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RESUMO 

Os fármacos da classe dos inibidores seletivos de recaptação de serotonina, na 
clínica desde os anos 1950, são usados principalmente no tratamento de depressão 
e ansiedade. Embora eficazes, uma parcela dos pacientes tratados com estes 
fármacos não responde ao tratamento. Sabe-se que o estresse no início da vida pode 
acarretar consequências na vida adulta do indivíduo e, na hipótese deste trabalho, 
poderia contribuir para a resistência ao tratamento com os fármacos antidepressivos 
como a fluoxetina (FLX). Para desvendar a relação entre o estresse no início da vida 
e a resistência ao tratamento com a FLX, neste trabalho padronizamos um modelo de 
privação maternal em ratos e uma bateria de testes para avaliar seus 
comportamentos. Aplicando as condições experimentais padronizadas, analisamos a 
resposta comportamental de ratos machos e fêmeas ao tratamento com FLX. Durante 
a etapa de padronização observou-se os ratos em uma bateria de testes composta 
pela sequência de nado forçado (TNF), alimentação suprimida pela novidade (ASN) e 
preferência 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 então aplicada nos 
próximos experimentos. Quando privados da progenitora por 24 h, entre o nono e 
décimo dia pós-natal, os ratos machos adultos ficaram mais tempo imóveis no TNF 
do que os machos não privados da progenitora. Em contraste, as fêmeas adultas 
privadas da progenitora ficaram menos tempo imóveis no TNF do que as fêmeas não 
privadas. Sejam machos ou fêmeas, os ratos privados ou não 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 comparação ao veículo 
(sacarose, 10%), não mudou o comportamento dos ratos machos em nenhum teste 
da bateria. Já nas fêmeas, 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 início da vida. Nos demais testes da bateria, as fêmeas do grupo FLX 
e sacarose, privadas das progenitoras ou não, se comportaram de forma semelhante. 
Na dose de 10 mg/kg/dia, uma única administração da FLX reduziu o tempo de 
imobilidade no TNF dos ratos machos, privados das progenitoras ou não. Porém, esse 
efeito desapareceu após 14 dias de administração. Paradoxalmente, FLX 10 
mg/kg/dia por 7 dias aumentou a latência 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 não privadas das progenitoras, a FLX na dose 
10 mg/kg pouco mudou o comportamento das fêmeas na bateria de testes quando 
comparada a sacarose. Os dados apresentados nesta tese corroboram a noção que 
o estresse no início da vida afeta o comportamento dos ratos na vida adulta com 
repercussões sobre a efetividade do tratamento com a FLX. Os dados também 
indicam que, a resposta ao estresse inescapável foi o domínio do comportamento dos 
ratos machos e fêmeas adultos mais afetado pela privação maternal em comparação 
ao hedônico ou de esquiva. Além disso, os dados sugerem que a relação entre a 
privação maternal e a resposta ao tratamento com FLX na vida adulta é dose-
dependente e sexualmente dimórfica. 

PALAVRAS-CHAVE: Estresse. Comportamento. Fluoxetina. privação 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. INTRODUÇÃO 

1.1. O MECANISMO DE AÇÃO DOS FÁRMACOS ANTIDEPRESSIVOS 

Os fármacos antidepressivos são utilizados na clínica desde a década de 1950, 

principalmente no tratamento de transtornos psiquiátricos como a depressão e a 

ansiedade, e correspondem aos psicofármacos mais utilizados na clínica na última 

década (GURURAJAN; REIF; CRYAN et al., 2019; HILLHOUSE; PORTER, 2015). 

Embora associados a depressão do humor, os antidepressivos também são utilizados 

para o tratamento de outras condições como a ansiedade, dor crônica, ejaculação 

precoce, cessação do tabagismo e no tratamento de enxaqueca (GOTZSCHE; 

DINNAGE, 2020; SCHNEIDER; PATTERSON; JIMENEZ, 2019). Assim, apesar de 

terem também efeitos ansiolíticos e analgésicos, estes compostos são 

tradicionalmente chamados de antidepressivos. 

Os primeiros antidepressivos foram descobertos por acaso, durante o 

desenvolvimento de fármacos 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 observações empíricas de 

sintomas depressivos em pacientes tratados  com o anti-hipertensivo reserpina 

(ACHOR; HANSON; GIFFORD, 1955), postulou-se que a depleção dos níveis de 

monoaminas no sistema nervoso central (SNC) poderia explicar a depressão do 

humor. A reserpina inibe o transportador vesicular de monoaminas diminuindo os 

níveis de monoaminas cerebrais (ACHOR; HANSON; GIFFORD, 1955). Os sintomas 

depressivos apresentados pelos pacientes tratados com a reserpina desapareciam 

após o término do tratamento ou eram revertidos pela terapia de repouso ou de 

choques elétricos (MULLER; PRYOR; GIBBONS et al., 1955). Algumas substâncias 

que também atenuavam os sintomas depressivos, em pacientes tratados com 

reserpina, se comprovaram, mais tarde, efetivas no restabelecimento dos níveis de 

monoaminas no SNC (AXELROD, 1972; SULSER; BICKEL; BRODIE, 1964).  

KUHN (1957) observou que a reversão dos efeitos da reserpina pelo composto 

G22355 – atualmente, o fármaco imipramina [um antidepressivo tricíclico inibidor da 

recaptação de serotonina e noradrenalina] –, dependia da disponibilidade e da 

quantidade de catecolaminas. Em ratos com níveis de catecolaminas depletados, a 

imipramina não demonstrava efeito na reversão da sedação promovida pela reserpina. 
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Da mesma forma,  verificou-se que ocorria a prevenção da sedação 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 níveis de norepinefrina em ratos 

(SCHILDKRAUT, 1965; SCHILDKRAUT; KETY, 1967). Estudos posteriores 

mostraram que o uso da imipramina auxiliava na melhora da neurotransmissão da 

serotonina e noradrenalina no SNC (AXELROD, 1972; SULSER; SOROKO, 1965). 

Assim, a relação entre o aumento da neurotransmissão monoaminérgica e o efeito 

antidepressivo originou a “teoria monoaminérgica para a depressão”. Essa teoria 

contribuiu para o surgimento das primeiras linhas de pesquisa farmacológicas com a 

descoberta de antidepressivos que, até então, era puramente empírica 

(SCHILDKRAUT, 1965; SCHILDKRAUT; KETY, 1967). Além disso, os compostos 

antidepressivos foram então classificados dentro de categorias farmacológicas de 

acordo com sua ação sobre a neurotransmissão monoaminérgica.  

Ao longo do tempo se observou que os antidepressivos aumentavam a 

concentração sináptica de neurotransmissores monoaminérgicos impedindo a 

metabolização por dois mecanismos: inibindo a recaptação das monoaminas ou 

inibindo diretamente a atividade da enzima MAO (iMAO). São exemplos de classes 

de inibidores de recaptação: os inibidores seletivos da recaptação de serotonina 

(ISRSs), da recaptação de noradrenalina (ISRN), duais, entre outros, que, 

consequentemente, aumentam a concentração destes neurotransmissores na fenda 

sináptica (HAMON; BOURGOIN, 2006; WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 

2013). São exemplos de classes de iMAO os inibidores irreversíveis, de ação longa e 

não seletivos entre MAO-A e MAO-B (e.g. fenelzina, isocarboxazida), os inibidores 

reversíveis de ação curta e seletivos para a MAO-A (e.g. moclobemida) (JOHNSTON, 

1968; YOUDIM; EDMONDSON; TIPTON, 2006) 

Apesar de úteis para o tratamento da depressão e outros transtornos, os 

fármacos antidepressivos baseados em mecanismos monoaminérgicos possuem 

várias limitações (CRAWFORD; LEWIS; NUTT et al., 2014; HERZOG; BECKMANN; 

LIEB et al., 2018; WHISKEY; TAYLOR, 2013; WILLNER; BELZUNG, 2015). Os ISRSs, 

apesar de melhor tolerados do que os antidepressivos tricíclicos, apresentam efeitos 

colaterais como insônia, dor de cabeça, ansiedade e disfunção sexual (CRAWFORD; 

LEWIS; NUTT et al., 2014; GOLDSTEIN; GOODNICK, 1998). Já os inibidores de 
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recaptação de noradrenalina, por sua vez, apresentam efeitos cardiovasculares, além 

de disfunção sexual, insônia e suor excessivo (WHISKEY; TAYLOR, 2013). Além 

disso, a terapêutica com os antidepressivos monoaminérgicos apresenta duas 

limitações adicionais: 1-latência longa entre início do tratamento e a eficácia 

terapêutica e 2- resistência ao tratamento. Estas limitações podem interferir na adesão 

dos pacientes aos tratamentos (AKIL; GORDON; HEN et al., 2018).   

A demora entre o início do tratamento e a resposta terapêutica, entre 3-6 

semanas, é fenômeno comum a todas as categorias de antidepressivos 

monoaminérgicos e resultam da ação a nível 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 recaptação das monoaminas, aumentando as 

concentrações destes neurotransmissores na fenda sináptica (CELADA; ARTIGAS, 

1993). O aumento é temporário pois os neurotransmissores atuam sobre 

autorreceptores inibitórios que inibem a própria liberação (LE POUL; LAARIS; 

DOUCET et al., 1995). Com o tempo, os autorreceptores inibitórios se dessensibilizam 

e permitem a liberação sustentada das monoaminas no compartimento extracelular 

(HERVAS; ARTIGAS, 1998). Este mecanismo está bem caracterizado para os ISRSs 

como a fluoxetina (MORRISSETTE; STAHL, 2014).  

Os ISRSs, quando administrados de forma aguda, aumentam as concentrações 

de serotonina (5-HT) na fenda sináptica, pois inibem o transportador de serotonina 

(SERT) (FULLER; PERRY; MOLLOY, 1974; ROBINSON, 2018). O aumento de 5-HT 

livre na fenda sináptica ativa os autorreceptores inibitórios pré-sinápticos 5HT1A que 

inibem a liberação 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 dessensibilização e, consequentemente, 

a internalização dos autorreceptores, favorecendo a liberação de 5-HT na fenda 

sináptica e, assim, promovendo os efeitos desejáveis para o tratamento dos 

transtornos de humor (CELADA; ARTIGAS, 1993; DELGADO; CHARNEY; PRICE et 

al., 1990). 

A resistência ao tratamento é 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 são 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 razões potenciais 

para explicar a resistência ao tratamento com antidepressivos, dentre elas estão 

problemas de diagnóstico e aderência ao tratamento dos transtornos psiquiátricos.  

O diagnóstico dos transtornos psiquiátricos é complexo e envolve diversos 

conjuntos de sintomas que são, em sua maior parte, subjetivos e individualizados 

(LEVINSTEIN; SAMUELS, 2014). Como mencionado anteriormente, a terapêutica 

com os antidepressivos monoaminérgicos apresenta limitações que prejudica a 

aderência ao tratamento, que pode ser confundida com resistência ao tratamento 

(WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013). Embora os problemas de 

diagnóstico e aderência ao tratamento possam contribuir para a eficácia parcial do 

tratamento com antidepressivos (OLBERT; RASMUSSEN; GALA et al., 2016), é 

possível que a ausência de resposta também seja consequência de particularidades 

do organismo do paciente, e a resistência pode ter várias origens, como por exemplo, 

os níveis 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 não se beneficiam do tratamento 

com um antidepressivo (BEYELER, 2019). Na clínica existem alguns estudos que 

estabelecem protocolos que são seguidos para a contestação da resistência 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 definição de resistência varia de acordo com o protocolo. Pode 

ser interpretada como um efeito clínico inadequado, incluindo a não resposta depois 

de pelo menos duas tentativas com fármacos 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 estão fatores genéticos, a ocorrência de mais 

de um episódio depressivo durante a vida e fatores relacionados ao 

neurodesenvolvimento (WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2014).  

Os fatores genéticos associados a eficácia ao tratamento parecem estar 

relacionados também à gravidade dos sintomas depressivos (ALQAHTANI; 

KUMARAPPAN; KUMAR et al., 2020). Alguns genes específicos como, por exemplo, 
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para a expressão da enzima Triptofano Hidroxilase-2 (TPH-2), que tem sua função na 

regulação da serotonina cerebral, parecem estar envolvidos nestes processos. Um 

polimorfismo no gene que expressa esta enzima foi relacionado à gravidade dos 

sintomas depressivos, bem como à redução na eficácia ao tratamento com 

antidepressivos (ZHOU; ROY; LIPSKY et al., 2005). Conforme já exposto, o 

mecanismo de ação dos antidepressivos depende da ativação dos receptores 5HT1A. 

Verificou-se que um polimorfismo funcional do HTR1A, C-1019G (rs6295), na região 

promotora está associado à farmacogenética antidepressiva e, embora os 

mecanismos ainda não estejam claros, podem ser relacionados à falta de eficácia ao 

tratamento com ISRS (ZHAO; HUANG; LI et al., 2012).  

No caso específico da depressão do humor, apresentar mais de um episódio 

depressivo durante a vida também parece estar relacionado a resistência ao 

tratamento (Figura 1). O nível de estresse necessário para desencadear um novo 

episódio parece diminuir em relação ao número de episódios que o paciente 

apresenta. Ou seja, quanto mais episódios depressivos um paciente apresentar ao 

longo da vida, menor será o nível de estresse necessário para desencadeá-los 

(WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2014). O estresse, particularmente no 

início da vida, como causas da resistência ao tratamento com antidepressivos, será 

abordado nos próximos capítulos. 

1.2. O ESTRESSE E A RESISTÊNCIA AO TRATAMENTO COM ANTIDEPRESSIVOS 

 O conceito de estresse permeia nossa cultura em vários níveis. Na sociedade 

atual o estresse pode ser relacionado a exigências cotidianas, dificuldade em lidar 

com situações, ao acúmulo de tarefas e normalmente é acompanhado de emoções 

negativas (CATHOMAS; MURROUGH; NESTLER et al., 2019; MCEWEN, 2017). 

Frequentemente, a palavra estresse está associada a uma resposta de “alarme” ou 

"luta ou fuga" a uma ameaça, ou seja, uma resposta aguda e adaptativa a um estímulo 

ambiental ameaçador (MCEWEN; AKIL, 2020). Mas, nos últimos anos, a ciência em 

geral e a neurociência, em particular, expandiu o conceito de estresse em muitas 

dimensões. Descobriu-se, por exemplo, que o estresse não gera necessariamente 

respostas biológicas deletérias, mas também desencadeia um conjunto de 

mecanismos tipicamente adaptativos favoráveis a sobrevivência (HODES; 

EPPERSON, 2019; MCEWEN, 2013; MCEWEN; AKIL, 2020).  
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Estímulos 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 estímulos ou situações que exigem do 

organismo o enfrentamento de desafios ou riscos. Porém, estes são associados a 

emoções prazerosas e interpretados como compensadores ou positivos, tais como 

desafios intelectuais, exercícios físicos, entre outros (LAZARUS, 1985; MCEWEN, 

2017). Seriam exemplos de “eustressores” os desafios intelectuais, exercícios 

físicos voluntários, entre outros. Por outro lado, “distressores” seriam estímulos ou 

situações deletérias ao organismo e associados a emoções desagradáveis, tais como 

exercícios extenuantes, ataque de predadores e violência (FOLKMAN; LAZARUS, 

1985; LAZARUS, 1985; MCEWEN; AKIL, 2020). Em vertebrados, tanto os 

eustressores como os distressores ativam os sistemas responsáveis por gerar a 

situação de “alarme” ou de “luta ou fuga”, porém, variam na forma como afetam os 

sistemas que promovem as emoções associadas aos estímulos (SLATTERY; CRYAN, 

2017). Neste trabalho focaremos nos mecanismos ativados por distressores e, para 

fins de padronização, deste ponto em diante, os termos estressores ou distressores 

serão tratados como sinônimos. 

Os organismos dos vertebrados se adaptam física e psicologicamente por meio 

da ativação dos mecanismos biológicos que os preparam para responder às 

demandas das situações agudas de estresse (MCEWEN, 2017). Em uma situação 

interpretada pelo organismo como “alarmante” ou “distressora”, o hipotálamo secreta 

o hormônio liberador de corticotropina (CRH), que através do hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) induz a produção de cortisol (ou corticosterona em 

roedores) a partir do córtex adrenal (eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, HPA) 

(RINCON-CORTES; HERMAN; LUPIEN et al., 2019). Embora popularmente 

conhecido como “hormônio do estresse”, o cortisol (CORT) tem papel fisiológico mais 

amplo do que na adaptação ao estresse. O cortisol também é um dos muitos 

mediadores da alostase, o processo ativo de adaptação ao ambiente e às 

experiências consideradas “estressantes” ou “não-estressantes", e atua no controle 

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

A ativação do eixo HPA paralela ao do sistema nervoso simpático (SNS) leva 

os efeitos dos estressores a vários órgãos periféricos, incluindo a liberação de 
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epinefrina a partir da adrenal. A ativação temporária do eixo HPA e do SNS promovem 

as respostas do corpo necessárias para a reação de "luta ou fuga" tais como aumento 

de alerta, da glicemia, da pressão arterial e do fluxo sanguíneo para a musculatura 

esquelética (MCEWEN, 2017; MCEWEN; AKIL, 2020). Assim, as respostas agudas 

de “luta ou fuga” favorecem a sobrevivência e arrefecem quando a situação 

estressante é resolvida ou desaparece. Na impossibilidade da solução da situação 

estressante ou do desaparecimento do estressor, o eixo HPA e o SNS podem 

permanecer ativos por longo tempo, mantendo glicemia e pressão arterial altas, alto 

fluxo sanguíneo esquelético e baixo fluxo para outros órgãos (MCEWEN; AKIL, 2020). 

Portanto, embora as respostas agudas ao estressor favoreçam a sobrevivência, a 

ativação contínua do sistema de “luta ou fuga” pode trazer prejuízos ao organismo 

(CATHOMAS; MURROUGH; NESTLER et al., 2019). Além dos desgastes trazidos, 

por exemplo, ao metabolismo e ao sistema cardiovascular, a ativação constante do 

sistema de “alarme” pode danificar áreas vulneráveis do cérebro (WILLNER; 

SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2014).  

Os danos encefálicos desencadeados por estressores têm sido associados a 

origem de vários transtornos neuropsiquiátricos. Existem evidências que em 

indivíduos depressivos ocorre um aumento de fluxo sanguíneo na região do córtex 

pré-frontal ventro medial (CPFvm) e uma redução do fluxo no córtex pré-frontal dorso 

lateral (CPF-dl), resultando nos sintomas da depressão como por exemplo apatia, 

ansiedade, tensão e ruminação (WILLNER; SCHEEL-KRUGER; BELZUNG, 2013; 

2014). Além disso, a frequente ativação do eixo HPA resulta na liberação também 

frequente de glicocorticoides que, quando liberados cronicamente, são neurotóxicos 

(SOUSA; MADEIRA; PAULA-BARBOSA, 1998). No hipocampo, por exemplo, altas 

concentrações de glicocorticoide pode reduzir o volume das células granulares 

causando atrofia intensa dos dendritos apicais em células piramidais nessa região 

(MAGARINOS; MCEWEN; FLUGGE et al., 1996; MCEWEN, 1999; SOUSA; 

ALMEIDA, 2002). 

Além do papel chave na etiologia dos transtornos psiquiátricos, os estressores 

podem também modificar as respostas dos organismos ao tratamento antidepressivo 

(CALDARONE; ZACHARIOU; KING, 2015). A figura 1 ilustra graficamente a relação 

hipotética entre 1-os níveis de estresse sob os quais os organismos se encontram e; 

2- os níveis de resposta ao tratamento antidepressivo em organismos vulneráveis a 
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patologia promovida pelos estressores. Neste contexto, os antidepressivos são 

eficazes quando promovem a reparação das estruturas danificadas pelo estresse, 

como o hipocampo, por exemplo, em indivíduos pouco vulneráveis ao dano encefálico 

e suas consequências. No entanto, na presença de fatores de vulnerabilidade ao dano 

encefálico, que podem ser constitucionais e/ou consequentes a episódios anteriores 

de depressão, os organismos desenvolverão transtornos em um nível mais baixo de 

exposição 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 exposição aos estressores e o caráter invasivo dos 

estudos neurobiológicos dificultam a obtenção de dados que revelem detalhes da 

relação causal entre estressores, vulnerabilidade a transtornos mentais e resistência 

ao tratamento antidepressivo em humanos. As evidências que existem são 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 relação causa-efeito entre o estresse e suas 

consequências é em modelos animais. Embora limitados, os modelos animais 

fornecem informações detalhadas sobre os mecanismos pelos quais os estressores 

promovem consequências comportamentais (MATTHEWS; CHRISTMAS; SWAN et 

al., 2005).  
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Figura 1: A relação entre o papel do estresse a eficácia dos antidepressivos 
monoaminérgicos no tratamento da depressão.  

 

Fonte: Adaptado de Willner; Scheel-Kruger; Belzung (2014) 

 

Neste estudo, o interesse é estudar se a exposição ao estresse em um período 

crítico do desenvolvimento pode criar um perfil de alta vulnerabilidade aos transtornos 

comportamentais e de baixa resposta ao tratamento com antidepressivos de um 

indivíduo na vida adulta. O assunto será abordado no próximo capítulo. 

1.3. O ESTRESSE NO INÍCIO DA VIDA E A RESISTÊNCIA AO TRATAMENTO COM 

ANTIDEPRESSIVOS EM MODELOS ANIMAIS. 

Estressores aplicados a animais de laboratório geram mudanças 

comportamentais e que podem ser homólogas a aspectos dos distúrbios 

neuropsiquiátricos, podendo ser usados para a compreensão da psicopatologia 

humana (WILLNER, 1990; 2017). Embora mimetizar transtornos neuropsiquiátricos de 

humanos em animais seja extremamente desafiador, dada a natureza subjetiva de 

muitos sintomas e a falta de biomarcadores, os “modelos animais de estresse” são 
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ferramentas úteis nas pesquisas (HARRO, 2019; KRISHNAN; NESTLER, 2011; 

MAXIMINO; VAN DER STAAY, 2019; NESTLER; HYMAN, 2010). Dado que o 

estresse desencadeia diversos transtornos neuropsiquiátricos em humanos 

(MCEWEN; AKIL, 2020; RUSSO; CHARNEY, 2013), a exposição a estressores que 

geram comportamentos aberrantes em animais de laboratório são considerados 

“modelos animais de estresse”.  

Os estressores usados nos modelos animais de estresse podem variar em tipo, 

duração, frequência e intensidade (GURURAJAN; REIF; CRYAN et al., 2019; 

SLATTERY; CRYAN, 2017). Com relação ao tipo, os estímulos podem ser 

classificados como, por exemplo, físicos ou psicológicos, variáveis ou monótonos, 

imprevisíveis e inescapáveis, 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 crônica (WANG; 

TIMBERLAKE; PRALL et al., 2017; WILLNER, 2017) e, nesta última condição, de 

maneira contínua 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 laboratório é difícil definir se o estressor é puramente físico ou psicológico, 

porém, as demais características que dependem de como o estressor é aplicado, 

podem ser controladas pelo experimentador. Os protocolos de aplicação de 

estressores podem usar uma única categoria ou uma combinação de estímulos, 

dependendo da resposta que se espera mimetizar.  

As respostas dos animais de laboratório aos estressores podem ser 

averiguadas por testes comportamentais (SILBERMAN; ACOSTA; ZORRILLA 

ZUBILETE, 2016; WILLNER; BELZUNG, 2015). As definições de “modelo animal” e 

“teste comportamental” são, às vezes, compreensivelmente confundidas. Um “modelo 

animal” requer tanto uma manipulação (por exemplo, exposição ao estresse crônico), 

quanto uma leitura (por exemplo, o tempo que o animal permanece imóvel no teste do 

nado forçado após o protocolo de estresse crônico). Já um “teste comportamental” se 

refere meramente a uma leitura do comportamento em uma situação estruturada, por 

exemplo, o tempo de imobilidade no teste do nado forçado (SLATTERY; CRYAN, 

2017). Assim, os protocolos de “modelos animais de estresse” também envolvem a 



27 
 

escolha de um “teste comportamental” associado, dependendo da resposta que se 

espera medir. 

Como visto no capítulo anterior, o estresse também desencadeia alterações 

moleculares em animais de laboratório. De fato, um revisão sistemática seguida de 

meta-análise, observou que ratos que foram submetidos ao protocolo de estresse 

crônico imprevisivel, apresentavam expressão alterada de receptores 5-HT1A 

principalmente no córtex frontal e dos receptores 5-HT2A em todo o córtex e no 

hipotálamo dos roedores (LAGES; ROSSI; KRAHE et al., 2021). Estas alterações 

podem estar relacionadas a redução do efeito no tratamento com ISRSs. Como 

mencionado no primeiro capítulo desta introdução, os efeitos dos ISRSs sobre o 

comportamento e o humor são em parte dependentes da integridade do sistema 

serotoninérgico (CELADA; ARTIGAS, 1993; DELGADO; CHARNEY; PRICE et al., 

1990) 

Os períodos pré- e pós-natal são críticos para o desenvolvimento do sistema 

nervoso de humanos e animais (SILBERMAN; ACOSTA; ZORRILLA ZUBILETE, 

2016). Durante o período perinatal, o encéfalo é particularmente sensível às 

remodelações induzidas por fatores ambientais. Experiências adversas no início da 

vida, tais como estresse ou qualidade inferior dos cuidados maternos, podem ter 

consequências prejudiciais de longa duração para um indivíduo (PARK; SEO; LEE et 

al., 2018). Este fenômeno, muitas vezes referido como 'programação de início da vida', 

é observado em várias espécies (ANDERSEN, 2015). Em humanos, o estresse no 

início da vida é associado com um risco aumentado de doenças neuropsiquiátricas e 

podem estar associados à resistência a antidepressivos (MACCARI; KRUGERS; 

MORLEY-FLETCHER et al., 2014; TALAROWSKA, 2020).  

Neste trabalho estudamos se a exposição ao estresse em um período crítico 

do desenvolvimento pode criar um perfil de alta vulnerabilidade aos transtornos 

comportamentais e de baixa resposta ao tratamento com antidepressivos de um 

animal de laboratório na vida adulta (LOPIZZO; MAZZELLI; ZONCA et al., 2020; 

MCEWEN; AKIL, 2020; YANO; MATSUZAKI; IWASA et al., 2019). Em decorrência 

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

De forma geral, os protocolos de estresse perinatal aplicados a animais de 

laboratório promovem alterações que perduram durante a vida (JANETSIAN-FRITZ; 

TIMME; TIMM et al., 2018). Dentre elas, parece estar a resistência aos efeitos do 

tratamento com os antidepressivos na vida adulta (ZHANG; WANG; WANG et al., 

2015). As evidências indicam que a redução 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 adaptações neurais ao ambiente são cumulativas ao longo da vida útil e a 

função cerebral em qualquer momento posterior da vida é resultado de experiências 

que ocorrem antes da concepção, durante a gestação e durante o desenvolvimento 

pós-natal (COLOM-LAPETINA; BEGLEY; JOHNSON et al., 2017). Foi observado que, 

nos primeiros dias de vida, o cérebro é sensível a estímulos externos, sejam eles 

positivos, como por exemplo a interação da genitora com a prole ou negativos, como 

o estresse ou a privação maternal (CALDARONE; ZACHARIOU; KING, 2015).  

Estudos com animais sugerem que experiências adversas ou estresse materno 

durante o período perinatal resultam em alterações fisiológicas e comportamentais na 

prole (BRUNTON; RUSSELL, 2011; YANO; MATSUZAKI; IWASA et al., 2019). Para 

exemplificar, ratas adultas submetidas a privação maternal no início da vida, 

responderam com aumento da distância percorrida no teste do campo aberto 

(BURKE; LLORENTE; MARCO et al., 2013). Em ratos filhotes (PN 12-16), foi relatada 

uma diminuição na locomoção, rearing (exploração vertical) e grooming (Autolimpeza) 

após a privação maternal (ELLENBROEK; DERKS; PARK, 2005). Em machos, mas 

não em fêmeas, foi observado um aumento significativo no tempo gasto explorando 

os braços abertos do labirinto, sugerindo assim um efeito ansiolítico da privação 

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 alterações 

comportamentais, os animais de laboratório submetidos à privação maternal 

apresentam alterações fisiológicas, como aumento do ACTH e corticosterona 

(LEVINE; HUCHTON; WIENER et al., 1991; VIVEROS; DIAZ; MATEOS et al., 2010), 

e resposta aumentada do ACTH a estímulos estressantes (SUCHECKI; 
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MOZAFFARIAN; GROSS et al., 1993) e redução 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 

manipulação diária da prole, por 2 ou 3 semanas, e uma separação da genitora por 

no máximo 15 minutos. Essa manipulação promove o aumento do cuidado da genitora 

com a prole, levando a uma resposta neuroendócrina aguda na prole (MEANEY; 

VIAU; BHATNAGAR et al., 1991; SCHMIDT; WANG; MEIJER, 2011). Uma questão 

crítica em relação a este paradigma é a escolha do controle apropriado ou grupo de 

comparação. Historicamente, no paradigma de tratamento precoce, os animais que 

foram submetidos ao protocolo são comparados a filhotes não manipulados, ou seja, 

ninhadas que não são expostas a qualquer intervenção. Todavia, esse procedimento 

também pode ser considerado um grupo experimental, já que a falta de qualquer 

estímulo externo também afeta o comportamento de cuidado materno (SCHMIDT; 

WANG; MEIJER, 2011). 

Outro modelo animal de estresse no início da vida é o “modelo de separação 

maternal”. Proposto por SCHAPIRO; GELLER e EIDUSON (1962), nesse modelo se 

faz uma separação prolongada da genitora e a ninhada e tem como objetivo reduzir a 

quantidade de cuidado materno com a prole, modelando assim a negligência 

emocional e física (PRYCE; FELDON, 2003). As metodologias aplicadas são 

altamente variáveis, não apenas no tempo e duração da separação, mas também no 

que diz respeito à temperatura (quente ou fria), tipo de separação (genitora ou ninhada 

retirada da gaiola), ou isolamento (filhotes separados isoladamente ou toda a ninhada) 

(ABELAIRA; REUS; QUEVEDO, 2013; MACCARI; KRUGERS; MORLEY-FLETCHER 

et al., 2014).  

Similar à separação, a privação maternal consiste na remoção da genitora por 

um período mais curto, de 24h por uma única vez, e pode ser aplicada em diferentes 

momentos durante o desenvolvimento pós-natal (STANTON; GUTIERREZ; LEVINE, 

1988). Este modelo ganhou força na investigação dos efeitos de curto e longo prazo 

do estresse no início da vida quando muitas alterações fisiológicas foram observadas 

(MARCO; LLORENTE; LOPEZ-GALLARDO et al., 2015). A privação maternal por 24h 

promove, a curto prazo, a interrupção do cuidado maternal, que nos primeiros dias de 

vida é fator importante para manutenção da prole (KUHN; SCHANBERG, 1998).  
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Na privação maternal, o fator nutricional é afetado pois a prole não se alimenta 

durante o período de privação, promovendo uma hipoglicemia  (ELLENBROEK; 

COOLS, 2002). Outro fator estressante, que faz parte de alguns protocolos de 

privação maternal é a diminuição da temperatura corporal, uma vez que a prole nos 

primeiros dias de vida não tem termorregulação (MARCO; LLORENTE; LOPEZ-

GALLARDO et al., 2015). Essa diminuição na temperatura se associa a hipoglicemia 

e desencadeia a liberação de corticosterona, resultado da adaptação fisiológica para 

a sobrevivência da prole (KUHN; SCHANBERG, 1998; SUCHECKI; MOZAFFARIAN; 

GROSS et al., 1993; VAN OERS; DE KLOET; LEVINE, 1999).  

A privação maternal também pode alterar a expressão de receptores 

serotoninérgicos, no córtex e no hipocampo, dos animais submetidos a este protocolo. 

Observou-se que a privação maternal promoveu um aumento na expressão do gene 

do receptor de serotonina 5HT2A no córtex e do receptor 5HT1A na área CA1 do 

hipocampo em desenvolvimento (VÁZQUEZ; LÓPEZ; VAN HOERS et al., 2000). O 

tratamento prévio com desipramina, um antidepressivo tricíclico, evitou a regulação 

positiva induzida pela privação materna do receptor 5-HT 1B e a resposta 

adrenocortical aumentada observada nestes animais (VÁZQUEZ; ESKANDARI; 

ZIMMER et al., 2002). No entanto, estas alterações parecem estar relacionadas a 

cronologia da privação materna, e não a privação em si, uma vez que a alteração da 

expressão destes receptores é dependente do dia PN que o animal foi privado da 

genitora (LIMON-MORALES; SORIA-FREGOZO; ARTEAGA-SILVA et al., 2014; 

VÁZQUEZ; ESKANDARI; ZIMMER et al., 2002; VÁZQUEZ; LÓPEZ; VAN HOERS et 

al., 2000) 

A longo prazo, a privação maternal altera os parâmetros fisiológicos e 

comportamentais, como visto acima. No entanto, ainda não é claro o envolvimento 

destas alterações na resistência ao tratamento com antidepressivos (AKIL; GORDON; 

HEN et al., 2018; RUBERTO; JHA; MURROUGH, 2020; WILLNER; BELZUNG, 2015). 

Assim, o protocolo de estresse por “privação maternal” em ratos parece ser um 

“modelo animal de estresse perinatal” adequado para o presente estudo. O dia PN 

escolhido para se fazer a privação maternal foi o PN9 porque se observou que neste 

dia ocorre a maturação das conexões cerebrais entre córtex e hipocampo 

(JANETSIAN-FRITZ; TIMME; TIMM et al., 2018), que estão envolvidas com o efeito 

dos antidepressivos no cérebro como visto nos capítulos anteriores.  
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2. HIPÓTESE  

O estresse no início da vida pode alterar as respostas dos indivíduos adultos 

aos estressores, tornando-os resistentes aos efeitos do tratamento com fármacos 

antidepressivos, como a fluoxetina, quando comparados aos animais que não 

sofreram estresse. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL:  

Avaliar como a privação maternal pode modificar o comportamento de machos 

e fêmeas, criando um perfil de resistência ao tratamento com fluoxetina. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

- Padronizar os procedimentos de obtenção dos ratos usados no 

desenvolvimento do projeto.  

- Padronizar os testes comportamentais a serem usados no desenvolvimento 

do projeto.  

- Padronizar o protocolo de privação maternal usados no desenvolvimento do 

projeto.  

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

dois sexos na vida adulta.   

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

comportamento dos ratos adultos dos dois sexos.  

- Investigar o efeito da privação maternal sobre o comportamento das 

progenitoras.   
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

4.1.1. Condições de alojamento. 

Ratos Wistar, machos (genitores, n=18) e fêmeas (genitoras, n=26) 

provenientes do Biotério Central da UFSC, foram utilizados como progenitores (exceto 

experimento 1). Os ratos utilizados como progenitores chegaram ao laboratório com 

21 dias pós-natal (PN) e foram alocados ao biotério de acordo com o sexo, onde 

permaneceram até o início dos acasalamentos.  

Os ratos provenientes do acasalamento (n=80 machos e n=80 fêmeas) descrito 

no item 4.1.2, foram alocados ao biotério de acordo com o sexo, após desmame (21 

dias) onde permaneceram até o início dos testes comportamentais (100 dias±2). 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 fêmeas) seriam descartadas, sendo assim, foram reaproveitadas 

para este primeiro experimento.  

Todos os animais foram mantidos em área climatizada com temperatura de 21± 

2 graus Celsius com exaustão e acesso a água e ração ad libitum em ciclo 

claro/escuro de 12 h (luzes apagadas 6:00 h e ligadas às 18:00 h). Os animais foram 

divididos em grupos de 3-5 animais nas caixas-padrão (gaiolas plásticas, 50 x 30 x 10 

cm com o piso coberto de serragem) e permaneceram neste ambiente pelos dias 

anteriores ao início do teste e durante o experimento comportamental.  

A limpeza das caixas era realizada três vezes por semana, sempre nos 

mesmos dias e horários e pelo mesmo experimentador. Consistia na troca da 

maravalha e raspagem dos resíduos da caixa. A água era trocada, e a comida era 

conferida, três vezes por semana, ou quando necessário. A conferência de água e 

comida era realizada diariamente. A caixa era trocada a cada 15 dias para lavagem 

e, os animais eram realocados para caixas limpas originarias do laboratório de 

Neurobiologia do Comportamento (LabNeC – CCB – UFSC). Todos os procedimentos 

realizados no biotério, eram realizados seguindo os Procedimentos Operacionais 

Padrão, estabelecidos pelo laboratório.  Todos os protocolos e procedimentos 

experimentais em animais de laboratório foram previamente aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFSC – PP8080-2017.  
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4.1.2. Obtenção de proles 

Para a realização deste trabalho foram gerados 5 lotes de ratos machos e 

fêmeas da linhagem Wistar no biotério do laboratório de Neurobiologia do 

Comportamento. Para o acasalamento, foram utilizados ratos com idade entre 65 e 

80 dias, sendo as fêmeas 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- gestação; 4-nascimento e 5-desmame (Figura 2). O 

pareamento consistia na transferência dos animais para a sala de acasalamento onde 

as gaiolas eram “pareadas”, de modo que, as gaiolas das fêmeas 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 três fêmeas eram alocados em uma única caixa de 

acasalamento. Vinte e quatro horas após o acasalamento era examinada a presença 

de plug copulatório no lavado vaginal. As fêmeas que apresentavam o plug copulatório 

eram separadas em uma nova caixa e a data registrada como dia 1 da gestação. As 

fêmeas que não apresentavam o plug copulatório permaneciam na caixa de 

acasalamento.  

Para o primeiro lote de animais, o procedimento foi repetido durante 10 dias 

consecutivos e se o plug copulatório não fosse detectado até o 5º dia de acasalamento 

o macho era substituído por outro. Do segundo lote em diante, a partir de pequenos 

ajustes no protocolo de acasalamento, o tempo requerido para o aparecimento do plug 

copulatório foi inferior a 5 dias. Em todos os lotes, as fêmeas prenhas eram mantidas 

no biotério de fêmeas em caixas com 2-3 fêmeas, até o nono dia de gestação e, eram 

separadas para caixas individuais, a partir do décimo dia de gestação 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 fêmeas. Em todos os lotes, 

a genitora e a prole eram mantidas em área climatizada com temperatura de 21± 2 

graus Celsius com exaustão e acesso a água e ração ad libitum em ciclo claro/escuro 

de 12 h (luzes apagadas 6:00 h e ligadas às 18:00 h) até o desmame. 

Após 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 obtenção das proles podem ser encontradas em https://osf.io/hjre8/ 

(SUMAN, 2020). 

 

Figura 2: Protocolo de acasalamento 

 

4.1.3. Eutanásia 

Os animais adultos foram anestesiados com Uretana (35%, Sigma, U 2500) em 

uma sala próxima à sala de animais e distante do local de eutanásia (para evitar o 

contato olfativo com solvente ou sangue). Os animais adultos foram levados para a 

sala da perfusão sob nível profundo de anestesia (ausência completa de reflexos de 

endireitamento e pinçamento das patas) quando e onde os procedimentos foram 

realizados. Sob anestesia, a eutanásia foi realizada por dessangramento e perfusão 

intracardíaca com solução salina seguida de solução de formaldeído 4% para fixação 

ou, alternativamente, por decapitação por guilhotinagem para obtenção 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 decapitação 

usando uma tesoura cirúrgica.  
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4.2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

4.2.1. Privação maternal 

O protocolo utilizado na experiência 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 gestação até o dia do parto. Após o parto, 

a genitora e a prole permaneciam juntos até o nono dia PN. O protocolo de privação 

maternal era realizado por 24 horas a partir do nono até o décimo dia PN. Este 

momento para a privação maternal, entre o 9º e 10º dias PN, foi selecionado por ser 

a janela temporal quando ocorre a maturação das conexões córtex-hipocampo, objeto 

de interesse deste estudo (JANETSIAN-FRITZ; TIMME; TIMM et al., 2018; MARCO; 

LLORENTE; LOPEZ-GALLARDO et al., 2015). Durante o período de privação 

maternal, os filhotes permaneciam na caixa-casa e a genitora era retirada para outro 

biotério. A prole permanecia sob aquecimento constante durante o período de 

privação maternal. O aquecimento era feito utilizando uma de placa de calor 

posicionada abaixo da caixa. Ao final da sessão de privação 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 Farmacológicos 

O fármaco utilizado foi o Hidrocloreto de Fluoxetina (FLX) da marca Sigma 

(F3518) administrado por via oral, por ingestão espontânea (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 administração foi realizada de forma cega ao experimentador. Um segundo 

experimentador sorteava e fazia a codificação da solução que seria administrada aos 

animais. Somente após análise estatística, os tratamentos eram revelados. 

A FLX foi administrada por ingestão espontânea diariamente por 14 dias. O 

protocolo de ingestão espontânea 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 início do tratamento, a ingerir 

espontaneamente uma solução de sacarose 10%. O treinamento era realizado na sala 
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de experimentação onde o tratamento seria posteriormente administrado. Os animais 

eram apresentados pela grade da caixa-viveiro a uma seringa, contendo 1mL da 

solução. O treinamento diário só terminaria quando o animal bebe-se todo o volume 

da seringa. No dia do início do tratamento a FLX era diluída na solução 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 forçado 1h após a primeira dose, no teste de alimentação 

suprimida pela novidade, 1h após a sétima dose e no teste de preferência pela 

sacarose após 14 administrações. No experimento 4, para avaliação dos efeitos 

crônicos da FLX, os ratos receberam 15 doses de fluoxetina antes de serem testados 

em um teste adicional do nado forçado que ocorreu após o término da “bateria de 

testes”. 

 

4.2.3 Teste do nado forçado  

O teste do nado forçado (TNF) em ratos consistiu na inserção do animal à uma 

cuba cilíndrica com coluna de água suficiente para que o animal não encoste as patas 

e a cauda no fundo da cuba durante uma sessão de pré-teste e outra de teste (DETKE; 

RICKELS; LUCKI, 1995). O pré-teste consiste em uma exposição à situação 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 sessão de pré-teste, quanto a de teste, foram gravadas por uma 

câmera posicionada acima da cuba para posterior análise dos comportamentos, pelo 

software EthoWatcher (CRISPIM JUNIOR; PEDERIVA; BOSE et al., 2012). Todos os 

vídeos eram codificados para que o analisador não soubesse qual era o fármaco ou 

se havia passado por protocolo de privação maternal, e os seguintes comportamentos 

eram quantificados: 

- Imobilidade: Determinada pela ausência de movimentos exceto pequenos e 

ocasionais movimentos, provavelmente necessários para a manutenção da cabeça 

fora da água. O corpo do animal pode se deslocar pelo cilindro em razão do 

movimento da água ou pela própria inércia.  

- Escalada: O dorso do animal se encontra perpendicular à linha da água e os 

membros anteriores apresentam movimentos sincrônicos ou alternados ao longo do 
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eixo longitudinal do corpo, podendo, ou não, estar em contato com as extremidades 

do cilindro. 

- Nado: Determinado pelo movimento horizontal das patas dianteiras do animal 

gerando deslocamento do corpo pela superfície da água. O corpo do animal pode 

deslocar-se ao longo do eixo longitudinal (direita ou esquerda), adiante (focinho) ou 

para trás (cauda).  

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

água.  

Se no experimento houvesse tratamento farmacológico (Experimentos 3 e 4), 

o fármaco seria administrado 1 hora antes da sessão teste. Em todas as sessões a 

altura da coluna (50cm) e a temperatura da água (25°C±1) foram controladas. Ao 

término da sessão, o animal era cuidadosamente seco com pano seco e macio, e 

retornava para a gaiola-viveiro onde, após 7 dias, era realizado o teste subsequente.  

Todos os comportamentos foram avaliados, mas somente o tempo de 

imobilidade será apresentado. Os dados brutos estão disponíveis em 

https://osf.io/hjre8/ 

4.2.4. Alimentação suprimida pela novidade 

O teste de alimentação suprimida pela novidade (ASN) em ratos consistiu na 

inserção do rato em uma arena, onde o animal nunca esteve previamente. No teste 

se quantifica a latência (s) para o rato se aproximar e comer a ração em um ambiente 

novo e potencialmente perigoso, depois de um período de privação de alimento 

(24horas) (BLASCO-SERRA; GONZALEZ-SOLER; CERVERA-FERRI et al., 2017). A 

latência para começar a comer (definido como o rato sentado e mordendo o pellet com 

o uso das patas dianteiras) foi registrada por um período de 5 minutos, podendo ser 

estendida até 10 minutos, caso o animal não comesse nos 5 minutos iniciais 

(SANTARELLI; SAXE; GROSS et al., 2003). O alimento dos ratos era retirado da caixa 

viveiro 24 horas antes da sessão teste. 

No momento do teste, um único pellet de ração era colocado no centro da arena 

de teste e o 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 experimentação e a iluminação e os ruídos eram controlados para todos 

os animais. A temperatura nesta sala era de 21± 2 graus Celsius. Todos os vídeos 

eram codificados para que o analisador não soubesse qual era o fármaco ou se havia 



38 
 

passado por protocolo de privação maternal. O teste foi gravado por uma câmera 

posicionada acima da arena, e uma câmera posicionada à frente da arena para 

posterior análise dos comportamentos, pelo software EthoWatcher (CRISPIM 

JUNIOR; PEDERIVA; BOSE et al., 2012). 

4.4.5. Preferência pela sacarose 

O teste de preferência pela sacarose (PS) em ratos consistiu na quantificação 

do volume de sacarose consumido em relação ao volume de água consumido em um 

período de 24 horas.  Durante o teste PS os ratos foram acondicionados pelo período 

de 24 horas em caixas individuais, contendo duas garrafas, uma com 300mL de água 

e outra com 300mL de solução contendo 2% de sacarose (BRENES; FORNAGUERA, 

2009; TAKATSU-COLEMAN; PATTI; ZANIN et al., 2013). Para prevenir um possível 

efeito de preferência por algum dos lados da caixa, as garrafas foram invertidas após 

um período de 12 horas.  

O consumo de sacarose foi calculado como a porcentagem de consumo da 

solução de sacarose em relação ao total de líquido consumido (água + sacarose) 

(BRENES; FORNAGUERA, 2009). Para a quantificação do consumo da sacarose, foi 

utilizada a mesma vidraria calibrada, para todos os experimentos. Neste experimento 

não houve a realização da gravação do teste.  

 

4.3. DESENHO EXPERIMENTAL 

4.3.1. Experimento 1 – Padronização do protocolo dos testes comportamentais 

O objetivo deste estudo piloto foi padronizar as condições 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 necessários para se investigar o efeito das diferentes 

intervenções do estudo sobre o comportamento dos ratos. Para tanto, planejou-se 

comparar os resultados obtidos em estudos no quais os ratos foram submetidos a uma 

“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 crônico com 
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FLX já pensando no andamento do projeto. Assim, os ratos machos ou fêmeas foram 

alocados em quatro grupos experimentais:  

- Grupo “bateria de testes” (BT): todos os animais foram avaliados nos seguintes 

testes comportamentais aplicados na seguinte ordem: nado forçado (TNF), 

alimentação suprimida pela novidade (ASN) e preferência 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 não 

passaram por nenhum tratamento farmacológico ou estresse prévio.  

 

Figura 3: Desenho Experimental do Experimento 1 

 

 

4.3.2. Experimento 2 – Padronização do protocolo de privação maternal 

O objetivo deste experimento foi padronizar as condições dos procedimentos 

de “privação maternal” além de investigar quais parâmetros dos testes 

comportamentais são afetados por este estresse. Avaliamos então, se a resposta à 

privação maternal, poderia ser diferente em ratos machos e fêmeas. 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 fêmeas foram alocados em dois grupos 

experimentais:  



40 
 

- Grupo controle (não privados, NP): todos os ratos foram mantidos em condições 

padrão de criação da prole.  

- Grupo privação maternal (privados, P): todos os ratos passaram pelo processo de 

privação maternal como descrito no item 4.2.1.  

Para esse experimento, os animais foram obtidos por criação própria (descritos 

no item 4.1.2). O protocolo de privação maternal realizado está 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 condições padrão até o próximo teste 

comportamental. Nesse experimento, os animais não passaram por nenhum tipo de 

tratamento farmacológico. 

 

Figura 4: Desenho Experimental do Experimento 2 

 

4.3.3. Experimento 3 - Estudo do efeito do tratamento com FLX 2,5 mg/kg sobre os 

comportamentos dos ratos machos e fêmeas, privados ou não das progenitoras no 

início da vida. 

O objetivo deste experimento foi avaliar os animais que passaram pelo 

protocolo de privação 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 não passaram por 
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nenhum tipo de estresse. A privação maternal foi feita de acordo com a padronização 

feita no experimento 2. A avaliação do comportamento foi feita com a “bateria de 

testes” padronizada no experimento 1. Além disso, buscamos investigar se o 

tratamento com o fármaco poderia reverter as consequências da privação materna 

sobre o comportamento dos animais. O tratamento com a FLX 2,5 mg/kg foi por via 

oral foi diária, sempre no mesmo horário, e sendo feito por um experimentador 

treinado (ver descrição detalhada no item 4.2.2). O desenho experimental é descrito 

na Figura 5. 

Assim, os ratos machos ou fêmeas foram alocados em quatro grupos 

experimentais:  

- Grupo controle NP (não privados, NP e não tratados, NT): todos os ratos foram 

mantidos em condições padrão de criação da prole e não receberam o tratamento 

farmacológico.  

- Grupo controle P (privados, P e não tratados, NT): todos os ratos passaram 

pelo processo de privação maternal como descrito no item 4.2.1 e não receberam o 

tratamento farmacológico.  

- Grupo tratado NP (não privados, NP e tratados, FLX): todos os ratos foram 

mantidos em condições padrão de criação da prole e receberam o tratamento 

farmacológico.  

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

em condições padrão de criação da prole e receberam o tratamento farmacológico.  
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Figura 5: Desenho experimental do Experimento 3 

 

4.3.4. Experimento 4 – Estudo do efeito do tratamento com FLX 10 mg/kg sobre os 

comportamentos dos ratos machos e fêmeas, privados ou não das progenitoras no 

início da vida. 

O objetivo deste experimento foi avaliar os animais que passaram pelo 

protocolo de privação maternal (4.2.1) e qual a resposta ao tratamento com FLX 10 

mg/kg na “bateria de testes”, comparando-os com animais que não passaram por 

nenhum tipo de estresse. A privação maternal foi feita de acordo com a padronização 

feita no experimento 2. A avaliação do comportamento foi feita com a “bateria de 

testes” padronizada no experimento 1. Além disso, buscamos investigar se o 

tratamento com o fármaco poderia reverter as consequências da privação materna 

sobre o comportamento dos animais. O tratamento com a FLX 10 mg/kg foi por via 

oral foi diária, sempre no mesmo horário, e sendo feito por um experimentador 

treinado (ver descrição detalhada no item 4.2.2). O desenho experimental é descrito 

na Figura 6. Neste experimento foi realizada uma segunda sessão de TNF, 15 dias 

após o início do tratamento para avaliação do efeito crônico da FLX. 

Assim, os ratos machos ou fêmeas foram alocados em quatro grupos 

experimentais:  

- Grupo controle NP (não privados, NP e não tratados, NT): todos os ratos foram 

mantidos em condições padrão de criação da prole e não receberam o tratamento 

farmacológico.  

- Grupo controle P (privados, P e não tratados, NT): todos os ratos passaram 

pelo processo de privação maternal como descrito no item 4.2.1 e não receberam o 

tratamento farmacológico.  
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- Grupo tratado NP (não privados, NP e tratados, FLX): todos os ratos foram 

mantidos em condições padrão de criação da prole e receberam o tratamento 

farmacológico.  

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

em condições padrão de criação da prole e receberam o tratamento farmacológico.  

 

Figura 6: Desenho experimental do Experimento 4 

 

4.3.5. Experimento 5 – Estudo do efeito da privação maternal sobre o comportamento 

das progenitoras: comparação com os genitores. 

O objetivo deste experimento foi avaliar a influência da privação maternal, sobre 

o comportamento das ratas progenitoras. O protocolo comportamental utilizado sobre 

os genitores, ratos machos ou fêmeas consistiu na bateria de testes descrita a seguir. 

Sete dias após a retirada de prole, os genitores foram submetidos ao TNF, seguido 

pelo ASN 7 dias após e o PS 14 dias após. A influência do protocolo de privação 

maternal nas genitoras foi avaliada nas fêmeas que foram submetidas ao protocolo 

de privação maternal. Para fins de comparação, as fêmeas que foram mantidas em 

condições normais de criação foram submetidas a mesma bateria de testes. Fêmeas 

e machos foram testados nos mesmos dias e com idade próxima à da prole 1, 

totalizando 14 dias de experimento. Embora tenha sido intitulado “Experimento 5”, 

estes procedimentos foram realizados durante o curso dos experimentos 2 – 4.  

Assim, os ratos machos ou fêmeas foram alocados em três grupos 

experimentais:  

- Grupo de genitores machos: todos os ratos foram mantidos em condições 

padrão de biotério e passaram por experiência de cópula.  
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- Grupo fêmeas (não privadas, NP): todos as ratas foram mantidas em 

condições padrão de biotério e passaram por experiência de cópula, gestação, parto, 

amamentação. 

- Grupo fêmeas (privadas, P): todos as ratas foram mantidas em condições 

padrão de biotério e passaram por experiência de cópula, gestação, parto, 

amamentação e separação maternal. 

4.3.6. Medidas para reduzir vieses experimentais  

Os ratos foram alocados para cada grupo experimental por sorteio usando um 

gerador de números aleatórios (random.org), i.e., aleatoriamente. Os tratamentos, a 

coleta e análise dos dados foram feitos de forma “cega”, ou seja, o experimentador 

não sabia quais eram os grupos experimentais e qual era o tratamento. Uma única 

pessoa, que não fosse o experimentador, realizava o sorteio e aleatorização e tinha 

acesso aos tratamentos (MACLEOD; LAWSON MCLEAN; KYRIAKOPOULOU et al., 

2015; MUNAFÒ; NOSEK; BISHOP et al., 2017). Os grupos experimentais e 

tratamentos só foram revelados após análise estatística. Todos os protocolos 

experimentais utilizaram ratos machos e fêmeas de acordo com as diretrizes do NIH 

(CLAYTON; COLLINS, 2014). O número de animais utilizados foi estimado após 

experimento piloto considerando o poder de efeito de 80% e erro do tipo I de 0,05 

(BUTTON; IOANNIDIS; MOKRYSZ et al., 2013).  
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4.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados das análises descritivas, normalidade e variância foram analisados 

no software Statistica®. Os tamanhos de efeito foram calculados através de linguagem 

de programação R (R CORE TEAM, 2019), com o uso do software livre RSTUDIO, 

utilizando o pacote Meta (SCHWARZER, 2007). Todos os gráficos foram construídos 

no software Graphpad Prism 7®. 

A análise estatística foi definida a priori, baseada no desenho experimental 

traçado no projeto da tese. Para estimar o número de animais utilizados, realizamos 

o cálculo do poder e tamanho da amostra, considerando o poder de efeito de 80% e 

erro do tipo I de 0,05. 

 Todos os dados passaram pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov 

e a determinação de homogeneidade de variância 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 inferência do 

efeito do tratamento crônico de FLX no TNF. O experimento 5 foi analisado por um 

teste t de student. A análise post hoc utilizada foi o teste de Duncan para todos os 

experimentos. 

Os tamanhos de efeito dos fatores da ANOVA foram estimados pelo cálculo do 

partial eta squared (η2) (LAKENS, 2013). COHEN (1988) define os tamanhos de efeito 

como pequenos (η2 = 0,01), médios (η2 = 0,06) e grandes (η2 = 0,14). 

Para cada experimento, a diferença média normalizada (Hedge’s g) foi 

calculada para estimar o tamanho do efeito (Effect Size ou g) de cada intervenção 

(experimento 1: bateria de testes; experimento 2: privação 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 confiança de 95% (IC 95%) é sobressalente ao 

efeito nulo, e "inconclusivo" quando o IC 95% se sobrepõe ao efeito nulo 

(NAKAGAWA; CUTHILL, 2007). 

5. RESULTADOS  

 Os dados de todos os experimentos, serão apresentados na forma de média ± 

erro padrão média (média ± EPM), e de tamanho do efeito (Partial eta squared ou 

Hedges’g ± IC 95%) para todos os experimentos. As diferenças estatísticas das 

condições experimentais serão representadas por um asterisco (*), enquanto, as 

diferenças sexuais serão representadas por uma cerquilha (#). As análises estatísticas 

foram descritas no item 4.4.  

5.1. EXPERIMENTO 1 – PADRONIZAÇÃO DO PROTOCOLO DOS TESTES 

COMPORTAMENTAIS 

Neste experimento, analisou-se a influência do tipo de protocolo de testes 

comportamentais sobre o comportamento dos ratos. Dois tipos de protocolos foram 

aplicados sobre ratos machos ou fêmeas: 1-bateria de testes, 2- testes 

independentes. Para avaliação da influência dos fatores “sexo” (machos ou fêmeas), 

e “tipo de protocolo” (bateria de testes ou testes independentes), ou interação 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 específico). De forma geral, a influência do “sexo” e 

do “tipo de protocolo” sobre o comportamento dos ratos variou em magnitude e 

significância 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 fêmeas do grupo 

“bateria de testes” (média ± EPM: 85,74 ± 13,73). Apesar das variações nas médias 

de tempo de imobilidade no TNF entre os grupos de ratos, os efeitos dos fatores 

“sexo”, “tipo de protocolo” e a interação entre eles variaram de pequeno a médio e 
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foram inconclusivos (Tabela 1).  Em virtude da ausência de significância estatística da 

interação entre os fatores não há análise post hoc. 

Tabela 1: Resultados da ANOVA duas vias do TNF 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 2048  1;28 2048  1,04  0,316  0,037  

Tipo de protocolo (bateria ou 
teste independentes) 

2349  1;28 2349  1,20  0,284  0,042  

Interação entres os fatores 
“Tipo de protocolo” e “Sexo” 

5614  1;28 5614  2,86  0,102  0,096  

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial 

 

No ASN (Figura 7B), a latência para alimentação 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 latências das fêmeas 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 análise estatística revela que o efeito do fator sexo sobre as 

latências para alimentação dos ratos foi grande e significante (Tabela 2). Em 

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

pequenos e inconclusivos (Tabela 2). Em virtude da ausência de significância 

estatística da interação entre os fatores não há análise post hoc. 
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Tabela 2: Resultados da ANOVA duas vias da ASN 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

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

Tipo de protocolo (bateria ou 
teste independentes) 

1830  1;28 1830  0,410  0,527  0,014  

Interação entres os fatores 
“Tipo de protocolo” e “Sexo” 

1035  1;28 1035  0,232  0,634  0,008  

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial; # = efeito significante do fator sexo. 

 

No PS (Figura 7C), a preferência 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 fêmeas, as preferências 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 análise estatística confirma efeito grande e significante do 

fator sexo sobre a preferência por sacarose dos ratos (Tabela 3). Os efeitos do “tipo 

do protocolo” ou a interação entre fatores sobre a preferência por sacarose dos ratos 

foram pequenos e não-significantes (Tabela 3). Em virtude da ausência de 

significância estatística da interação entre os fatores não há análise post hoc. 

 

Tabela 3: Resultados da ANOVA duas vias da PS 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

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

Tipo de protocolo (bateria ou 
teste independentes) 

367 1;28 367 1,768 0,194 0,059 

Interação entres os fatores 
“Tipo de protocolo” e “Sexo” 

117 1;28 117 0,564 0,459 0,020 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial. # = efeito significante do fator sexo. 
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Além dos testes de significância estatística também se avaliou a relevância dos 

efeitos pela análise da direção (positiva ou negativa) e tamanho (muito pequeno, 

pequeno, médio, grande ou muito grande, de acordo com SAWILOWSKY, 2009) do 

efeito de cada intervenção específica. Neste experimento 1, estimou-se para cada 

grupo de ratos (machos ou fêmeas) 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 cálculo de Hedges'g +/- IC 95%, no qual as medidas dos 

“testes independentes” foram subtraídas das medidas das “baterias de testes” (para 

mais detalhes veja a sessão de Análise estatística). Portanto, os valores 

de Hedges’g negativos representam valores mais baixos dos desfechos na “bateria 

de testes” do que nos “testes independentes”. A interpretação é oposta no caso de 

valores de Hedges’g positivos. Valores de Hedges’g nulos representam ausência de 

diferença entre os “tipos de protocolo”. O tamanho de efeito do “tipo de protocolo” foi 

grande e negativo nos machos, e pequeno e positivo nas fêmeas 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 fêmeas. No PS, o tamanho de efeito do “tipo 

de protocolo” foi positivo em machos e fêmeas, porém, médio nos machos e pequeno 

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

Sexo  Protocolo  Teste  Hedges’ 
g  

Tamanho do 
efeito   

IC 95%  

M  BT x TI  TNF  -0,8680  grande  [-1,9074; 0,1714]  

F  BT x TI  TNF  0,2295  pequeno  [-0,7548; 1,2137]  

M  BT x TI  ASN  0,3339  pequeno  [-0,6551; 1,3229]    

F  BT x TI  ASN  0,0617  muito pequeno  [-0,9186; 1,0420]   

M  BT x TI  PS  0,5461  médio  [-0,4578; 1,5500]  

F  BT x TI  PS  0,3163  pequeno  [-0,6718; 1,3044]  

Abreviaturas:  ASN = Alimentação suprimida pela novidade; BT = Bateria de testes; F= fêmeas 
(ratas); IC 95%= intervalo de confiança 95%; M= machos (ratos); PS = Preferência pela sacarose; TI= 

testes independentes; TNF = Teste do nado forçado. 
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Figura 7: Tempo de imobilidade no TNF, latência 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 forçado (TNF). B- Latência 
para comer em segundos (s) no teste de alimentação suprimida pela novidade (ASN). C- 

Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferência 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 influência da privação maternal sobre o 

comportamento dos ratos adultos. As duas condições aplicadas sobre ratos machos 

ou fêmeas foram: 1-condições controle, sem privação maternal ou “não privados”; 2- 

com privação maternal ou “privados”. Para avaliação da influência dos fatores “sexo” 

(machos ou fêmeas) e “condição experimental” (sem ou com privação maternal), ou a 

interação 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 condição experimental) univariada (teste comportamental específico). De 

forma geral, a influência do “sexo” e da “condição experimental” sobre o 

comportamento dos ratos variou em magnitude e significância 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 “não privados” (NP): 75,51 ± 14,05; fêmeas do grupo 

“não privadas” (NP): 99,18 ± 17,20; fêmeas do grupo “privadas” (P): 59,67 ± 10,04). A 

análise estatística revelou que os efeitos do fator sexo (Tabela 5) e da interação entre 

os fatores “sexo” e “condição experimental” (Tabela 5) foram grandes e 

estatisticamente significantes. A análise post hoc indicou diferenças significantes entre 

os machos do grupo “privados” (P) e as fêmeas do mesmo grupo (post-hoc MS = 

1180,9, df = 27, p=0,02), e os machos do grupo “não privados” (NP) (post-hoc MS = 

1180,9, df = 27, p=0,001). O tempo de imobilidade das fêmeas do grupo “privadas” 

(P), também diferiu significantemente das fêmeas do grupo “não privadas” (NP) (post-

hoc MS = 1180,9, df = 27, p=0,01). O fator “condição 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 (níveis) SS df MS F p η²p 

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

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

604 1; 28 604 0,511 0,481 0,019 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

25605 1; 28 25605 21,682 < ,001* 0,445 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial. # = efeito significante do fator sexo. * efeito significante da interação entre 

os fatores 

 

Para o ASN (Figura 8B), machos do grupo “não privado” (NP) apresentaram 

latência maior (média ± EPM: 300 ± 0,0) do que machos do grupo “privado” (P) (média 

± EPM: 288 ± 11,34). A latência para alimentação das fêmeas “não privadas” (NP), foi 

menor (média ± EPM: 260 ± 24,49) do que a latência das fêmeas do grupo que passou 

pela privação maternal (P) (média ± EPM: 268,25 ± 31,75). A análise estatística 

mostrou que o efeito do fator “sexo” foi médio e não afetou a latência para alimentação 

dos ratos. Os fatores “condição experimental” ou a interação entre fatores apresentam 

efeitos pequenos e não afetaram a latência para alimentação dos ratos (Tabela 6). Em 

virtude da ausência de significância estatística da interação entre os fatores não há 

análise post hoc. 

Tabela 6: Resultados da ANOVA duas vias do ASN 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

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

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

34,0 1; 28 34,0 0,0365 0,850 0,001 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

175,8 1; 28 175,8 0,1886 0,667 0,007 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial 
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Para o PS (Figura 8C), os machos “não privados” (NP) apresentaram 

preferência semelhante (média ± EPM: 91,72 ± 3,30) ao grupo de machos “privados” 

(P) (média ± EPM: 92,60 ± 2,99). Em relação às fêmeas, quando “não privadas” (NP), 

as ratas apresentaram preferência menor (média ± EPM: 95,81 ± 0,65) do que quando 

submetidas ao protocolo de privação maternal (P) (média ± EPM: 97,60 ± 1,04). A 

análise estatística revela que o efeito dos fatores “sexo”, fator “condição experimental” 

ou a interação entre eles foi de pequeno a médio e não alterou a preferência por 

sacarose dos ratos. Os valores das análises estão descritos na tabela 7. Em virtude 

da ausência de significância estatística da interação entre os fatores não há análise 

post hoc. 

Tabela 7: Resultados da ANOVA duas vias da PS 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 444,1 1; 28 444,1 3,168 0,086 0,102 

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

22,7 1; 28 22,7 0,162 0,691 0,006 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

560,6 1; 28 560,6 3,999 0,055 0,125 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial 

 

Calculamos o tamanho do efeito da "condição experimental" (i.e privados x não 

privados) sobre os desfechos dos testes comportamentais, como descrito no item 

4.4.1. A métrica do tamanho de efeito foi o cálculo de Hedges'g +/- IC 95%, no qual 

as medidas dos “privados” foram subtraídas das medidas das “não privados” (para 

mais detalhes veja a sessão de Análise estatística). Portanto, os valores de Hedges’g 

negativos, representam valores mais baixos dos desfechos na condição experimental 

“privados” do que “não privados” e a interpretação é oposta no caso de valores 

positivos. Valores de Hedges’g nulos representam ausência de diferença entre os 

tipos de “condição experimental”. O tamanho do efeito da condição experimental foi 

muito grande e positivo nos machos, e muito grande e negativo para fêmeas 

submetidas ao TNF. No ASN, o tamanho de efeito da condição experimental foi nulo 

nos machos e muito pequeno e positivo nas fêmeas. No PS, a condição experimental 

tem efeito médio e negativo nos machos, e grande e positivo nas fêmeas. Os valores 

são descritos na tabela 8.  
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Tabela 8: Tamanho de efeito por grupo experimental  
 

Sexo  Protocolo  Teste  Hedges’ 
g  

Tamanho do 
efeito   

IC 95%  

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 = Alimentação suprimida pela novidade; F= fêmeas (ratas); IC 95%= intervalo de 
confiança 95%; M= machos (ratos); NP = Não privados; P = Privados; PS = Preferência pela 

sacarose; TNF = Teste do nado forçado.  
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Figura 8: Tempo de imobilidade no TNF, latência 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 forçado (TNF). B- Latência 
para comer em segundos (s) no teste de alimentação suprimida pela novidade (ASN). C- 

Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferência pela sacarose (PS). Barras 
representam média ± EPM dos grupos não privados (brancas) ou privados (cinza); n=8/grupo. * = 

denota o efeito significante da privação # = 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 influência da privação maternal sobre o 

comportamento dos ratos adultos e a resposta ao tratamento com fluoxetina (FLX) 2,5 

mg/kg nos comportamentos dos animais. As condições aplicadas sobre ratos machos 

ou fêmeas foram: 1-condições controle, sem privação maternal não tratados; 2- 

condições controle, sem privação maternal tratados; 3- com privação maternal não 

tratados; 4- com privação maternal tratados. Para avaliação da influência dos fatores 

“sexo” (machos ou fêmeas), “condição experimental” (sem ou com privação maternal) 

e tratamento (não tratados e tratados), ou a interação entre os fatores sobre o 

comportamento dos ratos em cada teste comportamental (TNF ou ASN ou PS) 

escolheu-se a ANOVA de três vias (fatores: sexo, condição experimental e tratamento) 

univariada (teste comportamental específico). De forma geral, a influência do “sexo”, 

“condição experimental” e do “tratamento” sobre o comportamento dos ratos variou 

em magnitude e significância entre os testes comportamentais.  

Para o TNF (Figura 9A), o tempo de imobilidade dos machos, da condição 

experimental “não privados” (NP), tratados com FLX 2,5 mg/kg, foi menor (média ± 

EPM: 109,24 ± 17,84) do que os ratos que receberam veículo (VEI) (média ± EPM: 

143, 17 ± 11,37). Nos machos da condição 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 

fêmeas da condição experimental “não privadas” (NP), que foram tratadas com FLX, 

apresentaram maior tempo de imobilidade (média ± EPM: 102,18 ± 18,49) do que as 

fêmeas que receberam VEI (média ± EPM: 97,45 ± 21,47). As fêmeas da condição 

experimental “privadas” (P), que foram tratadas com FLX, apresentaram redução do 

tempo de imobilidade (média ± EPM: 79,38 ± 14,19) em relação às fêmeas do mesmo 

grupo que receberam VEI (média ± EPM: 150,37 ± 11,18).  

A análise estatística revelou que a interação entre os fatores “sexo”, “condição 

experimental” e “tratamento”, teve efeito médio e foi estatisticamente significante 

(Tabela 9). Os machos “privados” (P), tratados com FLX, são estatisticamente 

diferentes das fêmeas “privadas” (P) tratadas com FLX (post-hoc; MS = 1761,5, df = 

49,000, p=0,01). Ainda, há diferença no tratamento entre fêmeas “privadas” e “não 

privadas” (post-hoc; MS = 1761,5, df = 49,000, p= 0,007). O fator “sexo” apresenta 

efeito médio e diferença estatisticamente significante (Tabela 9), onde machos 
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“privados” são diferentes de fêmeas “privadas”. Os demais fatores e as interações 

entre fatores não apresentaram diferenças significantes e os valores são 

apresentados na tabela 9. 

Tabela 9: Resultados da ANOVA três vias do TNF 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 83421 1; 49 8342,1 4,7844 0,034# 0,089 

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

22999 1; 49 2299,9 1,3190 0,256 0,026 

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

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “tratamento” 

815,4 1; 49 815,4 0,4677 0,497 0,009 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“sexo” 

1704,9 1; 49 1704,9 0,9778 0,328 0,020 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

31,9 1; 49 31,9 0,0183 0,893 0,000 

Interação entre os fatores 
“Tratamento”, “Condição 
experimental” e “Sexo” 

12618,9 1; 49 12618,9 7,2373 0,010* 0,129 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; η²p= eta 
quadrado parcial. CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante do fator sexo. * efeito 

significante da interação entre os fatores 
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No ASN (Figura 9B), os machos “não privados” (NP), tratados com VEI, 

apresentaram menor latência (média ± EPM:  281,25 ± 14,51) do que os machos 

“privados” (P) tratados com VEI (média ± EPM:  292,25 ± 7,06). Os machos “não 

privados” (NP) tratados com FLX, apresentaram menor latência (média ± EPM: 273,42 

± 19,05) do que os machos “privados” (P) tratados com FLX (média ± EPM: 279,75 ± 

13,41). As fêmeas do grupo que não foi submetido a privação maternal (NP), tratadas 

com FLX, apresentaram menor latência (média ± EPM: 269 ± 18,34) em relação às 

fêmeas “não privadas” (NP) tratadas com VEI (média ± EPM: 287,50 ± 6,12). As 

fêmeas do grupo “privadas” (P) tratadas com FLX, apresentaram maior tempo de 

latência (média ± EPM: 293,12 ± 9,72) em relação às fêmeas “privadas” (P) tratadas 

com VEI (média ± EPM: 277,5 ± 16,14). A análise estatística mostra que não houve 

diferenças significativas entres os fatores. Os valores são apresentados na tabela 10.  

Tabela 10: Resultados da ANOVA três vias do ASN 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 45,3 1; 49 45,3 0,03226 0,858 0,001 

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

1239,8 1; 49 1239,8 0,88387 0,352 0,018 

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

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “tratamento” 

1113,7 1; 49 1113,7 0,79402 0,377 0,016 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“sexo” 

499,4 1; 49 499,4 0,35603 0,553 0,007 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

11,4 1; 49 11,4 0,00814 0,928 0,000 

Interação entre os fatores 
“Tratamento”, “Condição 
experimental” e “Sexo” 

1761,5 1; 49 1761,5 1,25583 0,268 0,025 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial; CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina. 
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No PS (Figura 9C), os ratos tratados com FLX apresentam maior preferência, 

tanto em machos “privados” (P) (média ± EPM: 81,82% ± 4,29), quanto “não privados” 

(NP) (média ± EPM: 81,04% ± 4,69), em relação aos animais que receberam VEI, 

respectivamente. (P: média ± EPM: 75,96% ± 7,66; NP: média ± EPM: 70,96% ± 7,82). 

As fêmeas que foram tratadas com FLX do grupo “não privadas” (NP) apresentaram 

maior preferência (média ± EPM: 89,31% ± 3,24), do que as fêmeas “não privadas” 

que receberam VEI (média ± EPM: 83,12% ± 5,8324). Em relação às fêmeas que 

passaram por “privação” (P) e foram tratadas com FLX, a preferência foi menor (média 

± EPM: 94,80% ± 1,22:) do que as fêmeas “privadas”, tratadas com FLX (média ± 

EPM: 96,29% ± 1,22).  

A análise estatística mostrou que o fator “sexo” apresentou efeito grande e foi 

estatisticamente significante. Machos do grupo “não privados” (NP), que receberam 

VEI, têm menor preferência a sacarose que fêmeas NP, que receberam VEI e são 

estatisticamente diferentes (post-hoc, MS = 216,70, df = 49, p=0,04). Machos 

“privados” (P), que receberam VEI, apresentam menor porcentagem de preferência 

em relação às fêmeas “privadas” (P), sendo estatisticamente diferentes (post-hoc, MS 

= 216,70, df = 49, p=0,007). Os demais fatores não apresentaram diferenças 

estatísticas e são apresentados na tabela 11. 
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Tabela 11: Resultados da ANOVA três vias do PS 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 2468,457 1; 49 2468,457 11,391 0,001# 0,189 

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

517,889 1; 49 517,889 2,38989 0,129 0,047 

Tratamento (CTRL x FLX) 61,969 1; 49 61,969 0,28597 0,595 0,006 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “tratamento” 

0,538 1; 49 0,538 0,00248 0,960 0,000 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“sexo” 

458,431 1; 49 458,431 2,11551 0,152 0,041 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

147,054 1; 49 147,054 0,67861 0,414 0,014 

Interação entre os fatores 
“Tratamento”, “Condição 
experimental” e “Sexo” 

72,165 1; 49 72,165 0,33302 0,567 0,007 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média 
dos quadrados; η²p= eta quadrado parcial; CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante 

do fator sexo  
  



62 
 

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 são apresentados como tamanho de efeito (Hedges’g) e intervalo de confiança 

95%. Os valores de Hedges’g negativos representam valores mais baixos dos 

desfechos no grupo experimental “tratado” do que nos “não tratados”, e a 

interpretação é oposta no caso de valores positivos. Valores de Hedges’g nulos 

representam ausência de diferença entre o tratamento. Os valores estão descritos na 

tabela 12.  

No TNF, no grupo de ratos machos “não 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 fêmeas “não privadas” 

(NP) o tamanho de efeito da fluoxetina foi muito pequeno e positivo. Nas fêmeas 

“privadas” (P), o tamanho de efeito da fluoxetina, foi enorme e negativo. No ASN, nos 

machos do grupo de animais “não 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 fêmeas “não privadas” (NP), o 

tamanho de efeito da fluoxetina foi médio e negativo. Nas fêmeas do grupo que passou 

pela “privação” (P), o tamanho de efeito da fluoxetina foi pequeno e positivo. No PS, 

nos machos “não privados” (NP), o tamanho de efeito da fluoxetina foi médio e 

positivo. Nos machos do grupo “privação” (P), o tamanho de efeito da fluoxetina foi 

pequeno e positivo. Nas fêmeas do grupo “não privadas” (NP) o tamanho de efeito da 

fluoxetina foi muito pequeno e negativo. Nas fêmeas 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 Condição 
experimental 

Tratamento Teste Hedges 
g 

Tamanho 
de efeito 

Intervalo 
de 

confiança 

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

1,2893] 

M Não 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 Não privado FLX x VEI TNF 0,0822 Muito 

pequeno 

[0,9328; 

1,0971] 

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

0,6026] 

M Não privado FLX x VEI ASN -0,1609 Muito 

pequeno 

[1,1429; 

0,8212] 

F Privado FLX x VEI ASN 0,4209 Pequeno [-0,5734; 

1,4152] 

F Não 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 Não privado FLX x VEI PS 0,5318 Médio [-0,4709; 

1,5345] 

F Privado FLX x VEI PS -0,0460 Muito 

pequeno 

[0,9847; 

0,9753] 

F Não privado FLX x VEI PS -0,0856 Muito 

pequeno 

[1,0193; 

1,0094] 

Abreviaturas:  ASN = Alimentação suprimida pela novidade; F= fêmeas (ratas); FLX = Fluoxetina; IC 

95%= intervalo de confiança 95%; M= machos (ratos); NP = Não privados; P = Privados; PS = 

Preferência pela sacarose; TNF = Teste do nado forçado.; VEI = Veículo. 
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Figura 9: Tempo de imobilidade no TNF, latência 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 forçado (TNF). B- Latência 
para comer em segundos (s) no teste de alimentação suprimida pela novidade (ASN). C- 

Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferência pela sacarose (PS). Barras 
representam média ± EPM dos grupos veículo (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 influência da privação maternal sobre o 

comportamento dos ratos adultos, e a resposta ao tratamento com FLX 10 mg/kg, nos 

comportamentos dos animais. As condições aplicadas sobre ratos machos ou fêmeas 

foram: 1-condições controle, sem privação maternal não tratados; 2- condições 

controle, sem privação maternal tratados; 3- com privação maternal não tratados; 4- 

com privação maternal tratados. Para avaliação da influência dos fatores “sexo” 

(machos ou fêmeas), “condição experimental” (sem ou com privação maternal), 

tratamento (não tratados e tratados), ou interação entre os fatores sobre o 

comportamento dos ratos em cada teste comportamental (TNF ou ASN ou PS) 

escolheu-se a ANOVA de três vias (fatores: sexo, condição experimental e tratamento) 

univariada (teste comportamental específico). De forma geral, a influência do “sexo”, 

“condição experimental” e do “tratamento” sobre o comportamento dos ratos, variou 

em magnitude e significância, entre os testes comportamentais.  

Para o TNF (Figura 10A), o tempo de imobilidade dos machos “não 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 fêmeas do grupo “não privadas” (NP), que foram 

tratadas com FLX 10 mg/kg, apresentaram maior tempo de imobilidade (média ± EPM: 

89,99 ± 25,86), do que as fêmeas que receberam VEI (média ± EPM: 65,30 ± 29,41). 

As fêmeas do grupo “privadas” (P), que foram tratadas com FLX, apresentaram 

redução do tempo de imobilidade (média ± EPM: 49,50 ± 23,50) em relação às fêmeas 

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

A Anova de três vias não detectou diferenças entre os grupos e nem interação 

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

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 837 1; 56 837 0,293 0,590 0,005 

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

3332 1; 56 3332 1,167 0,285 0,020 

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

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

2277 1; 56 2277 0,798 0,376 0,014 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“sexo” 

4520 1; 56 4520 1,584 0,213 0,028 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“condição experimental” 

2752 1; 56 2752 0,964 0,330 0,017 

Interação entre os fatores 
“Tratamento”, “Condição 
experimental” e “Sexo” 

6749 1; 56 6749 2,364 0,130 0,041 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial; CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina 

 

Embora não tenha sido detectado o efeito do tratamento na análise de três vias, 

observa-se redução do tempo de imobilidade nos machos tratados, com tamanho de 

efeito médio. Por este motivo, realizamos uma análise separando os animais por sexo. 

Ao analisarmos os resultados dos machos separadamente das fêmeas, 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 análise post-hoc revela 

que os ratos da condição experimental “não privados” (NP), tratados com FLX, 

reduziram significativamente o tempo de imobilidade, em comparação aos animais 

que receberam VEI (post-hoc, MS = 2059,7, df = 28, p=0,02). Nos machos privados 

(P), embora exista redução no tempo de imobilidade nos animais tratados com FLX, 

não há diferença estatisticamente significante. Em relação às fêmeas não houve 

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

Sexo Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

M
a

c
h

o
s
 

Condição 
experimental 

(privados ou não 
privados) 

5559,0 1; 28 5559,0 2,698 0,1116 0,087 

Tratamento (CTRL 
x FLX) 

9140,6 1; 28 9140,6 4,437 0,0442* 0,136 

Interação entres os 
fatores “tratamento” 

e “condição 
experimental” 

440,8 1; 28 440,8 0,214 0,647 0,007 

F
ê

m
e

a
s
 

Condição 
experimental 

(privados ou não 
privados) 

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

Tratamento (CTRL 
x FLX) 

0,3 1 0,3 0,000 0,993 0,000 

Interação entres os 
fatores “tratamento” 

e “condição 
experimental” 

9059,7 1 9059,7 2,482 0,126 0,081 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial; CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina; * efeito significante do tratamento 

 

No ASN (Figura 10B), os machos da condição experimental “não privados” 

(NP), que foram tratados com FLX, apresentam latência maior (média ± EPM: 512,12 

± 45,22) do que os machos que receberam VEI (média ± EPM: 335,12 ± 39,97). Os 

machos da condição experimental “privados” (P), que foram tratados com FLX, 

apresentam latência maior (média ± EPM: 515 ± 44,52) do que os machos que 

receberam VEI (média ± EPM: 331,5 ± 47,04). As fêmeas da condição experimental 

“não privadas” (NP), que foram tratadas com FLX, apresentam redução de latência 

(média ± EPM: 323,16 ± 63,38) em relação às fêmeas que receberam VEI (média ± 

EPM: 391,87 ± 65,74). As fêmeas da condição experimental “privadas” (P), que 

receberam FLX, apresentam aumento da latência (média ± EPM: 376, 24 ± 74,59) em 

relação às fêmeas que receberam VEI (média ± EPM: 268,75 ± 22,09). 

A análise estatística revelou que o efeito entre a interação entre os fatores 

“tratamento” e “sexo”, o efeito foi médio e foi observada diferença estatisticamente 

significante (Tabela 14). Os dados dos machos tratados com FLX são estatisticamente 

diferentes das fêmeas e estes apresentam aumento da latência para comer, tanto no 
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grupo de animais da condição experimental “não privados” (NP) (post-hoc, MS = 

19921, df = 56, p= 0,02), quanto no grupo de animais da condição experimental 

“privados” (P) (post-hoc, MS = 19921, df = 56, p=0,03). Os fatores “sexo”, e 

“tratamento” apresentam efeito médio e diferenças estatisticamente significantes 

(Tabela 14). Em relação ao sexo, as fêmeas apresentam menor latência para comer. 

Já o tratamento com FLX aumenta a latência para comer de machos “não privados” 

(NP) e “privados” (P), em relação aos animais que receberam VEI. Os demais fatores 

não apresentam diferenças estatísticas e os valores são apresentados na tabela 15. 
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Tabela 15: Resultados da ANOVA três vias do ASN 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 101363 1; 56 101363 5,088 0,028# 0,083 

Condição experimental 
(privados ou não 

privados) 

8213 1; 56 8213 0,412 0,523 0,007 

Tratamento (CTRL x FLX) 137178 1; 56 137178 6,886 0,011* 0,110 

Interação entres os 
fatores “condição 

experimental” e “sexo” 

7943 1; 56 7943 0,399 0,530 0,007 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“sexo” 

122938 1; 56 122938 6,171 0,016* 0,099 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“condição experimental” 

14072 1; 56 14072 0,706 0,404 0,012 

Interação entre os fatores 
“Tratamento”, “Condição 
experimental” e “Sexo” 

11157 1; 56 101363 0,560 0,457 0,010 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial; CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante do fator sexo. * 

efeito significante da interação entre os fatores  

 

No PS (Figura 10C), os machos da condição experimental “não privados” (NP), 

que foram tratados com FLX, apresentam menor preferência (média ± EPM: 79,06% 

± 8,91) em relação aos machos que receberam VEI (média ± EPM: 84,01% ± 4,37). 

Os machos da condição experimental “privados” (P), que foram tratados com FLX, 

apresentam maior preferência (média ± EPM: 85,64% ± 5,51) em relação aos machos 

que receberam VEI (média ± EPM: 72,02% ± 4,61). As fêmeas da condição 

experimental “não privadas” (NP), que foram tratadas com FLX, apresentam menor 

preferência (média ± EPM: 90,14% ± 4,37) em relação às fêmeas que receberam VEI 

(média ± EPM: 92,31% ± 2,24). As fêmeas da condição experimental “privadas” (P), 

que foram tratadas com FLX, apresentam menor preferência (média ± EPM: 87,29% 

± 3,06) em relação às fêmeas que receberam VEI (média ± EPM: 97,78% ± 0,96). 

O fator “sexo” apresenta efeito grande e diferença estatisticamente significante 

(Tabela 16). Os demais fatores ou a interação entre eles não apresentaram diferenças 

estatísticas e os valores estão apresentados na tabela 16. 
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Tabela 16: Resultados da ANOVA três vias do PS 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

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

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

92,82 1; 56 92,82 0,53961 0,466 0,010 

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

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

1,40 1; 56 1,40 0,00814 0,928 0,000 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e “sexo” 

231,20 1; 56 231,20 1,34414 0,251 0,023 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“condição experimental” 

162,36 1; 56 162,36 0,94388 0,335 0,017 

Interação entre os fatores 
“Tratamento”, “Condição 
experimental” e “Sexo” 

595,79 1; 56 595,79 3,46373 0,068 0,058 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial. CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina; # = efeito significante do fator sexo.  

 

No TNF2 (Figura 10D) os machos da condição experimental “não 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 condição 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 fêmeas da 

condição experimental “não privadas” (NP), que receberam FLX, apresentaram maior 

tempo de imobilidade (média ± EPM: 139,80 ± 21,78) em relação às fêmeas que 

receberam VEI (média ± EPM: 117,05 ± 34,69). As fêmeas da condição experimental 

“privadas” (P), que receberam FLX, apresentaram menor tempo de imobilidade (média 

± EPM: 114,60 ± 21,83) em relação às fêmeas que receberam VEI (média ± EPM de 

176,9 ± 21,70). A análise estatística não apresenta nenhuma diferença entre grupos 

e nem a interação entre os fatores e os valores são apresentados na tabela 17. 
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Tabela 17: Resultados da ANOVA três vias do TNF2 
 

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Sexo (macho ou fêmea) 12984,08 1; 56 12984,08 2,88388 0,095 0,053 

Condição experimental 
(privados ou não privados) 

8,38 1; 56 8,38 0,00186 0,966 0,000 

Tratamento (CTRL x FLX) 3596,73 1; 56 3596,73 0,79886 0,376 0,015 

Interação entres os fatores 
“condição 

experimental” e “sexo” 

4852,31 1; 56 4852,31 1,07774 0,304 0,020 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“sexo” 

263,26 1; 56 263,26 0,05847 0,810 0,001 

Interação entres os 
fatores “tratamento” e 

“condição experimental” 

7972,34 1; 56 7972,34 1,77073 0,189 0,033 

Interação entre os fatores 
“Tratamento”, “Condição 
experimental” e “Sexo” 

5565,75 1; 56 5565,75 1,23620 0,271 0,023 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial; CTRL = Veículo; FLX = Fluoxetina 

 

A análise estatística com medidas repetidas realizada para a inferência do 

tratamento crônico, apresentou diferença entre a primeira (TNF) e segunda (TNF2) 

apresentação dos animais ao TNF. Em síntese, os ratos apresentam aumento do 

tempo de imobilidade no TNF2 em relação ao TNF. Não foram observadas diferenças 

nas outras condições experimentais e nem a interação entre os fatores. Os valores 

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

Fatores (níveis) SS df MS F p η²p 

Repetição (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 “Condição 
experimental” 

511 1; 52 511 0,366 0,548 0,007 

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

MR “Sexo” e “Condição 
experimental” 

147 1; 52 147 0,105 0,747 0,002 

MR “Sexo” e “Tratamento” 2109 1; 52 2109 1,509 0,225 0,028 

MR “Condição 
experimental” e 

“Tratamento” 

518 1; 52 518 0,371 0,545 0,007 

MR “Sexo”, “Condição 
experimental” e 

“Tratamento” 

320 1; 52 320 0,229 0,634 0,004 

Abreviaturas: SS: Soma dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; 
η²p= eta quadrado parcial; MR = Medidas repetidas * = efeito significante entre a primeira e segunda 

apresentação 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 serão apresentados como tamanho de efeito 

(Hedges's) e intervalo de confiança 95%. Os valores de Hedges’g negativos 

representam valores mais baixos dos desfechos na condição experimental 

“tratamento” do que nos “não tratados” e a interpretação é oposta no caso de valores 

positivos. Valores de Hedges’g nulos representam ausência de diferença entre o 

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

No TNF, nos machos do grupo “não 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 fêmeas do grupo “não privadas” (NP) o efeito do 

tratamento com FLX foi pequeno e positivo. Nas fêmeas que foram “privadas” (P) o 

efeito do tratamento com FLX foi grande e negativo. 

 No ASN, nos machos que não 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 fêmeas que não foram privadas 
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(NP) o efeito do tratamento com FLX foi pequeno e negativo. Nas fêmeas que foram 

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

 No PS, nos machos que não 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 fêmeas que foram “privadas” (P), o 

efeito do tratamento com FLX foi médio e negativo. Nas fêmeas que não foram 

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

No TNF2, nos machos que não 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 fêmeas que não foram privadas (NP) 

o efeito do tratamento com FLX foi pequeno e positivo. Nas fêmeas que foram privadas 

(P) o efeito do tratamento com FLX foi médio e negativo.  
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Tabela 19: Tamanho de efeito por grupo experimental 

Sexo Condição 

experimental 

Tratamento Teste Hedges 

g 

Tamanho 

de efeito 

Intervalo de 

confiança 

M Privado FLX x VEI TNF -0,6308 Médio [-1,6426; 

0,3810] 

M Não 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 Não privado FLX x VEI TNF 0,3158 Pequeno [-0,6722; 

1,3039] 

M Privado FLX x VEI ASN 1,3393 Muito 

grande 

[0,2230; 

2,4556] 

M Não 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 Não 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 Não 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 Não privado FLX x VEI PS -0,0475 Muito 

pequeno 

[-1,0277; 

0,9326]] 

M Privado FLX x VEI TNF2 -0,2242 Pequeno [-1,2082; 

0,7599] 

M Não privado FLX x VEI TNF2 -0,0925 Muito 

pequeno 

[-1,0732; 

0,8882] 

F Privado FLX x VEI TNF2 -0,5898 Médio  [-1,5977; 

0,4180] 

F Não privado FLX x VEI TNF2 0,2515 Pequeno [-0,7336; 

1,2366] 

Abreviaturas:  ASN = Alimentação suprimida pela novidade; F= fêmeas (ratas); FLX = Fluoxetina; IC 

95%= intervalo de confiança 95%; M= machos (ratos); NP = Não privados; P = Privados; PS = 

Preferência pela sacarose; TNF = Teste do nado forçado; TNF2 = Teste do nado forçado 2; VEI = 

Veículo. 
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Figura 10: Tempo de imobilidade no TNF, latência 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 forçado (TNF). B- Latência 
para comer em segundos (s) no teste de alimentação suprimida pela novidade (ASN). C- 

Porcentagem do consumo de sacarose (%) no teste de preferência pela sacarose (PS). Barras 
representam média ± 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 existência de diferenças 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 após o desmame da prole. Este 

experimento foi realizado ao decorrer da obtenção das 4 proles geradas para a 

realização dos experimentos 2-4. Ao total foram 26 fêmeas e 18 machos. O primeiro 

acasalamento contou com 8 fêmeas e 6 machos. O segundo, terceiro e quarto 

acasalamento contaram com 6 fêmeas e 4 machos cada. As análises foram realizadas 

com todos os animais, ou seja, n=26 para fêmeas e n=18 para machos, para a 

avaliação da diferença sexual, e apenas as fêmeas para a avaliação do efeito do 

estresse (n= 13 privadas e n=13 não privadas). 

Neste experimento, analisou-se a influência 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 fêmeas. Para avaliação da influência do fator “sexo” (machos ou fêmeas) 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 fêmeas (média ± EPM: 92,45 ± 11,35). A 

análise estatística não mostrou diferenças (t = 0,9389, df = 39, p=0,355) entre machos 

e fêmeas. 

No ASN (Figura 11), machos apresentaram maior latência para se alimentar 

(média ± EPM: 275,31 ± 10,86) do que fêmeas (média ± EPM: 263,92±11,05). A 

análise estatística não mostrou diferenças (t= -0,697, df = 39, p=0,489) entre machos 

e fêmeas. 

No PS (Figura 11) as fêmeas apresentam maior preferência (média ± EPM: 

91,36±1,35) em relação aos machos (média ± EPM: 76,87 ± 6,27). A análise 

estatística mostrou diferenças (t= 2,752, df = 39, p = 0,008) entre machos e fêmeas.  
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Figura 11: Comparação entre genitores machos e fêmeas nos testes 
comportamentais 
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Legenda: TNF = Tempo de imobilidade (s), ASN = latência para comer (s) e PS: porcentagem da 
preferência pela sacarose (%). Barras representam média ± EPM. M = Machos (n= 18) e F = Fêmeas 

(n= 26) ANOVA; # diferenças sexuais (p <0,05)  

 

Além da diferença sexual, neste experimento se analisou a influência da 

privação maternal sobre o comportamento dos ratos que foram utilizados como 

genitores. As duas condições aplicadas sobre ratos fêmeas foram: 1-condições 

controle, sem privação maternal; 2- com privação maternal. Para avaliação da 

influência do fator “condição experimental” (sem privação maternal ou com privação 

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 fêmeas não privadas apresentaram tempo de 

imobilidade maior (média ± EPM: 112,96±18,12) do que as fêmeas que foram 

submetidas ao protocolo de privação maternal (média ± EPM: 84,21±11,98). A análise 

estatística não apresentou diferença significante (t = 1,822, df = 23, p=0,088) entre os 

grupos controle e privado.  

No ASN (Figura 12), as fêmeas não privadas apresentaram maior latência para 

comer (média ± EPM: 267,30±16,14) do que as fêmeas privadas (média ± EPM: 

260,25±15,65). A análise estatística não apresentou diferença significante (t= 0,312, 

df = 23, p=0,757) entre os grupos controle e privado.  
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No PS (Figura 12), as fêmeas que não foram submetidas ao protocolo de 

privação maternal apresentaram redução da preferência (média ± EPM: 90,22 ±2,05) 

em relação às fêmeas que foram submetidas ao protocolo de privação maternal 

(média ± EPM: 92,59±1,75). A análise estatística não apresentou diferença 

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

 

Figura 12: Comparação entre genitoras privadas x não privadas nos testes 
comportamentais 
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Legenda: TNF = Tempo de imobilidade (s), ASN = latência para comer (s) e PS: porcentagem da 
preferência pela sacarose (%). Barras representam média ± EPM. NP = não privadas (n= 13) e P = 

privadas (n= 13)  

No experimento 5 calculamos o tamanho do efeito da "condição experimental" 

sobre os desfechos dos testes comportamentais, como descrito no item 4.4.1. Os 

dados serão apresentados como tamanho de efeito (Hedges'g e intervalo de confiança 

95%). Os valores de Hedges’g negativos representam valores mais baixos dos 

desfechos na condição experimental “privadas” do que “não privadas”, e a 

interpretação é oposta no caso de valores positivos. Valores de Hedges’g nulos 

representam ausência de diferença entre os tipos de “condição experimental”. Os 

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

Sexo Condição 

experimental 

Teste Hedges 

g 

Tamanho de 

efeito 

Intervalo de 

confiança 

Fêmeas P x NP TNF -0,84 Grande [-1,85; 0,17] 

Fêmeas P x NP ASN -0,12 Muito pequeno [-0,91; 0,66] 

Fêmeas P x NP PS 0,34 Pequeno [-0,45; 1,13] 

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

confiança 95%. 

 

6.DISCUSSÃO 

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do estresse no início da vida 

sobre os comportamentos de ratos machos e fêmeas em resposta a situações 

adversas e ao tratamento com a fluoxetina, um antidepressivo ISRS. A hipótese deste 

trabalho é que os ratos dos dois sexos, quando estressados no início da vida serão, 

na idade adulta, mais susceptíveis 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 

próximas etapas. O protocolo de teste comportamental escolhido foi uma “bateria de 

testes” composto pelo teste de nado forçado seguido pelo teste de alimentação 

suprimida pela novidade e, finalmente, pelo teste de preferência 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 

sessão extra de nado forçado um dia após o final da “bateria de testes” padrão para 

avaliação dos efeitos crônicos da FLX. 

No experimento 2 padronizaram-se as condições necessárias para se obter 

proles e aplicar um protocolo de privação maternal, no qual a prole seria privada da 

presença da genitora entre os dias 9 e 10º PN por 24h. Neste experimento, o efeito 

do estresse no início da vida sobre o comportamento dos ratos adultos, machos ou 

fêmeas, 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 fêmeas, estressados ou não, 

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 forçado após a primeira dose, no teste de alimentação 

suprimida pela novidade após a sétima dose e no teste de preferência pela sacarose 

após 14 administrações. No experimento 4, os ratos receberam 15 doses de fluoxetina 

antes de serem testados em um teste adicional do nado forçado que ocorreu após o 

término da “bateria de testes”. Os resultados de cada experimento serão discutidos 

de forma independente nos tópicos a seguir e, uma discussão sistemática será 

apresentada ao final.  

6.1. A ESCOLHA 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 fêmeas. A necessidade dessa 

comparação, 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 repetição 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 significância estatística da influência de 

fatores, como sexo dos ratos (machos ou fêmeas) 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 influências dos fatores 

“sexo” ou do “tipo de protocolo” foram pequenas e não-significantes, muito embora 

caiba mencionar tais ocorrências. Ainda que, a influência da interação entre os fatores 

“sexo” e “tipo de protocolo” tenha tido magnitude média, as diferenças também não 

foram significantes. Apesar da ausência de significância estatística entre os grupos 
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experimentais, chama-se a atenção para as diferenças entre as médias de tempo de 

imobilidade dos ratos machos alocados para os grupos “testes independentes” e 

“bateria de testes”.  

É importante notar que, conquanto os ratos machos tenham sido alocados para 

grupos experimentais diferentes, os procedimentos a que foram submetidos eram 

idênticos, já que o TNF era o primeiro teste da “bateria de testes”. Ressaltamos que a 

alocação de ratos para os grupos deu-se de maneira aleatória em todos os 

experimentos, pelo mesmo experimentador e ao mesmo tempo para todos os grupos, 

portanto, um viés de seleção não explica a diferença entre os grupos de ratos machos. 

Essa diferença de média entre os grupos de ratos machos poderia ser explicada pela 

variação individual entre os machos, já 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 variação da expressão de BDNF no córtex cerebral (SEQUEIRA-CORDERO; 

MORA-GALLEGOS; CUENCA-BERGER et al., 2014). Fatores como feromônios ou 

odores também podem contribuir para essa variação (ABEL, 1991; GUTIERREZ-

GARCIA; CONTRERAS; MENDOZA-LOPEZ et al., 2007).  

Os testes ASN e PS demonstram resultado diverso: a influência do “sexo” sobre 

o comportamento dos ratos foi grande e significante, enquanto o “tipo de protocolo” 

ou a interação entre fatores tiveram efeitos pequenos e não-significantes. De fato, a 

diferença sexual na latência dos animais para alimentação já foi anteriormente 

descrita na literatura, e as fêmeas apresentaram maior latência para alimentação do 

que machos (BURKE; COPPINGER; DEAVER et al., 2016). É possível que a latência 

mais alta nas ratas seja decorrente da maior mobilidade apresentada pelas fêmeas 

em vários testes quando comparadas aos machos (GORE-LANGTON; WERNER; 

SPEAR, 2020; KOKRAS; DALLA, 2014). Assim, mesmo tendo o contato com o 

alimento, as fêmeas poderiam preferir a exploração 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 palatáveis, 

como a sacarose, podem provocar maior ativação do circuito de recompensa em 

fêmeas do que em machos e, acredita-se que, essa ativação seja a causa da maior 

preferência observada nas fêmeas no teste PS (SINCLAIR; HILDEBRANDT; 

CULBERT et al., 2017).  
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Importante ressaltar que os comportamentos das fêmeas, nos “testes 

independentes” ou na “bateria de testes”, mostraram-se menos variáveis do que dos 

machos neste experimento. Embora seja comum a expectativa de associação entre o 

ciclo estral das fêmeas e a variabilidade de resultado nos estudos, uma metanálise 

realizada por BECKER; PRENDERGAST e LIANG (2016) mostrou que ratas não são 

mais variáveis do que os ratos. Isso vale para medidas comportamentais, 

eletrofisiológicas, neuroquímicas e histológicas, mesmo quando se leva em 

consideração a fase do ciclo. Por este motivo, em nossos experimentos, não se 

estratificou os grupos de fêmeas de acordo com o ciclo estral, uma vez que a 

manipulação diária das fêmeas poderia interferir e mascarar as respostas da ratas ao 

estresse (KOKRAS; DALLA, 2014), ponto que será foco principal dos nossos próximos 

experimentos. Diante das pequenas diferenças 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 são projetadas e padronizadas para avaliar uma série de 

desfechos diferentes que incluem, por exemplo, os aspectos motores, 

somatossensoriais, autonômicos e comportamentais, além do estado físico de 

roedores (IRWIN, 1968; JACKSON; AUTHIER; BROHMANN et al., 2019; ROSS, 

2000). Ademais, a  bateria de testes pode ser considerada uma estratégia para 

redução do uso de animais em pesquisa, pois permite avaliar os efeitos de diferentes 

intervenções sobre um único 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, memória, além do efeito do estresse 

e a resposta ao tratamento com fármacos (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 crônicos no mesmo animal, pois no TNF detectamos 

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

Em conclusão, o experimento 1 mostra que passar por bateria de testes, com 

um intervalo de 7 dias, parece não alterar o comportamento do teste subsequente, ou 

essa interferência pode ter sido diluída entre um teste e outro. O tamanho de efeito da 

bateria de testes é pequeno para fêmeas e machos. Dessa forma, justifica-se a 
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necessidade de avaliar, como exposto abaixo, os comportamentos após modelo 

animal de estresse. 

6.2 O EFEITO DO ESTRESSE NO INÍCIO DA VIDA NO COMPORTAMENTO BASAL 

DOS ANIMAIS ADULTOS. 

Logo depois da padronização do desenho experimental no experimento 1, 

padronizou-se as condições para usar o modelo animal de privação maternal a fim de 

avaliar a influência do estresse. Esse modelo possibilita avaliar os efeitos do estresse 

no início da vida, na idade adulta dos animais, objetivo proposto na tese. O protocolo 

consiste em privação materna por 24h, entre o 9º e 10º PN, onde a genitora é 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 específico, ocorre a maturação das conexões cerebrais entre 

córtex e hipocampo (JANETSIAN-FRITZ; TIMME; TIMM et al., 2018), que estão 

envolvidas com o efeito dos antidepressivos no cérebro.  

Neste experimento, desenvolveu-se e padronizou-se os procedimentos para 

obtenção dos ratos experimentais usando protocolo adaptado de CELLA (2018). A 

decisão de obter os animais experimentais no próprio laboratório veio da percepção 

que, acompanhar a vida dos animais desde o início, ajudaria a discriminar a influência 

da separação maternal das demais influências sobre o comportamento dos animais. 

Neste trabalho, o processo para obtenção dos ratos experimentais envolveu várias 

etapas listadas a seguir: 1-adaptação dos genitores as condições laboratoriais; 2-

cópula; 3- manutenção das ratas prenhas; 4- parto; 5-amamentação; 6-avaliação do 

cuidado maternal; 7-separação maternal; 8-desmame; 9-manutenção dos ratos 

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

Em todos os passos descritos acima existem procedimentos que podem afetar 

o comportamento dos ratos experimentais na vida adulta. Já 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 

cópula a interação social pode gerar estresse entre os 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 cópula, uma 
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aparência saudável e peso corporal compatíveis com condições de bem-estar 

adequadas. Assim, não esperamos que o estresse sobre genitores possam ser 

responsáveis por transtornos comportamentais de suas proles na vida adulta. 

As condições 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 período anterior ao desmame são 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 avaliação 

indica que o cuidado maternal nas presentes condições foi satisfatório para todas as 

proles. Todas as genitoras refizeram o ninho e permaneceram em postura 

denominada crouching ou cifose fisiológica, na qual sua coluna fica arqueada, 

facilitando a amamentação e o contato com a prole, imediatamente após serem 

realocadas na caixa-viveiro. No presente trabalho observamos que, após protocolo de 

privação maternal, nenhuma das genitoras apresentou evidências de estresse, uma 

vez que os cuidados maternos, após o protocolo foram satisfatórios. Desta maneira, 

não esperamos que adversidades durante a prenhez, o parto ou o cuidado maternal 

respondam por comportamentos aberrantes das proles na vida adulta. 

Já foi observado que cuidados maternais insuficientes podem produzir 

modificações comportamentais nos ratos adultos, tais como déficits cognitivos e 

emocionais (SCHMIDT; BRAUN; BRANDWEIN et al., 2018), bem como perdas de 

capacidade de aprendizagem e memória (MARCO; VALERO; DE LA SERNA et al., 

2013), demonstrando que a ativação excessiva do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

(HHA), no início 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 específicos de 

cuidados maternos influenciam a longo prazo na regulação do eixo HHA, indicando 

que as interações entre mãe e recém-nascido são fundamentais para a expressão de 

comportamentos em ambos. Alterações da relação genitora-prole podem influenciar 

no desenvolvimento neurofisiológico e comportamental da prole desde seu 

nascimento até a vida adulta (FLEMING; O'DAY; KRAEMER, 1999).  

De fato, a manipulação diária da prole atenua a atividade do eixo HHA e a 

reatividade emocional na idade adulta, um efeito que pode ser imitado pelo reforço 
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dos cuidados maternos (DE KLOET; CLAESSENS; KENTROP, 2014). O resultado 

oposto é alcançado sob condições de privação 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 neurogênese e promover a inibição 

comportamental em ratos, alterações passíveis de serem revertidas com o uso de 

antidepressivos (GOBINATH; WORKMAN; CHOW et al., 2016; MANIAM; 

ANTONIADIS; YOUNGSON et al., 2015). 

Durante o período de privação maternal os filhotes foram mantidos em 

temperatura (33±1ºc), luz e umidade controlados. Estas condições estão 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 são importantes para a manutenção da temperatura 

corpórea, uma vez que os ratos não possuem termorregulação 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 período de 

privação maternal (ELLENBROEK; DERKS; PARK, 2005). Após o período de privação 

maternal a genitora foi realocada para a caixa-viveiro onde a prole permaneceu até o 

desmame, sendo posteriormente avaliada em testes comportamentais. 

 Em síntese, a privação maternal promoveu comportamentos distintos, com 

grande tamanho de efeito, em machos e fêmeas no TNF, mas não nos outros testes.  

Enquanto machos privados apresentam tempo de imobilidade maior em 

comparação aos não privados, fêmeas privadas apresentam comportamento oposto, 

ou seja, menor tempo de imobilidade em comparação às fêmeas não privadas. A 

análise estatística apresenta diferença sexual entre animais privados, indicando que 

o protocolo de privação maternal promove efeitos distintos de acordo com o sexo do 

animal. O efeito da privação maternal foi muito grande tanto para machos quanto para 

fêmeas, no entanto a direção do efeito foi distinta. Nos machos, a privação maternal 

promoveu o aumento do tempo de imobilidade. Já nas fêmeas, o efeito da privação 

foi em direção contrária, e a resposta ao estresse foi de redução de imobilidade. De 

fato, as diferenças sexuais no TNF já foram relatadas na literatura, e a direção da 

diferença 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 privação maternal empregado neste trabalho, fêmeas 

jovens que foram privadas, também responderam ao TNF com redução do tempo de 

imobilidade. 

No trabalho de DE GUZMAN; MEDINA; SAULSBERY et al. (2020) ratos 

machos, que passaram por protocolo de estresse no início da vida, diferente do 

modelo usado nesta tese, também apresentam aumento de imobilidade em 

comparação aos animais do grupo controle. No trabalho de FRANCIS-OLIVEIRA; 

SHIEH; VILAR HIGA et al. (2020), fêmeas que foram expostas ao protocolo de 

separação maternal apresentaram menor número de receptores serotoninérgicos 

5HT1A no giro denteado do hipocampo e diferenças comportamentais em relação aos 

machos com aumento do tempo de imobilidade no TNF. Essas diferenças 

comportamentais podem estar relacionadas com a expressão de receptores 

serotoninérgicos 5HT1A. Cabe salientar que o protocolo (separação 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 fêmeas 

submetidas ao protocolo de separação maternal, responderam com redução ao tempo 

de imobilidade, como neste trabalho. Além disso, esses autores sugerem que os 

efeitos comportamentais da separação maternal em fêmeas, podem envolver a via de 

transdução de sinal MAPK/ERK, uma vez que foram encontradas diferenças na 

expressão da proteína p-ERK no hipocampo das fêmeas submetidas ao protocolo de 

separação maternal (DIMATELIS; VERMEULEN; BUGARITH et al., 2016). 

 No ASN, diferentemente do experimento 1, não foram observadas diferenças 

sexuais. Essa resposta pode ser em virtude da condição experimental. Dados da 

literatura mostram que, os ratos machos privados da progenitora entre 9 e 10 dias 

pós-natal tendem a ter locomoção mais baixa que os não privados, explicando em 

partes o aumento da latência para se alimentar (BURKE; LLORENTE; MARCO et al., 

2013). É importante ressaltar que, entre o experimento 1 e 2 foram realizadas 

mudanças no biotério do laboratório, sendo o experimento 1 realizado no antigo 

biotério e o experimento 2 no novo. Essa alteração de alocação talvez tenha sido uma 

das causas do desaparecimento destes efeitos. Embora o aparato comportamental 

tenha sido o mesmo, testes comportamentais podem ser sensíveis ao local de 

experimentação (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 influência, uma vez que os animais usados no experimento 1 não foram 

criados pelo experimentador (como descrito no item 4.1.2). Apenas a partir das proles 

do experimento 2 teve início a colônia própria de animais. Diferente do TNF, o efeito 

da privação maternal foi pequeno tanto para machos quanto para fêmeas, mas parece 

ter contribuído para o aumento da latência nos machos.  

 No PS embora não tenha diferença estatística, o estresse parece diminuir a 

preferência de machos pela sacarose quando comparados com as fêmeas que 

passaram pelo mesmo protocolo. Porém, os efeitos da privação maternal sobre a 

preferência por sacarose, redução nos machos e aumento nas fêmeas, foram muito 

pequenos. Dados da literatura com animais que passaram por protocolo de estresse 

no início da vida (i.e., separação maternal) mostram que o consumo reduzido de 

sacarose em comparação com os controles não diferiu entre machos e fêmeas 

(ANDERSEN, 2015; FRANCIS-OLIVEIRA; SHIEH; VILAR HIGA et al., 2020; 

MATTHEWS; HALL; WILKINSON et al., 1996). No presente estudo, os grupos 

controle, também não apresentam diferença entre os sexos, de acordo com dados já 

publicados na literatura (BURKE; COPPINGER; DEAVER et al., 2016).  

Em conclusão, o estresse no início da vida parece promover comportamentos 

distintos em machos e fêmeas 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 latência dos machos para 

se alimentar, e reduzir a preferência 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 condição 

experimental do experimento 2, e adiciona o tratamento crônico com FLX 2,5 mg/kg. 

Trabalhos anteriores do laboratório mostram que esta dose de FLX, no teste do nado 

forçado repetido, reduz o tempo de imobilidade em ratos machos, mas não em 

fêmeas, quando administrada de forma crônica. A redução do tempo de imobilidade 

era observada em machos no reteste 2, 14 dias após o início 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 após 14 dias, no entanto as fêmeas não respondiam ao tratamento. Além 

disso, essa dose já foi utilizada na literatura (CRYAN; PAGE; LUCKI, 2005). Assim, 

neste experimento não se esperava encontrar efeitos comportamentais do tratamento 

com FLX 2,5 mg/kg nos TNF ou ASN, mas sim no PS. 

 Após tratamento agudo no TNF, diferentemente do trabalho de DOMINGUES; 

LIMA; LINDER et al. (2020), não houve diferença 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 condição experimental “não privados” foi médio. Já para os 

machos da condição 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 diminuição do tamanho do efeito da FLX 

2,5 mg/kg indica que a privação maternal pode diminuir a resposta dos ratos machos 

ao tratamento com o fármaco. Nas fêmeas que não passaram pela privação maternal, 

o tempo de imobilidade no TNF foi semelhante nos grupos tratados ou não 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 fêmeas que passaram por privação maternal, o tratamento com 

FLX 2,5 mg/kg reduziu o tempo de imobilidade no TNF quando comparado ao veículo. 

Na literatura, os poucos trabalhos que avaliam o comportamento de ratas fêmeas, 

após um protocolo de estresse sob tratamento com ISRS, relatam ausência 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 fêmeas no TNF foi grande no nosso experimento e podemos aventar duas 

possibilidades para explicá-lo. Neste estudo, as fêmeas não passaram por 

ovariectomização, 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 crônico (LU; HO; LIU et al., 2017), tratamento crônico com 

corticosterona (OVERGAARD; LIEBLICH; RICHARDSON et al., 2018; WORKMAN; 

GOBINATH; KITAY et al., 2016) ou separação maternal (MASROUR; PEERI; 

AZARBAYJANI et al., 2018). 
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Além do baixo número de estudos que avaliam fêmeas, impossibilitando uma 

comparação mais profunda dos resultados obtidos, outra possibilidade que pode ser 

aventada, é a influência da administração da solução veículo ao grupo. Em virtude de 

o método de administração de drogas, ser a ingestão espontânea (SCHLEIMER; 

JOHNSTON; HENDERSON, 2005), a solução veículo utilizada foi sacarose 10%. 

Tanto o manuseio, quanto a solução podem estar influenciando na resposta das 

fêmeas frente ao teste (GORE-LANGTON; WERNER; SPEAR, 2020). Diferente do 

experimento 2, as fêmeas privadas que receberam veículo, apresentam maior tempo 

de imobilidade do que as fêmeas não privadas. 

Após tratamento por 7 dias com FLX 2,5 mg/kg, avaliamos o comportamento 

dos animais no ASN. Não foram observadas diferenças nem entre grupos de ratos 

tratados e não tratados com o fármaco ou entre os sexos. Os resultados apresentados 

aqui demonstram que a FLX nesta dose parece não ser efetiva em modificar o 

comportamento dos ratos, mesmo após 7 dias de tratamento. O ASN necessita de 

tratamento crônico para demonstrar o efeito do tratamento com os antidepressivos 

(BLASCO-SERRA; GONZALEZ-SOLER; CERVERA-FERRI et al., 2017) e, por este 

motivo, é 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 latência nos animais que receberam 

VEI, assim como no experimento 2, nos machos, tanto “não privados” (média ± EPM: 

281,25 ± 14,51) quanto “privados” (média ± EPM: 292,25 ± 7,06), indicando que a 

manipulação diária destes animais e a administração de VEI pode influenciar neste 

resultado. As latências para comer tanto dos grupos privados da genitora quanto os 

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

 Após o tratamento por 14 dias com FLX 2,5 mg/kg, os animais foram 

submetidos ao teste de PS e, observou-se influência do sexo dos ratos, tanto de 

animais “privados” quanto “não privados” da genitora. Os ratos machos apresentam 

menor preferência pela sacarose do que fêmeas. Embora observe-se uma tendência 

de aumento da preferência com o tratamento com a FLX nos machos dos grupos “não 

privados” e “privados”, não houve diferença estatística entre os grupos em relação aos 

animais que receberam VEI. O tamanho de efeito da FLX 2,5 mg/kg sobre a 

preferência pela sacarose, de fato, foi muito pequeno (dados descritos na tabela 3, 
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item 5.3). Em relação às fêmeas “não privadas” da genitora, houve uma redução da 

preferência no grupo tratado com FLX. Nas fêmeas do grupo privado da genitora os 

resultados foram similares. O grupo das fêmeas “privadas” da genitora, apresenta 

preferência alta no grupo controle e se mantém igual no grupo que recebeu FLX, 

mostrando que a privação em fêmeas parece não afetar o comportamento de redução 

da preferência 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 crônico imprevisível, 

mostram que a eficácia da FLX em ratas, parece ser dependente da idade. Enquanto 

os 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 não eram 

ovariectomizadas (RECAMIER-CARBALLO; ESTRADA-CAMARENA; REYES et al., 

2012).  

Em conclusão, no experimento 3, a administração de 2,5 mg de FLX não parece 

ser eficaz em reduzir o tempo de imobilidade nos machos. A interação dos fatores, 

sexo, condição experimental e tratamento, parece ser responsável pela redução do 

tempo de imobilidade nas fêmeas privadas, tratadas com FLX 2,5 mg/kg. O baixo 

número de estudos com fêmeas impossibilita a comparação mais robusta com dados 

da literatura. No ASN e no PS o tratamento parece não 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 revisão sistemática seguida de metanálise, que também serviu de ferramenta 

para a escolha da dose mais efetiva para os passos seguintes (dados em fase final 

de manuscrito e não apresentados). Importante ressaltar que mesmo uma revisão 

sistemática, 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 arbitrária (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 influência do estresse até o momento.  
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Neste experimento esperávamos que o grupo de animais machos não 

estressados respondessem ao tratamento com FLX 10 mg/kg com diminuição 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 após 15 dias de tratamento com a FLX10 

mg/kg para avaliar se os animais responderiam também ao tratamento crônico com o 

fármaco. 

 Após receberem FLX 10 mg/kg, por via oral 1 h antes do TNF, os ratos machos 

“não privados” reduziram o tempo de imobilidade em relação ao grupo controle, 

conforme esperado. Os machos “privados” que foram tratados com FLX, 

apresentaram redução do tempo de imobilidade em relação aos animais do grupo 

controle, embora não tenha sido detectada a significância estatística.  

 Considerado o padrão da apresentação de dados na farmacologia e 

neurociências, o valor de p vem sendo discutido nos últimos tempos, e muitas vezes 

é interpretado de forma absoluta como eficaz ou não eficaz (LAKENS; ADOLFI; 

ALBERS et al., 2018). Segundo a Associação Brasileira de Estatística (ABE), 

seguindo as normas da Sociedade Portuguesa de Estatística (SPE), o valor de p é a 

probabilidade de se obter uma estatística de teste igual ou mais extrema que aquela 

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

Uma alternativa para avaliação dos dados é o tamanho de efeito. Esta é uma 

medida padronizada da magnitude de um efeito observado (COHEN, 1992; FIELD; 

GILLETT, 2010), e que também pode ser interpretada como uma medida da força do 

relacionamento entre duas variáveis em uma população estatística (FIELD; GILLETT, 

2010). Por este motivo, avaliamos o tamanho de efeito de cada intervenção feita nos 

experimentos desta tese. Quando avaliamos os dados desta forma podemos atribuir, 

arbitrariamente, o quão 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, já 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 “não 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 “não 

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 metanálise, que mostra que o 

estresse diminui o tamanho de efeito dos ISRS (Dados não apresentados). Isso 

reforça que, embora considerada a medida padrão, o valor de p pode muitas vezes 

estar escondendo o efeito do tratamento.  

Em relação às fêmeas, no TNF não foram observadas diferenças no tratamento 

com o fármaco, tanto no grupo de animais “não privados” quanto no grupo de animais 

“privados”. Nas fêmeas “privadas”, o tamanho da redução do tempo de imobilidade 

feito pela FLX 10 mg/kg foi grande (g=-0,84). Nas fêmeas “não privadas”, o tratamento 

com FLX aumentou o tempo de imobilidade em relação 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 fêmeas “não privadas” 

é pequeno.  O TNF é um dos testes mais usados para a predição de efeitos 

antidepressivos em roedores de laboratório (CRYAN; VALENTINO; LUCKI, 2005). 

Padronizado e extensamente utilizado em ratos ou camundongos machos, o TNF 

pode não detectar muito bem o efeito de antidepressivos em fêmeas. Como 

consequência, os estudos pré-clínicos podem estar em descompasso com os estudos 

clínicos e poderia explicar, pelo menos em parte, a menor eficácia do tratamento, 

especialmente em mulheres (DALLA; PITYCHOUTIS; KOKRAS et al., 2010; 

MORRISON, 2020) 

Como já descrito anteriormente, no experimento 4, optamos por realizar um 

segundo TNF para avaliar o efeito do tratamento crônico com FLX após 15 dias. 

Observou-se uma redução no tamanho de efeito da FLX tanto em machos quanto em 

fêmeas. Surpreendentemente, o grupo de machos “não privados” que receberam FLX 

e reduziram o tempo de imobilidade no primeiro teste não 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 fêmeas, explicando em partes o resultado. Em 

trabalhos anteriores com roedores, submetidos ao TNF, já 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 forçado 

repetido, os animais também tiveram grande variabilidade, e as fêmeas respondiam 

com aumento do tempo de imobilidade. Observamos resposta parecida no grupo de 

fêmeas “não privadas” quando tratadas com FLX e, assim como no experimento 3, os 

animais do grupo de fêmeas “privadas” tratadas com FLX responderam com redução 

do tempo de imobilidade que, embora não significante, apresenta tamanho de efeito 

grande. Especula-se que esta variação na resposta dos animais nesta segunda 

exposição possa ser relacionada a um aprendizado adquirido no primeiro TNF, e a 

variabilidade possa ser a resposta individual de cada animal frente ao paradigma 

inescapável (EINAT; EZER; KARA et al., 2018; MOLENDIJK; DE KLOET, 2015).  

Após tratamento por 7 dias com FLX 10 mg/kg os animais foram testados no 

ASN. Após o tratamento com o fármaco houve o aumento da latência para comer, 

tanto em machos privados quanto não privados. É interessante notar que, os ratos 

machos, que receberam apenas veículo, têm latência parecida independente da 

condição experimental (i.e. “não privados” ou “privados”) dando indícios que o 

tratamento com FLX tenha sido responsável por este aumento da latência. Em outro 

trabalho, machos que foram submetidos ao protocolo de estresse crônico imprevisível, 

também aumentam a latência 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 

privação maternal no PN3, exclusivamente, apresentaram aumento na latência para 

comer no ASN, tanto em machos quanto em fêmeas, 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 não foi observado em animais 

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

CONSOLI; SUCHECKI, 2018) 

Em relação ao efeito do tratamento no PS, os dados são similares ao 

experimento 3. Não foram observadas diferenças entre os grupos e nem entre os 

sexos, apenas diferenças sexuais entre os animas dos grupos privados que 

receberam veículo. O tamanho de efeito da FLX foi muito pequeno para machos “não 

privados” e “privados” e para fêmeas “não 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 relação ao grupo VEI, e não foi observado aumento na preferência 

de sacarose. No trabalho de XING; HE; HOU et al. (2013) onde ratos da linhagem 

Sprague-dawley, após protocolo de estresse crônico foram, tratados com venlafaxina, 

também se observou diferença apenas no fator sexo. Neste mesmo trabalho se 

observa um aumento não significativo na preferência a sacarose tanto em machos 

quanto em fêmeas (XING; HE; HOU et al., 2013) 

Em conclusão, o tratamento com 10 mg/kg de FLX foi eficaz em reverter o efeito 

do estresse nos machos e parece reverter o efeito nas fêmeas “privadas”. Nos demais 

testes não foi observado efeito da FLX indicando que o tratamento crônico parece não 

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

6.5 O EFEITO DA SEPARAÇÃO MATERNAL SOBRE O COMPORTAMENTO DOS 

GENITORES 

 Existem evidências que o estado de saúde, bem-estar e nutricional dos 

genitores pode afetar o desenvolvimento da prole (ZOUBOVSKY; HOSEUS; 

TUMUKUNTALA et al., 2020). Para obter indícios sobre a qualidade de vida e bem-

estar dos genitores e genitoras avaliamos seus comportamentos na bateria de testes. 

Neste experimento foi possível apreciar se os comportamentos variaram de maneira 

sexualmente dimórfica e se a privação 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 

fêmeas submetidas ao protocolo de privação maternal, não observamos diferença 
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estatística no comportamento, assim como no experimento 1. Porém, diferente do 

experimento 1, no ASN não foi observada diferença entre machos e fêmeas, assim 

como no experimento 2. No PS, observamos o único efeito estatisticamente 

significante, onde, assim como no experimento 1, fêmeas apresentam maior 

porcentagem de preferência em relação aos machos. Esses dados parecem ir de 

encontro aos dados publicados na literatura (KOKRAS; DALLA, 2014; XING; HE; HOU 

et al., 2013)  

Ao analisarmos as genitoras e os efeitos do estresse, observamos que existe 

uma redução com tamanho de efeito grande, porém não significante, do tempo de 

imobilidade no TNF nas fêmeas que foram submetidas ao protocolo de privação 

maternal. Isso indica que, de fato, existe efeito similar aos efeitos da prole de fêmeas 

submetidas ao protocolo. Isso sugere que as respostas das genitoras ao TNF, após o 

protocolo de privação maternal também são alteradas, com a redução do tempo de 

imobilidade, porém, em menor magnitude do que as fêmeas da prole. Em relação ao 

ASN e PS, as fêmeas “privadas” respondem de maneira similar às fêmeas “não 

privadas”. De fato, o tamanho do efeito da privação pode ser considerado muito 

pequeno ou pequeno, respectivamente.  

Estes resultados são similares aos observados no experimento 2, onde nas 

proles, as fêmeas que foram submetidas ao protocolo de privação maternal, 

responderam com redução do tempo de imobilidade no TNF, e no ASN e PS 

responderam de maneira similar ao grupo controle “não 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 latência maior no ASN. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS E LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

No presente trabalho buscamos reduzir o viés da melhor forma possível, 

buscando os resultados mais robustos e confiáveis. Foi realizada a aleatorização dos 

grupos experimentais quanto ao tratamento ou estresse. Todos os experimentos 

foram realizados de forma “cega”, ou seja, o experimentador não sabia qual era o 

grupo experimental ao qual o animal pertencia, exceto o sexo do animal. Todos os 

experimentos foram registrados em vídeo e analisados de forma “cega” pelo 

experimentador, e os grupos só foram revelados após análise estatística. Essas 

medidas buscam aumentar a reprodutibilidade e robustez dos experimentos científicos 

(BEGLEY; IOANNIDIS, 2015; MUNAFÒ; NOSEK; BISHOP et al., 2017).  

 Como limitações, a falta de análises complementares, como a quantificação 

dos parâmetros moleculares, por exemplo, dos receptores serotoninérgicos, poderia 

reforçar os entendimentos dos dimorfismos sexuais e as respostas dos ratos ao 

estresse. De fato, as amostras já foram processadas e serão analisadas assim que 

possível. Pretendemos analisar a expressão proteica de receptores 5HT1a, além da 

neurogênese hipocampal, quantificando a expressão de DCX. Análises preliminares 

indicam uma diferença no número de novos neurônios no hipocampo, porém não 

realizamos a quantificação neste material.  
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8. CONCLUSÃO  

  De acordo com a revisão sistemática realizada previamente, este é o primeiro 

trabalho que avalia os efeitos deste protocolo da privação maternal em fêmeas 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 

possível observar que, o TNF foi o teste mais sensível às manipulações experimentais, 

seja pelo tipo de protocolo para testes comportamentais, a privação maternal ou o 

tratamento com FLX. Ao analisarmos todos os dados do ASN, é possível observar que 

este teste foi menos variável e menos sensível as manipulações experimentais do que 

o TNF, independentemente da condição experimental. Em todos os experimentos e 

grupos, observa-se uma dispersão dos dados muito similar entre os grupos. No PS 

observa-se maior dispersão dos valores nos machos do que nas fêmeas, que 

apresentam maior preferência à sacarose demonstrando que o fator sexual foi mais 

sensível as manipulações do que os fatores privação e tratamento, indicando 

dismorfismo sexual no comportamento.  

Por fim, a presente tese traz novos dados sobre as diferenças sexuais e o 

comportamento de ratos submetidos ao protocolo de privação 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, são necessários para avaliar o efeito do estresse e do tratamento 

com FLX. 
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