UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACOLOGIA

Patrick Remus Suman

O ESTRESSE NO INiCIO DA VIDAE O DIMORFISMO SEXUAL NA RESPOSTA
DE RATOS ADULTOS A FLUOXETINA

Floriandpolis

2021



Patrick Remus Suman

O ESTRESSE NO INiCIO DA VIDAE O DIMORFISMO SEXUAL NA RESPOSTA
DE RATOS ADULTOS A FLUOXETINA

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduagdo em Farmacologia da
Universidade Federal de Santa
Catarina para a obtencao do grau de
Doutor em Farmacologia.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Cilene Lino de
Oliveira

Floriandpolis

2021



Ficha de identificag&o da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geracéo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

SUMAN, PATRICK REMUS

O ESTRESSE NO INICIO DA VIDA E O DIMORFISMO SEXUAL NA
RESPOSTA DE RATOS ADULTOS A FLUOXETINA / PATRICK REMUS
SUMAN ; orientadora, Cilene Lino de Qliveira, 2021.

116 p.

Tese (doutorade) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pds
Graduagdo em Farmacclogia, Floriandpolis, 2021.

Inclui referéncias.

1. Farmacologia. 2. Estresse. 3. Comportamento. 4.
Fluoxetina. 5. Privacgdo maternal. I. Lino de Oliveira,
Cilene. II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia. III. Titulo.




Patrick Remus Suman

Titulo: O estresse no inicio da vida e o dimorfismo sexual na resposta de ratos
adultos a Fluoxetina
O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca
examinadora composta pelos seguintes membros:
Profa. Dra. Deborah Suchecki
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)
Prof. Dr. Rui Daniel Schroder Prediger
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
Profa. Dra. Fernanda Barbosa Lima
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)

Certificamos que esta € a versao original e final do trabalho de conclusédo que foi
julgado adequado para obtengao do titulo de doutor em Farmacologia

Documento assinado digitalmente

Rui Daniel Schroder Prediger
Data: 10/02/2021 12:11:21-0300
CPF:952.236.810-53

Prof. Dr. Rui Daniel Schroder Prediger

Coordenacao do Programa de Pds-Graduagao

Documento assinado digitalmente

Cilene Lino de Oliveira
Data: 10/02/2021 12:04:13-0300
CPF: 164.663.918-92

Profa. Dra. Cilene Lino de Oliveira

Orientador(a)

Floriandpolis, 2021



Este trabalho é dedicado a todos que foram

afetados pela pandemia da COVID-19



AGRADECIMENTOS
A toda minha familia e amigos pela compreensao e apoio.

A Universidade Federal de Santa Catarina, pelo ensino e suporte nesse periodo de

pos-graduagéo,

A Prof.2 Dr? Cilene Lino de Oliveira, por toda a orientacdo nos meus primeiros passos

nesta jornada académica.

Aos colegas de laboratério de Neurobiologia do Comportamento, pelo suporte técnico-
cientifico-emocional: Karol, Fabiola, Tamires, Juliana, Fabiani e aos demais que

passaram por esses quase 7 anos de convivio.

Aos professores do Programa de Pds-graduagcdo em Farmacologia da UFSC,
especialmente a Prof.2 Dr?. Fernanda B Lima pelo apoio no desenvolvimento do

protocolo de acasalamento e obtengao da prole dos ratos usados neste trabalho.

Aos colegas do Departamento de Farmacologia da UFSC. Em especial as colegas,
Leticia, Lucilene, Roberta, Ana e todos que nao foram citados, mas que contribuiram

para a realizagcao deste trabalho.

Aos colegas do departamento de Fisiologia da UFSC. Em especial as colegas,
Flaviano e Elisa que ajudaram a desenvolver os primeiros protocolos dos

experimentos usados nesta tese.

Ao LAMEB, biotério central e todos os técnicos-administrativos da UFSC pelo apoio

na realizagao deste trabalho.
Ao CNPq pelo suporte financeiro.

A banca avaliadora deste trabalho que contribui para melhorar a qualidade da versao

final da tese.



“..from so simple a beginning endless forms most beautiful and

most wonderful have been, and are being, evolved.”

(Charles Darwin., On the Origin of the Species)



RESUMO

Os farmacos da classe dos inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina, na
clinica desde os anos 1950, s&o usados principalmente no tratamento de depressao
e ansiedade. Embora eficazes, uma parcela dos pacientes tratados com estes
farmacos nao responde ao tratamento. Sabe-se que o estresse no inicio da vida pode
acarretar consequéncias na vida adulta do individuo e, na hipotese deste trabalho,
poderia contribuir para a resisténcia ao tratamento com os farmacos antidepressivos
como a fluoxetina (FLX). Para desvendar a relagédo entre o estresse no inicio da vida
e a resisténcia ao tratamento com a FLX, neste trabalho padronizamos um modelo de
privagdo maternal em ratos e uma bateria de testes para avaliar seus
comportamentos. Aplicando as condigdes experimentais padronizadas, analisamos a
resposta comportamental de ratos machos e fémeas ao tratamento com FLX. Durante
a etapa de padronizagao observou-se os ratos em uma bateria de testes composta
pela sequéncia de nado forcado (TNF), alimentacao suprimida pela novidade (ASN) e
preferéncia por sacarose (PS) ou em cada um dos testes feitos de forma
independente. Os comportamentos dos ratos dos dois sexos nos testes
independentes assemelharam-se aos da bateria de testes que foi entdo aplicada nos
proximos experimentos. Quando privados da progenitora por 24 h, entre o nono e
décimo dia pds-natal, os ratos machos adultos ficaram mais tempo imoveis no TNF
do que os machos nao privados da progenitora. Em contraste, as fémeas adultas
privadas da progenitora ficaram menos tempo imoéveis no TNF do que as fémeas nao
privadas. Sejam machos ou fémeas, os ratos privados ou ndo privados das
progenitoras se comportaram de forma semelhante nos outros testes da bateria. O
tratamento oral com FLX na dose 2,5 mg/kg/dia, em comparagdo ao veiculo
(sacarose, 10%), nao mudou o comportamento dos ratos machos em nenhum teste
da bateria. Ja nas fémeas, a FLX na dose 2,5 mg/kg/dia, comparada a sacarose,
diminuiu o tempo de imobilidade no TNF quando as ratas foram privadas da
progenitora no inicio da vida. Nos demais testes da bateria, as fémeas do grupo FLX
e sacarose, privadas das progenitoras ou nao, se comportaram de forma semelhante.
Na dose de 10 mg/kg/dia, uma unica administracdo da FLX reduziu o tempo de
imobilidade no TNF dos ratos machos, privados das progenitoras ou ndo. Porém, esse
efeito desapareceu apds 14 dias de administracdo. Paradoxalmente, FLX 10
mg/kg/dia por 7 dias aumentou a laténcia dos ratos machos para comer no teste de
ASN. Nenhum efeito importante da FLX 10 mg/kg/dia foi observado nos ratos machos
testados na PS. Nas ratas privadas ou n&o privadas das progenitoras, a FLX na dose
10 mg/kg pouco mudou o comportamento das fémeas na bateria de testes quando
comparada a sacarose. Os dados apresentados nesta tese corroboram a nogao que
0 estresse no inicio da vida afeta o comportamento dos ratos na vida adulta com
repercussdes sobre a efetividade do tratamento com a FLX. Os dados também
indicam que, a resposta ao estresse inescapavel foi 0 dominio do comportamento dos
ratos machos e fémeas adultos mais afetado pela privagdo maternal em comparacgao
ao hedbnico ou de esquiva. Além disso, os dados sugerem que a relagao entre a
privagdo maternal e a resposta ao tratamento com FLX na vida adulta é dose-
dependente e sexualmente dimorfica.

PALAVRAS-CHAVE: Estresse. Comportamento. Fluoxetina. privacdo maternal.
Sexo. Ratos.



ABSTRACT

In practice since the 1950s, the selective serotonin reuptake inhibitors are used mainly
in the treatment of depression and anxiety. Although effective, a portion of patients
treated with these drugs does not respond to treatment. It is known that stress at the
beginning of life can have consequences on the individual's adult life and, in the
hypothesis of this work, it could contribute to resistance to treatment with
antidepressant drugs such as fluoxetine (FLX). To unveil the relationship between
early life stress and resistance to treatment with FLX, in this work, we standardized a
model of maternal deprivation in rats and a battery of tests to assess their behaviour.
Applying the standardized experimental conditions, we analyzed male and female rats'
behavioural response to treatment with FLX. During the standardization stage, rats
were observed in a battery of tests composed of the forced swimming sequence (TNF),
suppressed feeding by novelty (ASN) and preference for sucrose (PS) or in each of
the tests done independently. The rats of both sexes' behaviours in the independent
tests were like those of the test battery that was then applied in the next experiments.
When deprived of the parent for 24 h, between the ninth and tenth postnatal day, adult
male rats were more immobile in the TNF than non-deprived males of the parent. In
contrast, adult females deprived of the parent were less immobile in TNF than non-
deprived females. Whether male or female, the parents' deprived or non-deprived rats
behaved similarly in the other battery tests. Oral treatment with FLX at a dose of 2.5
mg/kg/day, compared to the vehicle (sucrose, 10%), did not change male rats'
behaviour in any battery test. In females, FLX at a dose of 2.5 mg/kg/day, compared
to sucrose, decreased the immobility time in TNF when the rats were deprived of the
parent in early life. In the other battery tests, females in the FLX and sucrose group,
deprived of their parents or not, behaved similarly. At a dose of 10 mg/kg/day, a single
administration of FLX reduced the immobility time in TNF of male rats, deprived of their
parents or not. However, this effect disappeared after 14 days of administration.
Paradoxically, FLX 10 mg/kg/day for seven days increased male rats' latency to eat in
the ASN test. No significant effect of FLX 10 mg/kg/day was observed in the male rats
tested in PS. In the private or non-private females, FLX at a dose of 10 mg/kg/day little
changed the females' behaviour in the test battery compared to sucrose. The data
presented in this thesis corroborate the notion that early life stress affects rats'
behaviour in adulthood with repercussions on treatment effectiveness with FLX. The
data also indicate that the inescapable stress response was the behavioural domain
of adult male and female rats more affected by maternal deprivation than hedonic or
avoidance. The data suggest that the relationship between maternal deprivation and
response to FLX treatment in adulthood is dose-dependent and sexually dimorphic.

KEYWORDS: Stress. Behavioural. Fluoxetine. Maternal deprivation. Sex. Rats.
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1. INTRODUGAO
1.1. O MECANISMO DE AGCAO DOS FARMACOS ANTIDEPRESSIVOS

Os farmacos antidepressivos sao utilizados na clinica desde a década de 1950,
principalmente no tratamento de transtornos psiquiatricos como a depressao e a
ansiedade, e correspondem aos psicofarmacos mais utilizados na clinica na ultima
década (GURURAJAN; REIF; CRYAN et al., 2019; HILLHOUSE; PORTER, 2015).
Embora associados a depressao do humor, os antidepressivos também sao utilizados
para o tratamento de outras condigdes como a ansiedade, dor cronica, ejaculagao
precoce, cessacao do tabagismo e no tratamento de enxaqueca (GOTZSCHE;
DINNAGE, 2020; SCHNEIDER; PATTERSON; JIMENEZ, 2019). Assim, apesar de
terem também efeitos ansioliticos e analgésicos, estes compostos sé&o
tradicionalmente chamados de antidepressivos.

Os primeiros antidepressivos foram descobertos por acaso, durante o
desenvolvimento de farmacos inicialmente testados para outras patologias como, por
exemplo, a tuberculose (BRODIE; SHORE; PLETSCHER, 1956; KUHN, 1957,
MULLER; PRYOR; GIBBONS et al., 1955; PLETSCHER; SHORE; BRODIE, 1956;
ZELLER; BARSKY, 1952). Na mesma época, a partir de observagdes empiricas de
sintomas depressivos em pacientes tratados com o anti-hipertensivo reserpina
(ACHOR; HANSON; GIFFORD, 1955), postulou-se que a deplecdo dos niveis de
monoaminas no sistema nervoso central (SNC) poderia explicar a depressao do
humor. A reserpina inibe o transportador vesicular de monoaminas diminuindo os
niveis de monoaminas cerebrais (ACHOR; HANSON; GIFFORD, 1955). Os sintomas
depressivos apresentados pelos pacientes tratados com a reserpina desapareciam
apds o término do tratamento ou eram revertidos pela terapia de repouso ou de
choques elétricos (MULLER; PRYOR; GIBBONS et al., 1955). Algumas substancias
que também atenuavam os sintomas depressivos, em pacientes tratados com
reserpina, se comprovaram, mais tarde, efetivas no restabelecimento dos niveis de
monoaminas no SNC (AXELROD, 1972; SULSER; BICKEL; BRODIE, 1964).

KUHN (1957) observou que a reversao dos efeitos da reserpina pelo composto
G22355 — atualmente, o farmaco imipramina [um antidepressivo triciclico inibidor da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina] —, dependia da disponibilidade e da
quantidade de catecolaminas. Em ratos com niveis de catecolaminas depletados, a

imipramina ndo demonstrava efeito na reversao da sedag¢ao promovida pela reserpina.
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Da mesma forma, verificou-se que ocorria a prevengao da sedacgao induzida, nos
ratos, pela reserpina pelo pré-tratamento com inibidores da enzima monoaminoxidase
(MAO) ou com imipramina (ACHOR; HANSON; GIFFORD, 1955; KUHN, 1957,
SCHILDKRAUT, 1965). Compostos inibidores da MAO que revertiam os sintomas
depressivos causados pela reserpina aumentavam os niveis de norepinefrina em ratos
(SCHILDKRAUT, 1965; SCHILDKRAUT; KETY, 1967). Estudos posteriores
mostraram que o uso da imipramina auxiliava na melhora da neurotransmisséo da
serotonina e noradrenalina no SNC (AXELROD, 1972; SULSER; SOROKO, 1965).
Assim, a relagcdo entre o aumento da neurotransmissdo monoaminérgica e o efeito
antidepressivo originou a “teoria monoaminérgica para a depressao”. Essa teoria
contribuiu para o surgimento das primeiras linhas de pesquisa farmacolégicas com a
descoberta de antidepressivos que, até entdo, era puramente empirica
(SCHILDKRAUT, 1965; SCHILDKRAUT; KETY, 1967). Além disso, os compostos
antidepressivos foram entao classificados dentro de categorias farmacolégicas de
acordo com sua agao sobre a neurotransmiss&o monoaminérgica.

Ao longo do tempo se observou que os antidepressivos aumentavam a
concentracdo sinaptica de neurotransmissores monoaminérgicos impedindo a
metabolizagdo por dois mecanismos: inibindo a recaptacdo das monoaminas ou
inibindo diretamente a atividade da enzima MAO (iMAO). Sao exemplos de classes
de inibidores de recaptagao: os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRSs), da recaptacdo de noradrenalina (ISRN), duais, entre outros, que,
consequentemente, aumentam a concentragao destes neurotransmissores na fenda
sinaptica (HAMON; BOURGOIN, 2006; WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG,
2013). Sdo exemplos de classes de iIMAO os inibidores irreversiveis, de agao longa e
nao seletivos entre MAO-A e MAO-B (e.g. fenelzina, isocarboxazida), os inibidores
reversiveis de agao curta e seletivos para a MAO-A (e.g. moclobemida) (JOHNSTON,
1968; YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON, 2006)

Apesar de uteis para o tratamento da depressao e outros transtornos, os
farmacos antidepressivos baseados em mecanismos monoaminérgicos possuem
varias limitagdes (CRAWFORD; LEWIS; NUTT et al., 2014; HERZOG; BECKMANN;
LIEB etal., 2018; WHISKEY; TAYLOR, 2013; WILLNER; BELZUNG, 2015). Os ISRSs,
apesar de melhor tolerados do que os antidepressivos triciclicos, apresentam efeitos
colaterais como insOnia, dor de cabega, ansiedade e disfungédo sexual (CRAWFORD;
LEWIS; NUTT et al., 2014; GOLDSTEIN; GOODNICK, 1998). Ja os inibidores de
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recaptagao de noradrenalina, por sua vez, apresentam efeitos cardiovasculares, além
de disfungdo sexual, insbénia e suor excessivo (WHISKEY; TAYLOR, 2013). Além
disso, a terapéutica com os antidepressivos monoaminérgicos apresenta duas
limitacbes adicionais: 1-laténcia longa entre inicio do tratamento e a eficacia
terapéutica e 2- resisténcia ao tratamento. Estas limitagbes podem interferir na adesao
dos pacientes aos tratamentos (AKIL; GORDON; HEN et al., 2018).

A demora entre o inicio do tratamento e a resposta terapéutica, entre 3-6
semanas, é fenbmeno comum a todas as categorias de antidepressivos
monoaminérgicos e resultam da acao a nivel cerebral (COPLAN; GOPINATH,;
ABDALLAH et al., 2014; HERZOG; BECKMANN; LIEB et al., 2018). De forma geral,
ao serem administrados de forma aguda, os antidepressivos inibem os
transportadores que fazem a recaptagdo das monoaminas, aumentando as
concentragcbes destes neurotransmissores na fenda sinaptica (CELADA; ARTIGAS,
1993). O aumento € temporario pois 0s neurotransmissores atuam sobre
autorreceptores inibitérios que inibem a propria liberacdo (LE POUL; LAARIS;
DOUCET et al., 1995). Com o tempo, os autorreceptores inibitorios se dessensibilizam
e permitem a liberagdo sustentada das monoaminas no compartimento extracelular
(HERVAS; ARTIGAS, 1998). Este mecanismo esta bem caracterizado para os ISRSs
como a fluoxetina (MORRISSETTE; STAHL, 2014).

Os ISRSs, quando administrados de forma aguda, aumentam as concentragdes
de serotonina (5-HT) na fenda sinaptica, pois inibem o transportador de serotonina
(SERT) (FULLER; PERRY; MOLLQY, 1974; ROBINSON, 2018). O aumento de 5-HT
livre na fenda sinaptica ativa os autorreceptores inibitérios pré-sinapticos 5HT1a que
inibem a liberacdo e diminuem a disponibilidade da 5-HT extracelular (CELADA,
ARTIGAS, 1993; RACAGNI; POPOLI, 2008; SHARP; BARNES, 2020). Quando o
ISRS é administrado cronicamente ocorre a dessensibilizacdo e, consequentemente,
a internalizacdo dos autorreceptores, favorecendo a liberacdo de 5-HT na fenda
sinaptica e, assim, promovendo os efeitos desejaveis para o tratamento dos
transtornos de humor (CELADA; ARTIGAS, 1993; DELGADO; CHARNEY; PRICE et
al., 1990).

A resisténcia ao tratamento € também comum a todas as categorias de
antidepressivos, porém, a taxa de pacientes resistentes ao tratamento varia entre os
compostos (RUBERTO; JHA; MURROUGH, 2020). As taxas de resposta para os
antidepressivos comumente utilizados sao entre 50% e 70% (CRAWFORD; LEWIS;
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NUTT et al., 2014; LEVINSTEIN; SAMUELS, 2014; WHISKEY; TAYLOR, 2013;
WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2014). Existem muitas razdes potenciais
para explicar a resisténcia ao tratamento com antidepressivos, dentre elas estao
problemas de diagndstico e aderéncia ao tratamento dos transtornos psiquiatricos.

O diagnéstico dos transtornos psiquiatricos € complexo e envolve diversos
conjuntos de sintomas que s&o, em sua maior parte, subjetivos e individualizados
(LEVINSTEIN; SAMUELS, 2014). Como mencionado anteriormente, a terapéutica
com os antidepressivos monoaminérgicos apresenta limitagcbes que prejudica a
aderéncia ao tratamento, que pode ser confundida com resisténcia ao tratamento
(WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013). Embora os problemas de
diagnostico e aderéncia ao tratamento possam contribuir para a eficacia parcial do
tratamento com antidepressivos (OLBERT; RASMUSSEN; GALA et al., 2016), é
possivel que a auséncia de resposta também seja consequéncia de particularidades
do organismo do paciente, e a resisténcia pode ter varias origens, como por exemplo,
os niveis de estresse, metabolismo ou genética (MODA-SAVA; MURDOCK; PAREKH
et al., 2019; PEREIRA; JOCA; HARVEY et al., 2019; WILLNER; SCHEEL-KRUGER,;
BELZUNG, 2013).

Estima-se que entre 30% a 50% dos pacientes ndo se beneficiam do tratamento
com um antidepressivo (BEYELER, 2019). Na clinica existem alguns estudos que
estabelecem protocolos que s&o seguidos para a contestagdo da resisténcia ao
tratamento, como por exemplo, o “The Massachusetts General Hospital classification”
e o “The STAR™D trial” (HAGG; BRENNER; REUTFORS et al.,, 2020; WILLNER;
BELZUNG, 2015). A definicdo de resisténcia varia de acordo com o protocolo. Pode
ser interpretada como um efeito clinico inadequado, incluindo a ndo resposta depois
de pelo menos duas tentativas com farmacos antidepressivos diferentes ou de classes
diferentes com tempo de tratamento adequado e acompanhamento médico eficiente
(HAGG; BRENNER; REUTFORS et al., 2020; RUBERTO; JHA; MURROUGH, 2020).
Dentre as principais causas aventadas estao fatores genéticos, a ocorréncia de mais
de um episodio depressivo durante a vida e fatores relacionados ao
neurodesenvolvimento (WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2014).

Os fatores genéticos associados a eficacia ao tratamento parecem estar
relacionados também a gravidade dos sintomas depressivos (ALQAHTANI,
KUMARAPPAN; KUMAR et al., 2020). Alguns genes especificos como, por exemplo,
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para a expressao da enzima Triptofano Hidroxilase-2 (TPH-2), que tem sua fung¢ao na
regulacéo da serotonina cerebral, parecem estar envolvidos nestes processos. Um
polimorfismo no gene que expressa esta enzima foi relacionado a gravidade dos
sintomas depressivos, bem como a reducdo na eficacia ao tratamento com
antidepressivos (ZHOU; ROY; LIPSKY et al., 2005). Conforme ja exposto, o
mecanismo de ac¢ao dos antidepressivos depende da ativagédo dos receptores SHT1a.
Verificou-se que um polimorfismo funcional do HTR1A, C-1019G (rs6295), na regiao
promotora esta associado a farmacogenética antidepressiva e, embora os
mecanismos ainda nao estejam claros, podem ser relacionados a falta de eficacia ao
tratamento com ISRS (ZHAO; HUANG,; LI et al., 2012).

No caso especifico da depressao do humor, apresentar mais de um episodio
depressivo durante a vida também parece estar relacionado a resisténcia ao
tratamento (Figura 1). O nivel de estresse necessario para desencadear um novo
episddio parece diminuir em relacdo ao numero de episédios que o paciente
apresenta. Ou seja, quanto mais episédios depressivos um paciente apresentar ao
longo da vida, menor sera o nivel de estresse necessario para desencadea-los
(WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2014). O estresse, particularmente no
inicio da vida, como causas da resisténcia ao tratamento com antidepressivos, sera

abordado nos préximos capitulos.

1.2. OESTRESSE E A RESISTENCIA AO TRATAMENTO COM ANTIDEPRESSIVOS

O conceito de estresse permeia nossa cultura em varios niveis. Na sociedade
atual o estresse pode ser relacionado a exigéncias cotidianas, dificuldade em lidar
com situagdes, ao acumulo de tarefas e normalmente é acompanhado de emocdes
negativas (CATHOMAS; MURROUGH; NESTLER et al., 2019; MCEWEN, 2017).
Frequentemente, a palavra estresse esta associada a uma resposta de “alarme” ou
"luta ou fuga" a uma ameaga, ou seja, uma resposta aguda e adaptativa a um estimulo
ambiental ameacador (MCEWEN; AKIL, 2020). Mas, nos ultimos anos, a ciéncia em
geral e a neurociéncia, em particular, expandiu o conceito de estresse em muitas
dimensdes. Descobriu-se, por exemplo, que o estresse ndao gera necessariamente
respostas biolégicas deletérias, mas também desencadeia um conjunto de
mecanismos tipicamente adaptativos favoraveis a sobrevivéncia (HODES;
EPPERSON, 2019; MCEWEN, 2013; MCEWEN; AKIL, 2020).
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Estimulos estressantes, ou estressores, podem ser considerados “benéficos”
(eustresse) ou “maléficos” (distresse) e desencadeiam respostas que favorecem ou
desfavorecem o bem estar do organismo, respectivamente (MCEWEN, 2017).
Poderiam ser chamados de “eustressores” os estimulos ou situagdées que exigem do
organismo o enfrentamento de desafios ou riscos. Porém, estes sdo associados a
emogOes prazerosas e interpretados como compensadores ou positivos, tais como
desafios intelectuais, exercicios fisicos, entre outros (LAZARUS, 1985; MCEWEN,
2017). Seriam exemplos de “eustressores” os desafios intelectuais, exercicios
fisicos voluntarios, entre outros. Por outro lado, “distressores” seriam estimulos ou
situacdes deletérias ao organismo e associados a emogoes desagradaveis, tais como
exercicios extenuantes, ataque de predadores e violéncia (FOLKMAN; LAZARUS,
1985; LAZARUS, 1985; MCEWEN; AKIL, 2020). Em vertebrados, tanto os
eustressores como os distressores ativam os sistemas responsaveis por gerar a
situagao de “alarme” ou de “luta ou fuga”, porém, variam na forma como afetam os
sistemas que promovem as emogdes associadas aos estimulos (SLATTERY; CRYAN,
2017). Neste trabalho focaremos nos mecanismos ativados por distressores e, para
fins de padronizacao, deste ponto em diante, os termos estressores ou distressores

serao tratados como sinbnimos.

Os organismos dos vertebrados se adaptam fisica e psicologicamente por meio
da ativacdo dos mecanismos biolégicos que os preparam para responder as
demandas das situagdes agudas de estresse (MCEWEN, 2017). Em uma situacao
interpretada pelo organismo como “alarmante” ou “distressora”, o hipotalamo secreta
o horménio liberador de corticotropina (CRH), que através do hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) induz a producdo de cortisol (ou corticosterona em
roedores) a partir do coértex adrenal (eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, HPA)
(RINCON-CORTES; HERMAN; LUPIEN et al., 2019). Embora popularmente
conhecido como “horménio do estresse”, o cortisol (CORT) tem papel fisiolégico mais
amplo do que na adaptagdo ao estresse. O cortisol também é um dos muitos
mediadores da alostase, o processo ativo de adaptacdo ao ambiente e as
experiéncias consideradas “estressantes” ou “ndo-estressantes”, e atua no controle

do metabolismo e do ritmo circadiano, por exemplo (MCEWEN, 2019).

A ativacao do eixo HPA paralela ao do sistema nervoso simpatico (SNS) leva

os efeitos dos estressores a varios 6érgéos periféricos, incluindo a liberagdo de
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epinefrina a partir da adrenal. A ativagéao temporaria do eixo HPA e do SNS promovem
as respostas do corpo necessarias para a reagao de "luta ou fuga" tais como aumento
de alerta, da glicemia, da pressao arterial e do fluxo sanguineo para a musculatura
esquelética (MCEWEN, 2017; MCEWEN; AKIL, 2020). Assim, as respostas agudas
de “luta ou fuga” favorecem a sobrevivéncia e arrefecem quando a situagao
estressante é resolvida ou desaparece. Na impossibilidade da solugado da situagao
estressante ou do desaparecimento do estressor, o eixo HPA e o SNS podem
permanecer ativos por longo tempo, mantendo glicemia e pressao arterial altas, alto
fluxo sanguineo esquelético e baixo fluxo para outros érgaos (MCEWEN; AKIL, 2020).
Portanto, embora as respostas agudas ao estressor favoregcam a sobrevivéncia, a
ativagao continua do sistema de “luta ou fuga” pode trazer prejuizos ao organismo
(CATHOMAS; MURROUGH; NESTLER et al., 2019). Além dos desgastes trazidos,
por exemplo, ao metabolismo e ao sistema cardiovascular, a ativagdo constante do
sistema de “alarme” pode danificar areas vulneraveis do cérebro (WILLNER;
SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2014).

Os danos encefalicos desencadeados por estressores tém sido associados a
origem de varios transtornos neuropsiquiatricos. Existem evidéncias que em
individuos depressivos ocorre um aumento de fluxo sanguineo na regidao do cortex
pré-frontal ventro medial (CPFvm) e uma reducgao do fluxo no cértex pré-frontal dorso
lateral (CPF-dl), resultando nos sintomas da depressdao como por exemplo apatia,
ansiedade, tensado e ruminacao (WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013;
2014). Além disso, a frequente ativagdo do eixo HPA resulta na liberagdo também
frequente de glicocorticoides que, quando liberados cronicamente, sdo neurotéxicos
(SOUSA; MADEIRA; PAULA-BARBOSA, 1998). No hipocampo, por exemplo, altas
concentracbes de glicocorticoide pode reduzir o volume das células granulares
causando atrofia intensa dos dendritos apicais em células piramidais nessa regiao
(MAGARINOS; MCEWEN; FLUGGE et al., 1996; MCEWEN, 1999; SOUSA,;
ALMEIDA, 2002).

Além do papel chave na etiologia dos transtornos psiquiatricos, os estressores
podem também modificar as respostas dos organismos ao tratamento antidepressivo
(CALDARONE; ZACHARIQOU; KING, 2015). A figura 1 ilustra graficamente a relagéao
hipotética entre 1-0s niveis de estresse sob 0s quais 0s organismos se encontram e;

2- 0s niveis de resposta ao tratamento antidepressivo em organismos vulneraveis a
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patologia promovida pelos estressores. Neste contexto, os antidepressivos sao
eficazes quando promovem a reparacao das estruturas danificadas pelo estresse,
como o hipocampo, por exemplo, em individuos pouco vulneraveis ao dano encefalico
e suas consequéncias. No entanto, na presenca de fatores de vulnerabilidade ao dano
encefalico, que podem ser constitucionais e/ou consequentes a episodios anteriores
de depressao, os organismos desenvolverdo transtornos em um nivel mais baixo de
exposicao ao estressor, causando mais dano ao hipocampo e, assim, diminuindo a
resposta ao tratamento com antidepressivos (WILLNER; SCHEEL-KRUGER,;
BELZUNG, 2014).

Os riscos associados a exposicdo aos estressores e o carater invasivo dos
estudos neurobioldgicos dificultam a obtengcdo de dados que revelem detalhes da
relagado causal entre estressores, vulnerabilidade a transtornos mentais e resisténcia
ao tratamento antidepressivo em humanos. As evidéncias que existem sao indiretas
e foram obtidas em estudos de imagem, observacionais em humanos ou animais
(ARNONE; MCKIE; ELLIOTT et al., 2013; CALDARONE; ZACHARIOU; KING, 2015;
KENDLER; THORNTON; GARDNER, 2000; LEVINSTEIN; SAMUELS, 2014). Assim,
uma das formas de estudar a relagdo causa-efeito entre o estresse e suas
consequéncias € em modelos animais. Embora limitados, os modelos animais
fornecem informacdes detalhadas sobre os mecanismos pelos quais os estressores
promovem consequéncias comportamentais (MATTHEWS; CHRISTMAS; SWAN et
al., 2005).
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Figura 1: A relagao entre o papel do estresse a eficacia dos antidepressivos
monoaminérgicos no tratamento da depresséo.
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Fonte: Adaptado de Willner; Scheel-Kruger; Belzung (2014)

Neste estudo, o interesse é estudar se a exposicao ao estresse em um periodo
critico do desenvolvimento pode criar um perfil de alta vulnerabilidade aos transtornos
comportamentais e de baixa resposta ao tratamento com antidepressivos de um

individuo na vida adulta. O assunto sera abordado no préximo capitulo.

1.3. O ESTRESSE NO INiCIO DA VIDA E A RESISTENCIA AO TRATAMENTO COM
ANTIDEPRESSIVOS EM MODELOS ANIMAIS.

Estressores aplicados a animais de laboratério geram mudancgas
comportamentais e que podem ser homdlogas a aspectos dos disturbios
neuropsiquiatricos, podendo ser usados para a compreensdo da psicopatologia
humana (WILLNER, 1990; 2017). Embora mimetizar transtornos neuropsiquiatricos de
humanos em animais seja extremamente desafiador, dada a natureza subjetiva de

muitos sintomas e a falta de biomarcadores, os “modelos animais de estresse” sdo
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ferramentas uteis nas pesquisas (HARRO, 2019; KRISHNAN; NESTLER, 2011;
MAXIMINO; VAN DER STAAY, 2019; NESTLER; HYMAN, 2010). Dado que o
estresse desencadeia diversos transtornos neuropsiquiatricos em humanos
(MCEWEN; AKIL, 2020; RUSSO; CHARNEY, 2013), a exposi¢cao a estressores que
geram comportamentos aberrantes em animais de laboratorio sdo considerados

“modelos animais de estresse”.

Os estressores usados nos modelos animais de estresse podem variar em tipo,
duracdo, frequéncia e intensidade (GURURAJAN; REIF; CRYAN et al., 2019;
SLATTERY; CRYAN, 2017). Com relacdo ao tipo, os estimulos podem ser
classificados como, por exemplo, fisicos ou psicoldgicos, variaveis ou monétonos,
imprevisiveis e inescapaveis, na vida adulta ou na vida perinatal (CAMPOS; FOGACA,;
AGUIAR et al.,, 2013; KOOLHAAS; BARTOLOMUCCI; BUWALDA et al., 2011;
SLATTERY; CRYAN, 2017; WILLNER, 2017). Independente do tipo, os estressores
podem ser apresentados ao organismo de forma aguda ou crbénica (WANG,;
TIMBERLAKE; PRALL et al., 2017; WILLNER, 2017) e, nesta ultima condi¢ao, de
maneira continua ou intermitente (CAMPOS; FOGACA; AGUIAR et al., 2013;
PORSOLT, 1997). Em termos de intensidade, os estressores podem ser classificados
como leves, moderados ou intensos (CAMPOS; FOGACA; AGUIAR et al., 2013). Em
animais de laboratério é dificil definir se o estressor € puramente fisico ou psicolégico,
porém, as demais caracteristicas que dependem de como o estressor € aplicado,
podem ser controladas pelo experimentador. Os protocolos de aplicagcdo de
estressores podem usar uma unica categoria ou uma combinagdo de estimulos,

dependendo da resposta que se espera mimetizar.

As respostas dos animais de laboratério aos estressores podem ser
averiguadas por testes comportamentais (SILBERMAN; ACOSTA; ZORRILLA
ZUBILETE, 2016; WILLNER; BELZUNG, 2015). As definicdes de “modelo animal” e
“teste comportamental” sdo, as vezes, compreensivelmente confundidas. Um “modelo
animal” requer tanto uma manipulagao (por exemplo, exposi¢ao ao estresse crénico),
quanto uma leitura (por exemplo, o tempo que o animal permanece imével no teste do
nado forgado apds o protocolo de estresse crbénico). Ja um “teste comportamental” se
refere meramente a uma leitura do comportamento em uma situagao estruturada, por
exemplo, o tempo de imobilidade no teste do nado forgcado (SLATTERY; CRYAN,

2017). Assim, os protocolos de “modelos animais de estresse” também envolvem a
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escolha de um “teste comportamental” associado, dependendo da resposta que se

espera medir.

Como visto no capitulo anterior, o estresse também desencadeia alteragbes
moleculares em animais de laboratério. De fato, um revisao sistematica seguida de
meta-analise, observou que ratos que foram submetidos ao protocolo de estresse
cronico imprevisivel, apresentavam expressao alterada de receptores 5-HT1a
principalmente no cortex frontal e dos receptores 5-HT2a em todo o cortex e no
hipotalamo dos roedores (LAGES; ROSSI; KRAHE et al., 2021). Estas alteragbes
podem estar relacionadas a reducdo do efeito no tratamento com ISRSs. Como
mencionado no primeiro capitulo desta introducdo, os efeitos dos ISRSs sobre o
comportamento e o humor sdo em parte dependentes da integridade do sistema
serotoninérgico (CELADA; ARTIGAS, 1993; DELGADO; CHARNEY; PRICE et al.,
1990)

Os periodos pré- e pos-natal sdo criticos para o desenvolvimento do sistema
nervoso de humanos e animais (SILBERMAN; ACOSTA; ZORRILLA ZUBILETE,
2016). Durante o periodo perinatal, o encéfalo é particularmente sensivel as
remodelagdes induzidas por fatores ambientais. Experiéncias adversas no inicio da
vida, tais como estresse ou qualidade inferior dos cuidados maternos, podem ter
consequéncias prejudiciais de longa duragao para um individuo (PARK; SEO; LEE et
al., 2018). Este fenbmeno, muitas vezes referido como 'programacao de inicio da vida',
€ observado em varias espécies (ANDERSEN, 2015). Em humanos, o estresse no
inicio da vida € associado com um risco aumentado de doengas neuropsiquiatricas e
podem estar associados a resisténcia a antidepressivos (MACCARI; KRUGERS;
MORLEY-FLETCHER et al., 2014; TALAROWSKA, 2020).

Neste trabalho estudamos se a exposicao ao estresse em um periodo critico
do desenvolvimento pode criar um perfil de alta vulnerabilidade aos transtornos
comportamentais e de baixa resposta ao tratamento com antidepressivos de um
animal de laboratério na vida adulta (LOPIZZO; MAZZELLI; ZONCA et al., 2020;
MCEWEN; AKIL, 2020; YANO; MATSUZAKI; IWASA et al., 2019). Em decorréncia

deste objetivo, foi escolhido um “modelo animal de estresse perinatal”.



28

1.4. PRIVAGAO MATERNAL

De forma geral, os protocolos de estresse perinatal aplicados a animais de
laboratorio promovem alteragdes que perduram durante a vida (JANETSIAN-FRITZ;
TIMME; TIMM et al., 2018). Dentre elas, parece estar a resisténcia aos efeitos do
tratamento com os antidepressivos na vida adulta (ZHANG; WANG; WANG et al.,
2015). As evidéncias indicam que a redugao do cuidado materno, bem como outros
estresses antes do desmame, podem ser os fatores que desencadeiam tal processo
(GODOY; UMEOKA; RIBEIRO et al., 2018).

Tais adaptagdes neurais a0 ambiente sdo cumulativas ao longo da vida util e a
funcao cerebral em qualquer momento posterior da vida é resultado de experiéncias
que ocorrem antes da concepgao, durante a gestacdo e durante o desenvolvimento
pos-natal (COLOM-LAPETINA; BEGLEY; JOHNSON et al., 2017). Foi observado que,
nos primeiros dias de vida, o cérebro é sensivel a estimulos externos, sejam eles
positivos, como por exemplo a interagdo da genitora com a prole ou negativos, como
o estresse ou a privagao maternal (CALDARONE; ZACHARIOU; KING, 2015).

Estudos com animais sugerem que experiéncias adversas ou estresse materno
durante o periodo perinatal resultam em alteracdes fisioldégicas e comportamentais na
prole (BRUNTON; RUSSELL, 2011; YANO; MATSUZAKI; IWASA et al., 2019). Para
exemplificar, ratas adultas submetidas a privagdo maternal no inicio da vida,
responderam com aumento da distdncia percorrida no teste do campo aberto
(BURKE; LLORENTE; MARCO et al., 2013). Em ratos filhotes (PN 12-16), foi relatada
uma diminuigdo na locomocao, rearing (exploragao vertical) e grooming (Autolimpeza)
ap6s a privagao maternal (ELLENBROEK; DERKS; PARK, 2005). Em machos, mas
nao em fémeas, foi observado um aumento significativo no tempo gasto explorando
os bragos abertos do labirinto, sugerindo assim um efeito ansiolitico da privagéo
maternal (BURKE; LLORENTE; MARCO et al, 2013; LLORENTE-BERZAL,;
FUENTES; GAGLIANO et al., 2011). No trabalho de GIRARDI; ZANTA e SUCHECKI
(2014) foi observado aumento de ansiedade e de esquiva social em ratos
adolescentes privados da genitora no DP9 por 24 horas. Além das alteragdes
comportamentais, os animais de laboratério submetidos a privagdo maternal
apresentam alteracdes fisiolégicas, como aumento do ACTH e corticosterona
(LEVINE; HUCHTON; WIENER et al., 1991; VIVEROS; DIAZ; MATEQS et al., 2010),

e resposta aumentada do ACTH a estimulos estressantes (SUCHECKI;
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MOZAFFARIAN; GROSS et al., 1993) e reducédo do peso corporal e metabolismo
energético (ELLENBROEK; DERKS; PARK, 2005).

Existem diferentes tipos de protocolos de estresse perinatal em animais.
Desenvolvido por LEVINE (1957) o Early handling paradigma, consiste em uma
manipulacéo diaria da prole, por 2 ou 3 semanas, € uma separagao da genitora por
no maximo 15 minutos. Essa manipulagao promove o aumento do cuidado da genitora
com a prole, levando a uma resposta neuroenddcrina aguda na prole (MEANEY;
VIAU; BHATNAGAR et al., 1991; SCHMIDT; WANG; MEIJER, 2011). Uma questao
critica em relacéo a este paradigma é a escolha do controle apropriado ou grupo de
comparagao. Historicamente, no paradigma de tratamento precoce, os animais que
foram submetidos ao protocolo sdo comparados a filhotes ndo manipulados, ou seja,
ninhadas que nao sao expostas a qualquer intervencao. Todavia, esse procedimento
também pode ser considerado um grupo experimental, ja que a falta de qualquer
estimulo externo também afeta o comportamento de cuidado materno (SCHMIDT;
WANG; MEIJER, 2011).

Outro modelo animal de estresse no inicio da vida é o “modelo de separacao
maternal”’. Proposto por SCHAPIRO; GELLER e EIDUSON (1962), nesse modelo se
faz uma separacgao prolongada da genitora e a ninhada e tem como objetivo reduzir a
quantidade de cuidado materno com a prole, modelando assim a negligéncia
emocional e fisica (PRYCE; FELDON, 2003). As metodologias aplicadas s&o
altamente variaveis, ndo apenas no tempo e duracido da separagcdo, mas também no
que diz respeito a temperatura (quente ou fria), tipo de separagao (genitora ou ninhada
retirada da gaiola), ou isolamento (filhotes separados isoladamente ou toda a ninhada)
(ABELAIRA; REUS; QUEVEDO, 2013; MACCARI; KRUGERS; MORLEY-FLETCHER
etal., 2014).

Similar a separacgao, a privagao maternal consiste na remog¢ao da genitora por
um periodo mais curto, de 24h por uma unica vez, e pode ser aplicada em diferentes
momentos durante o desenvolvimento pos-natal (STANTON; GUTIERREZ; LEVINE,
1988). Este modelo ganhou forga na investigagédo dos efeitos de curto e longo prazo
do estresse no inicio da vida quando muitas alteracdes fisioldgicas foram observadas
(MARCO; LLORENTE; LOPEZ-GALLARDO et al., 2015). A privagao maternal por 24h
promove, a curto prazo, a interrupg¢ao do cuidado maternal, que nos primeiros dias de
vida é fator importante para manutencgao da prole (KUHN; SCHANBERG, 1998).
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Na privagdao maternal, o fator nutricional é afetado pois a prole ndo se alimenta
durante o periodo de privagdo, promovendo uma hipoglicemia (ELLENBROEK;
COOLS, 2002). Outro fator estressante, que faz parte de alguns protocolos de
privacdo maternal é a diminuigdo da temperatura corporal, uma vez que a prole nos
primeiros dias de vida ndo tem termorregulacdo (MARCO; LLORENTE; LOPEZ-
GALLARDO et al., 2015). Essa diminuigdo na temperatura se associa a hipoglicemia
e desencadeia a liberagdo de corticosterona, resultado da adaptagao fisiologica para
a sobrevivéncia da prole (KUHN; SCHANBERG, 1998; SUCHECKI; MOZAFFARIAN,;
GROSS et al., 1993; VAN OERS; DE KLOET; LEVINE, 1999).

A privagcdo maternal também pode alterar a expressdao de receptores
serotoninérgicos, no cortex e no hipocampo, dos animais submetidos a este protocolo.
Observou-se que a privagao maternal promoveu um aumento na expressao do gene
do receptor de serotonina 5HT2a no coértex e do receptor 5HT1a na area CA1 do
hipocampo em desenvolvimento (VAZQUEZ; LOPEZ; VAN HOERS et al., 2000). O
tratamento prévio com desipramina, um antidepressivo ftriciclico, evitou a regulagao
positiva induzida pela privacdo materna do receptor 5-HT 1B e a resposta
adrenocortical aumentada observada nestes animais (VAZQUEZ; ESKANDARI;
ZIMMER et al., 2002). No entanto, estas alteragdes parecem estar relacionadas a
cronologia da privagdo materna, e ndo a privagao em si, uma vez que a alteragao da
expressao destes receptores € dependente do dia PN que o animal foi privado da
genitora (LIMON-MORALES; SORIA-FREGOZO; ARTEAGA-SILVA et al., 2014;
VAZQUEZ; ESKANDARI; ZIMMER et al., 2002; VAZQUEZ; LOPEZ; VAN HOERS et
al., 2000)

A longo prazo, a privagdo maternal altera os parémetros fisiolégicos e
comportamentais, como visto acima. No entanto, ainda ndo é claro o envolvimento
destas alteragdes na resisténcia ao tratamento com antidepressivos (AKIL; GORDON,;
HEN et al., 2018; RUBERTO; JHA; MURROUGH, 2020; WILLNER; BELZUNG, 2015).
Assim, o protocolo de estresse por “privacdo maternal” em ratos parece ser um
“‘modelo animal de estresse perinatal” adequado para o presente estudo. O dia PN
escolhido para se fazer a privacao maternal foi o PN9 porque se observou que neste
dia ocorre a maturagdo das conexdes cerebrais entre coértex e hipocampo
(JANETSIAN-FRITZ; TIMME; TIMM et al., 2018), que estao envolvidas com o efeito

dos antidepressivos no cérebro como visto nos capitulos anteriores.
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2. HIPOTESE

O estresse no inicio da vida pode alterar as respostas dos individuos adultos
aos estressores, tornando-os resistentes aos efeitos do tratamento com farmacos
antidepressivos, como a fluoxetina, quando comparados aos animais que nao

sofreram estresse.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar como a privagdo maternal pode modificar o comportamento de machos

e fémeas, criando um perfil de resisténcia ao tratamento com fluoxetina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Padronizar os procedimentos de obtencdo dos ratos usados no

desenvolvimento do projeto.

- Padronizar os testes comportamentais a serem usados no desenvolvimento

do projeto.

- Padronizar o protocolo de privagao maternal usados no desenvolvimento do

projeto.

- Investigar o efeito da privagdo maternal sobre o comportamento dos ratos dos

dois sexos na vida adulta.

- Investigar se a privacdo maternal afeta o efeito da fluoxetina sobre o

comportamento dos ratos adultos dos dois sexos.

- Investigar o efeito da privacdo maternal sobre o comportamento das

progenitoras.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS
4.1.1. Condigbes de alojamento.

Ratos Wistar, machos (genitores, n=18) e fémeas (genitoras, n=26)
provenientes do Biotério Central da UFSC, foram utilizados como progenitores (exceto
experimento 1). Os ratos utilizados como progenitores chegaram ao laboratério com
21 dias poés-natal (PN) e foram alocados ao biotério de acordo com o sexo, onde
permaneceram até o inicio dos acasalamentos.

Os ratos provenientes do acasalamento (n=80 machos e n=80 fémeas) descrito
no item 4.1.2, foram alocados ao biotério de acordo com o sexo, apés desmame (21
dias) onde permaneceram até o inicio dos testes comportamentais (100 diast2). Para
o experimento 1, os animais foram obtidos do projeto de CELLA (2018) que avaliava
as genitoras desses animais como objeto de estudo. Suas proles (n total= 64 ratos;
n=32 machos e n=32 fémeas) seriam descartadas, sendo assim, foram reaproveitadas
para este primeiro experimento.

Todos os animais foram mantidos em area climatizada com temperatura de 21+
2 graus Celsius com exaustdo e acesso a agua e ragao ad libitum em ciclo
claro/escuro de 12 h (luzes apagadas 6:00 h e ligadas as 18:00 h). Os animais foram
divididos em grupos de 3-5 animais nas caixas-padrao (gaiolas plasticas, 50 x 30 x 10
cm com 0O piso coberto de serragem) e permaneceram neste ambiente pelos dias
anteriores ao inicio do teste e durante o experimento comportamental.

A limpeza das caixas era realizada trés vezes por semana, sempre nos
mesmos dias e horarios e pelo mesmo experimentador. Consistia na troca da
maravalha e raspagem dos residuos da caixa. A agua era trocada, e a comida era
conferida, trés vezes por semana, ou quando necessario. A conferéncia de agua e
comida era realizada diariamente. A caixa era trocada a cada 15 dias para lavagem
e, 0S animais eram realocados para caixas limpas originarias do laboratério de
Neurobiologia do Comportamento (LabNeC — CCB — UFSC). Todos os procedimentos
realizados no biotério, eram realizados seguindo os Procedimentos Operacionais
Padrao, estabelecidos pelo laboratério. Todos os protocolos e procedimentos
experimentais em animais de laboratério foram previamente aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC — PP8080-2017.
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4.1.2. Obtencgao de proles

Para a realizagao deste trabalho foram gerados 5 lotes de ratos machos e
fémeas da linhagem Wistar no biotério do laboratorio de Neurobiologia do
Comportamento. Para o acasalamento, foram utilizados ratos com idade entre 65 e
80 dias, sendo as fémeas com peso = 180 gramas e os machos entre 250 e 350
gramas oriundos do Biotério Central da UFSC como descrito no item 4.1.1.

Cada prole foi obtida em um processo que consistiu das seguintes etapas: 1-
pareamento; 2-acasalamento; 3- gestagéo; 4-nascimento e 5-desmame (Figura 2). O
pareamento consistia na transferéncia dos animais para a sala de acasalamento onde
as gaiolas eram “pareadas”, de modo que, as gaiolas das fémeas e dos machos
ficassem lado a lado até o dia do acasalamento. Entre 6 a 7 dias depois do
pareamento, um macho e duas a trés fémeas eram alocados em uma unica caixa de
acasalamento. Vinte e quatro horas apds o acasalamento era examinada a presenga
de plug copulatdrio no lavado vaginal. As fémeas que apresentavam o plug copulatério
eram separadas em uma nova caixa e a data registrada como dia 1 da gestacéo. As
fémeas que n&o apresentavam o plug copulatério permaneciam na caixa de
acasalamento.

Para o primeiro lote de animais, o procedimento foi repetido durante 10 dias
consecutivos e se o plug copulatério nao fosse detectado até o 5° dia de acasalamento
0 macho era substituido por outro. Do segundo lote em diante, a partir de pequenos
ajustes no protocolo de acasalamento, o tempo requerido para o aparecimento do plug
copulatério foi inferior a 5 dias. Em todos os lotes, as fémeas prenhas eram mantidas
no biotério de fémeas em caixas com 2-3 fémeas, até o nono dia de gestacao e, eram
separadas para caixas individuais, a partir do décimo dia de gestacao e transferidas
para o biotério de genitoras, onde permaneciam até o desmame. Os dados podem ser
encontrados em (SUMAN, 2020).

No dia do nascimento, a sexagem era realizada e o tamanho da prole de cada
genitora era ajustado para 8 animais, sendo, 4 machos e 4 fémeas. Em todos os lotes,
a genitora e a prole eram mantidas em area climatizada com temperatura de 21+ 2
graus Celsius com exaustédo e acesso a agua e ragao ad libitum em ciclo claro/escuro
de 12 h (luzes apagadas 6:00 h e ligadas as 18:00 h) até o desmame.

Apos desmame, no dia 21 PN, as genitoras e a prole foram acomodadas em

biotérios distintos para cada sexo, de acordo com o item 4.1.1, até a idade apropriada
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para cada experimento (descritos nos itens 4.3.3). As planilhas de acompanhamento
do processo de obtengao das proles podem ser encontradas em https://osf.io/hjre8/
(SUMAN, 2020).

Figura 2: Protocolo de acasalamento

Nascimento e
lactacao

Acasalamento

* Pareamento

® Adaptagdo  dos
genitores as
condicbes
laboratoriais

¢ 10 dias
* Plug positivo

e 21 dias para
desmame

Desmame

e 71 dias ap6s
plug positivo

Inicio do periodo
de acasalamento

76 Dias

4 .1.3. Eutanasia

Os animais adultos foram anestesiados com Uretana (35%, Sigma, U 2500) em
uma sala proxima a sala de animais e distante do local de eutanasia (para evitar o
contato olfativo com solvente ou sangue). Os animais adultos foram levados para a
sala da perfusdo sob nivel profundo de anestesia (auséncia completa de reflexos de
endireitamento e pingamento das patas) quando e onde os procedimentos foram
realizados. Sob anestesia, a eutanasia foi realizada por dessangramento e perfusao
intracardiaca com solugao salina seguida de solu¢ao de formaldeido 4% para fixagao
ou, alternativamente, por decapitagao por guilhotinagem para obtengcdo de amostras
de material fresco. Para o experimento 4 o método de anestesia foi Ketamina +
Xilazina. Para os animais recém-nascidos, o protocolo consistiu em decapitagao

usando uma tesoura cirurgica.
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4.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1. Privacdo maternal

O protocolo utilizado na experiéncia foi adaptado de ELLENBROEK, B. A.; VAN
DEN KROONENBERG, P. T. e COOLS, A. R. (1998). As ratas prenhas eram mantidas
em caixas individuais desde o décimo dia de gestacao até o dia do parto. Apds o parto,
a genitora e a prole permaneciam juntos até o nono dia PN. O protocolo de privagao
maternal era realizado por 24 horas a partir do nono até o décimo dia PN. Este
momento para a privagado maternal, entre 0 9° e 10° dias PN, foi selecionado por ser
a janela temporal quando ocorre a maturagao das conexodes cortex-hipocampo, objeto
de interesse deste estudo (JANETSIAN-FRITZ; TIMME; TIMM et al., 2018; MARCO;
LLORENTE; LOPEZ-GALLARDO et al., 2015). Durante o periodo de privagao
maternal, os filhotes permaneciam na caixa-casa e a genitora era retirada para outro
biotério. A prole permanecia sob aquecimento constante durante o periodo de
privagdo maternal. O aquecimento era feito utilizando uma de placa de calor
posicionada abaixo da caixa. Ao final da sessao de privagdo maternal, a genitora era
devolvida a caixa-casa e eram observados os primeiros comportamentos da genitora
voltados ao cuidado com a prole. As planilhas de com o registro dos comportamentos

da genitora podem ser encontradas em https://osf.io/hjre8/ (SUMAN, 2020).

4.2.2 Tratamentos Farmacologicos

O farmaco utilizado foi o Hidrocloreto de Fluoxetina (FLX) da marca Sigma
(F3518) administrado por via oral, por ingestdo espontanea (SCHLEIMER;
JOHNSTON; HENDERSON, 2005) nas doses de 2,5 mg/kg (CRYAN; VALENTINO;
LUCKI, 2005; DOMINGUES; LIMA; LINDER et al., 2020; MEZADRI; BATISTA;
PORTES et al., 2011) e 10 mg/kg (LI; WU; YU et al., 2018; SONG; SUN; JI et al.,
2018). A administracao foi realizada de forma cega ao experimentador. Um segundo
experimentador sorteava e fazia a codificacdo da solugcado que seria administrada aos
animais. Somente apds analise estatistica, os tratamentos eram revelados.

A FLX foi administrada por ingestdo espontanea diariamente por 14 dias. O
protocolo de ingestdo espontdnea foi baseado em SCHLEIMER; JOHNSTON e
HENDERSON (2005) e DOMINGUES; LIMA; LINDER et al. (2020) e consistia no
treinamento dos animais, por 7 dias, antes do inicio do tratamento, a ingerir

espontaneamente uma solugao de sacarose 10%. O treinamento era realizado na sala



36

de experimentagao onde o tratamento seria posteriormente administrado. Os animais
eram apresentados pela grade da caixa-viveiro a uma seringa, contendo 1mL da
solugdo. O treinamento diario s6 terminaria quando o animal bebe-se todo o volume
da seringa. No dia do inicio do tratamento a FLX era diluida na solugdo de sacarose
10% e administrada aos animais.

Tanto no experimento 3 quanto no 4, os ratos de todos os grupos experimentais
foram testados no nado forgado 1h apds a primeira dose, no teste de alimentagao
suprimida pela novidade, 1h apds a sétima dose e no teste de preferéncia pela
sacarose apos 14 administracbes. No experimento 4, para avaliacdo dos efeitos
cronicos da FLX, os ratos receberam 15 doses de fluoxetina antes de serem testados
em um teste adicional do nado forgcado que ocorreu apés o término da “bateria de

testes”.

4.2.3 Teste do nado forcado

O teste do nado forgado (TNF) em ratos consistiu na insercdo do animal a uma
cuba cilindrica com coluna de agua suficiente para que o animal ndo encoste as patas
e a cauda no fundo da cuba durante uma sessao de pré-teste e outra de teste (DETKE;
RICKELS; LUCKI, 1995). O pré-teste consiste em uma exposicao a situagao descrita
acima por 15 minutos, no dia experimental 1, enquanto o teste de 5 minutos ocorria
24 horas depois, no dia experimental 2.

Tanto a sessdo de pré-teste, quanto a de teste, foram gravadas por uma
camera posicionada acima da cuba para posterior analise dos comportamentos, pelo
software EthoWatcher (CRISPIM JUNIOR; PEDERIVA; BOSE et al., 2012). Todos os
videos eram codificados para que o analisador ndo soubesse qual era o farmaco ou
se havia passado por protocolo de privagdo maternal, e os seguintes comportamentos
eram quantificados:

- Imobilidade: Determinada pela auséncia de movimentos exceto pequenos e
ocasionais movimentos, provavelmente necessarios para a manutencao da cabeca
fora da agua. O corpo do animal pode se deslocar pelo cilindro em razdo do
movimento da agua ou pela propria inércia.

- Escalada: O dorso do animal se encontra perpendicular a linha da agua e os

membros anteriores apresentam movimentos sincrdénicos ou alternados ao longo do
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eixo longitudinal do corpo, podendo, ou nao, estar em contato com as extremidades
do cilindro.

- Nado: Determinado pelo movimento horizontal das patas dianteiras do animal
gerando deslocamento do corpo pela superficie da agua. O corpo do animal pode
deslocar-se ao longo do eixo longitudinal (direita ou esquerda), adiante (focinho) ou
para tras (cauda).

- Mergulho: Determinado pelo dorso, as orelhas e o focinho abaixo da linha da
agua.

Se no experimento houvesse tratamento farmacolégico (Experimentos 3 e 4),
o farmaco seria administrado 1 hora antes da sessao teste. Em todas as sessdes a
altura da coluna (50cm) e a temperatura da agua (25°C+1) foram controladas. Ao
término da sessdo, o animal era cuidadosamente seco com pano seco € macio, e
retornava para a gaiola-viveiro onde, apods 7 dias, era realizado o teste subsequente.

Todos os comportamentos foram avaliados, mas somente o tempo de
imobilidade sera apresentado. Os dados brutos estdo disponiveis em
https://osf.io/hjre8/

4.2.4. Alimentagao suprimida pela novidade

O teste de alimentacao suprimida pela novidade (ASN) em ratos consistiu na
insercao do rato em uma arena, onde o animal nunca esteve previamente. No teste
se quantifica a laténcia (s) para o rato se aproximar e comer a ragdo em um ambiente
novo e potencialmente perigoso, depois de um periodo de privagdo de alimento
(24horas) (BLASCO-SERRA; GONZALEZ-SOLER; CERVERA-FERRI et al., 2017). A
laténcia para comecar a comer (definido como o rato sentado e mordendo o pellet com
0 uso das patas dianteiras) foi registrada por um periodo de 5 minutos, podendo ser
estendida até 10 minutos, caso o animal ndo comesse nos 5 minutos iniciais
(SANTARELLI; SAXE; GROSS et al., 2003). O alimento dos ratos era retirado da caixa
viveiro 24 horas antes da sessao teste.

No momento do teste, um unico pellet de racao era colocado no centro da arena
de teste e 0 animal era colocado em um canto da caixa. As medidas da arena eram
de 80cm x 80cm. Todos os animais eram acomodados por pelo menos 1 hora antes
na sala de experimentacéo e a iluminagao e os ruidos eram controlados para todos
0s animais. A temperatura nesta sala era de 21+ 2 graus Celsius. Todos os videos

eram codificados para que o analisador ndo soubesse qual era o farmaco ou se havia
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passado por protocolo de privagao maternal. O teste foi gravado por uma camera
posicionada acima da arena, e uma camera posicionada a frente da arena para
posterior analise dos comportamentos, pelo software EthoWatcher (CRISPIM
JUNIOR; PEDERIVA; BOSE et al., 2012).

4.4.5. Preferéncia pela sacarose

O teste de preferéncia pela sacarose (PS) em ratos consistiu na quantificagao
do volume de sacarose consumido em relagao ao volume de agua consumido em um
periodo de 24 horas. Durante o teste PS os ratos foram acondicionados pelo periodo
de 24 horas em caixas individuais, contendo duas garrafas, uma com 300mL de agua
e outra com 300mL de solugéo contendo 2% de sacarose (BRENES; FORNAGUERA,
2009; TAKATSU-COLEMAN; PATTI; ZANIN et al., 2013). Para prevenir um possivel
efeito de preferéncia por algum dos lados da caixa, as garrafas foram invertidas apos
um periodo de 12 horas.

O consumo de sacarose foi calculado como a porcentagem de consumo da
solugdo de sacarose em relagdo ao total de liquido consumido (agua + sacarose)
(BRENES; FORNAGUERA, 2009). Para a quantificacdo do consumo da sacarose, foi
utilizada a mesma vidraria calibrada, para todos os experimentos. Neste experimento

nao houve a realizacédo da gravacao do teste.

4.3. DESENHO EXPERIMENTAL
4.3.1. Experimento 1 — Padronizag¢ao do protocolo dos testes comportamentais

O obijetivo deste estudo piloto foi padronizar as condigdes experimentais para
os testes comportamentais. Além disso, se investigou a viabilidade de se usar uma
“bateria de testes” para avaliar os comportamentos dos animais nos diferentes
experimentos subsequentes. A “bateria de testes” poderia reduzir a quantidade de
animais experimentais necessarios para se investigar o efeito das diferentes
intervengdes do estudo sobre o comportamento dos ratos. Para tanto, planejou-se
comparar os resultados obtidos em estudos no quais os ratos foram submetidos auma
“‘bateria de testes” ou a testes independentes (Figura 3). A ordem dos testes da
“bateria de testes” foi escolhida baseada no fato que o TNF avalia o efeito agudo do
tratamento com FLX, enquanto ASN e PS avaliam o efeito do tratamento crénico com
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FLX ja pensando no andamento do projeto. Assim, os ratos machos ou fémeas foram
alocados em quatro grupos experimentais:
- Grupo “pbateria de testes” (BT): todos os animais foram avaliados nos seguintes
testes comportamentais aplicados na seguinte ordem: nado forcado (TNF),
alimentacao suprimida pela novidade (ASN) e preferéncia pela sacarose (PS). Os
testes foram realizados em dias separados por uma semana de intervalo (descritos
no item 4.2).
- Grupo TNF: os animais foram avaliados apenas pelo TNF.
- Grupo ASN: os animais foram avaliados apenas ao ASN.
- Grupo PS: os animais foram avaliados apenas ao PS.

Os animais do grupo experimental foram testados com 100 dias de idade e nao

passaram por nenhum tratamento farmacologico ou estresse prévio.

Figura 3: Desenho Experimental do Experimento 1
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4.3.2. Experimento 2 — Padronizag¢ao do protocolo de privagdo maternal

O objetivo deste experimento foi padronizar as condigdes dos procedimentos
de “privacdo maternal” além de investigar quais parametros dos testes
comportamentais sao afetados por este estresse. Avaliamos entdo, se a resposta a
privagcdo maternal, poderia ser diferente em ratos machos e fémeas. Para isso, foi
utilizado o protocolo comportamental validado no experimento anterior, que avalia
diferentes respostas dos animais frente uma “bateria de testes” (Figura 4).

Assim, os ratos machos ou fémeas foram alocados em dois grupos

experimentais:
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- Grupo controle (ndo privados, NP): todos os ratos foram mantidos em condi¢des
padrao de criacédo da prole.
- Grupo privagao maternal (privados, P): todos os ratos passaram pelo processo de
privagdo maternal como descrito no item 4.2.1.

Para esse experimento, os animais foram obtidos por criagao prépria (descritos
no item 4.1.2). O protocolo de privacdo maternal realizado esta descrito no item 4.2.1
e foi utilizado em todos os experimentos seguintes. Neste experimento os animais dos
grupos NP e P de ambos os sexos tinham idade de 100 £ 2 dias quando ingressaram
na linha do tempo da “bateria de testes” padronizada no experimento 1. Resumindo,
a “bateria de testes” foi aplicada da seguinte maneira (Figura 4):

- 1: dia experimental 1: pré-teste do TNF;

- 2: dia experimental 2: teste do TNF;

- 3: dia experimental 7: teste de ASN;

-4: dia experimental 14: teste de PS.

Ao final de cada teste comportamental, os animais retornavam as respectivas
caixa-viveiros e permaneciam nas condicdes padrdao até o proximo teste
comportamental. Nesse experimento, os animais ndo passaram por nenhum tipo de

tratamento farmacolégico.

Figura 4: Desenho Experimental do Experimento 2
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4.3.3. Experimento 3 - Estudo do efeito do tratamento com FLX 2,5 mg/kg sobre os
comportamentos dos ratos machos e fémeas, privados ou ndo das progenitoras no

inicio da vida.

O objetivo deste experimento foi avaliar os animais que passaram pelo
protocolo de privagdo maternal (4.2.1) e qual a resposta ao tratamento com FLX 2,5

mg/kg na “bateria de testes”, comparando-os com animais que nao passaram por
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nenhum tipo de estresse. A privacdo maternal foi feita de acordo com a padronizagao
feita no experimento 2. A avaliagdo do comportamento foi feita com a “bateria de
testes” padronizada no experimento 1. Além disso, buscamos investigar se o
tratamento com o farmaco poderia reverter as consequéncias da privagdo materna
sobre o comportamento dos animais. O tratamento com a FLX 2,5 mg/kg foi por via
oral-foi diaria, sempre no mesmo horario, e sendo feito por um experimentador
treinado (ver descricdo detalhada no item 4.2.2). O desenho experimental é descrito
na Figura 5.

Assim, os ratos machos ou fémeas foram alocados em quatro grupos
experimentais:

- Grupo controle NP (ndo privados, NP e nao tratados, NT): todos os ratos foram
mantidos em condi¢cdes padrao de criacdo da prole e ndo receberam o tratamento
farmacoldgico.

- Grupo controle P (privados, P e nao tratados, NT): todos os ratos passaram
pelo processo de privagdo maternal como descrito no item 4.2.1 e n&o receberam o
tratamento farmacoldgico.

- Grupo tratado NP (n&o privados, NP e tratados, FLX): todos os ratos foram
mantidos em condicbes padrao de criagdao da prole e receberam o tratamento
farmacoldgico.

- Grupo tratado P (privados, P e tratados, FLX): todos os ratos foram mantidos

em condi¢des padréo de criagdo da prole e receberam o tratamento farmacolégico.
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Figura 5: Desenho experimental do Experimento 3

190 dias 7 dias 7 dias
Protocolo

de privagao
maternal

Tratamento com FLX 2,5mg/kg

Machos e Femeas

4.3.4. Experimento 4 — Estudo do efeito do tratamento com FLX 10 mg/kg sobre os
comportamentos dos ratos machos e fémeas, privados ou ndo das progenitoras no

inicio da vida.

O objetivo deste experimento foi avaliar os animais que passaram pelo
protocolo de privagdo maternal (4.2.1) e qual a resposta ao tratamento com FLX 10
mg/kg na “bateria de testes”, comparando-os com animais que nao passaram por
nenhum tipo de estresse. A privacdo maternal foi feita de acordo com a padronizagao
feita no experimento 2. A avaliagdo do comportamento foi feita com a “bateria de
testes” padronizada no experimento 1. Além disso, buscamos investigar se o
tratamento com o farmaco poderia reverter as consequéncias da privacdo materna
sobre o comportamento dos animais. O tratamento com a FLX 10 mg/kg foi por via
oral-foi diaria, sempre no mesmo horario, e sendo feito por um experimentador
treinado (ver descricdo detalhada no item 4.2.2). O desenho experimental € descrito
na Figura 6. Neste experimento foi realizada uma segunda sessé&o de TNF, 15 dias
apos o inicio do tratamento para avaliagao do efeito crénico da FLX.

Assim, os ratos machos ou fémeas foram alocados em quatro grupos
experimentais:

- Grupo controle NP (nado privados, NP e nao tratados, NT): todos os ratos foram
mantidos em condi¢ées padrao de criagdo da prole e ndo receberam o tratamento
farmacoldgico.

- Grupo controle P (privados, P e nao tratados, NT): todos os ratos passaram
pelo processo de privagdo maternal como descrito no item 4.2.1 e nao receberam o

tratamento farmacoldégico.
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- Grupo tratado NP (n&o privados, NP e tratados, FLX): todos os ratos foram
mantidos em condicbes padrao de criagdo da prole e receberam o tratamento
farmacoldgico.

- Grupo tratado P (privados, P e tratados, FLX): todos os ratos foram mantidos

em condi¢des padrao de criagdo da prole e receberam o tratamento farmacolégico.

Figura 6: Desenho experimental do Experimento 4

190 dias 7 dias 7 dias
Protocolo

de privagdo
maternal

Tratamento com FLX 10mg/kg

Machos e Fémeas

4.3.5. Experimento 5 — Estudo do efeito da privagao maternal sobre o comportamento

das progenitoras: comparagdo com os genitores.

O objetivo deste experimento foi avaliar a influéncia da privagao maternal, sobre
o comportamento das ratas progenitoras. O protocolo comportamental utilizado sobre
0s genitores, ratos machos ou fémeas consistiu na bateria de testes descrita a seguir.
Sete dias apos a retirada de prole, os genitores foram submetidos ao TNF, seguido
pelo ASN 7 dias apds e o PS 14 dias apos. A influéncia do protocolo de privacéao
maternal nas genitoras foi avaliada nas fémeas que foram submetidas ao protocolo
de privacao maternal. Para fins de comparagao, as fémeas que foram mantidas em
condicdes normais de criagao foram submetidas a mesma bateria de testes. Fémeas
e machos foram testados nos mesmos dias e com idade proxima a da prole 1,
totalizando 14 dias de experimento. Embora tenha sido intitulado “Experimento 57,
estes procedimentos foram realizados durante o curso dos experimentos 2 — 4.

Assim, os ratos machos ou fémeas foram alocados em trés grupos
experimentais:

- Grupo de genitores machos: todos os ratos foram mantidos em condicdes
padrao de biotério e passaram por experiéncia de cépula.
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- Grupo fémeas (n&o privadas, NP): todos as ratas foram mantidas em
condi¢cdes padrao de biotério e passaram por experiéncia de copula, gestagao, parto,
amamentacéo.

- Grupo fémeas (privadas, P): todos as ratas foram mantidas em condi¢des
padrao de biotério e passaram por experiéncia de copula, gestagdo, parto,

amamentagao e separacao maternal.
4.3.6. Medidas para reduzir vieses experimentais

Os ratos foram alocados para cada grupo experimental por sorteio usando um
gerador de numeros aleatoérios (random.org), i.e., aleatoriamente. Os tratamentos, a
coleta e analise dos dados foram feitos de forma “cega”, ou seja, o experimentador
nao sabia quais eram 0s grupos experimentais e qual era o tratamento. Uma unica
pessoa, que nao fosse o experimentador, realizava o sorteio e aleatorizacéo e tinha
acesso aos tratamentos (MACLEOD; LAWSON MCLEAN; KYRIAKOPOULOU et al.,
2015; MUNAFO; NOSEK; BISHOP et al., 2017). Os grupos experimentais e
tratamentos s6 foram revelados apds analise estatistica. Todos os protocolos
experimentais utilizaram ratos machos e fémeas de acordo com as diretrizes do NIH
(CLAYTON; COLLINS, 2014). O numero de animais utilizados foi estimado apds
experimento piloto considerando o poder de efeito de 80% e erro do tipo | de 0,05
(BUTTON; IOANNIDIS; MOKRYSZ et al., 2013).
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados das analises descritivas, normalidade e variancia foram analisados
no software Statistica®. Os tamanhos de efeito foram calculados através de linguagem
de programacédo R (R CORE TEAM, 2019), com o uso do software livre RSTUDIO,
utilizando o pacote Meta (SCHWARZER, 2007). Todos os graficos foram construidos

no software Graphpad Prism 7®.

A andlise estatistica foi definida a priori, baseada no desenho experimental
tracado no projeto da tese. Para estimar o numero de animais utilizados, realizamos
o calculo do poder e tamanho da amostra, considerando o poder de efeito de 80% e

erro do tipo | de 0,05.

Todos os dados passaram pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov
e a determinacdo de homogeneidade de variancia pelo teste de Levene. Os dados
dos experimentos 1 e 2 foram analisados usando ANOVA de 2 vias univariada. Para
os experimentos 3 e 4 foi utilizado ANOVA de 3 vias univariada. Excepcionalmente no
experimento 4, uma ANOVA com medidas repetidas foi realizada para inferéncia do
efeito do tratamento crénico de FLX no TNF. O experimento 5 foi analisado por um
teste t de student. A analise post hoc utilizada foi o teste de Duncan para todos os

experimentos.

Os tamanhos de efeito dos fatores da ANOVA foram estimados pelo calculo do
partial eta squared (n2) (LAKENS, 2013). COHEN (1988) define os tamanhos de efeito
como pequenos (N2 = 0,01), médios (n2 = 0,06) e grandes (n2 = 0,14).

Para cada experimento, a diferenca média normalizada (Hedge's g) foi
calculada para estimar o tamanho do efeito (Effect Size ou g) de cada intervengéo
(experimento 1: bateria de testes; experimento 2: privagao maternal; experimento 3:
tratamento com FLX 2,5 mg/kg; experimento 4: tratamento com FLX 10 mg/kg
(BUTTON; IOANNIDIS; MOKRYSZ et al., 2013; RAMOS-HRYB; BAHOR; MCCANN
et al., 2019).

Os tamanhos de efeito foram arbitrariamente definidos como “muito pequeno”
(0.01-0.2); “pequeno” (0.2-0.5); “médio” (0.5-0.8); “grande” (0.8-1.2); “muito grande”
(1.2-2); “enorme” (2-acima 2) (SAWILOWSKY, 2009). A magnitude da

heterogeneidade foi arbitrariamente definida como “muito pequena”’ (0-25%);
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‘pequena” (25-50%); “moderada” (50-75%); “alta” (>75%) (HIGGINS; THOMPSON;
DEEKS et al., 2003). O tamanho do efeito estimado foi considerado "estatisticamente
significante" quando o intervalo de confiangca de 95% (IC 95%) é sobressalente ao
efeito nulo, e "inconclusivo" quando o IC 95% se sobrepbe ao efeito nulo
(NAKAGAWA; CUTHILL, 2007).

5. RESULTADOS

Os dados de todos os experimentos, serdao apresentados na forma de média +
erro padrao média (média + EPM), e de tamanho do efeito (Partial eta squared ou
Hedges’g + IC 95%) para todos os experimentos. As diferencas estatisticas das
condigbes experimentais serdo representadas por um asterisco (*), enquanto, as
diferengas sexuais seréo representadas por uma cerquilha (#). As analises estatisticas

foram descritas no item 4 .4.

5.1. EXPERIMENTO 1 — PADRONIZAGAO DO PROTOCOLO DOS TESTES
COMPORTAMENTAIS

Neste experimento, analisou-se a influéncia do tipo de protocolo de testes
comportamentais sobre o comportamento dos ratos. Dois tipos de protocolos foram
aplicados sobre ratos machos ou fémeas: 1-bateria de testes, 2- testes
independentes. Para avaliagao da influéncia dos fatores “sexo” (machos ou fémeas),
e “tipo de protocolo” (bateria de testes ou testes independentes), ou interagao entre
os fatores sobre o comportamento dos ratos, em cada teste comportamental (TNF ou
ASN ou PS) escolheu-se a ANOVA de duas vias (fatores: sexo e tipo de protocolo)
univariada (teste comportamental especifico). De forma geral, a influéncia do “sexo” e
do “tipo de protocolo” sobre o comportamento dos ratos variou em magnitude e

significancia entre os testes comportamentais.

No TNF (Figura 7A), os ratos machos do grupo “bateria de testes”
apresentaram menor tempo de imobilidade (média + EPM: 42,50 + 9,06) do que os
machos do grupo “testes independentes” (média £+ EPM: 86,90 + 8,28). De forma
oposta, as ratas do grupo “testes independentes” apresentaram média menor (média
+ EPM: 76,22 + 14,82) de tempo de imobilidade no TNF do que fémeas do grupo
“bateria de testes” (média £ EPM: 85,74 + 13,73). Apesar das variagbes nas médias
de tempo de imobilidade no TNF entre os grupos de ratos, os efeitos dos fatores

“sexo”, “tipo de protocolo” e a interacdo entre eles variaram de pequeno a meédio e
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foram inconclusivos (Tabela 1). Em virtude da auséncia de significancia estatistica da

interacéo entre os fatores ndo ha analise post hoc.

Tabela 1: Resultados da ANOVA duas vias do TNF

“Tipo de protocolo” e “Sexo”

Fatores (niveis) SS df MS F p n?p
Sexo (macho ou fémea) 2048 @ 1;28 | 2048 | 1,04 | 0,316 | 0,037
Tipo de protocolo (bateria ou | 2349 | 1;28 | 2349 | 1,20 | 0,284 | 0,042
teste independentes)
Interacgao entres os fatores 5614 @ 128 | 5614 | 2,86 | 0,102 | 0,096

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
n?p= eta quadrado parcial

No ASN (Figura 7B), a laténcia para alimentagao dos ratos machos do grupo

“testes independentes” foi menor (média £ EPM: 159,25 + 13,52) que do grupo “bateria

de testes” (média £ EPM:185,75 + 26,43), enquanto as laténcias das fémeas dos dois

grupos experimentais foram maiores que dos machos, porém similares entre si

(“testes independentes”, média + EPM: 241,25 + 10,98; “bateria de testes”, média +

EPM: 245 + 18,94). A analise estatistica revela que o efeito do fator sexo sobre as

laténcias para alimentacdo dos ratos foi grande e significante (Tabela 2). Em

contraste, os efeitos do “tipo do protocolo” ou da interacdo entre os fatores foram

pequenos e inconclusivos (Tabela 2). Em virtude da auséncia de significancia

estatistica da interacao entre os fatores nao ha analise post hoc.
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Tabela 2: Resultados da ANOVA duas vias da ASN

Fatores (niveis) SS df MS F p n%p

Sexo (macho ou fémea) 39903 @ 1;28 | 39903 | 8,931 | 0,006# @ 0,242

Tipo de protocolo (bateria ou 1830 1;28 | 1830 | 0,410 | 0,527 | 0,014
teste independentes)

Interacéo entres os fatores 1035 | 1;28 | 1035 0,232 0,634 | 0,008
“Tipo de protocolo” e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
n?p= eta quadrado parcial; # = efeito significante do fator sexo.

No PS (Figura 7C), a preferéncia por sacarose dos ratos machos do grupo
“testes independentes” foi menor (média £ EPM: 69,94% + 0,03) que do grupo “bateria
de testes” (média £ EPM: 80,54% + 0,03). Nas fémeas, as preferéncias por sacarose
dos dois grupos experimentais foram maiores que dos machos, porém similares entre
si (“testes independentes”, média + EPM: 89,20% £ 0,01; “bateria de testes”, média
EPM: 92,16% £ 0,01). A analise estatistica confirma efeito grande e significante do
fator sexo sobre a preferéncia por sacarose dos ratos (Tabela 3). Os efeitos do “tipo
do protocolo” ou a interacéo entre fatores sobre a preferéncia por sacarose dos ratos
foram pequenos e nao-significantes (Tabela 3). Em virtude da auséncia de

significancia estatistica da interagao entre os fatores nao ha analise post hoc.

Tabela 3: Resultados da ANOVA duas vias da PS

Fatores (niveis) SS df MS F p n’p

Sexo (macho ou fémea) 1907 | 1;28 | 1907 | 9,188  0,005# | 0,247

Tipo de protocolo (bateriaou | 367 | 1;28 | 367 | 1,768 | 0,194 | 0,059
teste independentes)

Interacao entres os fatores 117 | 1;28 | 117 | 0,564 | 0,459 | 0,020
“Tipo de protocolo” e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
n*p= eta quadrado parcial. # = efeito significante do fator sexo.
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Além dos testes de significancia estatistica também se avaliou a relevancia dos
efeitos pela analise da direcdo (positiva ou negativa) e tamanho (muito pequeno,
pequeno, médio, grande ou muito grande, de acordo com SAWILOWSKY, 2009) do
efeito de cada intervencédo especifica. Neste experimento 1, estimou-se para cada
grupo de ratos (machos ou fémeas) o tamanho do efeito dos “tipos de protocolos”
sobre as medidas feitas nos testes comportamentais (Tabela 4). A métrica do tamanho
de efeito foi o calculo de Hedges'g+/- IC 95%, no qual as medidas dos
“testes independentes” foram subtraidas das medidas das “baterias de testes” (para
mais detalhes veja a sessdo de Analise estatistica). Portanto, os valores
de Hedges’g negativos representam valores mais baixos dos desfechos na “bateria
de testes” do que nos “testes independentes”. A interpretacdo é oposta no caso de
valores de Hedges’g positivos. Valores de Hedges’'g nulos representam auséncia de
diferenga entre os “tipos de protocolo”. O tamanho de efeito do “tipo de protocolo” foi
grande e negativo nos machos, e pequeno e positivo nas fémeas submetidas ao TNF.
No ASN, o tamanho de efeito do “tipo de protocolo” nos machos, foi pequeno e
positivo, e muito pequeno e positivo nas fémeas. No PS, o tamanho de efeito do “tipo
de protocolo” foi positivo em machos e fémeas, porém, médio nos machos e pequeno

nas fémeas. Os valores sao apresentados na tabela 4.
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Tabela 4: Tamanho de efeito por grupo experimental

Sexo Protocolo Teste Hedges’ Tamanho do IC 95%
g efeito
M BT x Tl TNF  -0,8680 grande [-1,9074; 0,1714]
F BT x Tl TNF 0,2295 pequeno [-0,7548; 1,2137]
M BT x Tl ASN 0,3339 pequeno [-0,6551; 1,3229]
F BT x Tl ASN  0,0617 | muito pequeno  [-0,9186; 1,0420]
M BT x Tl PS 0,5461 médio [-0,4578; 1,5500]
F BT x Tl PS 0,3163 pequeno [-0,6718; 1,3044]

Abreviaturas: ASN = Alimentagéo suprimida pela novidade; BT = Bateria de testes; F= fémeas
(ratas); IC 95%-= intervalo de confianga 95%; M= machos (ratos); PS = Preferéncia pela sacarose; Tl=
testes independentes; TNF = Teste do nado forgado.
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Figura 7: Tempo de imobilidade no TNF, laténcia para comer no ASN e porcentagem
do consumo de sacarose no PS no experimento 1
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Legenda: A —Tempo de imobilidade em segundos (s) no teste de nado for¢cado (TNF). B- Laténcia
para comer em segundos (s) no teste de alimentag¢ao suprimida pela novidade (ASN). C-
Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferéncia pela sacarose (PS). Barras
representam média + EPM dos grupos testes independentes (brancas) ou bateria de testes (cinza);
n=8/grupo. # = denota o efeito significante do fator sexo, ANOVA de duas vias, p < 0,05 (para os
valores da ANOVA veja as tabelas 1, 2 e 3)
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5.2. EXPERIMENTO 2 - EFEITO DO ESTRESSE

Neste experimento, analisou-se a influéncia da privagdao maternal sobre o
comportamento dos ratos adultos. As duas condi¢cdes aplicadas sobre ratos machos
ou fémeas foram: 1-condi¢des controle, sem privagdo maternal ou “n&o privados”; 2-
com privagao maternal ou “privados”. Para avaliagdo da influéncia dos fatores “sexo”
(machos ou fémeas) e “condigido experimental” (sem ou com privagao maternal), ou a
interagdo entre os fatores sobre o comportamento dos ratos em cada teste
comportamental (TNF ou ASN ou PS), escolheu-se a ANOVA de duas vias (fatores:
sexo e condigao experimental) univariada (teste comportamental especifico). De
forma geral, a influéncia do “sexo” e da “condicdo experimental” sobre o
comportamento dos ratos variou em magnitude e significancia entre os testes

comportamentais.

No TNF (Figura 8A), os ratos machos do grupo “privados” (P) apresentaram
tempo de imobilidade maior (média £ EPM: 144,95 £ 12,24) que a dos demais grupos
(média £ EPM: machos do grupo “n&o privados” (NP): 75,51 + 14,05; fémeas do grupo
“nao privadas” (NP): 99,18 £ 17,20; fémeas do grupo “privadas” (P): 59,67 + 10,04). A
analise estatistica revelou que os efeitos do fator sexo (Tabela 5) e da interagao entre
os fatores “sexo” e “condigdo experimental” (Tabela 5) foram grandes e
estatisticamente significantes. A analise post hoc indicou diferengas significantes entre
os machos do grupo “privados” (P) e as fémeas do mesmo grupo (post-hoc MS =
1180,9, df = 27, p=0,02), e os machos do grupo “nao privados” (NP) (post-hoc MS =
1180,9, df = 27, p=0,001). O tempo de imobilidade das fémeas do grupo “privadas’
(P), também diferiu significantemente das fémeas do grupo “néo privadas” (NP) (post-
hoc MS = 1180,9, df = 27, p=0,01). O fator “condicdo experimental’, afetou pouco o

tempo imobilidade dos ratos no TNF (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados da ANOVA duas vias do TNF

Fatores (niveis) SS df MS F p n?p

Sexo (macho ou fémea) 8346 @ 1;28 | 8346 7,067 | 0,013# | 0,207

Condicdo experimental 604 | 1,28 604 | 0,511 | 0,481 | 0,019
(privados ou néo privados)

Interagcao entres os fatores | 25605 | 1; 28 25605 | 21,682 <,001* | 0,445
‘condicao

experimental”’ e “sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;

n?p= eta quadrado parcial. # = efeito significante do fator sexo. * efeito significante da interagdo entre
os fatores

Para o ASN (Figura 8B), machos do grupo “n&o privado” (NP) apresentaram
laténcia maior (média + EPM: 300 + 0,0) do que machos do grupo “privado” (P) (média
+ EPM: 288 + 11,34). A laténcia para alimentagéo das fémeas “n&o privadas” (NP), foi
menor (média £ EPM: 260 * 24,49) do que a laténcia das fémeas do grupo que passou
pela privagdao maternal (P) (média £+ EPM: 268,25 + 31,75). A analise estatistica
mostrou que o efeito do fator “sexo” foi médio e ndo afetou a laténcia para alimentacgao
dos ratos. Os fatores “condicdo experimental” ou a interacao entre fatores apresentam
efeitos pequenos e ndo afetaram a laténcia para alimentagao dos ratos (Tabela 6). Em
virtude da auséncia de significancia estatistica da interagao entre os fatores nédo ha

analise post hoc.

Tabela 6: Resultados da ANOVA duas vias do ASN

Fatores (niveis) SS df MS F p n’p

Sexo (macho ou fémea) | 2907,0 1;28 | 2907,0 | 3,1184 0,088 | 0,100

Condic&o experimental | 34,0 | 1;28 | 34,0 | 0,0365| 0,850 | 0,001
(privados ou n&o privados)

Interagéo entres os fatores = 1758 | 1;28 @ 175,8 | 0,1886 0,667 0,007
“‘condicao
experimental” e “sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
n*p= eta quadrado parcial
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Para o PS (Figura 8C), os machos “ndo privados” (NP) apresentaram
preferéncia semelhante (média + EPM: 91,72 £ 3,30) ao grupo de machos “privados”
(P) (média £ EPM: 92,60 + 2,99). Em relagdo as fémeas, quando “ndo privadas” (NP),
as ratas apresentaram preferéncia menor (média £ EPM: 95,81 + 0,65) do que quando
submetidas ao protocolo de privagao maternal (P) (média + EPM: 97,60 = 1,04). A
analise estatistica revela que o efeito dos fatores “sexo”, fator “condigdo experimental”
ou a interacado entre eles foi de pequeno a médio e n&o alterou a preferéncia por
sacarose dos ratos. Os valores das analises estdo descritos na tabela 7. Em virtude
da auséncia de significAncia estatistica da interacdo entre os fatores nao ha analise

post hoc.

Tabela 7: Resultados da ANOVA duas vias da PS

Fatores (niveis) SS df MS F p n*p

Sexo (macho ou fémea) 4441 | 1;28 | 4441 3,168 | 0,086 0,102

Condigcao experimental 22,7 1:28 | 22,7 0,162 | 0,691 | 0,006
(privados ou nao privados)
Interacao entres os fatores | 560,6 @ 1;28 | 560,6 @ 3,999 | 0,055 0,125
‘condicao
experimental”’ e “sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
N%p= eta quadrado parcial

Calculamos o tamanho do efeito da "condi¢do experimental” (i.e privados x ndo
privados) sobre os desfechos dos testes comportamentais, como descrito no item
4.4.1. A métrica do tamanho de efeito foi o calculo de Hedges'g +/- IC 95%, no qual
as medidas dos “privados” foram subtraidas das medidas das “nao privados” (para
mais detalhes veja a sessao de Analise estatistica). Portanto, os valores de Hedges’g
negativos, representam valores mais baixos dos desfechos na condigdo experimental
“privados” do que “nao privados” e a interpretacdo € oposta no caso de valores
positivos. Valores de Hedges’'g nulos representam auséncia de diferenga entre os
tipos de “condicao experimental”’. O tamanho do efeito da condicdo experimental foi
muito grande e positivo nos machos, e muito grande e negativo para fémeas
submetidas ao TNF. No ASN, o tamanho de efeito da condigdo experimental foi nulo
nos machos e muito pequeno e positivo nas fémeas. No PS, a condigdo experimental
tem efeito médio e negativo nos machos, e grande e positivo nas fémeas. Os valores

sao descritos na tabela 8.



Tabela 8: Tamanho de efeito por grupo experimental

95

Sexo Protocolo Teste Hedges’ Tamanho do IC 95%
g efeito
M P x NP TNF 1,7910 Muito grande [0,5780; 3,0039]
F P x NP TNF  -1,1288 Grande [-2,2074; -0,0503]
M P x NP ASN 0,0 Nulo [0,0]
F P x NP ASN | 0,0596  Muito pequeno | [-0,9207; 1,0398]
M P x NP PS -0,620 Médio [-1,6307; 0,3907]
F P x NP PS 0,9286 Grande [-0,1191; 1,9763]

Abreviaturas: ASN = Alimentagéo suprimida pela novidade; F= fémeas (ratas); IC 95%= intervalo de
confianga 95%; M= machos (ratos); NP = Nao privados; P = Privados; PS = Preferéncia pela
sacarose; TNF = Teste do nado forgcado.
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Figura 8: Tempo de imobilidade no TNF, laténcia para comer no ASN e porcentagem
do consumo de sacarose no PS no experimento 2
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Legenda: A —Tempo de imobilidade em segundos (s) no teste de nado for¢cado (TNF). B- Laténcia
para comer em segundos (s) no teste de alimentagéo suprimida pela novidade (ASN). C-
Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferéncia pela sacarose (PS). Barras
representam média + EPM dos grupos nao privados (brancas) ou privados (cinza); n=8/grupo. * =
denota o efeito significante da privagdo # = denota o efeito significante do fator sexo, ANOVA de duas
vias, p < 0,05 (para os valores da ANOVA veja as tabelas 5,6 e 7)
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5.3. EXPERIMENTO 3 - EFEITO DA DOSE DE 2,5 MG/KG DE FLX

Neste experimento, analisou-se a influéncia da privagdao maternal sobre o
comportamento dos ratos adultos e a resposta ao tratamento com fluoxetina (FLX) 2,5
mg/kg nos comportamentos dos animais. As condi¢des aplicadas sobre ratos machos
ou fémeas foram: 1-condi¢gdes controle, sem privagdo maternal ndo tratados; 2-
condi¢cdes controle, sem privacado maternal tratados; 3- com privacdo maternal nao
tratados; 4- com privagado maternal tratados. Para avaliagdo da influéncia dos fatores
“sexo” (machos ou fémeas), “condi¢ao experimental” (sem ou com privagdo maternal)
e tratamento (ndo tratados e tratados), ou a interacdo entre os fatores sobre o
comportamento dos ratos em cada teste comportamental (TNF ou ASN ou PS)
escolheu-se a ANOVA de trés vias (fatores: sexo, condi¢cado experimental e tratamento)
univariada (teste comportamental especifico). De forma geral, a influéncia do “sexo”,
“condicao experimental” e do “tratamento” sobre o comportamento dos ratos variou

em magnitude e significancia entre os testes comportamentais.

Para o TNF (Figura 9A), o tempo de imobilidade dos machos, da condigao
experimental “ndo privados” (NP), tratados com FLX 2,5 mg/kg, foi menor (média +
EPM: 109,24 + 17,84) do que os ratos que receberam veiculo (VEI) (média + EPM:
143, 17 £ 11,37). Nos machos da condi¢gado experimental “privados” (P), os animais
que receberam FLX apresentaram maior tempo de imobilidade (média £ EPM: 143,55
+ 12,01) do que os animais que receberam VEI (média £ EPM de 131,89 £ 13,74). As
fémeas da condigcao experimental “ndo privadas” (NP), que foram tratadas com FLX,
apresentaram maior tempo de imobilidade (média + EPM: 102,18 + 18,49) do que as
fémeas que receberam VEI (média £ EPM: 97,45 £ 21,47). As fémeas da condigao
experimental “privadas” (P), que foram tratadas com FLX, apresentaram redugao do
tempo de imobilidade (média + EPM: 79,38 + 14,19) em relacao as fémeas do mesmo
grupo que receberam VEI (média + EPM: 150,37 + 11,18).

”

A analise estatistica revelou que a interagcao entre os fatores “sexo”, “condigao
experimental” e “tratamento”, teve efeito médio e foi estatisticamente significante
(Tabela 9). Os machos “privados” (P), tratados com FLX, sdo estatisticamente
diferentes das fémeas “privadas” (P) tratadas com FLX (post-hoc; MS = 1761,5, df =
49,000, p=0,01). Ainda, ha diferenga no tratamento entre fémeas “privadas” e “néao
privadas” (post-hoc; MS = 1761,5, df = 49,000, p= 0,007). O fator “sexo” apresenta

efeito médio e diferenga estatisticamente significante (Tabela 9), onde machos
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“privados” séo diferentes de fémeas “privadas”. Os demais fatores e as interagdes
entre fatores nao apresentaram diferencas significantes e os valores séao

apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Resultados da ANOVA trés vias do TNF

Fatores (niveis) SS df MS F p n%p
Sexo (macho ou fémea) 83421 1,49  8342,1 | 4,7844 | 0,034# 0,089

Condigao experimental 22999 | 1;49 | 2299,9 | 1,3190 | 0,256 | 0,026
(privados ou n&o privados)

Tratamento (CTRL x FLX) 67590 | 1,49  6759,0 3,8765 | 0,055 | 0,073

Interacéo entres os fatores 8154 |1;49 | 8154 | 0,4677 | 0,497 | 0,009
“condicao
experimental” e “tratamento”

Interacao entres os 17049 1;49 1704,9 | 0,9778 | 0,328 | 0,020
fatores “tratamento” e
“Sexo”

Interacéo entres os fatores 31,9 1,49 | 31,9 0,0183 | 0,893 | 0,000
“condicao
experimental” e “sexo”

Interagdo entre os fatores | 12618,9 | 1;49  12618,9 | 7,2373 | 0,010* | 0,129
“Tratamento”, “Condicao
experimental” e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; n?p= eta
quadrado parcial. CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante do fator sexo. * efeito
significante da interacéo entre os fatores
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No ASN (Figura 9B), os machos “ndo privados” (NP), tratados com VEI,
apresentaram menor laténcia (média £+ EPM: 281,25 + 14,51) do que os machos
“privados” (P) tratados com VEI (média + EPM: 292,25 £ 7,06). Os machos “n&o
privados” (NP) tratados com FLX, apresentaram menor laténcia (média £+ EPM: 273,42
+ 19,05) do que os machos “privados” (P) tratados com FLX (média £ EPM: 279,75 +
13,41). As fémeas do grupo que nao foi submetido a privacdo maternal (NP), tratadas
com FLX, apresentaram menor laténcia (média + EPM: 269 + 18,34) em relagao as
fémeas “ndo privadas” (NP) tratadas com VEI (média + EPM: 287,50 + 6,12). As
fémeas do grupo “privadas” (P) tratadas com FLX, apresentaram maior tempo de
laténcia (média + EPM: 293,12 + 9,72) em relacao as fémeas “privadas” (P) tratadas
com VEI (média £+ EPM: 277,5 + 16,14). A analise estatistica mostra que n&o houve

diferencas significativas entres os fatores. Os valores sdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10: Resultados da ANOVA trés vias do ASN

Fatores (niveis) SS df MS F p n%p

Sexo (macho ou fémea) 45,3 1,49 | 45,3 | 0,03226 0,858 0,001

Condigcao experimental 1239,8 | 1;49 | 1239,8 | 0,88387 | 0,352 | 0,018
(privados ou néo privados)

Tratamento (CTRL x FLX) | 224,9 | 1,49 | 224,9 | 0,16033 0,691 0,003

Interagao entres os fatores | 1113,7 | 1;49 | 1113,7 | 0,79402 A 0,377 | 0,016
‘condigcao
experimental” e “tratamento”

Interacao entres os 4994 | 1;49 4994 0,35603 | 0,553 0,007
fatores “tratamento” e
“sex0”
Interacéo entres os fatores 11,4 | 1,49 | 11,4 |0,00814 | 0,928 | 0,000
‘condigcao
experimental” e “sexo”
Interacdo entre os fatores | 1761,5 | 1;49  1761,5  1,25583 0,268 0,025
“Tratamento”, “Condicao

experimental” e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
n?p= eta quadrado parcial; CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina.
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No PS (Figura 9C), os ratos tratados com FLX apresentam maior preferéncia,
tanto em machos “privados” (P) (média £ EPM: 81,82% + 4,29), quanto “nao privados”
(NP) (média £ EPM: 81,04% + 4,69), em relacdo aos animais que receberam VEI,
respectivamente. (P: média £ EPM: 75,96% + 7,66; NP: média £+ EPM: 70,96% + 7,82).
As fémeas que foram tratadas com FLX do grupo “ndo privadas” (NP) apresentaram
maior preferéncia (média £ EPM: 89,31% + 3,24), do que as fémeas “ndo privadas”
que receberam VEI (média + EPM: 83,12% % 5,8324). Em relagdo as fémeas que
passaram por “privagao” (P) e foram tratadas com FLX, a preferéncia foi menor (média
1+ EPM: 94,80% % 1,22:) do que as fémeas “privadas”, tratadas com FLX (média *
EPM: 96,29% + 1,22).

A analise estatistica mostrou que o fator “sexo” apresentou efeito grande e foi
estatisticamente significante. Machos do grupo “ndo privados” (NP), que receberam
VEI, tém menor preferéncia a sacarose que fémeas NP, que receberam VEI e sao
estatisticamente diferentes (post-hoc, MS = 216,70, df = 49, p=0,04). Machos
“privados” (P), que receberam VEI, apresentam menor porcentagem de preferéncia
em relagao as fémeas “privadas” (P), sendo estatisticamente diferentes (post-hoc, MS
= 216,70, df = 49, p=0,007). Os demais fatores nao apresentaram diferengas

estatisticas e sdo apresentados na tabela 11.



Tabela 11: Resultados da ANOVA trés vias do PS
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Fatores (niveis) SS df MS F p n%p
Sexo (macho ou fémea) 2468,457  1;49 | 2468,457 | 11,391 | 0,001# 0,189
Condicao experimental 517,889 | 1;49 | 517,889 | 2,38989 | 0,129 | 0,047

(privados ou nao privados)
Tratamento (CTRL x FLX) 61,969 | 1;49 61,969 | 0,28597 0,595 0,006
Interacao entres os fatores 0,538 1; 49 0,538 | 0,00248 0,960 | 0,000
“condigcao
experimental” e “tratamento”
Interacao entres os 458,431 1;49 458,431 2,11551 | 0,152 | 0,041
fatores “tratamento” e
“Sexo”
Interacéo entres os fatores | 147,054 | 1;49 | 147,054 | 0,67861 | 0,414 | 0,014
“condicao
experimental” e “sexo”
Interacao entre os fatores 72,165 | 1;49 | 72,165 | 0,33302 0,567 | 0,007

“Tratamento”, “Condigao
experimental”’ e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
n?p= eta quadrado parcial Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média
dos quadrados; n?p= eta quadrado parcial; CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante

do fator sexo
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No experimento 3, calculamos o tamanho do efeito do tratamento com FLX,
sobre os desfechos dos testes comportamentais, como descrito no item 4.4.1. Os
dados s&o apresentados como tamanho de efeito (Hedges’g) e intervalo de confianga
95%. Os valores de Hedges’g negativos representam valores mais baixos dos
desfechos no grupo experimental “tratado” do que nos “ndo tratados”, e a
interpretacdo € oposta no caso de valores positivos. Valores de Hedges’g nulos
representam auséncia de diferenca entre o tratamento. Os valores estdo descritos na
tabela 12.

No TNF, no grupo de ratos machos “nao privados” (NP), o tamanho de efeito
da fluoxetina foi médio e negativo. Nos ratos machos que foram “privados” (P) o
tamanho de efeito da fluoxetina foi pequeno e positivo. Nas fémeas “n&o privadas”
(NP) o tamanho de efeito da fluoxetina foi muito pequeno e positivo. Nas fémeas
“privadas” (P), o tamanho de efeito da fluoxetina, foi enorme e negativo. No ASN, nos
machos do grupo de animais “ndo privados” (NP), o tamanho de efeito da fluoxetina
foi muito pequeno e negativo. Nos machos que foram “privados” (P), o tamanho de
efeito da fluoxetina foi pequeno e negativo. Nas fémeas “nao privadas” (NP), o
tamanho de efeito da fluoxetina foi médio e negativo. Nas fémeas do grupo que passou
pela “privagdo” (P), o tamanho de efeito da fluoxetina foi pequeno e positivo. No PS,
nos machos “ndo privados” (NP), o tamanho de efeito da fluoxetina foi médio e
positivo. Nos machos do grupo “privagao” (P), o tamanho de efeito da fluoxetina foi
pequeno e positivo. Nas fémeas do grupo “nao privadas” (NP) o tamanho de efeito da
fluoxetina foi muito pequeno e negativo. Nas fémeas do grupo “privadas” (P) o

tamanho de efeito da fluoxetina foi muito pequeno e negativo.
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Tabela 12: Tamanho de efeito por grupo experimental

Sexo Condicao Tratamento Teste Hedges Tamanho Intervalo

experimental g de efeito de

confianca

M Privado FLX x VEI TNF  0,3019  Pequeno [0,6854;

1,2893]

M Nao privado FLX x VEI TNF  -0,7942 Médio [1,8242;

0,2358]

F Privado FLX x VEI TNF  -2,2318 Enorme [3,6080;

0,8556]

F Nao privado FLX x VEI TNF  0,0822 Muito [0,9328;

pequeno 1,0971]

M Privado FLX x VEI ASN -0,3897 Pequeno [1,3819;

0,6026]

M Nao privado FLX x VEI ASN -0,1609 Muito [1,1429;

pequeno 0,8212]

F Privado FLXxVElI ASN 0,4209 Pequeno [-0,5734;

1,4152]

F Nao privado FLX x VEI ASN -0,5266 Médio [-1,5645;

0,5112]

M Privado FLX x VEI PS 0,3162 Pequeno [-0,6718;

1,3043]

M Nao privado FLX x VEI PS 0,5318 Médio [-0,4709;

1,5345]

F Privado FLX x VEI PS  -0,0460 Muito [0,9847;

pequeno 0,9753]

F N&o privado FLX x VEI PS | -0,0856 Muito [1,0193;

pequeno 1,0094]

Abreviaturas: ASN = Alimentagéo suprimida pela novidade; F= fémeas (ratas); FLX = Fluoxetina; IC
95%-= intervalo de confianga 95%; M= machos (ratos); NP = Nao privados; P = Privados; PS =

Preferéncia pela sacarose; TNF = Teste do nado for¢ado.; VEI = Veiculo.
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Figura 9: Tempo de imobilidade no TNF, laténcia para comer no ASN e porcentagem
do consumo de sacarose no PS no experimento 3
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Legenda: A —Tempo de imobilidade em segundos (s) no teste de nado forgado (TNF). B- Laténcia
para comer em segundos (s) no teste de alimentagéo suprimida pela novidade (ASN). C-
Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferéncia pela sacarose (PS). Barras
representam média + EPM dos grupos veiculo (CTRL) (brancas) ou tratados com fluoxetina (FLX)
(cinza); n=8/grupo. * denota o efeito do tratamento # = denota o efeito significante do fator sexo,
ANOVA de duas vias, p < 0,05 (para os valores da ANOVA veja as tabelas 9, 10 e 11)
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5.4. EXPERIMENTO 4 - EFEITO DA DOSE DE 10 MG/KG DE FLX

Neste experimento, analisou-se a influéncia da privagdao maternal sobre o
comportamento dos ratos adultos, e a resposta ao tratamento com FLX 10 mg/kg, nos
comportamentos dos animais. As condi¢des aplicadas sobre ratos machos ou fémeas
foram: 1-condi¢cdes controle, sem privacdo maternal ndo tratados; 2- condigbes
controle, sem privagdo maternal tratados; 3- com privagao maternal nao tratados; 4-
com privagdo maternal tratados. Para avaliagdo da influéncia dos fatores “sexo”
(machos ou fémeas), “condigdo experimental” (sem ou com privagdo maternal),
tratamento (ndo tratados e tratados), ou interacdo entre os fatores sobre o
comportamento dos ratos em cada teste comportamental (TNF ou ASN ou PS)
escolheu-se a ANOVA de trés vias (fatores: sexo, condi¢do experimental e tratamento)
univariada (teste comportamental especifico). De forma geral, a influéncia do “sexo”,
“condicao experimental” e do “tratamento” sobre o comportamento dos ratos, variou

em magnitude e significancia, entre os testes comportamentais.

Para o TNF (Figura 10A), o tempo de imobilidade dos machos “n&o privados”
(NP), tratados com FLX 10 mg/kg (média £+ EPM: 66,11 + 14,83) foi menor do que o
grupo de animais (NP) que receberam VEI (média + EPM:107,34 + 20,46). Nos
machos “privados” (P), os animais que receberam FLX apresentaram menor tempo
de imobilidade (média + EPM: 47,17 + 12,3), do que os animais que receberam VEI
(média £ EPM de 73,55 +15,47). As fémeas do grupo “nao privadas” (NP), que foram
tratadas com FLX 10 mg/kg, apresentaram maior tempo de imobilidade (média + EPM:
89,99 * 25,86), do que as fémeas que receberam VEI (média £+ EPM: 65,30 + 29,41).
As fémeas do grupo “privadas” (P), que foram tratadas com FLX, apresentaram
reducao do tempo de imobilidade (média + EPM: 49,50 + 23,50) em relagao as fémeas

do mesmo grupo que receberam VEI (média + EPM: 96,44 + 20,29).

A Anova de trés vias ndo detectou diferengas entre os grupos e nem interagéo

os fatores (Tabela 13).
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Tabela 13: Resultados da ANOVA trés vias do TNF

Fatores (niveis) SS df MS F p n%p

Sexo (macho ou fémea) 837 | 1,56 | 837 0,293 | 0,590 | 0,005

Condig&o experimental 3332 | 1,56 | 3332 | 1,167 | 0,285 | 0,020
(privados ou néo privados)

Tratamento (CTRL x FLX) | 4621 | 1,56 & 4621 1,619 | 0,209 0,028

Interacdo entres os fatores | 2277 | 1,56 | 2277 0,798 | 0,376 | 0,014
“condigcao
experimental” e “sexo”
Interacao entres os 4520 | 1;56 | 4520 1,584 | 0,213 0,028
fatores “tratamento” e
“sexo”
Interagéo entres os 2752 | 1;56 | 2752 0,964 | 0,330 | 0,017
fatores “tratamento” e
“condicao experimental’
Interacdo entre os fatores 6749 | 1;56 | 6749 2,364 | 0,130 | 0,041
“Tratamento”, “Condigao
experimental” e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
N?p= eta quadrado parcial; CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina

Embora n&o tenha sido detectado o efeito do tratamento na analise de trés vias,
observa-se reducédo do tempo de imobilidade nos machos tratados, com tamanho de
efeito médio. Por este motivo, realizamos uma analise separando os animais por sexo.
Ao analisarmos os resultados dos machos separadamente das fémeas, o tamanho do
efeito do fator “tratamento”, com FLX 10 mg/kg foi grande e estatisticamente
significante, reduzindo o tempo de imobilidade dos machos. A analise post-hoc revela
que os ratos da condicdo experimental “ndo privados” (NP), tratados com FLX,
reduziram significativamente o tempo de imobilidade, em comparagdo aos animais
que receberam VEI (post-hoc, MS = 2059,7, df = 28, p=0,02). Nos machos privados
(P), embora exista redugao no tempo de imobilidade nos animais tratados com FLX,
nao ha diferenga estatisticamente significante. Em relacédo as fémeas néo houve

diferencga. Os valores sao apresentados na tabela 14.
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Tabela 14: Resultados da ANOVA duas vias do TNF

Sexo Fatores (niveis) SS df MS F p n?p

Condicao 5559,0 1;28 | 5559,0 | 2,698 | 0,1116 @ 0,087
experimental
(privados ou nao
privados)
Tratamento (CTRL | 9140,6 | 1;28 | 9140,6 | 4,437 | 0,0442* 0,136

x FLX)
Interacéo entres os | 440,8 | 1; 28 440,8 0,214 | 0,647 | 0,007
fatores “tratamento”

e “condicao

experimental”

Condicao 50,1 1; 28 50,1 0,013 | 0,907 | 0,0004

experimental
(privados ou nao

privados)
Tratamento (CTRL 0,3 1 0,3 0,000 | 0,993 | 0,000

x FLX)
Interagéo entres os | 9059,7 1 9059,7 2,482 0,126 0,081
fatores “tratamento”

e “condicao

experimental”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
N?p= eta quadrado parcial; CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina; * efeito significante do tratamento

Machos

Fémeas

No ASN (Figura 10B), os machos da condi¢cdo experimental “n&o privados’
(NP), que foram tratados com FLX, apresentam laténcia maior (média £ EPM: 512,12
* 45,22) do que os machos que receberam VEI (média + EPM: 335,12 + 39,97). Os
machos da condigdo experimental “privados” (P), que foram tratados com FLX,
apresentam laténcia maior (média + EPM: 515 + 44,52) do que os machos que
receberam VEI (média + EPM: 331,5 £ 47,04). As fémeas da condigao experimental
“nao privadas” (NP), que foram tratadas com FLX, apresentam reducéo de laténcia
(média £ EPM: 323,16 + 63,38) em relagéao as fémeas que receberam VEI (média +
EPM: 391,87 + 65,74). As fémeas da condigdo experimental “privadas” (P), que
receberam FLX, apresentam aumento da laténcia (média + EPM: 376, 24 + 74,59) em

relacao as fémeas que receberam VEI (média + EPM: 268,75 + 22,09).

A analise estatistica revelou que o efeito entre a interagdo entre os fatores
“tratamento” e “sexo”, o efeito foi médio e foi observada diferenga estatisticamente
significante (Tabela 14). Os dados dos machos tratados com FLX s&o estatisticamente

diferentes das fémeas e estes apresentam aumento da laténcia para comer, tanto no
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grupo de animais da condigdo experimental “ndo privados” (NP) (post-hoc, MS =
19921, df = 56, p= 0,02), quanto no grupo de animais da condigdo experimental
“privados” (P) (post-hoc, MS = 19921, df = 56, p=0,03). Os fatores “sexo”, e
“tratamento” apresentam efeito médio e diferencas estatisticamente significantes
(Tabela 14). Em relacao ao sexo, as fémeas apresentam menor laténcia para comer.
Ja o tratamento com FLX aumenta a laténcia para comer de machos “nao privados”
(NP) e “privados” (P), em relagdo aos animais que receberam VEI. Os demais fatores

nao apresentam diferencas estatisticas e os valores sao apresentados na tabela 15.
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Tabela 15: Resultados da ANOVA trés vias do ASN

Fatores (niveis) SS df MS F p n%p
Sexo (macho ou fémea) | 101363 | 1; 56 H 101363 A 5,088 | 0,028# 0,083

Condicao experimental 8213 | 1;56 | 8213 | 0,412 | 0,523 | 0,007
(privados ou nao

privados)
Tratamento (CTRL x FLX) 137178  1;56 137178 6,886 0,011* 0,110
Interagao entres os 7943 | 1;56 | 7943 | 0,399 | 0,530 | 0,007

fatores “condicao
experimental” e “sexo”
Interacao entres os 122938 | 1; 56 122938 6,171 | 0,016* | 0,099
fatores “tratamento” e
“sexo”
Interagéo entres os 14072 | 1;56 | 14072 | 0,706 | 0,404 | 0,012
fatores “tratamento” e
“condicao experimental’
Interacado entre os fatores = 11157 | 1; 56 H 101363 | 0,560 @ 0,457 | 0,010
“Tratamento”, “Condigao
experimental” e “Sexo”
Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;

n?p= eta quadrado parcial; CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante do fator sexo.
efeito significante da interagao entre os fatores

No PS (Figura 10C), os machos da condi¢cao experimental “nao privados” (NP),
que foram tratados com FLX, apresentam menor preferéncia (média + EPM: 79,06%
1 8,91) em relagdo aos machos que receberam VEI (média + EPM: 84,01% + 4,37).
Os machos da condigdo experimental “privados” (P), que foram tratados com FLX,
apresentam maior preferéncia (média £ EPM: 85,64% + 5,51) em relagéo aos machos
que receberam VEI (média + EPM: 72,02% = 4,61). As fémeas da condigcao
experimental “ndo privadas” (NP), que foram tratadas com FLX, apresentam menor
preferéncia (média + EPM: 90,14% + 4,37) em relagéo as fémeas que receberam VEI
(média £ EPM: 92,31% + 2,24). As fémeas da condi¢do experimental “privadas” (P),
que foram tratadas com FLX, apresentam menor preferéncia (média + EPM: 87,29%

1 3,06) em relagao as fémeas que receberam VEI (média £ EPM: 97,78% * 0,96).

O fator “sexo” apresenta efeito grande e diferenga estatisticamente significante
(Tabela 16). Os demais fatores ou a interagao entre eles nao apresentaram diferencas
estatisticas e os valores estdo apresentados na tabela 16.
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Tabela 16: Resultados da ANOVA trés vias do PS

Fatores (niveis) SS df MS F p n?p

Sexo (macho ou fémea) 1899,61  1;56 | 1899,61 | 11,04375 0,002# | 0,165

Condicao experimental 92,82 1; 56 | 92,82 0,53961 | 0,466 | 0,010
(privados ou néo privados)

Tratamento (CTRL x FLX) 4,56 1; 56 4,56 0,02652 | 0,871 | 0,000

Interagao entres os fatores 1,40 1; 56 1,40 0,00814 | 0,928 | 0,000

“condigcao
experimental” e “sexo”
Interacao entres os 231,20 | 1;56 | 231,20 | 1,34414 | 0,251 | 0,023
fatores “tratamento” e “sexo”
Interacéo entres os 162,36 | 1;56 | 162,36 | 0,94388 | 0,335 | 0,017

fatores “tratamento” e
“condicao experimental”

Interacgao entre os fatores 595,79 | 1;56 | 595,79 | 3,46373 | 0,068 | 0,058
“Tratamento”, “Condigéo
experimental” e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
n?p= eta quadrado parcial. CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante do fator sexo.

No TNF2 (Figura 10D) os machos da condicdo experimental “ndo privados”
(NP), que receberam FLX, apresentaram menor tempo de imobilidade (média + EPM:
113,16 = 21,89) do que machos NP que receberam VEI (média + EPM: 120,70 +
25,69). Os machos da condicao experimental “privados” (P), que receberam FLX,
apresentaram menor tempo de imobilidade (média + EPM: 90,52 + 24,87) do que o
grupo de animais que receberam VEI (média + EPM: 105,69 + 20,88). As fémeas da
condigao experimental “ndo privadas” (NP), que receberam FLX, apresentaram maior
tempo de imobilidade (média + EPM: 139,80 + 21,78) em relagdo as fémeas que
receberam VEI (média £ EPM: 117,05 * 34,69). As fémeas da condi¢cao experimental
“privadas” (P), que receberam FLX, apresentaram menor tempo de imobilidade (média
+ EPM: 114,60 £ 21,83) em relagao as fémeas que receberam VEI (média + EPM de
176,9 + 21,70). A analise estatistica ndo apresenta nenhuma diferenga entre grupos
e nem a interacao entre os fatores e os valores sdo apresentados na tabela 17.
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Fatores (niveis) SS df MS F p n?p
Sexo (macho ou fémea) | 12984,08 1;56 @ 12984,08 2,88388 | 0,095 | 0,053
Condigao experimental 8,38 1; 56 8,38 0,00186 | 0,966 | 0,000

(privados ou nao privados)
Tratamento (CTRL x FLX) | 3596,73 | 1;56 @ 3596,73 | 0,79886 | 0,376 | 0,015
Interacao entres os fatores | 4852,31 | 1;56 | 4852,31 | 1,07774 | 0,304 | 0,020
“‘condigcao
experimental” e “sexo”
Interacao entres os 263,26 1,56 | 263,26 0,05847 | 0,810 | 0,001
fatores “tratamento” e
“Sexo”
Interagcao entres os 7972,34 | 1;56 | 7972,34 | 1,77073 | 0,189 | 0,033
fatores “tratamento” e
“condicao experimental’
Interacéo entre os fatores | 5565,75 | 1,56 | 5565,75 | 1,23620 | 0,271 | 0,023

“Tratamento”, “Condigao
experimental” e “Sexo”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
N?p= eta quadrado parcial; CTRL = Veiculo; FLX = Fluoxetina

A analise estatistica com medidas repetidas realizada para a inferéncia do

tratamento crénico, apresentou diferenca entre a primeira (TNF) e segunda (TNF2)

apresentacao dos animais ao TNF. Em sintese, os ratos apresentam aumento do

tempo de imobilidade no TNF2 em relagdo ao TNF. Nao foram observadas diferencas

nas outras condi¢gdes experimentais € nem a interacao entre os fatores. Os valores

sao apresentados na tabela 18
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Tabela 18: Resultados da ANOVA com medidas repetidas entre TNF e TNF2

Fatores (niveis) SS df MS F p n’p

Repeticao (TNF e TNF2) | 55071 | 1;52 | 55071 | 39,414 <,001* | 0,431

MR “Sexo” 1558 | 1;52 | 1558 | 1,115 | 0,296 | 0,021

MR “Condicao 511 1; 52 511 0,366 | 0,548 | 0,007
experimental”

MR “Tratamento” 640 1; 52 640 0,458 | 0,502 | 0,009

MR “Sexo” e “Condicéo 147 1; 52 147 0,105 | 0,747 0,002
experimental”

MR “Sexo” e “Tratamento” | 2109 | 1;52 | 2109 | 1,509 | 0,225 | 0,028
MR “Condicao 518 1; 52 518 0,371 | 0,545 | 0,007
experimental” e

“Tratamento”
MR “Sexo”, “Condigao 320 1; 52 320 0,229 | 0,634 | 0,004
experimental” e
“Tratamento”

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados;
Nn?p= eta quadrado parcial; MR = Medidas repetidas * = efeito significante entre a primeira e segunda
apresentagao ao TNF

No experimento 4, calculamos o tamanho do efeito do tratamento com FLX

(Tabela 19), na dose de 10 mg/kg, sobre os desfechos dos testes comportamentais,
como descrito no item 4.6.1. Os dados serao apresentados como tamanho de efeito
(Hedges's) e intervalo de confianca 95%. Os valores de Hedges'g negativos
representam valores mais baixos dos desfechos na condicdo experimental
“tratamento” do que nos “ndo tratados” e a interpretacao é oposta no caso de valores
positivos. Valores de Hedges’g nulos representam auséncia de diferenca entre o

“tratamento”. Os valores sao descritos na tabela 19.

No TNF, nos machos do grupo “n&o privados” (NP), o efeito do tratamento com
FLX foi médio e negativo. Nos machos do grupo “privados” (P) o efeito do tratamento
com FLX foi médio e negativo. Nas fémeas do grupo “nao privadas” (NP) o efeito do
tratamento com FLX foi pequeno e positivo. Nas fémeas que foram “privadas” (P) o

efeito do tratamento com FLX foi grande e negativo.

No ASN, nos machos que nao foram privados (NP), o efeito do tratamento com
FLX foi muito grande e positivo. Nos machos que foram privados (P) o efeito do

tratamento com FLX foi muito grande e positivo. Nas fémeas que nao foram privadas
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(NP) o efeito do tratamento com FLX foi pequeno e negativo. Nas fémeas que foram

privadas (P) o efeito do tratamento com FLX foi grande e positivo.

No PS, nos machos que n&o foram privados (NP), o efeito do tratamento com
FLX foi pequeno e negativo. Nos machos que foram “privados” (P), o efeito do
tratamento com FLX foi grande e positivo. Nas fémeas que foram “privadas” (P), o
efeito do tratamento com FLX foi médio e negativo. Nas fémeas que ndo foram

privadas (NP), o efeito do tratamento com FLX foi muito pequeno e negativo.

No TNF2, nos machos que nao foram privados (NP), o efeito do tratamento com
FLX foi muito pequeno e negativo. Nos machos que foram privados (P) o efeito do
tratamento com FLX foi pequeno e negativo. Nas fémeas que nao foram privadas (NP)
o efeito do tratamento com FLX foi pequeno e positivo. Nas fémeas que foram privadas

(P) o efeito do tratamento com FLX foi médio e negativo.



Tabela 19: Tamanho de efeito por grupo experimental
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Sexo Condigao Tratamento Teste Hedges Tamanho Intervalo de
experimental g de efeito confianga

M Privado FLX x VEI TNF  -0,6308 Médio [-1,6426;
0,3810]
M N&o privado FLX x VEI TNF  -0,7709 Médio [-1,7980;
0,2562]
F Privado FLX x VEI TNF  -0,8458 Grande [-1,8823;
0,1907]
F N&o privado FLX x VEI TNF  0,3158 @ Pequeno [-0,6722;
1,3039]
M Privado FLX x VEI ASN  1,3393 Muito [0,2230;
grande 2,45506]
M N&o privado FLX x VEI ASN 1,3863  Grande [0,2610;
2,5117]
F Privado FLX x VEI ASN 0,8886 Grande [-0,1535;
1,9308]
F Nao privado FLX x VEI ASN | -0,3768 Pequeno [-1,3682;
0,6147]
M Privado FLX x VEI PS 0,8942  Grande [-0,1488;
1,9371]
M Nao privado FLX x VEI PS -0,2484 Pequeno [-1,2334;
0,7366]
F Privado FLX x VEI PS  -0,7647 Médio [-1,7911;
0,2617]
F Nao privado FLX x VEI PS -0,0475 Muito [-1,0277;
pequeno 0,9326]]
M Privado FLXxVElI  TNF2 -0,2242 Pequeno [-1,2082;
0,7599]
M Nao privado FLXx VEI  TNF2 -0,0925 Muito [-1,0732;
pequeno 0,8882]
F Privado FLXx VEI TNF2 -0,5898 Médio [-1,5977;
0,4180]
F N&o privado FLXxVElI | TNF2 0,2515 Pequeno [-0,7336;
1,2366]

Abreviaturas: ASN = Alimentagao suprimida pela novidade; F= fémeas (ratas); FLX = Fluoxetina; IC

95%-= intervalo de confian¢a 95%; M= machos (ratos); NP = N&o privados; P = Privados; PS =

Preferéncia pela sacarose; TNF = Teste do nado forgado; TNF2 = Teste do nado forgado 2; VEI =

Veiculo.
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Figura 10: Tempo de imobilidade no TNF, laténcia para comer no ASN e
porcentagem do consumo de sacarose no PS no experimento 4
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Legenda: A —Tempo de imobilidade em segundos (s) no teste de nado for¢cado (TNF). B- Laténcia
para comer em segundos (s) no teste de alimentacao suprimida pela novidade (ASN). C-
Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferéncia pela sacarose (PS). Barras
representam meédia £+ EPM dos grupos controle (brancas) ou tratados com FLX (cinza); n=8/grupo. *
denota o efeito do tratamento # = denota o efeito significante do fator sexo, ANOVA de duas vias, p <

0,05 (para os valores da ANOVA veja as tabelas 13, 14, 15 e 16)
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5.5. EXPERIMENTO 5 - EFEITO DO ESTRESSE NOS GENITORES

Para avaliar a existéncia de diferengas sexuais entre os comportamentos
emitidos pelos ratos e ratas dos grupos de progenitores, foi feita a “bateria de testes”
comportamentais (i.e. TNF, ASN e PS), sete dias apdés o desmame da prole. Este
experimento foi realizado ao decorrer da obtencdo das 4 proles geradas para a
realizacdo dos experimentos 2-4. Ao total foram 26 fémeas e 18 machos. O primeiro
acasalamento contou com 8 fémeas e 6 machos. O segundo, terceiro e quarto
acasalamento contaram com 6 fémeas e 4 machos cada. As analises foram realizadas
com todos os animais, ou seja, n=26 para fémeas e n=18 para machos, para a
avaliacao da diferenca sexual, e apenas as fémeas para a avaliacdo do efeito do

estresse (n= 13 privadas e n=13 n&o privadas).

Neste experimento, analisou-se a influéncia do tipo de protocolo de testes
comportamentais sobre o comportamento dos ratos utilizados como progenitores. O
protocolo comportamental utilizado no experimento 1 foi aplicado sobre ratos machos
ou fémeas. Para avaliagéo da influéncia do fator “sexo” (machos ou fémeas) escolheu-

se o teste t de student

No TNF (Figura 11), os machos apresentaram menor tempo de imobilidade
(média + EPM: 79,26 + 7,98) do que as fémeas (média £ EPM: 92,45 + 11,35). A
analise estatistica ndo mostrou diferencas (t = 0,9389, df = 39, p=0,355) entre machos

e fémeas.

No ASN (Figura 11), machos apresentaram maior laténcia para se alimentar
(média + EPM: 275,31 + 10,86) do que fémeas (média + EPM: 263,92+11,05). A
analise estatistica ndao mostrou diferencas (t= -0,697, df = 39, p=0,489) entre machos

e fémeas.

No PS (Figura 11) as fémeas apresentam maior preferéncia (média + EPM:
91,36+1,35) em relagdo aos machos (média + EPM: 76,87 * 6,27). A analise

estatistica mostrou diferengas (t= 2,752, df = 39, p = 0,008) entre machos e fémeas.
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Figura 11: Comparacao entre genitores machos e fémeas nos testes
comportamentais

3 TnF B AsN H rs
300~ | # | 100
240 90
180 4 —
o~ X
120 - -
T
——
60 -
0 T T
Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas

Legenda: TNF = Tempo de imobilidade (s), ASN = laténcia para comer (s) e PS: porcentagem da
preferéncia pela sacarose (%). Barras representam média £+ EPM. M = Machos (n= 18) e F = Fémeas
(n= 26) ANOVA,; # diferengas sexuais (p <0,05)

Além da diferenga sexual, neste experimento se analisou a influéncia da
privagdo maternal sobre o comportamento dos ratos que foram utilizados como
genitores. As duas condicbes aplicadas sobre ratos fémeas foram: 1-condi¢des
controle, sem privagcdo maternal; 2- com privagcdo maternal. Para avaliagdo da
influéncia do fator “condicdo experimental” (sem privagdo maternal ou com privagao
maternal) sobre o comportamento dos ratos em todos os testes comportamentais
(TNF e ASN e PS) foi utilizado o teste t de student.

No TNF (Figura 12), as fémeas ndo privadas apresentaram tempo de
imobilidade maior (média + EPM: 112,96+18,12) do que as fémeas que foram
submetidas ao protocolo de privacdo maternal (média + EPM: 84,21+11,98). A analise
estatistica nao apresentou diferencga significante (t = 1,822, df = 23, p=0,088) entre os

grupos controle e privado.

No ASN (Figura 12), as fémeas nao privadas apresentaram maior laténcia para
comer (média + EPM: 267,30£16,14) do que as fémeas privadas (média + EPM:
260,25+£15,65). A analise estatistica ndo apresentou diferenca significante (t= 0,312,

df = 23, p=0,757) entre os grupos controle e privado.
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No PS (Figura 12), as fémeas que nao foram submetidas ao protocolo de
privagao maternal apresentaram reducao da preferéncia (média £ EPM: 90,22 +2,05)
em relacdo as fémeas que foram submetidas ao protocolo de privagdo maternal
(média £+ EPM: 92,69+1,75). A anadlise estatistica n&o apresentou diferenga

significante (t = -0,872, df = 23, p=0,392) entre os grupos controle e privado.

Figura 12: Comparacao entre genitoras privadas x nao privadas nos testes
comportamentais
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Legenda: TNF = Tempo de imobilidade (s), ASN = laténcia para comer (s) e PS: porcentagem da
preferéncia pela sacarose (%). Barras representam média + EPM. NP = n&o privadas (n=13) e P =
privadas (n= 13)

No experimento 5 calculamos o tamanho do efeito da "condigado experimental”
sobre os desfechos dos testes comportamentais, como descrito no item 4.4.1. Os
dados serao apresentados como tamanho de efeito (Hedges'g e intervalo de confianga
95%). Os valores de Hedges'g negativos representam valores mais baixos dos
desfechos na condicdo experimental “privadas” do que “ndo privadas”, e a
interpretacdo € oposta no caso de valores positivos. Valores de Hedges’'g nulos
representam auséncia de diferenca entre os tipos de “condigdo experimental”. Os

valores estao descritos na tabela 20.
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Tabela 20: Tamanhos de efeito por grupo e por teste

Sexo Condicgao Teste Hedges Tamanho de Intervalo de
experimental g efeito confianga

Fémeas P x NP TNF -0,84 Grande [-1,85; 0,17]
Fémeas P x NP ASN -0,12 Muito pequeno [-0,91; 0,66]
Fémeas P x NP PS 0,34 Pequeno [-0,45; 1,13]

Grupos: FP = Fémeas privadas, FNP = Fémeas nao privadas. Valores em Hedges’ g e intervalo de

confianga 95%.

6.DISCUSSAO

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do estresse no inicio da vida
sobre os comportamentos de ratos machos e fémeas em resposta a situagcdes
adversas e ao tratamento com a fluoxetina, um antidepressivo ISRS. A hipétese deste
trabalho € que os ratos dos dois sexos, quando estressados no inicio da vida serao,
na idade adulta, mais susceptiveis aos efeitos deletérios dos estressores e mais

resistentes aos efeitos benéficos da fluoxetina.

Para se atingir os objetivos deste trabalho, no experimento 1 foi feita a escolha
entre dois tipos de protocolos para os testes comportamentais a serem aplicados nas
proximas etapas. O protocolo de teste comportamental escolhido foi uma “bateria de
testes” composto pelo teste de nado forcado seguido pelo teste de alimentacao
suprimida pela novidade e, finalmente, pelo teste de preferéncia pela sacarose. Em
todos os experimentos usando a “bateria de testes” houve um intervalo de sete dias
entre os testes comportamentais. Excepcionalmente, no experimento 4 houve uma
sessdo extra de nado forcado um dia apés o final da “bateria de testes” padrao para

avaliagao dos efeitos cronicos da FLX.

No experimento 2 padronizaram-se as condigbes necessarias para se obter
proles e aplicar um protocolo de privagdao maternal, no qual a prole seria privada da
presencga da genitora entre os dias 9 e 10° PN por 24h. Neste experimento, o efeito
do estresse no inicio da vida sobre o comportamento dos ratos adultos, machos ou

fémeas, foi avaliado com a “bateria de testes” padronizada no experimento 1.
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Nos experimentos 3 e 4 avaliou-se os efeitos do tratamento com a fluoxetina
sobre o comportamento de ratos adultos, machos ou fémeas, estressados ou néo,
com os métodos padronizados nos experimentos 1 e 2. No experimento 3, a dose de
fluoxetina testada foi de 2,5 mg/kg enquanto no experimento 4 a dose foi de 10 mg/kg.
Nos dois experimentos, a fluoxetina foi administrada por via oral diariamente por 14
dias. Tanto no experimento 3 quanto no 4, os ratos de todos os grupos experimentais
foram testados no nado forgcado apds a primeira dose, no teste de alimentagao
suprimida pela novidade apds a sétima dose e no teste de preferéncia pela sacarose
apo6s 14 administragdes. No experimento 4, os ratos receberam 15 doses de fluoxetina
antes de serem testados em um teste adicional do nado forgado que ocorreu apds o
término da “bateria de testes”. Os resultados de cada experimento serédo discutidos
de forma independente nos topicos a seguir e, uma discussao sistematica sera

apresentada ao final.

6.1. AESCOLHA DO TIPO DE PROTOCOLO DOS TESTES COMPORTAMENTAIS.

O experimento 1 teve como objetivo padronizar o protocolo de testes
comportamentais e verificar se a “bateria de testes” seria adequada para avaliar o
comportamento dos ratos nos experimentos subsequentes. Para isso, comparou-se
os desfechos comportamentais do TNF, ASN ou PS aplicados a grupos
independentes ou pareados de ratos machos ou fémeas. A necessidade dessa
comparacgao, com testes independentes ou pareados, justifica-se pelo fato de que, em
uma “bateria de testes” comportamentais, os procedimentos de um teste poderiam
afetar o resultado no teste subsequente (PAYLOR; SPENCER; YUVA-PAYLOR;
PIEKE-DAHL, 2006). Uma vez que a repeticdo em um intervalo pequeno pode alterar
o resultado do teste subsequente (PAYLOR; SPENCER; YUVA-PAYLOR et al., 2006)

padronizamos este protocolo com os testes a cada 7 dias.

Neste experimento, a magnitude e a significancia estatistica da influéncia de
fatores, como sexo dos ratos (machos ou fémeas) ou do tipo de protocolo (“testes
independentes” ou “bateria de testes”) sobre os desfechos comportamentais, variaram
de teste para teste (TNF, ASN ou PS). Por exemplo, no TNF as influéncias dos fatores
“sexo0” ou do “tipo de protocolo” foram pequenas e nao-significantes, muito embora
caiba mencionar tais ocorréncias. Ainda que, a influéncia da interagao entre os fatores
“sex0” e “tipo de protocolo” tenha tido magnitude média, as diferengas também néo

foram significantes. Apesar da auséncia de significAncia estatistica entre os grupos
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experimentais, chama-se a atencéo para as diferencas entre as médias de tempo de
imobilidade dos ratos machos alocados para os grupos “testes independentes” e

“bateria de testes”.

E importante notar que, conquanto os ratos machos tenham sido alocados para
grupos experimentais diferentes, os procedimentos a que foram submetidos eram
idénticos, ja que o TNF era o primeiro teste da “bateria de testes”. Ressaltamos que a
alocagdo de ratos para os grupos deu-se de maneira aleatéria em todos os
experimentos, pelo mesmo experimentador e ao mesmo tempo para todos os grupos,
portanto, um viés de selegao nao explica a diferenga entre os grupos de ratos machos.
Essa diferenga de média entre os grupos de ratos machos poderia ser explicada pela
variagao individual entre os machos, ja observada em estudos anteriores da literatura
(BOGDANOVA; KANEKAR; D'ANCI et al., 2013; EINAT; EZER; KARA et al., 2018;
ENRIQUEZ-CASTILLO; ALAMILLA; BARRAL et al., 2008), e poderia estar envolvida
com a variagdo da expressao de BDNF no cértex cerebral (SEQUEIRA-CORDERO;
MORA-GALLEGOS; CUENCA-BERGER et al., 2014). Fatores como feroménios ou
odores também podem contribuir para essa variacdo (ABEL, 1991; GUTIERREZ-
GARCIA; CONTRERAS; MENDOZA-LOPEZ et al., 2007).

Os testes ASN e PS demonstram resultado diverso: a influéncia do “sexo” sobre
o comportamento dos ratos foi grande e significante, enquanto o “tipo de protocolo”
ou a interacao entre fatores tiveram efeitos pequenos e nao-significantes. De fato, a
diferengca sexual na laténcia dos animais para alimentagdo ja foi anteriormente
descrita na literatura, e as fémeas apresentaram maior laténcia para alimentagao do
que machos (BURKE; COPPINGER; DEAVER et al., 2016). E possivel que a laténcia
mais alta nas ratas seja decorrente da maior mobilidade apresentada pelas fémeas
em varios testes quando comparadas aos machos (GORE-LANGTON; WERNER;
SPEAR, 2020; KOKRAS; DALLA, 2014). Assim, mesmo tendo o contato com o
alimento, as fémeas poderiam preferir a exploragcdo do ambiente. O inverso ocorre
com os machos que exploram menos o ambiente durante o teste (GREINER;
PETROVICH, 2020; KOKRAS; DALLA, 2014). Por outro lado, alimentos palataveis,
como a sacarose, podem provocar maior ativacdo do circuito de recompensa em
fémeas do que em machos e, acredita-se que, essa ativagao seja a causa da maior
preferéncia observada nas fémeas no teste PS (SINCLAIR; HILDEBRANDT,;
CULBERT et al., 2017).
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Importante ressaltar que os comportamentos das fémeas, nos “testes
independentes” ou na “bateria de testes”, mostraram-se menos variaveis do que dos
machos neste experimento. Embora seja comum a expectativa de associagao entre o
ciclo estral das fémeas e a variabilidade de resultado nos estudos, uma metanalise
realizada por BECKER; PRENDERGAST e LIANG (2016) mostrou que ratas nao sao
mais variaveis do que os ratos. Isso vale para medidas comportamentais,
eletrofisiolégicas, neuroquimicas e histolégicas, mesmo quando se leva em
consideragao a fase do ciclo. Por este motivo, em nossos experimentos, ndo se
estratificou os grupos de fémeas de acordo com o ciclo estral, uma vez que a
manipulacao diaria das fémeas poderia interferir e mascarar as respostas da ratas ao
estresse (KOKRAS; DALLA, 2014), ponto que sera foco principal dos nossos proximos
experimentos. Diante das pequenas diferencas observadas entre os dois tipos de
protocolos para se aferir os comportamentos dos animais experimentais, decidiu-se

usar a “bateria de testes” nos experimentos subsequentes.

As baterias de testes sdo projetadas e padronizadas para avaliar uma série de
desfechos diferentes que incluem, por exemplo, o0s aspectos motores,
somatossensoriais, autondmicos e comportamentais, além do estado fisico de
roedores (IRWIN, 1968; JACKSON; AUTHIER; BROHMANN et al., 2019; ROSS,
2000). Ademais, a bateria de testes pode ser considerada uma estratégia para
reducao do uso de animais em pesquisa, pois permite avaliar os efeitos de diferentes
intervengdes sobre um unico grupo de roedores e diminuir a variabilidade dos dados
(SHAW; SCHMELZ, 2017). Na psicofarmacologia, diferentes protocolos de bateria de
testes avaliam os comportamentos de ansiedade, memodria, além do efeito do estresse
e a resposta ao tratamento com farmacos (BLOKLAND; TEN OEVER; VAN GORP et
al., 2012; BURKE; COPPINGER; DEAVER et al., 2016; KAZAVCHINSKY; DAHAN;
EINAT, 2020). A forma como o protocolo foi pensado também possibilita avaliarmos
efeitos dos tratamentos agudos e crénicos no mesmo animal, pois no TNF detectamos

os efeitos agudos e no ASN e PS avaliamos os efeitos crénicos.

Em conclusdo, o experimento 1 mostra que passar por bateria de testes, com
um intervalo de 7 dias, parece nao alterar o comportamento do teste subsequente, ou
essa interferéncia pode ter sido diluida entre um teste e outro. O tamanho de efeito da
bateria de testes € pequeno para fémeas e machos. Dessa forma, justifica-se a
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necessidade de avaliar, como exposto abaixo, os comportamentos apds modelo

animal de estresse.

6.2 O EFEITO DO ESTRESSE NO INiCIO DA VIDA NO COMPORTAMENTO BASAL
DOS ANIMAIS ADULTOS.

Logo depois da padronizacdo do desenho experimental no experimento 1,
padronizou-se as condi¢des para usar o modelo animal de privagdo maternal a fim de
avaliar a influéncia do estresse. Esse modelo possibilita avaliar os efeitos do estresse
no inicio da vida, na idade adulta dos animais, objetivo proposto na tese. O protocolo
consiste em privagao materna por 24h, entre 0 9° e 10° PN, onde a genitora € removida
e a prole permanece na caixa-viveiro aquecida (ELLENBROEK, B. A.; VAN DEN
KROONENBERG, P. T. J. M.; COOLS, A. R., 1998). Este modelo foi o escolhido
porque, neste momento especifico, ocorre a maturagéo das conexdes cerebrais entre
cortex e hipocampo (JANETSIAN-FRITZ; TIMME; TIMM et al., 2018), que estao

envolvidas com o efeito dos antidepressivos no cérebro.

Neste experimento, desenvolveu-se e padronizou-se os procedimentos para
obtencao dos ratos experimentais usando protocolo adaptado de CELLA (2018). A
decisdo de obter os animais experimentais no proprio laboratério veio da percepgao
que, acompanhar a vida dos animais desde o inicio, ajudaria a discriminar a influéncia
da separagao maternal das demais influéncias sobre o comportamento dos animais.
Neste trabalho, o processo para obten¢ado dos ratos experimentais envolveu varias
etapas listadas a seguir. 1-adaptagdo dos genitores as condi¢des laboratoriais; 2-
codpula; 3- manutengao das ratas prenhas; 4- parto; 5-amamentacao; 6-avaliacdo do
cuidado maternal; 7-separacdo maternal; 8-desmame; 9-manutencdo dos ratos

machos e fémeas até o momento dos experimentos da vida adulta.

Em todos os passos descritos acima existem procedimentos que podem afetar
o0 comportamento dos ratos experimentais na vida adulta. Ja se observou que a
qualidade de vida dos genitores pode afetar o desenvolvimento e o comportamento
da prole (KOTT; MOONEY-LEBER; LI et al., 2018). Durante os procedimentos da
copula a interagdo social pode gerar estresse entre o0s genitores e,
consequentemente, afetar o comportamento da prole na vida adulta (SICKMANN;
ARENTZEN; DYRBY et al., 2015; ZOUBOVSKY; HOSEUS; TUMUKUNTALA et al.,

2020). Neste trabalho, os genitores apresentavam, antes e depois da cépula, uma
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aparéncia saudavel e peso corporal compativeis com condigcdes de bem-estar
adequadas. Assim, ndo esperamos que O estresse sobre genitores possam ser

responsaveis por transtornos comportamentais de suas proles na vida adulta.

As condigbes da vida da rata prenha e o parto parecem ser fatores importantes
para o desenvolvimento da prole (BOSCH; MUSCH; BREDEWOLD et al., 2007). Os
cuidados maternais durante o periodo anterior ao desmame s&o importantes para o
desenvolvimento da prole (BRUNTON, 2013; BRUNTON; RUSSELL, 2011). Neste
estudo os cuidados maternais foram inspecionados qualitativamente e diariamente,
com o uso do protocolo adaptado de LIU; DIORIO; DAY et al. (2000). Essa avaliagao
indica que o cuidado maternal nas presentes condi¢des foi satisfatério para todas as
proles. Todas as genitoras refizeram o0 ninho e permaneceram em postura
denominada crouching ou cifose fisiolégica, na qual sua coluna fica arqueada,
facilitando a amamentacdo e o contato com a prole, imediatamente apds serem
realocadas na caixa-viveiro. No presente trabalho observamos que, apés protocolo de
privagdo maternal, nenhuma das genitoras apresentou evidéncias de estresse, uma
vez que os cuidados maternos, apos o protocolo foram satisfatorios. Desta maneira,
nao esperamos que adversidades durante a prenhez, o parto ou o cuidado maternal

respondam por comportamentos aberrantes das proles na vida adulta.

Ja foi observado que cuidados maternais insuficientes podem produzir
modificagdes comportamentais nos ratos adultos, tais como déficits cognitivos e
emocionais (SCHMIDT; BRAUN; BRANDWEIN et al., 2018), bem como perdas de
capacidade de aprendizagem e memoéria (MARCO; VALERO; DE LA SERNA et al.,
2013), demonstrando que a ativacado excessiva do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HHA), no inicio da vida pode contribuir para os efeitos duradouros do estresse (DE
KLOET; CLAESSENS; KENTROP, 2014; HUIZINK; MULDER; BUITELAAR, 2004).
De acordo com VAN OERS; DE KLOET e LEVINE (1999) os aspectos especificos de
cuidados maternos influenciam a longo prazo na regulagao do eixo HHA, indicando
que as interacdes entre mae e recém-nascido sao fundamentais para a expressao de
comportamentos em ambos. Alteragdes da relagdo genitora-prole podem influenciar
no desenvolvimento neurofisiolégico e comportamental da prole desde seu
nascimento até a vida adulta (FLEMING; O'DAY; KRAEMER, 1999).

De fato, a manipulacao diaria da prole atenua a atividade do eixo HHA e a

reatividade emocional na idade adulta, um efeito que pode ser imitado pelo reforco



85

dos cuidados maternos (DE KLOET; CLAESSENS; KENTROP, 2014). O resultado
oposto é alcangado sob condigbes de privacdo maternal, por exemplo (DE KLOET;
CLAESSENS; KENTROP, 2014; VAN OERS; DE KLOET; LEVINE, 1999). Ainda, cabe
destacar o papel do estresse precoce em reduzir a neurogénese e promover a inibigao
comportamental em ratos, alteragdes passiveis de serem revertidas com o uso de
antidepressivos (GOBINATH; WORKMAN; CHOW et al., 2016; MANIAM;
ANTONIADIS; YOUNGSON et al., 2015).

Durante o periodo de privacdo maternal os filhotes foram mantidos em
temperatura (331£1°c), luz e umidade controlados. Estas condi¢gdes estdao de acordo
com a literatura (BURKE; LLORENTE; MARCO et al., 2013; MARCO; LLORENTE;
LOPEZ-GALLARDO et al., 2015; MIRAGAIA; DE OLIVEIRA WERTHEIMER;
CONSOLI et al.,, 2018) e sao importantes para a manutencdo da temperatura
corpérea, uma vez que os ratos nao possuem termorregulacdo nesta idade
(HENNESSY; LI; LOWE et al.,, 1980). A genitora era removida da caixa-viveiro e
mantida em uma caixa individual na mesma sala da prole durante o periodo de
privagcao maternal (ELLENBROEK; DERKS; PARK, 2005). Apds o periodo de privagao
maternal a genitora foi realocada para a caixa-viveiro onde a prole permaneceu até o

desmame, sendo posteriormente avaliada em testes comportamentais.

Em sintese, a privacdo maternal promoveu comportamentos distintos, com

grande tamanho de efeito, em machos e fémeas no TNF, mas nao nos outros testes.

Enquanto machos privados apresentam tempo de imobilidade maior em
comparagao aos nao privados, fémeas privadas apresentam comportamento oposto,
ou seja, menor tempo de imobilidade em comparagao as fémeas nao privadas. A
analise estatistica apresenta diferenca sexual entre animais privados, indicando que
o protocolo de privagdo maternal promove efeitos distintos de acordo com o sexo do
animal. O efeito da privacdo maternal foi muito grande tanto para machos quanto para
fémeas, no entanto a diregao do efeito foi distinta. Nos machos, a privagao maternal
promoveu o aumento do tempo de imobilidade. Ja nas fémeas, o efeito da privacao
foi em direcao contraria, e a resposta ao estresse foi de reducédo de imobilidade. De
fato, as diferencas sexuais no TNF ja foram relatadas na literatura, e a dire¢cdo da
diferenca na resposta ao estresse, difere entre os estudos (GARCIA-CABRERIZO;
LEDESMA-CORVI; BIS-HUMBERT et al., 2020; KOKRAS; ANTONIOU; MIKAIL et al.,
2015; KOKRAS; DALLA, 2014). No trabalho de HENN; ZANTA; GIRARDI et al. (2020),
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utilizando o mesmo protocolo de privagcdo maternal empregado neste trabalho, fémeas
jovens que foram privadas, também responderam ao TNF com reducgao do tempo de

imobilidade.

No trabalho de DE GUZMAN; MEDINA; SAULSBERY et al. (2020) ratos
machos, que passaram por protocolo de estresse no inicio da vida, diferente do
modelo usado nesta tese, também apresentam aumento de imobilidade em
comparagao aos animais do grupo controle. No trabalho de FRANCIS-OLIVEIRA,;
SHIEH; VILAR HIGA et al. (2020), fémeas que foram expostas ao protocolo de
separagao maternal apresentaram menor numero de receptores serotoninérgicos
5HT1a no giro denteado do hipocampo e diferengas comportamentais em relagdo aos
machos com aumento do tempo de imobilidade no TNF. Essas diferencas
comportamentais podem estar relacionadas com a expressdo de receptores
serotoninérgicos 5HT1a. Cabe salientar que o protocolo (separagcdo maternal) do
trabalho de FRANCIS-OLIVEIRA; SHIEH; VILAR HIGA et al. (2020) é diferente do

protocolo utilizado nesta tese.

DIMATELIS; VERMEULEN; BUGARITH et al. (2016) observaram que fémeas
submetidas ao protocolo de separacao maternal, responderam com redugao ao tempo
de imobilidade, como neste trabalho. Além disso, esses autores sugerem que 0s
efeitos comportamentais da separagao maternal em fémeas, podem envolver a via de
transducado de sinal MAPK/ERK, uma vez que foram encontradas diferencas na
expressao da proteina p-ERK no hipocampo das fémeas submetidas ao protocolo de
separagao maternal (DIMATELIS; VERMEULEN; BUGARITH et al., 2016).

No ASN, diferentemente do experimento 1, ndo foram observadas diferengas
sexuais. Essa resposta pode ser em virtude da condicdo experimental. Dados da
literatura mostram que, os ratos machos privados da progenitora entre 9 e 10 dias
pos-natal tendem a ter locomogédo mais baixa que os ndo privados, explicando em
partes 0 aumento da laténcia para se alimentar (BURKE; LLORENTE; MARCO et al.,
2013). E importante ressaltar que, entre o experimento 1 e 2 foram realizadas
mudangas no biotério do laboratério, sendo o experimento 1 realizado no antigo
biotério e o experimento 2 no novo. Essa alteragcéo de alocacao talvez tenha sido uma
das causas do desaparecimento destes efeitos. Embora o aparato comportamental
tenha sido o mesmo, testes comportamentais podem ser sensiveis ao local de
experimentacdo (BLASCO-SERRA; GONZALEZ-SOLER; CERVERA-FERRI et al.,
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2017; BOGDANOVA; KANEKAR; D'ANCI et al., 2013). A origem dos animais também
pode ter influéncia, uma vez que os animais usados no experimento 1 ndo foram
criados pelo experimentador (como descrito no item 4.1.2). Apenas a partir das proles
do experimento 2 teve inicio a colénia propria de animais. Diferente do TNF, o efeito
da privagao maternal foi pequeno tanto para machos quanto para fémeas, mas parece

ter contribuido para o aumento da laténcia nos machos.

No PS embora nado tenha diferenga estatistica, o estresse parece diminuir a
preferéncia de machos pela sacarose quando comparados com as fémeas que
passaram pelo mesmo protocolo. Porém, os efeitos da privagdo maternal sobre a
preferéncia por sacarose, reducdo nos machos e aumento nas fémeas, foram muito
pequenos. Dados da literatura com animais que passaram por protocolo de estresse
no inicio da vida (i.e., separacdo maternal) mostram que o consumo reduzido de
sacarose em comparagao com os controles nao diferiu entre machos e fémeas
(ANDERSEN, 2015; FRANCIS-OLIVEIRA; SHIEH; VILAR HIGA et al., 2020;
MATTHEWS; HALL; WILKINSON et al., 1996). No presente estudo, os grupos
controle, também nao apresentam diferenca entre os sexos, de acordo com dados ja
publicados na literatura (BURKE; COPPINGER; DEAVER et al., 2016).

Em concluséo, o estresse no inicio da vida parece promover comportamentos
distintos em machos e fémeas no TNF, com tamanho de efeito grande. Porém, no
ASN e no PS, o estresse teve efeito pequeno na resposta dos animais ao teste.
Embora pequeno, o efeito do estresse parece aumentar a laténcia dos machos para

se alimentar, e reduzir a preferéncia pela sacarose nos machos.

6.3 RESPOSTA COMPORTAMENTAL DOS RATOS AO TRATAMENTO COM FLX
2,5 MG/KG

O experimento 3, utiliza o protocolo do experimento 1, com a condicdo
experimental do experimento 2, e adiciona o tratamento crénico com FLX 2,5 mg/kg.
Trabalhos anteriores do laboratério mostram que esta dose de FLX, no teste do nado
forcado repetido, reduz o tempo de imobilidade em ratos machos, mas ndo em
fémeas, quando administrada de forma cronica. A reducédo do tempo de imobilidade
era observada em machos no reteste 2, 14 dias apds o inicio do tratamento
(MEZADRI; BATISTA; PORTES et al., 2011). No trabalho de DOMINGUES; LIMA;

LINDER et al. (2020), os machos tratados com esta dose também apresentavam
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resposta apds 14 dias, no entanto as fémeas nao respondiam ao tratamento. Além
disso, essa dose ja foi utilizada na literatura (CRYAN; PAGE; LUCKI, 2005). Assim,
neste experimento ndo se esperava encontrar efeitos comportamentais do tratamento
com FLX 2,5 mg/kg nos TNF ou ASN, mas sim no PS.

Apos tratamento agudo no TNF, diferentemente do trabalho de DOMINGUES;
LIMA; LINDER et al. (2020), ndo houve diferenca entre os machos controle e tratados.
O tamanho de efeito do tratamento com FLX 2,5 mg/kg sobre o tempo de imobilidade
dos machos no TNF da condigao experimental “ndo privados” foi médio. Ja para os
machos da condi¢cao experimental “privados” o tamanho do efeito FLX 2,5 mg/kg sobre
o tempo de imobilidade no TNF foi pequeno, assim como dados publicados na
literatura (LI; YAN; ZHU et al., 2017). Essa diminuicdo do tamanho do efeito da FLX
2,5 mg/kg indica que a privagdo maternal pode diminuir a resposta dos ratos machos
ao tratamento com o farmaco. Nas fémeas que nao passaram pela privagao maternal,
o tempo de imobilidade no TNF foi semelhante nos grupos tratados ou ndo com FLX
2,5 mg/kg e, de fato, o tamanho do efeito do tratamento foi muito pequeno, indo de
acordo com o observado no trabalho de DOMINGUES; LIMA; LINDER et al. (2020).

Entretanto, nas fémeas que passaram por privacao maternal, o tratamento com
FLX 2,5 mg/kg reduziu o tempo de imobilidade no TNF quando comparado ao veiculo.
Na literatura, os poucos trabalhos que avaliam o comportamento de ratas fémeas,
ap6s um protocolo de estresse sob tratamento com ISRS, relatam auséncia ou
pequeno efeito do tratamento sobre o tempo de imobilidade no TNF (LU; HO; LIU et
al., 2017, MAHMOUD; WAINWRIGHT; CHAITON et al., 2016; OVERGAARD;
LIEBLICH; RICHARDSON et al., 2018; WORKMAN; GOBINATH; KITAY et al., 2016).
O tamanho de efeito do tratamento com FLX 2,5 mg/kg sobre o tempo de imobilidade
das fémeas no TNF foi grande no nosso experimento e podemos aventar duas
possibilidades para explica-lo. Neste estudo, as fémeas n&o passaram por
ovariectomizacgéo, diferente dos trabalhos encontrados na literatura (OVERGAARD;
LIEBLICH; RICHARDSON et al., 2018). Aqui, o protocolo de estresse foi diferente dos
protocolos de estresse utilizados nos trabalhos publicados na literatura que foram o
protocolo de estresse cronico (LU; HO; LIU et al., 2017), tratamento crénico com
corticosterona (OVERGAARD; LIEBLICH; RICHARDSON et al., 2018; WORKMAN;
GOBINATH; KITAY et al., 2016) ou separagcdao maternal (MASROUR; PEERI;
AZARBAYJANI et al., 2018).
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Além do baixo numero de estudos que avaliam fémeas, impossibilitando uma
comparagao mais profunda dos resultados obtidos, outra possibilidade que pode ser
aventada, € a influéncia da administragdo da solugao veiculo ao grupo. Em virtude de
o0 método de administragdo de drogas, ser a ingestdo espontanea (SCHLEIMER,;
JOHNSTON; HENDERSON, 2005), a solugao veiculo utilizada foi sacarose 10%.
Tanto o manuseio, quanto a solugdo podem estar influenciando na resposta das
fémeas frente ao teste (GORE-LANGTON; WERNER; SPEAR, 2020). Diferente do
experimento 2, as fémeas privadas que receberam veiculo, apresentam maior tempo

de imobilidade do que as fémeas nao privadas.

Ap0Os tratamento por 7 dias com FLX 2,5 mg/kg, avaliamos o comportamento
dos animais no ASN. Nao foram observadas diferengas nem entre grupos de ratos
tratados e nao tratados com o farmaco ou entre os sexos. Os resultados apresentados
aqui demonstram que a FLX nesta dose parece nao ser efetiva em modificar o
comportamento dos ratos, mesmo apos 7 dias de tratamento. O ASN necessita de
tratamento cronico para demonstrar o efeito do tratamento com os antidepressivos
(BLASCO-SERRA; GONZALEZ-SOLER; CERVERA-FERRI et al., 2017) e, por este
motivo, € o segundo teste avaliado neste trabalho. De fato, os tamanhos de efeito
descritos na tabela 3, mostram que a FLX teve um efeito pequeno na resposta dos
animais ao teste. Desta forma, podemos suspeitar que a dose de FLX 2,5 mg/kg foi
inefetiva neste teste. Nota-se um aumento da laténcia nos animais que receberam
VEI, assim como no experimento 2, nos machos, tanto “nao privados” (média + EPM:
281,25 + 14,51) quanto “privados” (média + EPM: 292,25 + 7,06), indicando que a
manipulagéo diaria destes animais e a administragdo de VEI pode influenciar neste
resultado. As laténcias para comer tanto dos grupos privados da genitora quanto os

grupos nao privados foram similares e independente do sexo dos ratos.

Apds o tratamento por 14 dias com FLX 2,5 mg/kg, os animais foram
submetidos ao teste de PS e, observou-se influéncia do sexo dos ratos, tanto de
animais “privados” quanto “ndo privados” da genitora. Os ratos machos apresentam
menor preferéncia pela sacarose do que fémeas. Embora observe-se uma tendéncia
de aumento da preferéncia com o tratamento com a FLX nos machos dos grupos “nao
privados” e “privados”, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em relagdo aos
animais que receberam VEI. O tamanho de efeito da FLX 2,5 mg/kg sobre a

preferéncia pela sacarose, de fato, foi muito pequeno (dados descritos na tabela 3,
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item 5.3). Em relacao as fémeas “nao privadas” da genitora, houve uma reducéo da
preferéncia no grupo tratado com FLX. Nas fémeas do grupo privado da genitora os
resultados foram similares. O grupo das fémeas “privadas” da genitora, apresenta
preferéncia alta no grupo controle e se mantém igual no grupo que recebeu FLX,
mostrando que a privagdo em fémeas parece nao afetar o comportamento de redugao
da preferéncia pela sacarose, ao menos neste protocolo. Os dados do trabalho de
RECAMIER-CARBALLO; ESTRADA-CAMARENA; REYES et al. (2012), em ratas que
foram ovariectomizadas e passaram por protocolo de estresse crénico imprevisivel,
mostram que a eficacia da FLX em ratas, parece ser dependente da idade. Enquanto
0s animais jovens (2 a 4 meses) precisaram de 3 semanas de tratamento, os animais
mais velhos (12 a 14 meses) responderam ao tratamento em apenas uma semana.
Neste trabalho, o tratamento foi realizado por 14 dias, em ratos de 100 dias, e talvez
o tempo de tratamento pode ter sido pequeno. Além disso, nossas ratas ndo eram
ovariectomizadas (RECAMIER-CARBALLO; ESTRADA-CAMARENA; REYES et al.,
2012).

Em conclusé&o, no experimento 3, a administracdo de 2,5 mg de FLX n&o parece
ser eficaz em reduzir o tempo de imobilidade nos machos. A interagdo dos fatores,
sexo, condi¢cao experimental e tratamento, parece ser responsavel pela reducdo do
tempo de imobilidade nas fémeas privadas, tratadas com FLX 2,5 mg/kg. O baixo
numero de estudos com fémeas impossibilita a comparagao mais robusta com dados

da literatura. No ASN e no PS o tratamento parece nao ser efetivo.

6.4 RESPOSTA COMPORTAMENTAL DOS RATOS AO TRATAMENTO COM FLX
10 MG/KG

Para melhor entendermos os resultados obtidos até o momento realizamos
uma revisédo sistematica seguida de metanalise, que também serviu de ferramenta
para a escolha da dose mais efetiva para os passos seguintes (dados em fase final
de manuscrito e ndo apresentados). Importante ressaltar que mesmo uma reviséo
sistematica, pode omitir alguns trabalhos. Essa falha pode ser relacionada com a
escolha das palavras-chave utilizadas na busca, por exemplo que é realizada a priori
e de forma arbitraria (MACLEOD; LAWSON MCLEAN; KYRIAKOPOULOU et al.,
2015; SENA; CURRIE; MCCANN et al., 2014). Logo, no experimento 4 utilizamos a
dose de 10 mg/kg demonstrada como mais efetiva no TNF, teste que apresentou a

maior influéncia do estresse até o momento.
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Neste experimento esperavamos que O grupo de animais machos nao
estressados respondessem ao tratamento com FLX 10 mg/kg com diminuicdo do
tempo de imobilidade no TNF, uma vez que seriam os animais “controle” do
experimento, e que, de acordo com a literatura se mostram como os mais responsivos
ao tratamento com ISRS (GLOMBIK; SLUSARCZYK; TROJAN et al., 2017; GRIEBEL;
SIMIAND; SERRADEIL-LE GAL et al., 2002; LI; WU; YU et al., 2018; WORKMAN;
GOBINATH; KITAY et al, 2016). Diferentemente dos experimentos anteriores,
também conduzimos um segundo TNF apos 15 dias de tratamento com a FLX10
mg/kg para avaliar se os animais responderiam também ao tratamento crénico com o

farmaco.

Apo6s receberem FLX 10 mg/kg, por via oral 1 h antes do TNF, os ratos machos
“ndo privados” reduziram o tempo de imobilidade em relagdo ao grupo controle,
conforme esperado. Os machos “privados” que foram tratados com FLX,
apresentaram reducédo do tempo de imobilidade em relagdo aos animais do grupo

controle, embora ndo tenha sido detectada a significancia estatistica.

Considerado o padrao da apresentacdo de dados na farmacologia e
neurociéncias, o valor de p vem sendo discutido nos ultimos tempos, e muitas vezes
é interpretado de forma absoluta como eficaz ou ndo eficaz (LAKENS; ADOLFI,
ALBERS et al., 2018). Segundo a Associacao Brasileira de Estatistica (ABE),
seguindo as normas da Sociedade Portuguesa de Estatistica (SPE), o valorde p é a
probabilidade de se obter uma estatistica de teste igual ou mais extrema que aquela

observada em uma amostra, sob a hipotese nula (MARTINS, 2005).

Uma alternativa para avaliagdo dos dados é o tamanho de efeito. Esta € uma
medida padronizada da magnitude de um efeito observado (COHEN, 1992; FIELD;
GILLETT, 2010), e que também pode ser interpretada como uma medida da forga do
relacionamento entre duas variaveis em uma populagao estatistica (FIELD; GILLETT,
2010). Por este motivo, avaliamos o tamanho de efeito de cada intervencao feita nos
experimentos desta tese. Quando avaliamos os dados desta forma podemos atribuir,
arbitrariamente, o quao robusto é esse resultado, se pequeno, médio ou grande,
através do valor encontrado. Grupos com tamanho de efeito entre 0.2-0.5 podem ser
considerados pequenos, ja grupos com tamanho de efeito entre 0.5-0.8 podem ser

considerados médios, e trabalhos com efeito entre 0.8-1.2 podem ser considerados
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de grande tamanho de efeito (COHEN, 1992; ESPIRITO SANTO; DANIEL, 2015;
SAWILOWSKY, 2009).

Ao observarmos os resultados desta forma, visualizamos que o efeito da FLX
10 mg/kg sobre o tempo de imobilidade no TNF é médio tanto nos ratos machos
“privados” quanto “ndo privados” da genitora na vida precoce. Apesar de médio, o
tamanho do efeito foi menor nos animais “privados” (g=-0,63) do que nos animais “nao
privados” (g=-0,77), mostrando que a FLX 10 mg/kg foi eficaz em reverter os efeitos
do estresse nos machos dos dois grupos, porém seu efeito foi menor nos estressados.
Esse resultado vai de acordo com o observado na metanalise, que mostra que o
estresse diminui o tamanho de efeito dos ISRS (Dados n&o apresentados). Isso
reforca que, embora considerada a medida padrdo, o valor de p pode muitas vezes

estar escondendo o efeito do tratamento.

Em relacdo as fémeas, no TNF n&o foram observadas diferengas no tratamento
com o farmaco, tanto no grupo de animais “néo privados” quanto no grupo de animais
“privados”. Nas fémeas “privadas”, o tamanho da reducao do tempo de imobilidade
feito pela FLX 10 mg/kg foi grande (g=-0,84). Nas fémeas “nao privadas”, o tratamento
com FLX aumentou o tempo de imobilidade em relagdo ao grupo controle, similar aos
resultados apresentados por WORKMAN; GOBINATH; KITAY et al. (2016) na mesma
dose. De fato, ao analisarmos os tamanhos de efeito, nota-se que o efeito do
tratamento, no aumento do tempo de imobilidade no grupo de fémeas “nao privadas”
€ pequeno. O TNF é um dos testes mais usados para a predicdo de efeitos
antidepressivos em roedores de laboratério (CRYAN; VALENTINO; LUCKI, 2005).
Padronizado e extensamente utilizado em ratos ou camundongos machos, o TNF
pode ndo detectar muito bem o efeito de antidepressivos em fémeas. Como
consequéncia, os estudos pré-clinicos podem estar em descompasso com os estudos
clinicos e poderia explicar, pelo menos em parte, a menor eficacia do tratamento,
especialmente em mulheres (DALLA; PITYCHOUTIS; KOKRAS et al., 2010;
MORRISON, 2020)

Como ja descrito anteriormente, no experimento 4, optamos por realizar um
segundo TNF para avaliar o efeito do tratamento crénico com FLX apos 15 dias.
Observou-se uma redugao no tamanho de efeito da FLX tanto em machos quanto em
fémeas. Surpreendentemente, o grupo de machos “nao privados” que receberam FLX

e reduziram o tempo de imobilidade no primeiro teste ndo responderam ao tratamento
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no segundo TNF. Nota-se um aumento na variabilidade em todos os grupos de
animais, tanto machos quanto fémeas, explicando em partes o resultado. Em
trabalhos anteriores com roedores, submetidos ao TNF, ja foi observado que existiam
subgrupos tanto em ratos (ENRIQUEZ-CASTILLO; ALAMILLA; BARRAL et al., 2008)
quanto em camundongos (SUMAN; ZERBINATTI; THEINDL et al., 2018) com

respostas distintas ao tratamento com antidepressivos.

No trabalho de DOMINGUES; LIMA; LINDER et al. (2020), embora em doses
diferentes, quando submetidos ao segundo TNF no protocolo de teste do nado forgado
repetido, os animais também tiveram grande variabilidade, e as fémeas respondiam
com aumento do tempo de imobilidade. Observamos resposta parecida no grupo de
fémeas “ndo privadas” quando tratadas com FLX e, assim como no experimento 3, os
animais do grupo de fémeas “privadas” tratadas com FLX responderam com redugao
do tempo de imobilidade que, embora nao significante, apresenta tamanho de efeito
grande. Especula-se que esta variagdo na resposta dos animais nesta segunda
exposicao possa ser relacionada a um aprendizado adquirido no primeiro TNF, e a
variabilidade possa ser a resposta individual de cada animal frente ao paradigma
inescapavel (EINAT; EZER; KARA et al., 2018; MOLENDIJK; DE KLOET, 2015).

Ap0s tratamento por 7 dias com FLX 10 mg/kg os animais foram testados no
ASN. Apés o tratamento com o farmaco houve o aumento da laténcia para comer,
tanto em machos privados quanto n&o privados. E interessante notar que, os ratos
machos, que receberam apenas veiculo, tém laténcia parecida independente da
condigdo experimental (i.e. “ndo privados” ou “privados”) dando indicios que o
tratamento com FLX tenha sido responsavel por este aumento da laténcia. Em outro
trabalho, machos que foram submetidos ao protocolo de estresse crdénico imprevisivel,
também aumentam a laténcia para o consumo de comida num teste de ASN
(STEDENFELD; CLINTON; KERMAN et al., 2011). No trabalho de MIRAGAIA; DE
OLIVEIRA WERTHEIMER; CONSOLI et al. (2018) animais que foram submetido a
privagdo maternal no PN3, exclusivamente, apresentaram aumento na laténcia para
comer no ASN, tanto em machos quanto em fémeas, mesmo privados de comida por
48 h. Isto sugere que o dia em que a PM ¢é realizada é um fator para a resposta dos
animais frente ao teste, uma vez que esse efeito nao foi observado em animais

submetidos a privacdo maternal no PN11 e testados na adolescéncia (MIRAGAIA; DE
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OLIVEIRA WERTHEIMER; CONSOLI et al., 2018) ou quando adultos (CABBIA,
CONSOLI; SUCHECKI, 2018)

Em relagdo ao efeito do tratamento no PS, os dados s&do similares ao
experimento 3. Nao foram observadas diferengas entre os grupos e nem entre os
sexos, apenas diferengas sexuais entre os animas dos grupos privados que
receberam veiculo. O tamanho de efeito da FLX foi muito pequeno para machos “néo
privados” e “privados” e para fémeas “ndo privadas” e “privadas”. Esses dados
sugerem que o fator sexo foi mais importante para o resultado do que os fatores,
estresse e tratamento. No trabalho de AMODEO; GREENFIELD; HUMPHREY et al.
(2015), os resultados mostram que a FLX na dose de 10 mg/kg, também apresentou
pequeno efeito, em relagédo ao grupo VEI, e ndo foi observado aumento na preferéncia
de sacarose. No trabalho de XING; HE; HOU et al. (2013) onde ratos da linhagem
Sprague-dawley, apds protocolo de estresse cronico foram, tratados com venlafaxina,
também se observou diferenca apenas no fator sexo. Neste mesmo trabalho se
observa um aumento n&o significativo na preferéncia a sacarose tanto em machos
quanto em fémeas (XING; HE; HOU et al., 2013)

Em concluséo, o tratamento com 10 mg/kg de FLX foi eficaz em reverter o efeito
do estresse nos machos e parece reverter o efeito nas fémeas “privadas”. Nos demais
testes nao foi observado efeito da FLX indicando que o tratamento crénico parece nao

ser efetivo tanto no ASN, quanto no PS nesta bateria de testes.

6.5 O EFEITO DA SEPARACAO MATERNAL SOBRE O COMPORTAMENTO DOS
GENITORES

Existem evidéncias que o estado de saude, bem-estar e nutricional dos
genitores pode afetar o desenvolvimento da prole (ZOUBOVSKY; HOSEUS;
TUMUKUNTALA et al., 2020). Para obter indicios sobre a qualidade de vida e bem-
estar dos genitores e genitoras avaliamos seus comportamentos na bateria de testes.
Neste experimento foi possivel apreciar se os comportamentos variaram de maneira
sexualmente dimoérfica e se a privagcdo maternal afetou o comportamento das
genitoras. Nenhuma droga foi administrada aos genitores ou genitoras, assim, apenas

o comportamento basal foi analisado.

Ao compararmos a imobilidade de genitores e genitoras no TNF, incluindo

fémeas submetidas ao protocolo de privacdo maternal, ndo observamos diferenca
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estatistica no comportamento, assim como no experimento 1. Porém, diferente do
experimento 1, no ASN néo foi observada diferenga entre machos e fémeas, assim
como no experimento 2. No PS, observamos o unico efeito estatisticamente
significante, onde, assim como no experimento 1, fémeas apresentam maior
porcentagem de preferéncia em relagdo aos machos. Esses dados parecem ir de
encontro aos dados publicados na literatura (KOKRAS; DALLA, 2014; XING; HE; HOU
etal., 2013)

Ao analisarmos as genitoras e os efeitos do estresse, observamos que existe
uma reducdo com tamanho de efeito grande, porém néao significante, do tempo de
imobilidade no TNF nas fémeas que foram submetidas ao protocolo de privacao
maternal. Isso indica que, de fato, existe efeito similar aos efeitos da prole de fémeas
submetidas ao protocolo. Isso sugere que as respostas das genitoras ao TNF, apds o
protocolo de privacdo maternal também sao alteradas, com a redugdo do tempo de
imobilidade, porém, em menor magnitude do que as fémeas da prole. Em relagdo ao
ASN e PS, as fémeas “privadas” respondem de maneira similar as fémeas “nao
privadas”. De fato, o tamanho do efeito da privacdo pode ser considerado muito

pequeno ou pequeno, respectivamente.

Estes resultados sdo similares aos observados no experimento 2, onde nas
proles, as fémeas que foram submetidas ao protocolo de privagdo maternal,
responderam com reducdo do tempo de imobilidade no TNF, e no ASN e PS
responderam de maneira similar ao grupo controle “ndo privado” (ver figuras 9 e 13).
Os machos que foram submetidos ao acasalamento, apresentam resultados similares

ao experimento 1 no TNF e PS, porém, apresentaram laténcia maior no ASN.



96
7. CONSIDERAGOES FINAIS E LIMITAGOES DO ESTUDO

No presente trabalho buscamos reduzir o viés da melhor forma possivel,
buscando os resultados mais robustos e confiaveis. Foi realizada a aleatorizagédo dos
grupos experimentais quanto ao tratamento ou estresse. Todos os experimentos
foram realizados de forma “cega”, ou seja, o experimentador ndo sabia qual era o
grupo experimental ao qual o animal pertencia, exceto o sexo do animal. Todos os
experimentos foram registrados em video e analisados de forma “cega” pelo
experimentador, e os grupos s6 foram revelados apds analise estatistica. Essas
medidas buscam aumentar a reprodutibilidade e robustez dos experimentos cientificos
(BEGLEY; IOANNIDIS, 2015; MUNAFO; NOSEK; BISHOP et al., 2017).

Como limitacbes, a falta de analises complementares, como a quantificagcao
dos parametros moleculares, por exemplo, dos receptores serotoninérgicos, poderia
reforcar os entendimentos dos dimorfismos sexuais e as respostas dos ratos ao
estresse. De fato, as amostras ja foram processadas e serédo analisadas assim que
possivel. Pretendemos analisar a expressao proteica de receptores 5HT1a, além da
neurogénese hipocampal, quantificando a expressao de DCX. Analises preliminares
indicam uma diferenga no niumero de novos neurdnios no hipocampo, porém nao

realizamos a quantificagao neste material.
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8. CONCLUSAO

De acordo com a revisao sistematica realizada previamente, este € o primeiro
trabalho que avalia os efeitos deste protocolo da privagao maternal em fémeas e o

efeito do tratamento da FLX nas doses de 2,5 e 10 mg/kg.

Ao analisarmos os dados dos experimentos, por cada teste comportamental, é
possivel observar que, o TNF foi o teste mais sensivel as manipulacdes experimentais,
seja pelo tipo de protocolo para testes comportamentais, a privagdo maternal ou o
tratamento com FLX. Ao analisarmos todos os dados do ASN, é possivel observar que
este teste foi menos variavel e menos sensivel as manipulagdes experimentais do que
o TNF, independentemente da condicdo experimental. Em todos os experimentos e
grupos, observa-se uma dispersdo dos dados muito similar entre os grupos. No PS
observa-se maior dispersdo dos valores nos machos do que nas fémeas, que
apresentam maior preferéncia a sacarose demonstrando que o fator sexual foi mais
sensivel as manipulacbes do que os fatores privagdo e tratamento, indicando

dismorfismo sexual no comportamento.

Por fim, a presente tese traz novos dados sobre as diferengcas sexuais e o
comportamento de ratos submetidos ao protocolo de privacdo maternal e apresenta
uma nova bateria de testes desenhada para avaliar os efeitos do estresse e do efeito
do tratamento com ISRS. Novos estudos, alterando os testes comportamentais, ou o
tempo entre estes, sdo necessarios para avaliar o efeito do estresse e do tratamento
com FLX.
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