 2018).

Contudo, a literatura relata que devido as adaptacao de mudancas fisiol6gicas
acarretadas pelo envelhecimento, idosos buscam estratégias compensatérias para
aumentar a estabilidade do corpo e prevenir quedas (PAVOL et al., 1999). Diante
disso, idosos tendem a desenvolver uma marcha cautelosa, caracterizada pela
reducdo de velocidade, do comprimento de passada e aumento da largura do passo
(NUTT, 2001). De acordo com Abellan Van Kan et al. (2009), a velocidade da marcha
€ considerada um preditor de saude, uma vez que € um indicador que reflete a saude
e o0 estado funcional de idosos. Um estudo de coorte de cinco décadas com 904
individuos, revelou que a velocidade da marcha na idade madura, por volta dos 45

anos, € capaz de predizer a taxa de envelhecimento cerebral e cognitiva
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(RASMUSSEN et al., 2019). Outrossim, quando comparados com individuos mais
jovens, os idosos possuem uma marcha mais lenta, com maior nimero de passos,
maior tempo de apoio e balanco, e maior variabilidade da marcha (ABOUTORABI et
al., 2016).

2.3 Memoria Espacial e Comportamento Motor

A execucdo de gestos motores exige a coordenacdo espacgo-temporal de
diversos movimentos, entretanto, tais movimentos podem ser dissociados e
controlados separadamente por diferentes mecanismos que regem o0 comportamento
motor. Embora um movimento seja realizado como um todo, com combinagdes
espaco-temporais aparentemente indivisiveis, a sua plena expressdo em um dado
contexto depende de inumeros fatores (GEORGOPOULOS, 2002). Neste contexto,
compreende-se que a memoria espacial € uma funcdo cognitiva que permite ao
individuo localizar-se no espaco no qual esta inserido a partir de diversos tipos de
estimulos sensoriais intrinsecos e extrinsecos para, assim, se orientar espacialmente
(CULHAM; KANWISHER, 2001; GOLDMAN-RAKIC; BATES; CHAFEE, 1992).
Portanto, a capacidade de reter temporariamente informacdes espaciais € importante
para que o individuo possa interagir efetivamente com o ambiente externo (CULHAM,;
KANWISHER, 2001).

Durante o processo de preservacao da informacéo espacial, as regides do
cortex frontal apresentam atividade neural continua, mas sua participacdo na
manutencdo ativa da informacao depende do tipo de informacéo a ser lembrada e do
tipo de resposta necessdria para executar uma tarefa motora (D’ESPOSITO, 2007).
Sabe-se que o cOrtex e 0 hipocampo sdo as duas regibes cerebrais primarias
envolvidas no aprendizado e memdria espacial (KAJA et al., 2015). Um estudo
utilizando musicos e ressonancia magnética funcional, observou que o cortex frontal
posterior medial e coértex pré-frontal dorsolateral estavam fortemente envolvidos
durante a execucao imitativa de sequéncias e ritmos espaciais. Ambas as regides séo
conhecidas pelo controle cognitivo e para o monitoramento de desempenho na
execucao de sequéncias cognitivo-motoras (SAKREIDA et al., 2018).

Ademais, diversos estudos relataram alteracbes na memoria espacial quando
os individuos sdo expostos a algum tipo de exercicio fisico. Por exemplo, animais

submetidos a corrida forcada por 5 semanas demostraram melhores niveis de
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aprendizagem e memoria espacial (ANG et al., 2006). J& o exercicio por 12 semanas
resultou em uma melhora na retengcdo de memoria de curto prazo e melhora do
desempenho motor em ratos diabéticos (SENNA et al., 2015). Resultados que
corroboram com Yang et al. (2017), que mostrou que o exercicio moderado durante
as fases iniciais do AVC em ratos, promoveram uma melhora na recuperacédo da
coordenacdo motora e memoria espacial. Assim, é evidente que as sinergias
cognitivo-motoras possam contribuir para a saude funcional. Outro estudo que avaliou
roedores indicou que a dexametasona prejudica a memoria espacial e resulta em
reducdo generalizada da atividade locomotora. Tais resultados sugerem que o0
comprometimento da memdéria espacial esta relacionado, ao menos em parte, com
déficits de atividade locomotora (YILMAZ; GEDIKLI; YILDIRIM, 2015).

Segundo Lerch e Sims (2016) o planejamento motor requer tanto a informacéo
espacial e a memoria visual de trabalho quanto a estimativa de incerteza ou
confiabilidade da informacédo lembrada. Assim, a memoria visual de trabalho é
integrante de um sistema de controle biolégico adaptativo fundamental para a tomada
de deciséao relacionada a locomocao.

Um experimento em criangas sugeriu que aquelas que utilizaram tablets,
obtiveram pontuacgdes significativamente mais baixas do que aquelas que nédo os
utilizaram em tarefas de discriminacao visual, memoaria visual, relacdes espaciais,
constancia de forma, figura de fundo visual, precisdo motora fina, integracdo motora
fina e destreza manual. Tais achados sugerem que os parametros espaco visuais
podem estar relacionados com o comportamento motor (LIN, 2019). Outrossim,
fornecer maior experiéncia em uma habilidade motora especifica a bebés, como
alcance e preensao de objetos, melhorou as habilidades de segregacédo de objetos
(NEEDHAM, 2000). No estudo de Langan e Seidler (2011) evidenciou-se que adultos
jovens com melhor meméria espacial, bem como um tempo de rea¢do mais curto,
tiveram melhor desempenho tanto na aprendizagem motora quanto na adaptacao
motora. Além disso, sabe-se que uma falha no recrutamento da memaria de trabalho
espacial esta associada a déficits de aprendizagem de habilidades em adultos mais
velhos (ANGUERA et al., 2011).

2.4 Ansiedade e comportamento motor
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Varias espécies, incluindo o homem, apresentam respostas adaptativas a
situacOes potencialmente ameagadoras, denominadas de comportamento defensivo.
Essas reacOes defensivas garantem a sobrevivéncia e podem estar associadas a um
estado normal de ansiedade (FRASER et al., 2010). Sabe-se que experimentos com
roedores podem gerar insights que auxiliem na compreensdo dos comportamentos
ansiosos normal e patologico (VAN DER STAAY, 2006).

Desse modo, a literatura relata a existéncia de uma relacdo entre
aprendizagem, memoéria e estado de ansiedade, as quais podem modificar a
performance do individuo (SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000). Por exemplo, se observou
que uma leve restricdo alimentar é capaz de gerar um comportamento simile de
ansiedade em roedores e reduzir a acuracia dos movimentos em uma tarefa de
habilidade de alcance e preensao (SMITH; METZ, 2005). Além disso, modelos de
estresse cronico podem induzir efeitos comportamentais inespecificos, que interferem
com a ansiedade relacionada ao comportamento. Ademais, a exposi¢éo a luz também
pode ter um impacto significativo na locomocdo de roedores (BERTOGLIO;
CAROBREZ, 2002; VALENTINUZZI et al.,, 2000). Evidéncias demostram que o
estresse cronico pode exercer efeitos na atividade locomotora de alguns animais. Tais
efeitos podem ser o resultado tanto da hiperatividade quanto da hipoatividade
(HEIDERSTADT et al., 2000; PARE; TEJANI-BUTT; KLUCZYNSKI, 2001). Eysenck
et al.(2007) relata que a ansiedade aumenta a atencdo no sentido de detectar a
ameaca percebida, mas acaba reduzindo a atencdo para a execucao de tarefas
concorrentes. De acordo com a teoria de controle da atencdo, a ansiedade nao
necessariamente leva a uma diminuicdo no desempenho. E sugerido que os efeitos
negativos da ansiedade podem ser compensados por recursos adicionais de atencao
e esforco mental. Como resultado, a eficiéncia da execucéo da tarefa diminui, mas o
desempenho pode ser mantido. Exemplificando, um estudo com jogadores de voleibol
demonstrou que os individuos investem um maior esforco mental quando estdo mais
ansiosos, mostrando uma diminui¢do na eficiéncia do processamento cognitivo, mas
mantendo o desempenho motor (SMITH et al., 2001).

Aléem disso, niveis elevados de ansiedade geralmente levam ao
monitoramento consciente e ao controle do movimento, o que pode desorganizar o
desempenho motor ao comprometer a sua suavidade (GRAY, 2004; LAM; MAXWELL,;
MASTERS, 2009; LOHSE; SHERWOOD; HEALY, 2011; MASTERS; MAXWELL,
2008; STINS; ROERDINK; BEEK, 2011; YOSHIE et al., 2009). Isso pode ser
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observado em idosos (HOGAN, 2003), uma vez que um aumento na ansiedade pode
inibir o desempenho em tarefas de atencéo dividida e alterar o alvo da ateng&o durante
a marcha adaptativa (GAGE et al.,, 2003). Portanto, uma forte relacdo entre
imprecisdes do passo e medidas de ansiedade autorreferida foi reportada na literatura,
(YOUNG; WING; HOLLANDS, 2012) nos levando a acreditar que um nivel aumentado
de ansiedade pode influenciar a precisédo dos passos, indiretamente, por meio de
estratégias de amostragem visual desadaptativa (YOUNG; HOLLANDS, 2010;
YOUNG; WING; HOLLANDS, 2012). Ademais, o reinvestimento especifico de
movimentos € causado, muitas vezes, pela ansiedade frente as dificuldades de
locomocéo, o que esté relacionado com a ocorréncia de quedas em idosos (WONG et
al., 2008, 2009). O desempenho e a aprendizagem motora sugerem que 0 aumento
da ansiedade muitas vezes leva ao monitoramento e controle consciente de certos
movimentos (BEILOCK; CARR, 2001; GRAY, 2004; LAM; MAXWELL; MASTERS,
2009), podendo tanto facilitar quanto comprometer a fluéncia do movimento (LOHSE;
SHERWOOD; HEALY, 2011; STINS; ROERDINK; BEEK, 2011). Se as exigéncias de
adaptacdo da marcha aumentarem gradativamente € esperado que um aumento da
ansiedade acabe elevando as taxas de erros. Contudo, caso a ansiedade resulte em
um nivel de atencdo favoravel a realizacdo da tarefa, o desempenho podera se elevar.
Assim, os vieses de atenc¢do relacionados a ameacas e/ou estimulos néo relacionados
a tarefa podem interagir com o comportamento ansioso, levando a reducdo da
eficiéncia do processamento da atencdo (EYSENCK et al., 2007; YOUNG et al., 2016).

Portanto, os niveis de ansiedade podem estar relacionados ao aumento ou
reducéo de parametros da locomogdo (KAMEDA et al., 2007; RAMOS; MORMEDE,
1997). Assim, a atividade motora pode ser influenciada pela ansiedade e a memoaria
qgquando envolve parametros espacial-temporais (BRODY; HOLTZMAN, 2006;
KALUEFF et al., 2007; STREKALOVA et al., 2005).

2.5 Adaptabilidade da Marcha

A capacidade de adaptar/adaptabilidade da marcha pode ser definida como
uma funcdo sensoOrio-motora que necessita de controle e coordenacdo das
articulagbes para evitar que o contexto ambiental interfira no objetivo da locomocé&o
(BALASUBRAMANIAN; CLARK; FOX, 2014; DUCHARME et al., 2018; HOUDIJK et

al., 2012). E formada por um modelo de controle locomotor composto pelo
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caminhar/pisar (ritmo basico reciproco dos movimentos dos membros), adaptabilidade
(adaptacdo a comportamentos, objetivos da tarefa e demandas ambientais) e
equilibrio (controle postural e equilibrio durante a marcha) (BALASUBRAMANIAN;
CLARK; FOX, 2014). Em funcéo do alto grau de consisténcia no padrao de passos ao
caminhar, a marcha em linha reta em terreno regular € um indicador precoce de
comprometimento da mobilidade e esta diretamente associado com a ocorréncia de
quedas, incidéncia de déficits de mobilidade e disfuncdo do sistema nervoso central
(BRACH et al., 2007; HAUSDORFF; RIOS; EDELBERG, 2001).

A capacidade de evitar obstaculos e garantir a colocacédo segura dos pés em
terrenos irregulares € um pré-requisito para uma marcha com reducao de riscos de
gueda (TIMMERMANS et al., 2016). Sabe-se que individuos com capacidade limitada
de ajustar a marcha, em face as alteracdes ambientais, optam por evitar caminhar
nessas circunstancias (estratégia de seguranca) ou experimentar a tentativa de
adaptacao e correr o risco de queda (BALASUBRAMANIAN; CLARK; FOX, 2014). A
maioria das quedas ocorrem durante a marcha, devido a tropecos, escorregdes,
deslizes, passos em falso ou incorretos, 0 que sugere uma menor capacidade na
adaptabilidade da caminhada (GEERSE et al., 2018). A importancia da colocacao
precisa dos pés € importante para determinar a capacidade de adaptacdo da marcha
ao caminhar, como evitar obstaculos, virar e pisar em local seguro. Assim, o declinio
no controle motor do movimento do pé provavelmente € uma das causas subjacentes
da incapacidade de adaptar a marcha (WEERDESTEYN; HOLLANDS; HOLLANDS,
2018). Evidéncias demonstram que humanos aprendem a adaptar seus padrdes
locomotores e a recuperar a simetria da marcha através de mudancas especificas na
coordenacdo entre membros (MALONE; BASTIAN; TORRES-OVIEDO, 2012;
REISMAN; BLOCK; BASTIAN, 2005). Assim, a aprendizagem motora acontece devido
a intencdo de executar novas tarefas de forma eficiente e funcional (HIKOSAKA et al.,
2002; LUFT; BUITRAGO, 2005).

Sabemos que realizar a marcha em terrenos irregulares, bem como a realizar
transicdes entre superficies, torna os ajustes motores antecipatorios particularmente
desafiadores (HAWKINS et al., 2017). Acredita-se que adultos saudaveis modificam
parametros de passo e passada e a cinematica dos membros para atender essas
demandas, o que néo ocorre tao facilmente em idosos (ROGERS; CROMWELL,;
GRADY, 2008; SCHULZ, 2011).
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Nesse contexto, um estudo revelou que, durante a caminhada na esteira, as
areas sensorio-motoras, lobo occipital e areas cerebelares estdo mais ativas. Ja
durante uma marcha com variacdo do comprimento do passo existe uma ativacéo
menor na area sensorio-motora primaria € uma maior desativacdo relativa na
substancia branca do giro temporal médio e superior e hipocampo quando comparado
com o grupo de baixa variabilidade. Tais resultados sugeriram que a marcha variavel
é influenciada pela regulacéo cortical (SHIMADA et al., 2013). Ademais, imaginar uma
marcha com obstaculos se associou ao aumento da ativacao pré-frontal e do para-
hipocampo, sugerindo que o0s centros cerebrais superiores tornam-se
progressivamente engajados quando a tarefa locomotora exige maior processamento
de informacdes cognitivas e sensoriais (MALOUIN et al., 2003).

A integracdo de informacfes dos sistemas sensoriais: visual, vestibular e
somatossensorial sdo essenciais para compensar instabilidades (O'CONNOR; KUO,
2009). Ainda, com o envelhecimento a qualidade da integracéo sensorial resulta em
déficits na marcha, comum entre idosos e pessoas com distarbios
neuromusculoesqueléticos (ABBRUZZESE; BERARDELLI, 2003; O'CONNOR; KUO,
2009; VERGHESE et al., 2006). Além de contribuirem com uma marcha instavel, tais
disturbios contribuem para um risco elevado e maior frequéncias de quedas (MENZ;
LORD; FITZPATRICK, 2003).

Outro fator relevante no controle motor da marcha é a memaria espacial. Se
contextualizar no espaco/ambiente no processo de locomocdo é crucial para a
orientacdo e navegacdo em diferentes ambientes do dia-a-dia (LEON; TASCON;
CIMADEVILLA, 2016). Sabe-se que niveis de ansiedade também podem ter relacao
com o controle motor (KAMEDA et al., 2007; RAMOS; MORMEDE, 1997), visto que a
atividade motora utiliza parametros espaco-temporais (BRODY; HOLTZMAN, 2006;
KALUEFF et al., 2007; STREKALOVA et al., 2005). Dessa forma, pode-se hipotetizar
gue animais naturalmente mais ansiosos podem apresentar uma resposta que
desorganiza o sistema ou que tal trago possa potencializar a atencéo a uma tarefa de
interesse.

Sabe-se que modelos murinos sao frequentemente utilizados em pesquisas
para compreender aspectos neurobiologicos, fisioldgicos, fisiopatologicos em
processos de adaptacdo e aprendizagem motora. Estudos com animais e humanos
demonstraram que os movimentos da marcha sdo modificados para minimizar o gasto

de energia e o risco de lesédo (VAHEDIPOUR et al., 2018). Visto isso, devido as
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diferentes condigcbes ambientais, uma grande variabilidade da marcha pode ser
observada, ja que perturbagcfes durante a marcha podem acontecer e a necessidade
de adaptar a marcha se torna essencial para evitar as quedas. A medida que estudos
experimentais se tornam mais frequentes para investigar a locomocao, eles também
oferecem uma variedade de modelos de doencas e uma gama de ferramentas
genéticas para manipular aspectos neurofisiologicos (BELLARDITA; KIEHN, 2015;
HARRIS-WARRICK, 2011; LATHE, 1996).

Compreender como a marcha é afetada nos disturbios do desenvolvimento
neuroldégico humano requer uma compreensdo do desenvolvimento saudavel da
marcha. A marcha vem sendo estudada ha muito tempo no camundongo maduro, mas
0 padrdo de maturacao da marcha ainda precisa ser estabelecido. Assim, um estudo
gue analise como a marcha se desenvolve, incluindo alteracées no tamanho corporal,
pardmetros espago-temporais e posturais, e variabilidade intraindividual sao
necessarios para compreender o caminhar dos murinos (AKULA et al., 2019).

A analise biomecanica da marcha em roedores permite investigar a marcha
através de sistemas que incluem parametros temporais, espaciais e posturais. Um
desses sistemas de esteira com cinta transparente € o DigiGait (Mouse Specifics,
Boston, MA), que permite a caracterizacéo de pegadas digitais para analisar a postura
e a cinematica através da captura imagens (AKULA et al., 2019). Outra possibilidade
€ a analise de quadro a quadro de videos com o teste da escada horizontal, que
classifica as 4 patas de acordo com uma pontuacéo qualitativa e um valor médio para
cada pata reflete a precisédo geral do uso da pata. Outra possivel avaliacao para este
teste € o calculo de percentagem de erros em relagdo ao nimero de passadas (METZ;
WHISHAW, 2002). Contudo, que seja de nosso conhecimento, os determinantes
comportamentais da variabilidade dos niveis de adaptacdo da marcha ainda séo

pouco compreendidos.
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3 OBJETIVOS

Nesta sessao serdo apresentados os objetivos da presente dissertacao.

3.1 Objetivo Geral

Estudar a variabilidade natural da capacidade de adaptacdo da marcha em
camundongos Balb/cJ, bem como a capacidade preditiva que métricas de memoaria

espacial e de simile de ansiedade podem ter sobre este comportamento locomotor.

3.2 Objetivos Especificos

a) Verificar se existe influéncia do sexo na capacidade de adaptacdo da marcha e nos
demais comportamentos estudados;

b) investigar os niveis de variabilidade da capacidade de adaptacdo da marcha em
camundongos Balb/cJ;

C) comparar 0s animais que apresentam desempenho de adaptacdo da marcha nos
percentis 25% ou inferior; entre 26 e 74% ou 75% ou superior quanto a memoaria
espacial, comportamento simile de ansiedade e atividade locomotora geral;

d) estudar a capacidade preditiva que métricas de memdria espacial, comportamento
simile de ansiedade e atividade locomotora geral podem ter sobre a capacidade de
adaptacao da marcha;

e) avaliar a sensibilidade e a especificidade que métricas de memodria espacial,
comportamento simile de ansiedade e atividade locomotora geral possuem para
predizer a capacidade de adaptacao da marcha;

f) identificar pontos de corte de métricas de memoaria espacial, comportamento simile
de ansiedade e atividade locomotora geral para a predicdo da capacidade de

adaptacao da marcha.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo faz parte de um projeto maior, aprovado pelo Comité de Etica em
pesquisa com Animais (CEUA) da PUCRS sob numero 8955. Todos os experimentos
foram realizados no Centro de Modelos Biologicos Experimentais (CEMBE), da
Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do Sul (PUCRS), em Porto Alegre.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 60 camundongos machos (n=28) e fémeas (n=32) da
linhagem Balb/cJ adquiridos através do CEMBE. Os animais foram alojados em caixas
padrdo com no maximo quatro animais e foram mantidos com acesso livre a agua e
comida, sob ciclo de claro/escuro 12h e temperatura controlada entre 22 e 24°C
conforme a rotina do biotério.

Apds uma semana de aclimatacao com o biotério e os pesquisadores, 0s testes
comportamentais foram iniciados (ocorreram entre o P60 ao P72). No P73 os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical, visto que fazem parte de um projeto
onde ha necessidade da realizacdo de analises bioquimicas o que, por sua vez,
inviabiliza o uso de anestésicos. No entanto, 0s pesquisadores seguiram as normas
do item 8.2.4 das diretrizes do CONCEA e se asseguraram que o método de eutanasia
foi realizado de forma rapida e segura, garantindo que o sofrimento dos animais fosse

reduzido ao maximo. A Figura 1 ilustra o desenho experimental do estudo.

Figura 1 - Desenho Experimental.

Elevated Plus -

il =
Open Field Maze Y - Maze LRWT Habituagdo Agquisicdo Reteng¢do Eutandsia
== —p

Fonte: Autor
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4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Abaixo sdo descritos os testes comportamentais utilizados. Destaca-se que
0s animais foram transportados para a sala de experimentos 30 minutos antes de cada

teste comportamental para habituacéo ao local dos testes.

4.2.1 Campo aberto (Open Field)

O Open Field analisa a locomocédo, o comportamento simile de ansiedade e
comportamentos estereotipados, como grooming e rearing em roedores. Além disso,
pode ser usado para avaliar a saude geral e o bem-estar do animal (KRAEUTER,;
GUEST; SARNYAI, 2019a). Neste teste, os camundongos foram colocados no centro
de uma caixa quadrada de acrilico (33 x 33 cm) e foi permitido que o animal a
explorasse por 5 minutos. Os testes foram gravados com uma camera profissional.
Apdés, os videos foram analisados utilizando o software AnyMaze (Stoelting CO, Wood
Dale, IL, EUA). Para tanto, a caixa do campo aberto foi dividida em 16 quadrantes,
sendo 4 quadrados centrais, definidos como zona central e 12 quadrados definidos
como zona periférica. Distancia (Locomocédo), tempo na zona central e periférica e
namero de entradas no centro e periferia foram mensurados através do referido
software (WEARICK-SILVA et al., 2019).

4.2.2 Labirinto em cruz elevado (Elevated Plus Maze)

O Elevated Plus Maze é usado para medir o comportamento simile de
ansiedade em roedores (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA, 2008; KRAEUTER;
GUEST; SARNYAI, 2019b). O aparato consiste em dois bragos abertos (30 cm x 5
cm) e dois bracos fechados (30 cm x 5 cm x 15 cm) de acrilico preto que estéo
conectados a uma plataforma central (5 cm x 5 cm), sendo o aparato elevado a uma
altura de 50 cm acima do solo (WEARICK-SILVA et al.,, 2019). Cada animal foi
colocado individualmente no centro do labirinto de frente para o braco aberto e tiveram
a oportunidade de explorar o aparato por 5 minutos (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA,
2008; WEARICK-SILVA et al., 2019). O numero de entradas em cada braco (aberto e
fechado), o tempo gasto no brago aberto e fechado, bem como o tempo no centro do
labirinto foram analisados com o software AnyMaze (Stoelting CO, Wood Dale, IL,
EUA) atraves de gravagdes em video (WEARICK-SILVA et al., 2019). Além disso,
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calculou-se o indice de evitacdo (IE) proposto por Trullas e Skolnick (1993), sendo o

calculo o seguinte:

(% tempo nos bragos abertos + % entradas nos bragos abertos)

IE =100 —
00 >

4.2.3 Labirinto em Y (Y-Maze)

O Y-Maze é usado para avaliar a memoria espacial de trabalho, permitindo
gue os roedores explorem todos os trés bragos do labirinto, movida por um curiosidade
inata dos roedores em explorar areas anteriormente ndo exploradas (KRAEUTER,;
GUEST; SARNYAI, 2019c). O aparato com trés bracos (angulo de 120° um do outro)
em forma de "Y' (35 cm de comprimento, 5 cm de largura e 10 cm de altura) € realizado
em duas etapas (MORGAN et al., 2018). Na primeira, os animais foram colocados no
braco B (parte inferior) e exploraram os bracos A (parte superior) e B durante 5
minutos. O braco C (braco novo) se manteve fechado. Apds, permanecerem 1 minuto
em uma caixa. Na segunda etapa do teste, os animais foram novamente colocados
no braco B do labirinto com os trés bracos disponiveis para exploragdo por 2 minutos
(KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019c). Para a avaliacdo do desempenho da
memoria de trabalho observamos o nimero de entradas e o tempo despendido em
cada um dos bracos do teste. O calculo da preferéncia de exploracao foi realizado por

meio da seguinte férmula:

tempo de exploracao do brago novo
120

Preferéncia de exploragdo =

Além disso, a alternancia espontanea foi calculada quando o camundongo
entrou em um brago diferente do labirinto em cada uma das 3 entradas de braco
consecutivas (MIEDEL et al., 2017). A percentagem de alternancia espontanea é

entdo calculada com a seguinte formula:

o ) # alternancia espontanea
Alternancia espontanea % = — X 100
numero total de entradas nos bragos — 2
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4.2.4 Teste da Escada Horizontal (Ladder Rung Walking Test)

O Ladder Rung Walking Test permite avaliar e classificar a capacidade de
adaptacdo da marcha observando a funcdo dos membros anteriores e posteriores
(METZ; WHISHAW, 2002, 2009). O aparato, elevado a 30 cm do solo, constitui de
duas paredes de acrilico transparente (1 m de comprimento x 20 cm largura) com
perfuracbes para o encaixe de barras (traves) de aco inoxidavel (2,0 mm),
posicionados a 0,5-2,5 cm de distancia. Antes do teste, os animais realizaram dois
trials de habituacédo ao aparato. No primeiro trial, todas as traves foram colocadas em

um padrdo simétrico e no segundo a distribuicdo das traves foi assimétrica (Figura 2).

Figura 2 - llustracédo do aparato do Teste da Escada Horizontal.

~ Symmetrical Pattern
®0 0900 00

Asymmetrical Pattern / 1 “ -

1-5cm for Rats  *
0.5-2.5cm for Mice

Fonte: Autor

Para o teste, as traves foram reposicionadas aleatoriamente (modificando o
padrdo do 2 trial) e os animais foram colocados no inicio da escada para que
atravessassem 0 aparato, adaptando sua marcha por meio do apoio das patas nas
traves disponiveis, até alcancar o final do percurso (METZ; WHISHAW, 2002;
WEARICK-SILVA et al., 2019). Durante o teste, os roedores foram filmados com uma
camera GoPro Hero 4, 12Mp, com uma taxa de aquisi¢cdo de 240 frames por segundo
(FPS), em uma vista lateral, permitindo a analise de video quadro a quadro.

Para a analise dos videos, utilizamos o Foot Fault Score proposto por Metz e
Whishaw (2002), no qual consiste em uma escala de 7 categorias (analise qualitativa)
para classificar o posicionamento das patas conforme sua posi¢ao e os erros gerados

a colocacao das patas nas traves do aparato (Quadro 1).
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Quadro 1. Descricao do Foot Fault Score proposto por Metz e Whishaw (2002).

Tipo de Erro

Descricao

(O)Total Miss

A pata ndo toca a trave e ocorre a queda. A queda é descrita
como uma pata caindo profundamente entre as traves

assim perturba o equilibrio.

(1) Deep slip A pata inicialmente foi colocada em uma trave, mas
escorregou ao suportar peso, 0 que causou uma queda.
(2) Slight slip O deslize ocorreu da mesma maneira que no escore 1, mas

nao causou queda ou interrompeu a marcha. Em vez disso,
o animal foi capaz de manter o equilibrio e continuar uma

marcha coordenada.

(3) Replacement

A pata foi colocada em uma trave, mas antes que pudesse
comecgar o suporte de peso, foi levantada rapidamente e

colocada em outra trave.

(4) Correction

A pata visava uma trave, mas foi colocado em outra sem
tocar na inicialmente apontada. Ou caso a pata seja
colocada em uma trave, mas rapidamente reposicionada

enquanto permanece na mesma trave.

(5) Partial Placement

A pata foi colocada na trave com os punhos/dedos do
membro anterior ou os dedos do pé /calcanhar do membro

posterior.

(6) Correct Placement

A porcao média da pata € colocada na trave com suporte

de peso total.

Para a determinacdo do escore de desempenho, a pontuacdo atribuida em

7

cada categoria € multiplicada pela sua frequéncia de ocorréncias no teste. A

pontuacao total de cada membro € obtida pela soma dos valores obtidos em cada

uma das categorias para 0 membro em questdo. O protocolo para o uso do Foot Fault

score foi publicado previamente por Metz e Whishaw (2009). Por fim, a soma dos

escores do membro anterior e posterior constituem a pontuacdo total do teste,

normalizada pelo nimero de passos que o animal executa durante o teste. Assim o

escore de desempenho foi calculado utilizando a média dos escores totais (forelimb
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scores + hindlimb scores) da amostra. O escore foi calculado usando a seguinte

formula:

Combined limbs performance score
- - x
Mean of the combined limbs performance
score from the cohort

100

Normalized total score % =

Portanto, uma pontuacdo (%) superior a 100% significa que o animal teve

melhor desempenho no LRWT quando comparado a meédia da coorte. Uma

porcentagem inferior a 100% significa que o animal teve pior desempenho.

4.2.5 Labirinto de Barnes (Barnes Maze)

O Barnes Maze foi desenvolvido por Carol Barnes para avaliar a
aprendizagem espacial e memodria em ratos (BARNES, 1979; PITTS, 2018).
Posteriormente foi adaptado para camundongos (BACH et al., 1995).

A configuracdo do aparato consiste em uma plataforma cinza circular (91cm
diametro) com 20 orificios espacados uniformemente ao longo do perimetro e elevado
do solo (90cm). Contém uma caixa de escape escondida embaixo de um orificio, que
se mantem fixa durante o treinamento, deixando os buracos restantes vazios. Pistas
visuais sao utilizadas para os animais localizarem a caixa de escape (PITTS, 2018).
Durante o treinamento, os roedores utilizam trés estratégias diferentes (aleatéria,
serial, espacial) para aprender a localizar a caixa de escape. Os camundongos foram
alocados no centro do labirinto e exploraram o aparato por 5 minutos no periodo
chamado de adaptacao, por 4 dias. No ultimo dia de adaptacao (quarto dia), o animal
dispde de 5 minutos para explorar o aparato e depois € colocado na caixa de escape,
onde permanece por mais 2 minutos. Apds, iniciamos o treino de aquisicdo espacial
(4 dias) os animais realizam 3 trials dia com intervalos de 15 minutos cada, onde
possuem 3 minutos para localizar a caixa de escape e ap0s permanecem por mais 1
minuto na caixa de escape. Foram contabilizados os erros primarios (nimero de erros
até localizar a caixa), erros totais (numero de erros até entrar na caixa), laténcia
primaria (laténcia para localizar a caixa), laténcia total (laténcia para entrar na caixa)
de cada trial. No dia ultimo dia do teste, chamado de probe trial, a caixa de escape é
retirada e o animal possui 180 segundos para localizar o orificio onde estava a caixa.

Foram contabilizados a laténcia até encontrar o orificio onde estava a caixa, nimero
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de erros e a estratégia de busca utilizada. Os experimentos com o Barnes Maze foram
realizados de acordo com o0s protocolos publicados com algumas modificacbes
(GAWEL et al., 2019).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para o célculo amostral, utilizamos o estudo prévio de Wearick-Silva et al.
(2019) que buscou avaliar o desempenho da marcha em camundongos expostos ao
estresse no inicio da vida. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Dados parameétricos foram analisados pela anélise de variancia
de uma via e pelo post-hoc de Tukey. Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram
empregados para comparacdes entre grupos para as variaveis nao-parameétricas.
Potenciais correlagbes foram estudadas pelo teste de Spearman. Os animais foram
divididos em trés grupos, com base nos percentis de desempenho no LRWT - grupo
superior (percentis = 75), regular (percentis 74 ao 26) e inferior (percentis < 25)
performers. A acuracia preditiva dos comportamentos de interesse para a identificar
0S animais com desempenho nos percentis extremos de adaptagdo da marcha
(superior e inferior performers) foi avaliada por meio da curva Receiver Operating
Characteristic Curve (ROC). Regressdes de Poisson quantitativas e qualitativas
também foram utilizadas para avaliar a capacidade preditiva de comportamentos de
interesse na determinacdo da capacidade de adaptacdo da marcha. Os resultados
foram considerados significativos quando p < 0,05. Os dados foram computados no
Excel e posteriormente analisados através do pacote estatistico SPSS for Windows
20.0. Os graficos foram construidos com o software Prisma GraphPad 6.0 (La Jolla,
EUA).
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5 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados da presente dissertacdo serdo apresentados na forma de artigo
cientifico. O manuscrito foi submetido ao perioddico “Gait & Posture”, classificado A2,
conforme os critérios Qualis-CAPES, ap0s as consideracfes da banca avaliadora
desta Dissertagao.
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Highlights
e Anxiety-like behavior in mice can predict the natural ability to adapt walking.
e Normal range of anxiety may have a dual effect on walking adaptability.

e Spatial memory exhibited a subtle capacity to predict walking adaptability in
mice.
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INTRODUCTION

Walking is a highly specialized behavior that involves the ability to
generate steps, maintain postural balance and adjust movements to accomplish
behavioral and contextual/environmental-related demands [1,2].

Daily-life walking is controlled by complex sensory-cognitive-motor
processes and requires neural networks to overcome contextual challenges while
moving. Uneven terrain and obstacles require attention and postural anticipatory
and compensatory adjustments to prevent falling. Therefore, deficits in attention
and executive functioning are associated with a higher risk of falling while walking
[3].

The ability to ensure proper foot placement is a prerequisite for safe
walking [4]. Most walking-related falls occur due to trips, slips and missteps,
suggesting deficits in walking adaptability are critical for safe walking [2]. A limited
ability to adjust walking when the environmental context changes triggers two
typical behavioral strategies: safety behavior (avoiding walking in these
circumstances); or risk-taking behavior (accepting the falls risk) [1].

Murine models are often used to understand movement neurobiology in
physiological and pathological backgrounds, such as neural-based motor
learning and adaptation in cellular and molecular levels [5-7].

The relationship between learning, memory and anxiety can modify the
individual's motor performance [8]. For example, a slight food restriction
generated anxiety-like behavior and reduced the movement accuracy in reaching
and grasping tasks [9]. Chronic stress can induce both hyperactivity or
hypoactivity in some animals [10]. Eysenck et al. [11] found anxiety increased
attention in detecting a perceived threat, but reduced attention when executing a
simultaneous task. The attentional control theory suggests anxiety does not
necessarily lead to decreased performance. Attentional overload can offset some
negative effects of anxiety. Consequently, the task is adequately performed but
at a higher cognitive cost [12,13].

A recent study suggested aged animals showed a poorer ability to
perform cognitive-motor tasks that require spatial memory compared to their

younger peers [14]. Within a broader cognitive-motor interplay, spatial memory
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contributes to motor control by improving the success of an intended movement
in a spatial context [15].

However, to best of our knowledge, no previous study has addressed
whether anxiety-like behavior and spatial memory can predict the natural ability
to adapt walking in mice. We hypothesize that anxiety-like behavior might play a
role in skilled movements, such as walking adaptability. Importantly, this could
provide a first step to develop further studies focused on discovering how
neurochemical and genetic factors modulate cognitive-motor interplay in walking

adaptability.

MATERIALS AND METHODS

Ethical Approval

This study was approved by the Ethics Committee for Animal Research
at the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (hnumber 8955) and was

conducted in accordance with the international guidelines [16].

Animals

We used 60 mice (Balb/cJ, weight, 25-35g) male (n = 28) and female (n
= 32) acquired from our local colony (CEMBE/PUCRS). The animals were
housed in standard lab conditions (same-sex littermates in 3-4 per cage; water
and food ad libitum; temperature 23°C+1°C and 12h light/dark cycle).

Experimental Design

Before starting the experiments, the animals underwent seven days of
standard manipulation/acclimation with the researchers (one 5-minute-session
daily). After, a behavioral test battery was performed from post-natal day (P) P60
to P72 (tests ordered from lower to higher complexity). At P73, the rodents were
euthanized by cervical dislocation. Supplementary Figure 1 illustrates the study

design.
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Behavioral Analyses

A 30-minute acclimation in the experimental room was provided prior to
the tests.

Open Field (spontaneous locomotor activity). Animals were placed in
the center of a squared Plexiglas box (33 x 33 cm) and allowed to explore the
apparatus for 5 minutes. Video recordings were analyzed using the AnyMaze
Software (Stoelting CO, Wood Dale, IL, USA), which divided the field into 16
squares (4 central and 12 peripheral). The total distance travelled, time spent in
the central and peripheral zones and number of entrances in each zone were
measured [17].

Elevated Plus Maze (EPM - anxiety-like behavior). The apparatus,
elevated 50 cm above the ground, comprised two open (30cmx5cm) and two
closed (30cmx5cmx15cm) arms accessed from a central platform (5cmx5cm).
Animals were placed individually in the center of the maze facing the open arms
and allowed to explore for 5 minutes [18]. All trials were analyzed using Anymaze
Software (Stoelting CO, Wood Dale, IL, USA). The avoidance index (Al) was also

calculated [19], as follows:

(% time in the open arms + % entries in the open arms)

Al =100 —
2

Y-Maze (spatial memory) The Y-shaped apparatus has three plexiglass
arms (35 cm long, 5 cm wide and 10 cm high, at 120° angle from each other) [20].
Animals were placed individually in arm B and explored arms A and B for 5
minutes while arm C (the novel arm) remained closed. After, animals were
individually placed in arm B with all arms available for exploration for 2 minutes.
These phases were separated by a 1-minute interval [21]. We counted the
number of entries and recorded the exploration time in the arms (A, B and C).

The exploration preference was calculated, as follows:

Time in the novel arm
120

Preference Index (s) =
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Spontaneous alternation was considered to have occurred when a
mouse entered each of the 3 arms consecutively, not necessarily observing any
particular order [22]. The percentage (%) of spontaneous alternation was

calculated, as follows:

. # spontaneous alternations
Spontaneous alternation % = - x 100
total number of arm entries — 2

Ladder-Rung-Walking-Test (skilled walking performance) The
apparatus consisted of two sidewalls made of clear Plexiglas (1 m) and metal
rungs to create a horizontal ladder [7,23]. While crossing the ladder, mice were
filmed using a GoPro Hero 4 (12Mp / 240 frames-per-second). The first two trials
were considered habituation and the third trial was analyzed using the foot fault
score system [23]. The position of the metal rungs across the trials (asymmetrical-
only pattern) was modified, with exception of the first habituation trial. The

performance scores were calculated, as follows:

Combined limbs performance score

Normalized total score (%) = x 100

~ Mean of the combined limbs performance
score from the cohort

A normalized total score (%) lower than 100% means the animal

performed worse in the LRWT when compared to the cohort mean.

Barnes Maze (spatial memory). The apparatus comprised a circular
platform (91cm diameter), with 20 holes spaced uniformly around the perimeter.
The Barnes Maze is raised 90 cm above the ground, with a moveable escape
box hidden under one hole. Visual cues are used to help the animals locate the
escape box. The test is divided into three stages: a) adaptation; b) acquisition;
and c) testing. During adaptation, the escape box is kept in the same position and
rodents typically adopt three different strategies to find it: random, serial and
spatial. During the four-day adaptation period, once a day, the mice were placed
in the center of the apparatus and given five minutes to find the escape box. On

the last day of adaptation, all the animals were allowed to remain in the escape
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box for 2 minutes. If they failed to enter the escape box within the five-minute
period, they were gently placed there for 2 minutes.

The acquisition stage lasted an additional four days. Three trials were
carried out daily at 15-minute intervals. In each trial, the animals were given three
min to locate the escape box and allowed to stay there for 1 min. If they failed to
enter the escape tunnel within the three-minute period, they were gently placed
there for 1 minute. Primary errors, total errors, primary latency and total latency
were counted in each trial. In the test stage (probe trial), the escape box was
removed and the mice were given 90 seconds to locate the place where the box
had been. The number of pokes in each hole, latency until finding the hole where

the box had been and errors were counted [24].

Statistical Analysis

For the sample size calculation, we used the previous study by Wearick-
Silva et al. (2019). Parametric data were analyzed using the one-way ANOVA
and Tukey's post-hoc test. For non-parametric data, the Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney tests were used for between-group comparisons. The animals
were divided into three groups based on the percentiles of performance in the
LRWT - superior performer (percentiles = 75), regular performer (percentiles 74
to 26) and inferior performer (percentiles < 25). The predictive accuracy analyses
were evaluated using the Receiver Operating Characteristic Curve (ROC).
Quantitative and qualitative Poisson regressions were used to assess the
predictive potential of anxiety-like behavior and spatial memory in determining
the ability to adapt walking. Statistical analysis was performed using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 20.0 (IBM — New York, USA)
and Prism GraphPad 6.0 software (La Jolla, USA). p < 0.05 was considered

significant.

RESULTS

The overall mice cohort characterization is shown in the Supplementary
Table 1. We tested for possible sex-related behavioral effects and no differences

were found (Supplementary Table 2 and Supplementary Figure 2).
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Ladder-Rung-Walking-Test (LRWT)

Between-group differences were observed among SP, RP and IP
regarding the ‘combined limbs performance score’ (p < 0.0001). We noticed the
SP and IP (p =0.0001) and RP and IP (p = 0.005) groups differ when the ‘forelimb
performance score’ was analyzed. In the ‘hindlimb performance score’, the SP
was different from IP (p = 0.0001) and RP (p = 0.020). However, the IP group did
not differ from the RP (p = 0.366) (Figure 1).

Open-Field-Test (OF)

No statistically significant differences in the OF were found

(Supplementary Figure 3).

Elevated-Plus-Maze (EMP)

A statistically significant overall difference for “time in the closed arms”
was found (KW =7.571, p = 0.023, Fig2E). The SP and IP groups were different
from RP (p = 0.008 and p = 0.031, respectively). There was no difference
between the SP and IP groups (p = 0.696) (Fig2E). All the other assessed
outcomes in the EPM did not differ among the studied groups (Figure 2).

Y-Maze and Barnes Maze

No statistically significant between-group differences were found in the
Y-Maze-assessed outcomes (Figure 3).

The Barnes Maze results are shown in Supplementary Figure 4. While
we observed a within-group learning effect among the days for averaged primary
latency, primary error, total latency (p<0.05), no between-group differences were

found.

Predictive analyses (ROC analysis and Poisson Regression)
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Accuracy of anxiety and spatial memory-related behavior in predicting
regular (RP) or extreme performances (SP and IP groups were collapsed) was
tested using the ROC curve. Extreme performance category was created
because the SP and IP groups did not differ regarding spatial memory or anxiety-
like behavior. Moreover, we had an a priori suspicion the latter might play a dual-
effect role in walking adaptability. We tested the outcomes exhibiting p-values <
0.20 for group effects. The findings show the EPM ‘time in the closed arms’ and
the Y-Maze ‘entries in arm C (%)’ were able to predict the mouse performance in
the LRWT (p < 0.05) (Table 1).

Thereafter, the quantitative Poisson regression model was applied (Table
2). Statistical significance was observed for the variables of the EPM ‘time in the
closed arms’ (p = 0.02) and the Y-Maze ‘entries in arm C (%)’ (p = 0.03). The
quantitative regression findings showed each additional second the mouse spent
in the EPM closed arms increased 0.3% its probability to exhibit an extreme
behavior in the LRWT. Moreover, each additional percentage of entries in Y-Maze
novel arm increased 0.9% the mouse probability to exhibit an extreme
performance in the LRWT. The most balanced cut-off points (sensitivity vs
specificity) identified in the ROC curve (Supplementary Table 3 and 4) were used
in the qualitative Poisson regression (Table 3). The cut-off point of 219 seconds
for the EPM ‘time in the closed arms’ (sensitivity of 63.6% and specificity of
68.7%) and 42% Y-Maze ‘entries in arm C’ (novel arm) (sensitivity 61.4% and
specificity 68.7%) were adopted. In the qualitative regression model, the animals
that spent 219 seconds or more in the EPM closed arms increased by 39% their
probability of exhibiting an extreme performance in the LRWT. No significant

effects were found for the Y-Maze ‘entries in arm C’.

DISCUSSION

This study sought to assess whether the normal ranges of anxiety-like
behavior and spatial memory could be predictors of the natural variability to adapt
walking in mice. To the best of our knowledge, this is the first study to explore the
issue in a facility reared mice cohort. The findings suggest animals exhibiting
higher levels of the natural anxiety-like behavior are more prone to show extreme

walking adaptability performances (lower or higher percentiles in the LRWT).
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Thus, the natural variability in the ability to adapt walking in mice may be
influenced, at least in part, by anxiety-related traits in the individual mice. This is
of importance because walking adaptability could be impaired by well-known
anxiety disorders [25].

Increased anxiety levels might produce a dual effect in the ability to adapt
walking due to the anticipatory and/or attentional mechanisms. Some individuals
overuse the anxiety-driven cognitive anticipatory mechanism and thus generate
a motor plan more likely to fail when facing an irregular walkway/unpredictable
obstacles. However, others use anxiogenic inputs to improve their attentional
capacity, which results in higher performance levels [11]. The determinants of
which individual strategy will be adopted is still unclear.

The attentional control theory states anxiety may cause attentional bias
when judging real task-related threats and irrelevant stimuli. As a result, the
anxiety-related influences in performance might reflect relative inefficiency in the
attentional processes [11]. Higher levels of anxiety may change movement
control and compromise movement smoothness [26] as well as impair divided
attention tasks in older adults [27], thus changing the attentional efficiency
required to deal with targets in the walkway [28]. Moreover, there is a strong
relationship between stepping inaccuracy and self-reported anxiety. Increased
anxiety levels may also influence stepping accuracy indirectly by provoking
maladaptive visual sampling strategies [25]. Conversely, some anxiety levels
may help improve attention and movement accuracy. Together, this may explain
why staying 219 seconds or longer in the EPM closed arms (longer than the RP
group mean) increased the likelihood to exhibit extreme LRWT percentiles by
39%.

Rodents have been used to provide insights into normal and pathological
anxiety-like behavior [29]. This behavior is present in both humans and rodents
and plays a role in individual defense and survival [30]. One advantage of using
isogenic mice is the greater control of genetic-based influences. Hence, the
present study reinforces the importance of the anxiety-like behavioral phenotype
to predict the natural ability to adapt walking.

An important aspect is healthy mice modulate their anxiety-related levels
across the presented challenges, which is different from the constantly increased

anxiety typically found in anxiety disorders. Fluctuations in natural anxiety may
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be related to the test constructs or based on intra-individual characteristics [31].
The literature suggests OF, EPM and light-dark box outcomes may not measure
the same type of anxiety-like behavior [32], while the mice strain could also
influence the measured outcomes [33]. For instance, Balb/c mice have been
reported to behave more ‘anxiously’ in the EPM in comparison with the OF test
[19], which agrees with the present findings. Moreover, while OF and EPM are
both valuable tests to assess anxiety-like behavior, their constructs are different
- OF is more often used for exploratory/general locomotion while EPM is a more
specific test to assess anxiety-like behavior [30].

The ability to cope with environmental circumstances depends on
learning and memory [34]. The retention and processing of visuospatial
information involves spatial working memory [35]. When navigating in a new
environment, visuospatial information needs to be temporarily stored and used to
locate objects or reach targets, thereby inhibiting distracting stimuli [36].
Spatiotemporal parameters of gait are also influenced by working memory [11]
and could be modified during brain aging [37]. Here, however, spatial memory
exhibited a subtle capacity to predict walking adaptability. This may be attributed
to the features of the LRWT that provide insufficient spatial memory challenges
compared with those observed when the rodent is inserted in its ecological
context. Although the LRWT provides for an asymmetrical rung pattern, all the
rungs have the same diameter, shape and placement level, thus facilitating the
animal’s navigation. In addition, the fact the animals underwent three trials on the
LRWT might have facilitated the creation of an internal image of the test, therefore
reducing the demand on the spatial memory [38].

Regarding the influence of sex on the ability to adapt walking, studies
have shown absence of significant changes in the LRWT [39], which is in line with
the current findings. The OF and EPM results were also similar between facility
reared male and female mice. While sex-related behavioral differences have
been reported in some mice strains [40], a previous study suggested Balb/c mice
do not exhibit anxiety-related behavioral changes in the OF and EPM [33], in
agreement with our findings.

This study has some limitations. First, the ability to adapt walking, anxiety
and spatial memory were assessed using different and non-simultaneous tasks.

Thus, fluctuations in attention and anxiety-like behavior may have occurred
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across the tests. Nevertheless, to the best of our knowledge, there is no validated
behavioral apparatus to assess simultaneously waking adaptability performance,
spatial memory, and anxiety-like behavior in rodents. Second, we did not
compare normal and exacerbated anxiety-like behavior in mice models nor the
role of anxiolytic drugs. However, the influence of anxiety on the ability to adapt
walking might differ in physiological and pathological conditions and should be

considered with caution.

CONCLUSION

The higher levels of anxiety-like behavior in facility reared mice can
predict, at least in part, the natural variability to adapt walking. These behavioral
results in mice constitute an important first step towards advancing the
understanding of the neurobiological mechanisms of normal walking adaptability

at behavioral, cellular, and molecular levels.
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Figure Legends

Figure 1. Walking adaptability performance in the Ladder Rung Walking Test. (A) Forelimb
performance, (B) Hindlimb performance, (C) Combined Limbs performance. Data are expressed
as mean * standard deviation. One-way ANOVA and Tukey’s post hoc tests were used. * superior
performers vs. inferior performers; # superior performers vs. regular performers; 1 regular
performers vs. inferior performers.

Figure 2. Anxiety-like behavior in the Elevated Plus Maze test. (A) Distance traveled, (B)
Number of entries in the open arms, (C) Number of entries in the closed arms, (D) Time spent in
the open arms, (E) Time spent in the closed arms, (F) Time spent in the center, (G) Avoidence
index. Data are expressed in 25-50-75 percentile and range (minimum and maximum). Kruskal
Wallis and Mann-Whitney tests were used. # superior performers vs. regular performers; 1 regular
performers vs. inferior performers.

Figure 3. Spatial Memory in the Y-Maze test. (A) Entries in arm A, (B) Entries in arm B, (C)
Entries in arm C, (D)Time spent in arm A, (E) Time spent in arm B, (F) Time spent in arm C, (G)
% Spontaneous alternation, (H) Preference index, (I) % Entries in arm A, (J) % Entries in arm B,
(K)% Entries in arm C, (L) % Time spent in arm A, (M) % Time spent in arm B, (N) % Time spent
in arm C. Data are expressed in 25-50-75 percentile and range (minimum and maximum). The
Kruskal Wallis and Mann-Whitney tests were used.

Supplementary Figure Legends

Supplementary Figure 1. Experimental Design.

Supplementary Figure 2. Group division (inferior, regular and superior performers) based
on the mice cohort performance (percentiles) in the ladder rung walking test (LRWT).

Supplementary Figure 3. Mice locomotion pattern in the Open Field test. (A) Distance
traveled, (B) Time spent in peripheral zone, (C) Time spent in the central zone, (D) Number of
entries in the peripheral zone, (E) Number of entries in the central zone, (F) % of time spent in
the peripheral zone, (G)% of time spent in the central zone, (H) % of entries in the peripheral
zone, (1)% of entries in the central zone. Data are expressed in 25-50-75 percentile and range
(minimum and maximum). Kruskal Wallis and Mann-Whitney tests were used.

Supplementary Figure 4. Spatial Memory in the Barnes Maze test. (A) Primary latency, (B)
Total latency, (C) Search strategy, (D) Number of primary errors, (E) Number of total errors, (F)
Probe ftrial total latency, (G) Probe trial total errors, (H) Probe trial search strategy. Data are
expressed in 25-50-75 percentile and range (minimum and maximum). The Kruskal Wallis and
Mann-Whitney tests were used.
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Table 1 Click here to access/download;Table;Table 1.doc %

Table 1. Overall ROC curve statistics. SD: standard deviation; P: level of
significance; Cl 95%: confidence interval 95%.

Test / Variable Area SD P Cl 95%

a) Open Field

Entries in the Periphery (%) 0.482 0.079 0.83 0.327 - 0.638
b) Elevated Plus Maze

Time in the Closed Arms (s) 0.732 0.068 0.01* 0.599 — 0.864
c) Y-Maze

Entries in Arm C (%) 0.692 0.081 0.02* 0.532 -0.851

d) Barnes Maze

Search strategy Day 4 (mean) 0.434 0.086 0.43 0.265-0.603

Note: * P < 0.05
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Table 2. Quantitative Poisson regression model to test the relationship between
variables of interest with the extreme behaviors in the LRWT. Exp (B): odds ratio; P:
level of significance; 95% Cl: 95% confidence interval.

Test / Variable Exp(B) P Cl1 95%

a) Open Field

Entries in the Periphery (%) 1.000 0.94 0.994 - 1.005
b) Elevated Plus Maze

Time in the Closed Arms (s) 1.003 0.02* 1.000 - 1.006
c) Y-Maze

Entries in Arm C (%) 1.009 0.03* 1.001 - 1.018

d) Barnes Maze

Search strategy Day 4 (mean) 0.837 0.36 0.572-1.225

Note: * P = 0.05
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Table 3. Qualitative Poisson regression model to test the relationship between the
variables of interest and the extreme behaviors of the LRWT. Exp (B): odds ratio; P:
level of significance; 95% Cl: 95% confidence interval.

Test / Variable Exp(B) P Cl 95%

a) Open Field

Entries in the Periphery (%) 1.000 0.93 0.994 - 1.006
b) Elevated Plus Maze

Time in the Closed Arms (219s) 1.390 0.05* 0.996 — 1.941
c) Y-Maze

Entries in Arm C (42%) 1.258 0.15 0917 -1.726

d) Barnes Maze

Search strategy Day 4 (mean) 0.833 0.37 0.310-1.038

Note: * P < 0.05
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Table 1. Behavioral characterization of the studied mice cohort.

Variables Mean Sg?:t?éﬂ Median Minimum Maximum Percentiles
25 50 75
Open Field
Distance (cm) 4.96 3.26 4.23 0.39 15.66 2.08 4.23 7.05
Entries in the Periphery (n) 5.55 7.00 1.50 1.00 28.00 1.00 1.50 8.50
Time in the Periphery (s) 292.99 12.86 298.60 235.80 300.00 290.40 298.60 300.00
Entries in the Center (n) 4.65 7.10 1.00 0.00 28.00 0.00 1.00 7.75
Time in the Center(s) 6.77 12.89 0.40 0.00 64.20 0.00 0.40 9.60
Entries in the Periphery (%) 76.57 23.16 66.67 50.00 100.00 52.28 66.67 100.00
Time in the Periphery (%) 97.66 4.28 99.53 78.60 100.00 96.79  99.53 100.00
Entries in the Center (%) 23.42 23.16 33.33 0.00 50.00 0.00 33.33 4771
Time in the Center (%) 2.25 4.29 0.13 0.00 21.40 0.00 0.13 3.20
Elevated Plus Maze
Distance (cm) 5.16 2.34 5.02 1.52 13.91 3.53 5.02 6.52
Entries in the Open Arms (n) 5.61 5.69 4.00 0.00 23.00 1.00 4.00 8.00
Time in the Open Arms (s) 24.66 42.94 12.50 0.00 294.80 1.85 12.50 29.25
Time in the Center (s) 62.64 63.16 50.40 0.00 243.00 1292 5040 86.45
Entries in the Closed Arms (n) 14.53 10.05 14.00 0.00 44.00 6.00 14.00 21.00
Time in the Closed Arms (s) 212.61 77.31 227.75 0.00 300.00 169.02 227.75 273.65
Avoidance Index 84.86 22.38 91.02 -47.90 100.00 80.38 91.02 97.56
Y-Maze
Entries in Arm A (n) 1.95 1.61 2.00 0.00 7.00 1.00 2.00 3.00
Time in Arm A (s) 19.56 24.78 9.95 0.00 108.00 1.88 9.95 30.20
Entries in Arm B (n) 2.16 1.71 2.00 0.00 6.00 1.00 2.00 3.00
Time in Arm B (s) 48.33 36.89 39.05 4.42 120.00 15,58 39.05 70.30
Entries in Arm C (n) 2.98 1.72 3.00 0.00 7.00 2.00 3.00 4.00
Time in Arm C (s) 52.10 33.67 52.77 0.00 115.00 23.01 52.77 75.80
Entries in Arm A (%) 23.61 17.54 25.00 0.00 100.00 14.30 25.00 33.30
Time in Arm A (%) 16.30 20.65 8.30 0.00 90.00 1.55 8.30 25.15
Entries in Arm B (%) 25.36 15.80 27.00 0.00 60.00 17.07 27.00 36.22
Time in Arm B (%) 40.28 30.74 32.55 3.70 100.00 13.02 32.55 58.57
Entries in Arm C (%) 39.36 19.64 42.90 0.00 100.00 32.02 42.90 50.00
Time in Arm C (%) 43.42 28.06 44.00 0.00 95.80 19.15 44.00 63.15
Preference Index (s) 0.43 0.28 0.44 0.00 0.96 0.19 0.44 0.63
Spontaneous Alternation (%) 38.43 29.80 42.86 0.00 100.00 0.00 42.86 60.00
Ladder Rung Walking Test

Forelimb Performance Score (%) 99.96 5.41 100.82 82.54 11044 96.53 100.82 103.12
Hindlimb Performance Score (%) 99.92 9.99 99.44 86.43 159.69 94.84 99.44 102.16
Combined Limbs Performance Score (%) 100.06 4.58 100.50 90.00 116.00 97.00 100.50 102.00
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Barnes Maze

Primary Latency Day 1 (mean)
Primary Latency Day 2 (mean)
Primary Latency Day 3 (mean)
Primary Latency Day 4 (mean)
Primary Error Day 1 (mean)
Primary Error Day 2 (mean)
Primary Error Day 3 (mean)
Primary Error Day 4 (mean)
Total Latency Day 1 (mean)
Total Latency Day 2 (mean)
Total Latency Day 3 (mean)
Total Latency Day4 (mean)
Total Erro Day 1 (mean)

Total Erro Day 2 (mean)

Total Erro Day 3 (mean)

Total Erro Day 4 (mean)
Search Strategy Day 1 (mean)
Search Strategy Day 2 (mean)
Search Strategy Day 3 (mean)
Search Strategy Day 4 (mean)
Total Latency Probe Trial (S)
Total Erro Probe Trial (n)

Search Strategy Probe Trial

156.70
133.21
113.12
99.08
10.32
9.11
9.27
7.18
178.00
178.59
168.23
171.48
11.30
11.12
12.12
9.70
0.43
0.57
0.59
0.52
102.93
6.53
0.53

40.31
56.17
60.74
58.98
6.24
4.66
6.04
5.08
9.30
17.12
33.60
114.36
6.31
4.71
6.36
5.48
0.44
0.46
0.54
0.39
118.00
5.00
1.00

180.00
158.25
114.50
96.50
9.25
9.00
7.50
5.50
180.00
180.00
180.00
180.00
10.50
10.50
11.50
8.50
0.50
0.50
0.50
0.50
74.21
5.59
0.53

22.00
9.50
6.50
7.00
0.00
0.50
0.00
1.00

121.00
126.00

37.00

32.00
2.50
3.00
1.00
1.50
0.00
0.00
0.00
0.00
3.00
0.00
0.00

180.00
180.00
180.00
180.00
28.00
18.50
26.00
26.50
180.00
280.00
180.00
990.00
28.00
25.00
28.50
27.00
1.50
1.50
2.00
1.00
180.00
20.00
2.00

140.87
95.62
62.00
45.00

5.50
5.50
4.62
3.50

180.00

180.00

180.00

143.25

6.12
8.00
7.62
5.00
0.00
0.00
0.00
0.00
29.00
1.00
0.00

180.00
158.25
114.50
96.50
9.25
9.00
7.50
5.50
180.00
180.00
180.00
180.00
10.50
10.50
11.50
8.50
0.50
0.50
0.50
0.50
118.00
5.00
1.00

180.00
180.00
180.00
154.12
14.50
12.87
14.00
11.12
180.00
180.00
180.00
180.00
15.75
14.50
16.50
13.50
1.00
1.00
1.00
1.00
180.00
10.75
1.00




Supplementary Table 2. Behavioral comparison between male and female mice.

Test / Variables Female Male

Open Field Median (Il 25/75) Median (Il 25/75) P
Distance (cm) 4.84 (1.63/6.78) 3.80 (2.33/7.13) 0.88
Entries in the Periphery (n) 1.00 (1.00/ 7.00) 2.00 (1.00/9.00) 0.82
Time in the Periphery (s) 297.50 (290.40/ 300.00)  299.05 (291.10/ 300.00) 1.00
Entries in the Center (n) 0.00 (0.00/ 7.00) 1.00 (0.00/ 8.00) 0.70
Time in the Center (s) 0.00 (0.00/9.60) 0.65 (0.00/ 8.83) 0.75
Entries in the Periphery (%) 100.00 (52.29 / 100.00) 66.67 (51.95 / 100.00) 0.61
Time in the Periphery (%) 99.17(96.80 / 100.00) 99.69 (97.03 / 100.00) 1.00
Entries in the Center (%) 0.00 (0.00/ 47.72) 33.33(0.00 / 48.05) 0.61
Time in the Center (%) 0.00 (0.00/ 3.20) 0.22 (0.00/ 2.95) 0.75

Elevated Plus Maze Median (Il 25/75) Median (Il 25/75) P
Distance (cm) 5.19 (3.61/6.32) 4.66 (3.18/7.53) 0.78
Entries in the Open Arms (n) 2.50 (1.00/ 6.75) 6.00 (3.00/8.75) 0.06
Time in the Open Arms (s) 6.25 (1.28 / 26.48) 14.35 (4.28 / 35.05) 0.25
Time in the Center (s) 30.20 (7.43/ 73.75) 59.75 (25.53/ 106.75) 0.09
Entries in the Closed Arms (n) 11.50 (4.25/ 20.50) 16.00 (10.25/ 23.25) 0.10
Time in the Closed Arms (s) 249.70 (192.63/281.38)  216.25 (149.50/ 260.13) 0.14
Avoidance Index 93.80 (83.03 /98.09) 90.33 (76.34 / 95.91) 0.22

Y-Maze Median (Il 25/75) Median (Il 25/75) P
Entries in Arm A (n) 1.50 (0.00 / 3.00) 2.00 (1.00/ 3.75) 0.31
Time in Arm A (s) 9.96 (0.00/ 34.85) 9.85 (2.15/ 26.79) 0.85
Entries in Arm B (n) 2.00 (0.25/ 4.00) 2.00 (1.00/ 3.00) 0.97
Time in Arm B (s) 31.17 (12.75/79.57) 43.94 (18.52 / 65.06) 0.81
Entries in Arm C (n) 3.00 (1.25/ 4.00) 3.00 (2.00 / 4.00) 0.52
Time in Arm C (s) 53.68 (17.80 / 84.58) 51.12 (28.24 / 75.33) 0.82
Entries in Arm A (%) 21.10 (0.00 / 32.68) 25.00 (20.00 / 33.30) 0.24
Time in Arm A (%) 8.30 (0.00/ 29.03) 8.20 (1.83/22.30) 0.86
Entries in Arm B (%) 29.30 (4.18/37.98) 25.00 (18.65 / 33.30) 0.85
Time in Arm B (%) 26.00 (10.60 / 66.30) 36.65 (15.40/ 54.20) 0.81
Entries in Arm C (%) 40.85 (29.15 / 50.00) 44.95 (34.08 / 50.00) 0.36
Time in Arm C (%) 44.75 (14.85 / 70.50) 42.60 (23.55 / 62.75) 0.82
Preference Index (s) 0.44 (0.14/0.70) 0.42 (0.23/0.62) 0.75
Spontaneous Alternation (%) 41.43 (0.00/ 50.00) 43.65 (20.83 / 64.58) 0.67

Ladder Rung Walking Test Mean + SD Mean + SD P
Forelimb Performance Score (%) 100.55 + 4.26 99.30 + 6.50 0.37
Hindlimb Performance Score (%) 98.72 +7.44 101.30 £ 12.29 0.32
Combined Limbs Performance Score (%) 99.81 +4.59 100.36 + 4.64 0.65

Barnes Maze Median (Il 25/75) Median (Il 25/75) P
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Primary Latency Day 1 (mean)
Primary Latency Day 2 (mean)
Primary Latency Day 3 (mean)
Primary Latency Day 4 (mean)
Primary Error Day 1 (mean)
Primary Error Day 2 (mean)
Primary Error Day 3 (mean)
Primary Error Day 4 (mean)
Total Latency Day 1 (mean)
Total Latency Day 2 (mean)
Total Latency Day 3 (mean)
Total Latency Day4 (mean)
Total Erro Day 1 (mean)

Total Erro Day 2 (mean)

Total Erro Day 3 (mean)

Total Erro Day 4 (mean)
Search Strategy Day 1 (mean)
Search Strategy Day 2 (mean)
Search Strategy Day 3 (mean)
Search Strategy Day 4 (mean)
Total Latency Probe Trial (S)
Total Erro Probe Trial (n)
Search Strategy Probe Trial

180.00 (141.38 / 180.00)
158.25 (126.50 / 180.00)
117.75 (54.13 / 180.00)
96.25 (40.25 / 157.88)
9.75 (5.13 / 14.50)
10.50 (6.50 / 14.38)
8.00 (4.50 / 14.88)
5.00 ( 2.63/9.75)
180.00 (180.00 / 180.00)
180.00 (180.00 / 180.00)
180.00 (180.00 / 180.00)
180.00 (132.88 / 180.00)
10.50 (5.63 / 15.63)
11.25 (9.13/ 15.63)
11.50 (7.25/16.50)
6.75 (4.00 / 12.75)
0.50 (0.00 / 1.00)
0.50 (0.00 / 1.00)
0.50 (0.00 / 1.00)
0.50 (0.00 / 1.00)
70.50 (15.50 / 180.00)
4.00 (1.00 / 9.75)
0.50 (0.00 / 1.00)

180.00 (137.50 / 180.00)
141.00 (92.63 / 180.00)
110.25 (71.63 / 180.00)
96.50 (45.00 / 146.88)

9.00 (5.50 / 14.75)
7.75 (4.25/ 9.88)
7.50 (5.13 / 13.38)
6.25 (4.50 / 11.88)

180.00 (180.00 / 180.00)

180.00 (180.00 / 180.00)

180.00 (180.00 / 180.00)

180.00 (163.38 / 180.00)

10.25 (6.63 / 15.75)
10.00 (5.63 / 13.50)
11.25 (7.88 / 17.63)
12.75 (6.38 / 14.88)
0.50 (0.00 / 0.88)
0.50 (0.00 / 1.00)
0.75 (0.00 / 1.00)
0.50 (0.13 / 1.00)
131.50 (38.00 / 180.00)
6.50 (3.00 / 11.75)
1.00 (0.00 / 1.00)

0.83
0.64
0.97
0.91
0.85
0.03*
0.94
0.24
0.67
0.17
0.45
0.46
0.82
0.09
0.75
0.01*
0.95
0.75
0.61
0.60
0.55
0.28
0.88

Note: Kruskal Wallis test *p<0,05



Supplementary Table 3. ROC Curve coordinates using the variable ‘time
in the EPM closed arms’ (s) to predict extreme percentiles in the LRWT.

Cut Sensitivity Specificity
171.5500 0.795 0.437
177.0000 0.773 0.437
185.5000 0.750 0.437
194.2500 0.750 0.500
197.7500 0.727 0.500
202.2000 0.705 0.500
208.2500 0.705 0.562
211.5500 0.705 0.625
213.8500 0.682 0.625
216.2500 0.659 0.625
218.1500 0.636 0.625
219.2500 0.636 0.687
220.5000 0.614 0.687
223.7500 0.591 0.687
227.7500 0.568 0.687
233.5000 0.545 0.687
239.5000 0.545 0.750
243.7000 0.523 0.750
247.9500 0.523 0.812

249.7000 0.500 0.812




Supplementary Table 4. ROC Curve coordinates of the variable ‘percentage
of entries in the Y-Maze arm C (new arm)’ to predict extreme percentiles in
the LRWT.

Cut off Point Sensitivity Specificity
32.4500 0.864 0.562
34.5000 0.795 0.562
36.0500 0.773 0.562
36.9500 0.750 0.562
38.7500 0.727 0.562
40.8500 0.636 0.625
42.3000 0.614 0.625
43.3500 0.545 0.687
44.1000 0.545 0.750
44.9500 0.500 0.750

47.7500 0.455 0.750
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da marcha em modelos murinos contribui para a compreenséo de
diversos aspectos neurobioldgicos, sejam eles comportamentais, celulares ou
moleculares (MEDEIROS et al., 2018; WEARICK-SILVA et al., 2019). Embora alguns
estudos em seres humanos ja tenham estudado a relacdo entre a adaptabilidade da
marcha, a memoria e a ansiedade, especialmente em quadros disfuncionais (YOUNG;
HOLLANDS, 2010; YOUNG; WING; HOLLANDS, 2012), os mecanismos subjacentes
ao fendbmeno ainda sdo pouco conhecidos e carecem de modelos animais validos para
0 seu estudo em niveis celular e molecular. Sabe-se que os modelos animais sao
particularmente (teis para relacionar diversos aspectos neurobiolégicos e seus
impactos potenciais sobre o comportamento motor (MEDEIROS et al., 2018;
WEARICK-SILVA et al., 2019). Assim, neste estudo, buscamos avaliar a relagéo entre
a capacidade de adaptacdo da marcha com o0s niveis normais de ansiedade
(KAMEDA et al., 2007; RAMOS; MORMEDE, 1997) e de alguns parametros de
memoéria espacial e temporal (BRODY; HOLTZMAN, 2006; KALUEFF et al., 2007;
STREKALOVA et al., 2005) em uma corte de camundongos iSogénicos.

Ante ao exposto ao longo desta dissertacdo, acreditamos que o trabalho
realizado possa contribuir sobremaneira para a area do comportamento motor, da
gerontologia biomédica e das neurociéncias. Especificamente, demonstramos que
existe uma variacdo natural do comportamento simile de ansiedade que pode
predizer, a0 menos em parte, a capacidade natural de adaptacdo da marcha. Tais
achados sdo o primeiro passo para que se possa explorar o uso de agentes
farmacoldgicos e a investigacdo acerca de quais vias neurais sdo importantes neste
processo de interacdo cognitivo-motora que resulta na capacidade de adaptacdo da
marcha. Acreditamos, assim, que este estudo fornece valiosos insights para futuras
investigagcbes, ndo apenas para as neurociéncias, mas também para a area da
locomocéo e envelhecimento, jA que a capacidade de adaptacdo da marcha € um
aspecto vital para prevenir as quedas da propria altura em idosos quando realizam o
seu processo de mobilidade funcional diaria. Por fim, os presentes resultados abrem
uma nova linha de investigacdo em nosso grupo de pesquisa, a qual acreditamos que
possa gerar muitos frutos em diversas tematicas relacionadas ao tema que foi

investigado pela presente dissertacao.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que camundongos Balb/cJ intactos apresentam uma
variabilidade natural da capacidade da adaptacdo da marcha que pode ser predita,
em parte, pelo traco ansioso em seu espectro de normalidade. Além disso,
observamos que o comportamento simile de ansiedade normal talvez exerca um efeito
dual sobre o desempenho de adaptacédo da marcha. Estudos futuros sdo necessarios
para avaliar os mecanismos cognitivo-motores, em niveis celular e molecular, que
interagem com o comportamento simile de ansiedade para determinar padrées

comportamentais de adaptacdo da marcha.
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