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RESUMO

O teste do nado forcado (TNF) ¢ um dos testes comportamentais utilizados para predizer o
efeito de compostos potencialmente antidepressivos em roedores de laboratorio. A avaliacdo da
eficacia do tratamento ¢ feita pela mensuragdo do tempo em que os animais gastam com o
comportamento de imobilidade. Tratamento com antidepressivos diminui o tempo em
imobilidade e aumenta em atividade. Desde sua criagdo em 1977, foram incorporadas
modificacdes ao teste e condigdes experimentais. Com o tempo, também aconteceram
transformagdes na qualidade de estudos em animais emergindo a preocupagao que o excesso
de resultados positivos na literatura poderia ser resultado de vieses. Para investigar a incidéncia
de vieses na literatura usando o TNF, planejou-se uma revisdo sistematica ¢ meta-analise
(PROSPERO: CRD42020200604) para responder as seguintes perguntas: “Qual o tamanho de
efeito dos antidepressivos sobre o tempo de imobilidade de roedores no TNF?”, “Como as
condi¢cdes experimentais e qualidade dos estudos afetam esse efeito?” e “O efeito ¢ influenciado
por viés de publicacao ou outros vieses? Dessa forma, recuperou-se 14.719 publicagdes em
quatro bases bibliograficas (Medline via Pubmed, Web of Science, Scopus e Embase via
Periodicos CAPES) que, ap6s exclusdo das duplicatas, geraram uma lista de 5.137 publicagdes.
Ao final de um processo de sele¢do feito por dois revisores independentes, foram incluidas em
uma biblioteca 2.588 publicagdes. Para o presente estudo foram sorteadas aleatoriamente 200
publicagdes (com 561 estudos) para extragdo dos dados. O tamanho da amostra foi definido
para obter poder analitico minimo de 80%. Um revisor extraiu as informagdes sobre a referéncia
bibliografica, populagdo, intervencao, desfecho, qualidade interna (ROB SYRCLE) e qualidade
externa e condutas (CAMARADES adaptado), que foram conferidas por um segundo revisor.
Os tamanhos de efeito das meta-analises foram estimados com o modelo de efeitos aleatorios.
A heterogeneidade foi estimada com I? e 2. O efeito de pequenos estudos foi acessado com o
grafico em funil, Egger’s regression e Trim and fill. O viés de publicagdo foi acessado com
Weight-Function model. A andlise da influéncia de covariaveis e qualidade foi realizada com
meta-andlises estratificadas e meta-regressdo. A estimativa de efeito global favoreceu o
tratamento com antidepressivos, com um tamanho de efeito muito grande e estatisticamente
significante (Hedges g = 1,66; IC 95% [1,53; 1,79]; k = 561), mas com alta inconsisténcia (I
=81,47 %). As estimativas de efeito foram positivas e significantes para a maioria dos
subgrupos analisados. Efeito de pequenos estudos e viés de publicagdo parecem inflar a
estimativa de efeito, principalmente no subgrupo de camundongos. Para camundongos, a
qualidade e tamanho de efeito apresentaram uma relagdo negativa, e para ratos, a relagdo foi
positiva. Assim, conclui-se que os antidepressivos diminuiram a duracdo da imobilidade de
ratos e camundongos de laboratdrio para a maioria dos subgrupos. Além disso, por falta de
informacdes nos artigos, o risco de viés foi incerto para os estudos, limitando um julgamento
da validade interna e externa nesta literatura.

Palavras-chave: Desenho Experimental. Imobilidade. Sexo. Qualidade. Viés de publicacao.



ABSTRACT

The forced swim test (FST) is one of the most used behavioral tests to predict the effect of
potentially antidepressant compounds in laboratory rodents. The evaluation of the effectiveness
of the treatment is made by measuring the time that animals spend with the immobility behavior.
Treatment with antidepressants decreases time in immobility and increases activity. Since its
standardization in 1977, modifications have been incorporated into the test and experimental
conditions. Over time, changes in the quality of animal studies also took place, raising the
concern that the excess of positive results in the literature could result from bias. To investigate
the incidence of bias in the literature using FST, a systematic review and meta-analysis
(PROSPERO: CRD42020200604) was planned, answering the following questions: “What is
the effect size of antidepressants on the immobility time of rodents in FST?”, “How do
experimental conditions and quality of studies affect this effect?”, and “Is the effect influenced
by publication or other biases? Thus, 14,719 publications were retrieved in four bibliographic
databases (Medline via Pubmed, Web of Science, Scopus, and Embase via CAPES Periodicals),
which after deletion of duplicates, generated a list of 5,137 publications. At the end of a
selection process by two independent reviewers, 2,588 publications were included in a library.
For the present study, 200 publications (with 561 studies) were randomly selected for data
extraction. The sample size was set to obtain a minimum analytical power of 80%. One reviewer
extracted information on the bibliographic reference, population, intervention, outcome,
internal quality (ROB SYRCLE), and external quality and conducts (adapted CAMARADES),
which were checked by a second reviewer. The effect sizes of the meta-analyses were estimated
with the random-effects model. Heterogeneity was estimated with I? and 1. The effect of small
studies was assessed with the funnel plot, Egger’s regression, and Trim and fill. Publication
bias was assessed with the Weight-Function model. The influence of covariates and quality was
analyzed with stratified meta-analyses and meta-regression. The estimation of the overall effect
favored treatment with antidepressants, with a very large and statistically significant effect size
(Hedges g = 1.66; 95% CI [1.53; 1.79]; k = 561), but with a high inconsistency (I = 81.47%).
Effect estimates were positive and significant for most subgroups analyzed. The effect of small
studies and publication bias appears to inflate the effect estimate, especially in the subgroup of
mice. For mice, effect quality and size showed a negative relationship; for rats, the relationship
was positive. Thus, it is concluded that antidepressants decreased the duration of immobility in
laboratory rats and mice in most of subgroups. In addition, the risk of bias was uncertain for the
studies, limiting a judgment of internal and external validity in this literature.

Keywords: Experimental Design. Immobility. Sex. Quality. Publication bias.
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1 INTRODUCAO

1.1 OS ANTIDEPRESSIVOS

O tratamento farmacoldgico para a depressao ndo era possivel até a metade do século
passado. A descoberta de fArmacos antidepressivos nao sé possibilitou o tratamento da doenga
e o entendimento da psicopatologia (PLETSCHER, 1991), como também melhorou o manejo
clinico de outras condi¢cdoes a exemplo a dor crdnica, ansiedade, enxaqueca e adic¢do
(SCHNEIDER; PATTERSON; JIMENEZ, 2019; SKANLAND; CIESLAR-POBUDA, 2019).
A depressdo acomete 5,8% dos brasileiros e aproximadamente 322 milhdes de pessoas no
mundo, majoritariamente mulheres (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Entre 2005
e 2015 a estimativa do nimero de pessoas com depressdao aumentou em 18,4% (VOS et al.,
2016), acompanhado do aumento no consumo de farmacos antidepressivos.

Os primeiros farmacos antidepressivos foram descobertos por acaso durante estudos
sobre a aplicacdao clinica de moléculas antituberculosicas e anti-histaminicas modificadas,
respectivamente, iproniazida e imipramina (KUHN, 1957; PLETSCHER, 1991; ZELLER;
BARSKY; BERMAN, 1955). Com os conhecimentos obtidos sobre os mecanismos de acao
dos farmacos pioneiros aliados a evidéncia que a depressao causada pela reserpina (um anti-
hipertensivo) em humanos ocorria via deple¢cdo de monoaminas (ROBINSON, 2018), foi
elaborada a teoria monoaminérgica da depressdo. Segundo essa teoria, os niveis dos
neurotransmissores monoaminérgicos (serotonina, dopamina e noradrenalina) estariam
diminuidos no individuo depressivo e seriam recuperados pelo tratamento com antidepressivos
(SCHILDKRAUT; KETY, 1967). A teoria das monoaminas também explicaria a eficacia de
uma variedade de classes antidepressivas que existem hoje. As classes de firmacos mais antigas
e as mais modernas, com efeitos adversos mais brandos -e.g. os inibidores de recaptacdo-, tém
como um resultado final comum o aumento das monoaminas disponiveis no meio extracelular.
Aumento da disponibilidade de monoaminas na fenda sindptica facilita a interacdo com os
receptores alvo, e por consequéncia aumenta as transmissdes monoaminérgicas (LIEBERMAN,
2003; SCHILDKRAUT; KETY, 1967; SLATTERY; HUDSON; NUTT, 2004).

Uma das primeiras classes de antidepressivos, os inibidores da monoaminas oxidase
(IMAOs) atuam inibindo a enzima monoamina oxidase (MAO). Existem duas isoformas de
MAO, a MAO-A e MAO-B, encontradas em células do trato gastrointestinal, figado, plaquetas
e sistema nervoso (EDMONDSON; BINDA, 2018). A degradagdo das monoaminas ¢ regulada
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principalmente pela MAO-A, portanto em nivel celular, nos neurdnios, quando as monoaminas
sdo recaptadas da sinapse para dentro do neurdnio via transportador, a MAO atua degradando-
a. Os IMAOs retardam essa reagdo enzimatica e, consequentemente, aumentam a
disponibilidade dos neurotransmissores monoaminérgicos (FISAR, 2016). Além das aminas
endogenas, as MAOs também catalisam a degradagdo de aminas exdgenas, como a tiramina
encontrada em alimentos. Em condi¢des normais, a MAO-A do trato gastrointestinal degrada a
tiramina antes que essa seja absorvida e aumente a liberacao de noradrenalina. Porém quando
inibida por IMAO irreversivel, pode gerar uma crise hipertensiva (EDMONDSON; BINDA,
2018).

Os primeiros inibidores de recaptagdo, os TCAs, possuem trés anéis ciclicos e atuam
inibindo a recaptacao de serotonina e noradrenalina através da interacdo com seus respectivos
transportadores presentes na membrana do neurdnio pré-sinaptico, inibindo-os (OBATA,
2017). Ao interagir também com receptores histaminérgicos, muscarinicos colinérgicos, al-
adrenérgicos e canais i0nicos, esses farmacos podem gerar uma série de efeitos colaterais,
como: sedacdo, hipotensao postural, taquicardia, boca seca, entre outros (LIEBERMAN, 2003;
MILLAN, 2006). Com objetivo de desenvolver novos antidepressivos através de modificagdes
estruturais dos ja existentes, na década de 70 foram desenvolvidos os antidepressivos
tetraciclicos (TeCA) que possuem estrutura similar aos TCAs (FANGMANN et al., 2008), a
exemplo a mianserina, € duas décadas mais tarde seu sucessor mirtazapina. Os TeCA sdo
antagonistas dos receptores o2-adrenérgicos pré-sindpticos (autoreceptores), assim, eles
impedem que ocorra um feedback negativo mediado por esses receptores (MILLAN, 2006;
SLATTERY; HUDSON; NUTT, 2004); e receptores 5-HT> pds-sinapticos, preservando a
funcdo sexual (WALDINGER; ZWINDERMAN; OLIVIER, 2003). A mianserina teve seu
papel no tratamento da depressdo de idosos, devido ao seu efeito modulatério na dor
(analgésico) e ao baixo efeito anticolinérgico, quando comparado com TCAs (FANGMANN et
al., 2008).

Por elevarem niveis centrais de mais de uma monoamina, os TCA apresentam um efeito
analgésico superior comparado a agentes de acdo seletiva que foram desenvolvidos
posteriormente, como os inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina (ISRS) e inibidores
de recaptagdo da noradrenalina (IRN) (FISHBAIN et al., 2000). Mas, a partir da década de 90
foram sintetizados antidepressivos com acao dual (inibidores de recaptagdo de serotonina e

noradrenalina (IRSN), como a duloxetina, que também podem ser empregados no tratamento
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de dores (OBATA, 2017), mas apresentam vantagens sobre os TCAs em relagao aos potenciais
efeitos colaterais indesejaveis (LIEBERMAN, 2003).

Os ISRSs foram a primeira classe de antidepressivos desenvolvida a partir de uma
estratégia planejada, na busca por um farmaco com atuagdo em um alvo especifico, para
minimizar efeitos colaterais (PEREIRA; HIROAKI-SATO, 2018). Contudo, mesmo que mais
tolerados, esses ndo sdo isentos de efeitos colaterais, podendo alterar o sono e a libido, e causar
irritabilidade, ndusea, dores de cabega, ansiedade, entre outros (MILLAN, 2006). Seu
desenvolvimento representa um avango no tratamento da depressao, uma vez que tem um perfil
de tolerabilidade e seguranga maior, tornando-os os antidepressivos de primeira escolha
(LIEBERMAN, 2003). Como descrito no nome da classe, esses fArmacos atuam ao inibir os
transportadores de serotonina no neurénio pré-sinaptico, impedindo sua recaptura e posterior
degradacao pela MAO (SLATTERY; HUDSON; NUTT, 2004).

No mesmo sentido do mecanismo de agdo dos ISRSs, foram desenvolvidos também os
IRNs, que inibem o transportador de noradrenalina; os IRSNs que inibem tanto a recaptura da
noradrenalina quanto da serotonina; e os inibidores de recaptagao de noradrenalina-dopamina
(IRNDs), que estendem sua agdo sobre a neurotransmissdo dopaminérgica ao inibir o
transportador de dopamina. A via doparminégica mesocorticolimbica desempenha um papel
importante sobre o prazer € recompensa, 0s quais muitas vezes apresentam uma disfung¢dao em
pacientes depressivos (SLATTERY; HUDSON; NUTT, 2004). A bupropiona, um exemplo de
IRND, ¢ utilizada para cessa¢do de fumo de cigarros contendo nicotina (LIEF, 1996). Com
fun¢do similar aos IRND, os agentes de liberagdo de noradrenalina-dopamina (ALND), também
modulam os niveis das catecolaminas noradrenalina e dopamina, mas seu mecanismo de acao
¢ através da indugdo da deplecao das vesiculas sinapticas de monoaminas, aumentando suas
quantidades no meio intracelular e através do transporte reverso, tem como desfecho final a
liberagdo desses neurotransmissores dos neuronios para a sinapses (ROBERTSON;
MATTHIES; GALLI, 2009).

J& os antagonistas e inibidores de recaptacdo de serotonina (AIRS), a exemplo a
nefazodona, inibe a recaptacio de serotonina e antagoniza os receptores 5-HT24 pds-sindpticos,
além de interagir com outros alvos os quais tem menos afinidade (CUSACK; NELSON;
RICHELSON, 1994). Acredita-se que sua interacdo com os receptores 5-HT2a pOs-sindpticos
possam suprimir a inibi¢do serotoninérgica sobre neurdnios noradrenérgicos (SLATTERY;
HUDSON; NUTT, 2004) e minimizar certos efeitos colaterais gerados pelos antidepressivos,
como disfung¢ao sexual e distarbios do sono (DEVANE; GROTHE; SMITH, 2002).
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Para o tratamento farmacoldgico com antidepressivos promoverem a melhora clinica
dos sintomas depressivos, leva-se aproximadamente 4 semanas de tratamento cronico
(SLATTERY; HUDSON; NUTT, 2004). Para explicar essa demora do efeito por parte dos
antidepressivos, at¢ o0 momento, a teoria mais aceita, seria sobre o tempo em que leva para
dessensibilizar os receptores inibitdrios pré-sindpticos, que por sua vez, regulam a liberagdo de
monoaminas por meio de feedback negativo (ROBINSON, 2018; RUTTER; CHRISANA;
AUERBACH, 1994; ZANOVELI et al., 2010). Com a administragao de antidepressivos, ha um
aumento de monoaminas na fenda sindptica, levando a uma interagdo dessas com os
autoreceptores inibitorios que diminuem sua propria liberagdo mantendo, assim, os niveis
dessas monoaminas baixos. Com o tratamento cronico, ocorre a dessensibiliza¢do desses
autoreceptores ¢ os niveis extracelulares dessas monoaminas se elevam como resultado da
inibicdo da recaptagdo ou da metabolizagdo (RUTTER; CHRISANA; AUERBACH, 1994),
com consequente melhora clinica.

Outra hipotese para explicar a demora do efeito clinico de antidepressivos, ¢ baseada
na teoria neurotréfica (DUMAN; LI, 2012). Ela ¢ baseada em uma série de evidéncias da
diminui¢do do volume hipocampal em pessoas com depressao e animais estressados
(BELLEAU; TREADWAY; PIZZAGALLI, 2019). Levando a uma associagdo entre a agao
terapéutica dos antidepressivos com a neurogénese hipocampal em animais (SANTARELLI et
al., 2003) e humanos (BOLDRINI et al., 2012). Embora exista evidéncia sobre a diminui¢dao
nos niveis de fator neurotrofico derivado do cérebro (BNDF) no soro de pacientes com
depressdo e um aumento quando tratados com antidepressivos (SEN; DUMAN; SANACORA,
2008), ainda nao se tem evidéncias do efeito neurogénico dos antidepressivos levar a melhora
dos sintomas depressivos (BOLDRINI et al., 2012), nem se o efeito terapéutico de todos
antidepressivos ¢ dependente da neurogénese (BOLZAN, 2020). Uma publicag@o recente com
camundongos utilizando metodologias in silico, in vitro e in vivo, sugere que a agdo neurogénica
dos antidepressivos ocorra através da ligagao alostérica desses ao receptor de tirosina quinase
B (TRKB), facilitando sua interacao e sinalizagdo com o BNDF (CASAROTTO et al., 2021),
um fator critico na plasticidade sinaptica, que promove a transcrigdo de CREB (NESTLER;
GOULD; MANIJI, 2002). Esse possivel mecanismo também se estende aos antidepressivos de
acdo rapida (e.g. cetamina), mas o que explicaria o menor tempo em que leva para esses gerarem
efeito, estaria relacionado a rdpida permeabilidade no cérebro pela cetamina (anestésico,
antagonista do receptor de glutamato NMDA), alcancando uma concentracdo sindptica

suficiente de forma rapida; enquanto outros antidepressivos demorariam varias semanas para



21

alcancarem uma concentracdo suficiente para interagir com os receptores TRKB
(KORNHUBER; RETZ; RIEDERER, 1995), alvo que esses possuem baixa afinidade
(CASAROTTO et al., 2021).

1.2 O TESTE DO NADO FORCADO

Para estudar a neurobiologia da depressao e mecanismos de acdo de substancias com
potencial agdo antidepressiva, sdo utilizados animais geneticamente modificados, com pré-
disposi¢dao a expressar fenotipos “depressive-like”, e aplicados protocolos para criacdo de
modelos animais de depressdo (WILLNER; MITCHELL, 2002). Inicialmente eles foram
baseados em procedimentos cirdrgicos como a bulbectomia olfatéria (CAIRNCROSS et al.,
1978), e protocolos de estressores fisicos, como o desamparo aprendido (MAIER, 1984),
separa¢io maternal (VAZQUEZ et al., 2000) e estresse cronico imprevisivel (KATZ; ROTH;
CARROLL, 1981); e procedimentos quimicos (e.g. administragio de corticosterona
(GOURLEY et al., 2008) e reserpina (SCHILDKRAUT, 1965). Esses modelos possuem boa
validade de face e constructo (NESTLER; GOULD; MANIJI, 2002), referindo-se
respectivamente a semelhanga do comportamento com a manifestacao clinica (e.g. anedonia);
da causalidade e mecanismo psicopatologico com os tedricos (e.g. estresse imprevisivel e
elevacao plasmatica de corticosterona) (BELZUNG; LEMOINE, 2011), além da validade
preditiva.

O terceiro critério de validade para modelos animais de depressao proposto por Willner
(1984), a validade preditiva, se refere a capacidade do modelo de prever em animais os efeitos
antidepressivos de intervengoes terapéuticas, farmacologicas ou nao, em humanos (WILLNER;
MITCHELL, 2002). Alguns exemplos de testes que atendem a esse critério sao: preferéncia por
sacarose, teste da suspensdo pela cauda e teste do nado forgado. A validagdo desses testes sO
foi possivel devido ao conhecimento sobre a eficicia clinica dos antidepressivos de primeira
geragdo, aqueles descobertos ao acaso, mas sua aplicacdo teve papel fundamental no
descobrimento de antidepressivos da segunda geracdo (ROBINSON, 2018) e de novos alvos
terapéuticos (SLATTERY; HUDSON; NUTT, 2004). Esses paradigmas podem ser combinados
ou ndo a prévia exposi¢ao de protocolos estressores para inducao de fenotipos. Ja o teste do
nado forcado, pode ser o proprio agente estressor no desenvolvimento do modelo animal, como

também o teste preditivo.
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O teste do nado forcado ¢ um teste comportamental baseado no paradigma de desespero
comportamental (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977) utilizado para avaliar o potencial
efeito antidepressivo de drogas em camundongos e ratos de laboratorio. No teste, o roedor €
colocado numa cuba com agua e, inicialmente, apresentam comportamentos ativos, como quem
tenta escapar da cuba (PORSOLT et al., 1978). Porém, com o tempo os animais diminuem a
atividade e passam a apresentar uma inibi¢do comportamental expressa por imobilidade,
descrita como: flutuagdo do corpo, fazendo apenas movimentos necessarios para manter a
cabeca acima da agua (sic) (para detalhes metodologicos ler (SLATTERY; CRYAN, 2012). O
tratamento com antidepressivos faz com que a duragdo da imobilidade diminua, e sua laténcia
aumente (CASTAGNE; PORSOLT; MOSER, 2009; PETIT-DEMOULIERE; CHENU;
BOURIN, 2005). Ao mesmo tempo, aumenta o tempo gasto em comportamentos ativos,
escalada e nado, a depender do mecanismo de a¢do do farmaco. Enquanto os ISRSs parecem
aumentar o comportamento de nado, os IRNs aumentam a escalada (DETKE; RICKELS;
LUCKI, 1995; LUCKI, 1997). O teste do nado for¢cado possui uma boa validade preditiva,
porém nao de face (fendtipo comportamental) e constructo (alteragao fisiopatologica), uma vez
que ele ¢ utilizado como uma ferramenta reveladora do efeito potencialmente antidepressivo da
intervengao, através das alteragdes em seus possiveis desfechos.

Desde sua primeira descricao por Porsolt, Bertin & Jalfre (1977), foram propostas
algumas modificagdes na aplicagdo do teste do nado forcado: em seu protocolo, e.g. a realizagdo
do teste do nado forcado repetido, onde ¢ conduzida um sessdo de 15 minutos, e outras trés de
5 minutos cada, 1, 7, e 14 dias apds a primeira exposi¢do ao aparato, possibilitando assim
analisar o efeito agudo e cronico de antidepressivos nos mesmos animais (DETKE; JOHNSON;
LUCKI, 1997; MEZADRI et al., 2011); no aparato, e.g. aumento da profundidade da agua,
impossibilitando o animal de se sustentar com as patas ou cauda (ABEL, 1994; DETKE;
LUCKI, 1996); e até mesmo da analise etologica, e.g. gravacao da sessdo para analise posterior
de varios comportamentos, ao invés de quantificacdo em tempo real do comportamento de
imobilidade (CRYAN; VALENTINO; LUCKI, 2005), e contagem dos comportamentos (score)
em segmentos de 5 em 5 segundos do video da sessdo, substituindo a andlise tradicional
continua que gera os parametros de laténcia, duracdo e frequéncia (DETKE; RICKELS;
LUCKI, 1995).

Além das modificagdes nos protocolos do teste, ha também uma grande diversidade no
desenho dos estudos. Como ja foi visto em outra drea, para modelos animais de isquemia em

roedores saudaveis ou com comorbidade (MACLEOQOD et al., 2004), a variabilidade na literatura
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pode impactar no tamanho de efeito estimados de um tratamento. Com isso, estudar como essas
fontes de heterogeneidade afetam o tamanho do efeito dos farmacos antidepressivos no TNF
pode melhorar o planejamento de experimentos futuros e colaborar com a reprodutibilidade dos
estudos na area de investigacao (VESTERINEN et al., 2014). A diversidade inerente ao desenho
dos estudos, além de estar presente no protocolo do teste do nado forgado, também permeia
aspectos da populacao utilizada e intervengao.

O primeiro fator a ser mencionado, ¢ a espécie do roedor, que por si s6 demanda
diferencas no protocolo do teste aplicado. As linhagens podem apresentar desfechos
comportamentais distintos em seu estado basal, além de apresentarem respostas diferentes no
teste apos o tratamento com antidepressivos (BOGDANOVA et al., 2013). A linhagem Flinders
Sensitive, por exemplo, foi proposta como modelo animal de pré-disposi¢do a depressio
(OVERSTREET et al., 2005). Algumas publicagdes apontam diferencas entre machos e fémeas
no desfecho comportamental do teste do nado forcado e na resposta ao tratamento com
antidepressivos, mas esses resultados parecem divergir entre si. Enquanto uns apontam uma
maior imobilidade nas fémeas que nos machos (BOGDANOVA et al., 2013), outros apontam
resultados contrarios (PETIT-DEMOULIERE; CHENU; BOURIN, 2005), ou nao indica efeito
do sexo, apenas da linhagem (ARMARIO; GAVALDA; MARTI, 1995).

Aspectos referentes ao estagio de vida do animal e massa corporal também parecem
relevantes para seu desempenho no teste do nado for¢ado. J& fora observado um maior tempo
de imobilidade em ratos idosos, comparados a jovens, além de que a sensibilidade a
antidepressivos se altera com a idade (PETIT-DEMOULIERE; CHENU; BOURIN, 2005).
Seria esperado que uma pré-exposicao ao estresse tenha um efeito depressogénico do roedor no
teste do nado forgado, € embora a maioria dos resultados parecam favorecer essa expectativa,
existem achados com resultados contrarios também (BOGDANOVA et al., 2013). Além das
caracteristicas do animal em si, o seu acondicionamento também pode influenciar no seu
comportamento, como o ciclo de luz em que o animal ¢ acondicionado (BOGDANOVA et al.,
2013).

Além dessas varidveis citadas, o comportamento dos roedores no teste do nado forcado
também parece ser suscetivel a exposi¢do prévia do animal a outro teste comportamental.
Blokland et al. (2012) observaram que os ratos que passavam por outro teste comportamental
um dia antecedendo a exposi¢do ao teste nado forcado, apresentavam um maior tempo de
imobilidade que os ratos expostos ao teste do nado forcado primeiro. Os fatores referentes a

intervengdo vao incluir a classe antidepressiva do composto; o composto testado; a dose
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administrada no animal; a durag@o do tratamento, se agudo ou cronico; e a via de administracao,

onde a via intraperitoneal, por exemplo, pode inserir o fator estresse do procedimento.

1.3 A QUALIDADE DOS ESTUDOS NAO CLINICOS EM ANIMAIS

A qualidade dos estudos ¢ um fator que pode influenciar diretamente a
reprodutibilidade dos estudos pré-clinicos e exploratérios, além de impactar sobre o poder
translacional do teste (HAN et al., 2017). No trabalho de Mccann et al. (2014) foi constatada
uma relagdo inversa entre a qualidade dos estudos e os tamanhos de efeito. Aqueles que tinham
menor pontuagdo de qualidade apresentavam um maior efeito dos antidepressivos na reducao
do tamanho do infarto cerebral em roedores submetidos ou ndo ao protocolo de estresse cronico
moderado imprevisivel (MCCANN et al., 2014). Outras duas meta-analises sobre tratamentos
em modelos animais (roedores e primatas ndao-humanos) de acidente vascular cerebral
isquémico também constataram um menor tamanho de efeito para os estudos com maior
qualidade (MACLEOD et al., 2005; PEDDER et al., 2014). Se a qualidade dos estudos pode
ter impacto sobre a eficacia de farmacos em testes preditivos por distorcer os tamanhos de
efeitos, ¢ fundamental que haja avaliacdo dos riscos de vieses antes de iniciar um novo projeto
na area de pesquisa (RAMOS-HRYB et al., 2018). A aprecia¢do dos riscos de vieses desses
estudos ¢ fundamental para a validagao translacional desses testes e descoberta de novas drogas
com potencial antidepressivo (RAMOS-HRYB et al., 2018).

Para melhorar a qualidade de estudos da area biomédica, incluindo estudos exploratorios
em animais, vém sendo desenvolvidos e publicados guias com o intuito de auxiliar os
pesquisadores na construcdo de pesquisas e relatorios cientificos de maior qualidade e
transparéncia (para mais informagdes, https://www.equator-network.org/), e.g. ARRIVE

guidelines para relatar pesquisa em animais (PERCIE DU SERT et al., 2020), e PRISMA

statement para revisoes sistematicas e meta-analises (MOHER et al., 2009; PAGE et al., 2021).
Por essas iniciativas terem sua popularidade aumentada mais recentemente, € possivel também
pensar na possibilidade de a qualidade dos estudos em animais acompanharem essa
transformagao, se elevando com o passar dos anos.

Han et al. (2017) compararam a qualidade de relato de estudos publicados em 2013 e
2015 na Cell e Nature (checklist obrigatorio na submissao do manuscrito em 2015). Eles
verificaram entre 0s anos um aumento no rigor de relato de descricdo dos animais e, além disso,

também houve um aumento na execuc¢do de praticas para reducdo de vieses (randomizagdo e
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cegamento), ¢ aumento da precisdo (cdlculo do tamanho amostral). Comparando as duas
revistas, foi constatada uma diferenga maior na qualidade entre os anos para a revista Nature
que para a Cell, evidenciando o papel de checklist de relato no incremento da qualidade dos

estudos.

1.4 O VIES DE PUBLICACAO

Na literatura, grande parte das publicagdes apresenta resultados positivos do efeito de
antidepressivos no teste do nado for¢ado, onde diminuem o tempo de imobilidade e aumentam
os comportamentos ativos (KARA; STUKALIN; EINAT, 2018). O excesso de resultados
positivos pode significar que hd um viés de publicacdo, ou seja, uma tendéncia de encontrar
publicacdes com resultados positivos enquanto os resultados negativos sdo suprimidos
independente da sua qualidade. Este fendmeno ja foi observado em outras areas da ciéncia
(CARVALHO et al., 2016). A investigacdo de viés de publicagdo pode ser conduzida a partir
de métodos meta-analiticos (MAVRIDIS; SALANTI, 2014). As fontes de viés de publicacdao
podem ser divididas em duas grandes categorias: uma relacionada ao desfecho estatistico
(tamanho amostral, direcao do resultado, significancia estatistica) e a outra a acessibilidade do
resultado (devido a custos de acesso a publicacdo, idioma da publicacao, etc.) (MCSHANE;
BOCKENHOLT; HANSEN, 2016).

Uma das fontes importantes de viés de publicacdo ¢ um fendmeno conhecido como
“efeito de pequenos estudos”, quando estudos com um baixo tamanho amostral e consequente
pequeno poder estatistico estdo presentes na literatura. Por apresentarem uma ampla faixa de
tamanhos de efeitos, favoraveis ou ndo ao tratamento, os estudos pequenos trazem
inconsisténcias para a literatura (BORENSTEIN, 2006). Além disso, como ¢ frequentemente
observado em graficos de funil (grafico de dispersdo com medida de precisdo/tamanho amostral
versus tamanho de efeito), a literatura pode apresentar um excesso destes estudos pequenos —
presentes na base do funil invertido - sdo mais publicados quando o tamanho de efeito € grande,
possibilitando um resultado estatisticamente significante, na direcdo predita pela hipotese
inicial do estudo (BORENSTEIN, 2006; KOSSMEIER; TRAN; VORACEK, 2019). Esse
padrao de resultados leva a assimetria do grafico de funil, que pode suportar a presenca do
efeito de pequenos estudos (SPINELI; PANDIS, 2021).

O indicio do viés de publicagdo demanda uma discussao cuidadosa pois a distor¢ao dos

resultados e conclusdes dos estudos pode inflar artificialmente os efeitos de um farmaco. Um
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exemplo € o estudo de Turner et al. (2008), onde foi verificado que o viés de publicagdo inflou
o efeito de antidepressivos em estudos clinicos com pacientes diagnosticados com depressao.
Mccann et al. (2014) observou algo parecido, o viés de publicagao gerou uma distor¢ao no
tamanho de efeito sobre a performance comportamental de roedores que passaram por infartos
cerebrais e que foram submetidos ou ndo ao protocolo de estresse cronico moderado
imprevisivel, e essa superestimacdo relativa foi de 47,1% favorecendo o efeito de
antidepressivos.

A expectativa inflada da eficacia dos farmacos nos estudos nado clinicos e pré-clinicos
pode prejudicar o desenvolvimento de farmacos aumentando as discrepancias e reduzindo a
reprodutibilidade entre os estudos. No caso dos antidepressivos, a0 mesmo tempo em que nos
estudos exploratorios e pré-clinicos os antidepressivos vém apresentando resultados positivos
e promissores, a eficacia terapéutica em estudos clinicos tem apresentado falhas, com auséncia
de resposta e longos periodos para adequagdo do tratamento nos pacientes (MAOZ, 2007;
SINYOR; SCHAFFER; LEVITT, 2011). Ha uma série de fatores que podem colaborar para as
divergéncias entre os estudos, mas neste estudo, o foco sdo fatores relevantes para os estudos
em animais. Dentre eles se destacam a variedade de populagdes estudadas, métodos de aplicar
as intervengoes e métodos de coletar os dados do desfecho comportamental.

Previamente, foram realizadas duas publicagdes de trabalhos pertencentes ao projeto. A
segunda publicagdo, que foi submetida antes, ¢ uma primeira versdao do protocolo para revisao
sistemdtica e meta-andlise de dados de estudos pré-clinicos aplicando o teste do nado forcado
(RAMOS-HRYB et al., 2019), que posteriormente sofreu algumas alteragdes na sua versao
final, o qual fo1 utilizado no presente estudo. A outra publicag@o foi um comentario em resposta
a publicacao de Kara et al. (2018), onde foi ressaltada a possibilidade de um viés de publicagao
para a literatura com o teste do nado forcado e questionamento do impacto desse possivel viés
sobre o tamanho de efeito medido nessa literatura, possivelmente inflando-o (RAMOS-HRYB
et al., 2018). Nesse trabalho, refor¢ou-se o excesso de resultados positivos na literatura através
de pilotos realizados com amostras provindas da biblioteca do projeto geral, corroborando com
os dados de Kara et al. (2018). Porém, ao investigar um possivel viés de publicacdo através da
trim-and-fill e curva-p, ndo foi encontrada evidéncia desse viés e menos da metade das
publica¢des incluidas (cinco) apresentaram dados suficientes para a construgdo da curva-p,
ressaltando a necessidade de um estudo mais amplo para dar continuidade a essa investigacao

(RAMOS-HRYB et al., 2018).
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Para isso, foi realizada uma revisao sistematica seguida de meta-analise dos estudos
avaliando a eficécia de antidepressivos em roedores de laboratdrios submetidos ao teste do nado
for¢ado, que, segundo nossa hipotese, diminui o tempo de imobilidade do animal no teste. Esta
literatura sera descrita em termos de propriedades da populagdo, tratamento, condugao do teste
e tamanhos de efeito. Os descritores serdo usados para investigar a influéncia das covariaveis
sobre o tamanho de efeito estimado para os antidepressivos no teste do nado for¢ado. E por fim,
se avaliard a contribui¢do da qualidade dos estudos, dos vieses experimentais, ¢ do viés de
publicacdo sobre a eficacia do antidepressivo no teste de nado forgado. As hipoteses sao que,
quanto menor a qualidade dos estudos ou maiores os vieses, maior sera o tamanho de efeito

estimado para os antidepressivos no teste de nado forgado.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Investigar a influéncia dos antidepressivos, de covaridveis, e de vieses sobre o tempo
de imobilidade de roedores de laboratério no teste do nado forcado em estudos da literatura

cientifica.

1.5.2 Objetivos Especificos

1. Descrever e avaliar de forma qualitativa as caracteristicas da populagdo, tratamento e
desfecho nas publicagdes incluidas na revisao sistematica e meta-analise.

2. Verificar qual o tamanho, dire¢do e significancia estatistica do efeito de antidepressivos
em geral sobre a imobilidade de roedores no teste do nado forgado.

3. Identificar como o protocolo experimental dos estudos publicados afeta o tamanho de
efeito de antidepressivos em geral sobre a imobilidade de roedores no teste do nado
forgado.

4. Identificar como a qualidade dos estudos publicados afeta o tamanho de efeito de
antidepressivos em geral sobre a imobilidade de roedores no teste do nado for¢ado.

5. Identificar como o viés de publicagdo afeta o tamanho de efeito de antidepressivos em

geral sobre a imobilidade de roedores no teste do nado for¢ado.
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2 METODOLOGIA

2.1 ESTRATEGIA DE ACAO

Para responder as perguntas levantadas nesse trabalho foi conduzida uma revisdo
sistematica seguida de meta-andlise. Essas metodologias comecaram a ser utilizadas na area
clinica afim de sintetizar evidéncias da literatura, como ferramenta na medicina baseada em
evidéncias e decisdes politicas (MUKA et al., 2020). Com o passar do tempo e elevacao no
numero de publicagdes, a aplicagdo dessas metodologias também se mostra necessaria na area
pré-clinica (SENA et al., 2014).

Enquanto a revisdo sistematica facilita a identificagdo de estudos relevantes para
responder uma determinada pergunta de forma sistematica, a meta-analise possibilita o
tratamento estatistico dos dados presentes nesses estudos, chegando em conclusdes através de
resultados globais gerados por comparagdes em pares. Mesmo estando no topo da piramide de
evidéncias, essas metodologias nao sdo isentas de perda de qualidade (MUKA et al., 2020). Na
verdade, hoje, a revisdo sistemadtica e meta-analise ¢ vista como uma lupa, que amplia os
resultados presentes na literatura, j& que os resultados da revisdo sistematica e meta-analise sao
diretamente afetados pela qualidade dos estudos incluidos e metodologia aplicada durante a
revisdo e tratamento dos dados (MURAD et al., 2016). Por isso o viés de relato deve ser
minimizado, permitindo que leitores e revisores tenham conhecimento sobre como o estudo foi
conduzido. Para isso, a versdo final desse trabalho foi relatada de acordo com o checklist
PRISMA para “Revisoes Sistemadticas € Meta-analises” (PAGE et al., 2021).

Duas meta-analises em rede também foram conduzidas e apresentadas no APENDICE
A. A meta-andlise em rede além da comparacdo direta, permite fazer comparagdes indiretas
entre tratamentos que nao necessariamente foram vistos nos estudos primarios ao utilizar um
comparador em comum, € nessa metodologia ¢ possivel gerar um ranking global das
intervencgoes (TONIN et al., 2017), de acordo com a probabilidade de tais tratamentos serem o

mais eficaz, ordenando-os de acordo com a eficacia.

2.2 PROTOCOLO

O protocolo dessa revisao sistematica foi previamente elaborado e publicado no banco de

registro prospectivo de revisdes sistematicas PROSPERO (ID CRD42020200604), disponivel
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embhttps://www.crd.york.ac.uk/prospero/display record.php?ID=CRD42020200604. Esse
protocolo foi atualizado uma vez entre a publicagdo do protocolo e disponibilizagdo dos
resultados gerados no presente trabalho. As atualizagdes foram as seguintes: Mudanga na
ordem dos autores, colocando a autora sénior no final da lista de autores; inser¢ao da pergunta
de revisdo “Is there any relationship between quality scores and ES of outcomes reported in
preclinical studies employing FST?”; a medida de efeito foi corrigida de “diferenca entre as
médias normalizada” para “diferenga entre as médias padronizada”.

E alguns procedimentos foram realizados de forma distinta a prevista no protocolo. A
extracdo dos dados de qualidade foi realizada por um revisor e conferida por um segundo
revisor, € ndo por dois revisores independentes. A analise da relacdo entre tamanho de efeito e
qualidade dos estudos foi realizada através de meta-regressdo em vez de analise de correlacao.
Além do relato do I2, também se fez o relato do valor de Q Cochran e 72 para descrever a
heterogeneidade nas meta-analises. E aplicou-se o “Weight-Function model” para acessar

especificamente o viés de publicagdo.

2.3 CRITERIO DE ELEGIBILIDADE

Para delinear a pergunta, caracteristicas dos estudos alvo e definir os termos de busca
dessa revisao sistematica foi utilizada a ferramenta PICO, baseada na populagdo “population,
P”, intervengdo “intervention, I’ e desfecho “outcome, O” (METHLEY et al., 2014), o
“comparison, C” ndo foi utilizado. Para responder a pergunta geral “Qual a eficicia de
antidepressivos (I) sobre a redu¢dao do tempo de imobilidade (O) de roedores (P) no teste do
nado forcado?” e derivadas, foram incluidos estudos originais de qualquer idioma, publicados
de 1977 -ano em que o primeiro estudo conduzindo o teste do nado forgado foi publicado
(PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1977)- até 2017. Nesses estudos deveriam estar descritos os
efeitos dos antidepressivos (I) administrados em roedores de laboratdrio (ratos € camundongos,
P), revelados pelo teste do nado forgado através do tempo de imobilidade (O), e tendo como
grupo comparador, animais tratados ou ndo com veiculo ou outro antidepressivo, independente

de aleatorizacgao.


https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42020200604
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2.4 BUSCA

A busca pelos estudos foi realizada nas bases de dados Embase, Medline (PubMed),
SCOPUS e Web of Science. Nas bases Medline (PubMed), SCOPUS e Web of Science a busca
foi conduzida previamente por colaboradores do Laboratéorio de Neurobiologia do
Comportamento (LabNeC — UFSC) (RAMOS-HRYB et al., 2019), apenas a busca na base
bibliografica Embase foi realizada pela autora. Os termos de busca foram definidos a partir de
variacoes que se referem a: camundongos e ratos (populacdo), nomes genéricos de
antidepressivos comuns e classes (intervengao, listados por (MCCANN et al., 2014) e teste do
nado for¢ado (revelador do desfecho). Alguns filtros foram aplicados de acordo com as
especificagdes das bases de dados utilizadas, como por exemplo “[animal experiment]/lim” no
Embase para especificar experimentos em animais, e Subject Headings MESH terms no
PubMed para aumentar a sensibilidade da busca, levando em considerag¢do a hierarquia dos
termos (LEENAARS et al., 2012). Um exemplo da estratégia de busca pode ser encontrado no
Quadro 1.

Quadro 1 - Estratégia de busca na base Embase (data: 18/11/2020)

ID Busca Termos Recuperados

#1 (‘'rodent’ OR 'mice'/exp OR mice OR mus OR 'mouse'/exp OR | 4,238,445
mouse OR 'murine'/exp OR murine OR 'wood mouse'/exp OR
'wood mouse' OR 'rat'/exp OR rat OR 'murinae’/exp OR
murinae OR 'muridae'/exp OR muridae OR cottonian OR
cottonrat OR 'rodentia’/exp OR rodentia OR 'rodent'/exp OR
rodent OR 'rodents'/exp OR rodents)
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#2 (‘ssri” OR ‘selective serotonin-reuptake inhibitor’ OR 957,478
‘fluoxetine’ OR ‘citalopram’ OR ‘escitalopram’ OR
‘fluvoxamine’ OR  ‘paroxetine’” OR ‘sertraline’ OR
‘dapoxetine’ OR ‘snri” OR ‘serotonin and norepinephrine
reuptake inhibitor’ OR ‘duloxetine’ OR ‘levomilnacipran’ OR
‘sibutramine’ OR ‘bicifadine® OR ‘venlafaxine’ OR
‘desvenlafaxine’ OR ‘milnacipran’ OR ‘tramadol’ OR ‘TCA’
OR ‘tricyclic antidepressant” OR ‘amitriptyline® OR
‘butriptyline’ OR ‘clomipramine’ OR ‘desipramine’ OR
‘dosulepine’ OR ‘doxepin’ OR ‘imipramine’ OR ‘iprindole’
OR ‘lofepramine’ OR ‘melitracen’ OR ‘nortriptyline” OR
‘opipramol’ OR ‘protriptyline” OR ‘trimipramine’ OR ‘sari’
OR ‘serotonin antagonist and reuptake inhibitor’ OR
‘etoperidone” OR ‘lorpiprazole’ OR ‘mepiprazol’ OR
‘lurasodone’ OR ‘nefazodone’ OR ‘trazodone’ OR ‘nris’ OR
‘norepinephrine reuptake inhibitors’ OR ‘atomoxetine’ OR
‘reboxetine’ OR ‘viloxazine’ OR ‘ndri’ OR ‘norepinephrine
dopamine reuptake inhibitor’ OR  ‘bupropion” OR
‘dexmethylphenidate’ OR ‘methylphenidate’ OR ‘ndma’ OR
‘nras’ OR ‘norepinephrine dopamine releasing agent’ OR
‘amphetamine’ OR ‘dextroamphetamine’ OR
‘dextromethylamphetamine’ OR ‘lisdexamfetamine’ OR ‘teca’
OR ‘texas’ OR ‘tetracyclic antidepressant’ OR ‘amoxapine’
OR ‘maprotiline’ OR ‘mianserin’ OR ‘mirtazapine’ OR ‘maoi’
OR ‘monoamine oxidase inhibitor’ OR ‘isocarboxazid’ OR
‘moclobemide’ OR ‘phenelzine’ OR ‘pirlindol’ OR ‘selegiline’
OR ‘tranylcypromine’ OR ‘antidepressant’)

#3 (‘forced swimming test' OR 'forced swimming test, fst' OR fst 17,569
OR 'forced swim test' OR 'forced-swimming test' OR 'forced-
swim test' OR 'porsolt test")

#4 [animal experiment]/lim AND [embase]/lim AND [1977-| 2,155,929

2017]/py
#5 #1 and #2 154,878
#6 #1 and #3 13,133
#7 #2 and #3 7,618
#8 #1 and #2 and #3 7,229
#9 #1 and #2 and #3 and #4 4,230

Na primeira coluna esta presente a identidade da busca. Na segunda coluna esta presente o conjunto de termos
com operadores Booleanos utilizados na busca. Na terceira coluna estd apresentado o nimero de publicagdes
obtidas na busca. Do ID Busca #5 ao #9 estdo as combinagdes entre os conjuntos de termos. Na ID Busca #9 esta
destacada a quantidade final de publicagdes recuperadas na busca dentro da base bibliografica Embase.

2.5 SELECAO

As referéncias obtidas nas buscas foram importadas para o gerenciador de referéncias
EndNote, para entdo excluir as referéncias duplicadas de duas formas: 1- Pela fungdo

automatica do EndNote que possui a limitagao de excluir apenas as duplicadas idénticas, e 2-
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Pela exclusdo manual. Apos essa limpeza as bibliotecas ficaram prontas para realizar o processo

de selecdo de acordo com os critérios pré-estabelecidos (Quadro 2). A selecdo dos artigos foi

realizada por dois revisores de forma independente em duas etapas: 1- Leitura do titulo e

resumo. 2- Leitura do texto completo. Para aqueles estudos em que ocorrerem a discordancia

sobre a inclusdo ou exclusdo, um terceiro revisor avaliou e definiu a atribui¢ao final. No Quadro

2 estao elencados os critérios de inclusdo e exclusdo de acordo com suas categorias, fase de

selecao empregada, e prioridade sequencial.

Quadro 2 - Critérios de Selegao.

Fase 1: Titulo e Resumo

Nao encontrado

Inclusao: Nao se aplica.

Exclusao: Artigo completo ndo encontrado.

Tipo de Publicacio

Inclusdo: Artigos originais de qualquer idioma, publicado a partir de
1977.

Exclusdo: Revisoes, revisOes sistematicas, meta-analises, cartas,
editoriais.

Populacao

Inclusao: Ratos ou camundongos de qualquer sexo, idade, linhagem
e fenotipo.

Exclusao: Estudos ex vivo, in vitro, in silico € em humanos.

Fase 2: Texto Completo

Desenho
Experimental

Inclusao: Qualquer estudo que descreva o efeito de antidepressivos -
de qualquer classe clinicamente testada*- no teste do nado forcado.

Exclusio: Experimentos usando o nado forgado em ratos ou
camundongos apenas como estressor, sem apresentar os dados
comportamentais.

Desfecho

Inclusdo: Primério: Imobilidade (tempo, %, scores, etc.) no teste do
nado forg¢ado. Secundario: nado, escalada (tempo, %, scores, etc.) no
teste do nado for¢ado e medidas de locomogao no teste do campo
aberto.

Exclusiao: Nao mostra as medidas comportamentais de interesse e de
dispersdo: desvio padrao, ou dados que permitam o calculo (erro
padrdao da média, n).
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Inclusdo: Antidepressivo administrado por qualquer via, dose e
esquema de administragao antes do teste do nado forgado.

Intervencao
Exclusdo: Experimentos contendo apenas desfecho de cotratamento.
Inclusido: Com grupo comparador tratado ou nao com veiculo ou
outro antidepressivo.

Comparador

Exclusao: Sem grupo comparador.

* Agentes de libera¢ao de dopamina e noradrenalina (ALDN), antagonistas e inibidores de recaptacao de serotonina
(AIRS), antidepressivos tetraciclicos (TeCA), antidepressivos triciclicos (TCA), inibidores da monoamina oxidase
(IMAO), inibidores de recaptacdo de noradrenalina (IRN), inibidores de recaptagdo de noradrenalina -dopamina
(IRND)), inibidores de recaptagdo de serotonina-noradrenalina (IRSN), inibidores seletivos de recaptagdo de
serotonina (ISRS).

Na primeira biblioteca, que contém os artigos das bases de dados Medline (PubMed),
SCOPUS e Web of Science, o processo de selecao foi realizado por dois revisores, € a
conciliagdo foi conduzida pela autora desse projeto. Para a segunda biblioteca (artigos
provenientes do Embase) o processo de selecao foi realizado pela autora e uma colaboradora, e
a conciliacdo por um terceiro revisor. Ao final, as duas bibliotecas foram unificadas e se
tornaram a principal biblioteca do projeto, que sofrera atualizagdes posteriores.

A analise de confiabilidade inter-observadores na fase selecdo foi realizada com o
coeficiente de kappa de Cohen (k) (COHEN, 1960), adequado para varidveis categoricas
nominais (KOTTNER et al., 2011), que calcula o indice levando em consideragdo a
concordancia entre os observadores (P,) e a concordancia esperada devido ao acaso (Pg), dado

pela Equagao 1:

Po — Pg

“1-p ¥

K

Equagdo 1. k¥ = kappa de Cohen, P, = concordancia entre observadores, Py = concordancia esperada devido ao
acaso.

Essa analise foi realizada na interface R studio (versdo 2021.9.1.372, RSTUDIO
TEAM, 2021) do software R (versdo 4.0.4, R CORE TEAM, 2021) com auxilio dos pacotes:
“dplyr” (versdao 1.0.7, WICKHAM et al., 2021), “rel” (versdo 1.4.2, LOMARTIRE, 2020) e
“irr” (versao 0.84.1, GAMER; LEMON; SINGH, 2019). O codigo da andlise pode ser

encontrado no repositorio do projeto na plataforma OSF e no github.

Os resultados do coeficiente variam -1 a +1, podendo a confiabilidade ser interpretada

de acordo com onde o resultado se encontra nas faixas de interpretacdo, criada por Landis e


https://osf.io/n3bhq/
https://github.com/tamimart/DissAnalysis
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Koch (1977), sendo: valor menor que zero considerada sem acordo; de 0 a 0,20 considerada
desprezivel; de 0,21 a 0,40 suave; de 0,41 a 0,60 moderada; de 0,61 a 0,80 substancial; e de
0,81 a 1 quase perfeito. No presente trabalho, os valores de kappa (confiabilidade) foram
expressos junto aos seus intervalos de confianca de 95% e percentual de concordancia entre
revisores, o qual ndo leva em consideragdo o acordo ao acaso.

A andlise de concordancia para a fase de sele¢do foi aplicada para as duas bibliotecas
separadamente (primeira: Medline (PubMed), SCOPUS e Web of Science, e segunda: Embase),
resultantes das buscas sistematicas e selegdes em duas fases e periodos diferentes de realizagao.
Além disso, a analise de concordancia foi aplicada a atribui¢ao dos revisores sobre os estudos
como “excluido” ou “incluido” na biblioteca da revisio, e também ao motivo de exclusdo como
“ndo encontrado”, “tipo de publicacdo”, “populagdao”, desenho experimental”, “desfecho”,

“intervenc¢do” e “comparador” para aqueles artigos que os revisores acharam que deveriam ser

excluidos.

2.6 CALCULO DE PODER E AMOSTRAGEM

Foram considerados aptos a inclusdo, um total de 2584 artigos do periodo de 1977 a
2017. Tendo em vista a grande quantidade de estudos e a limitacdo de tempo para realizar esse
projeto, foi aplicada uma estratégia para obter uma amostra aleatoria e representativa dessa
biblioteca. Primeiro calculou-se o ntimero de artigos (k) necessarios para alcancar um poder de
pelo menos 80% na meta-analise. O célculo foi conduzido na interface Rstudio do software R
(versao 4.0.4, R CORE TEAM, 2021) com a fun¢do “mpower()* do pacote “metapower”
(versdao 0.2.2, GRIFFIN, 2020). Para decidir quais os valores dos parametros aplicados ao
calculo, utilizou-se dados prévios de pilotos conduzidos por integrantes do Laboratério de

Neurobiologia do Comportamento (LabNeC — UFSC) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Dados utilizados na defini¢do de parametros para calculo de k.

Piloto Hedges’g 1*(%) k n  Peso Caracteristicas
RAMOS-HRYB 3 >80 17 6 15,2 Camundongo, imipramina.
etal. 2019.
Nao pub. I 1,24 - 4 10 3,57 Ratos estressados,
amitriptilina.
Nao pub. II 0,19 - 43 5 38,4 Ratos estressados,
fluoxetina.
Nao pub. III 0,33 - 5 10 446 Ratos estressados,
reboxetina.
Nao pub. IV 3,85 88,5 43 7 38,4 Ratos estressados, 21
antidepressivos™.
RESUMO 2,07 86,1 112 6 100 Roedores, alguns
antidepressivos.
DECISAO 0,5 90 ? 6 - Roedores, antidepressivos

incluidos na revisao.

Legenda: Dados de pilotos prévios. Na linha resumo contém o resumo do grupo de pilotos para cada parametro,
levando em consideragdo o peso de cada um. Na linha decisdo contém os valores decididos para cada parametro,
os quais foram utilizados no calculo do k. Nao pub.=Nao publicado; Hedges’ g=tamanho de efeito;
I2 = heterogeneidade; k = nimero de estudos analisados; n = niumero de animais por grupo, peso = contribuigdo do
piloto de acordo com o k; caracteristicas = caracteristicas = dos  estudos  analisados.
*21 antidepressivos = agomelatina, amitriptilina, bupropiona, citalopram, clomipramina, desvenlafaxina,
duloxetina, escitalopram, fluoxetina, fluvoxamina, levomilnaciprano, milnaciprano, mirtazapina, nefazodona,
paroxetina, reboxetina, sertralina, trazodona, venlafaxina, vilazodona e vortioxetina.

Para o calculo, considerou-se o nimero de animais (n) de 6 por estudo. Mas, para decidir
o valor da heterogeneidade (I?) e tamanho de efeito (Hedges’ g) aplicou-se uma estratégia mais
conservadora, arredondando o I? para um valor superior (90%), € o valor do tamanho de efeito
utilizou-se um valor inferior (Hedges’ g = 0,5), considerado um tamanho de efeito médio
(SAWILOWSKY, 2009). Dessa forma, uma maior heterogeneidade e menor tamanho de efeito,
implicariam em um poder menor, assim o niimero calculado de estudos necessarios para analise
(k) sera o suficiente para garantir um poder de 80% nesse cenario conservador (VALENTINE;
PIGOTT; ROTHSTEIN, 2010).
Como a funcdo “mpower()” utiliza como tamanho de efeito o Cohen’s d, realizou a conversao
do Hedges’ g para cohen’s d através da Equacio 2 transformada em fun¢do no software R (
g to d €« function(vg, vn) { vd <-vg /(1 -3/ (4 * (vn) - 9)) return(vd)}), conferida com a
funcdo “hedges_g()” do pacote “esc” (LUDECKE, 2019). O cddigo para o calculo do poder

pode ser encontrado no repositério do projeto na plataforma OSF e no github.



https://osf.io/n3bhq/
https://github.com/tamimart/DissAnalysis
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9=dx (1= 3o =s) @

Equagdo 2. d = Cohen’s d, n = numero de animais por grupo.

Como resultado, obteve-se um poder de aproximadamente 83% ao utilizar um total de
200 estudos (k) com a aplicacdo de um Modelo de efeito aleatdrio e 1> de 90%, como pode ser

visualizado na Figura 1:

Power Analysis for Summary Effect Size

Power
o

Model

== Fixed Effects

Random Effects {12 = 30%)

2 102 202 R 402 502 602 T2 802 202

Number of Studies

Figura 1 - Calculo de poder meta-analitico. No eixo y esta presente o poder, e no eixo x o numero de estudos
incluidos na analise, para um modelo de efeitos fixo (roxo) e aleatorio com I? = 90% (azul). Circulo branco indica
no eixo y o poder para o numero de estudos escolhido (tamanho amostra = 200). Linha horizontal tracejada
localizada no poder de 80%.

A partir desses resultados, realizou-se o sorteio dos estudos (k = 200) para obter um
panorama geral do que pode ser encontrado na biblioteca e com poder suficiente para gerar
resultados meta-analiticos. 0) sorteio foi realizado com a fungao
“=ALEATORIOENTRE(inferior; superior)” no software Microsoft Excel, sendo inferior o
numero “1” e superior o nimero “2584”, ou seja, o numero total de artigos na biblioteca. Essa
funcdo foi arrastada por um total de 200 células, para obter os 200 ntimeros/artigos sorteados.
A formatacdo condicional de realce dos valores duplicados foi utilizada para indicar
visualmente aqueles numeros/artigos sorteados mais de uma vez, pois quando repetidos entre

si ou com os numeros dos sorteios prévios, era gerado um novo nimero aleatdrio e substituido.
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2.7 EXTRACAO DE DADOS

A extragao dos dados foi realizada por um revisor e tabulada em uma planilha no Excel.
Um segundo revisor conferiu as informacdes e sinalizou aquelas em desacordo, resolvido
posteriormente numa discussdo para entrar em consenso. Foram extraidos dados qualitativos e
quantitativos (adaptados de RAMOS-HRYB et al. (2019)) do texto presente no artigo completo,

listados a seguir de acordo com suas categorias:

e Identificacdo do estudo: Autores, ano de publicacdo, idioma, pais e referéncia completa.

e Desenho do estudo: Numero de experimentos ou replicagdo, grupo comparador
(controle ou tradado), exposi¢ao a outro teste comportamental (antes do teste do nado
forgado).

e Caracteristicas da populacdo: Sexo, espécie, idade, linhagem, peso e protocolo de
estresse.

e Caracteristicas do acondicionamento: Ciclo de luz, temperatura, umidade, tamanho da
gaiola e numero de animais por caixa de moradia.

e (aracteristicas da intervencao: Antidepressivo, classe do antidepressivo, dose, duracao
do tratamento, via de administracdo, quantidade de administragdes/dia, tempo entre a
administracao e o desfecho.

e Caracteristicas dos desfechos: Imobilidade (tempo, %, scores, etc.) média em qualquer
sessdao do nado forcado (ou repetido) em que os animais foram tratados previamente.
Desvio padrao da média, erro padrao da média ou outra medida de dispersao que permite
o célculo; tamanho da amostra e nimero de comparagdes com o grupo comparador.

e Outros (especificos para o teste do nado forcado): Protocolo do teste do nado forgcado
utilizado, método para acessar desfecho (manual ou automatizado), dimensao do tanque,

temperatura e altura da dgua no cilindro.

Quando os dados -principalmente quantitativos- estavam apresentados em figuras,
realizou-se a extragdo com o auxilio da ferramenta “medir” do Adobe (Figura 2). Para extragao
dos dados dos artigos escritos em outros idiomas que ndo inglés e portugués, utilizou-se o
aplicativo de celular Google Lens (Figura 2) para traduzir tais idiomas para o inglés. Escolheu-

se esse aplicativo porque com ele ¢ possivel fazer traducdes de idiomas com alfabetos nao
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latinos de forma eficaz, enquanto a fungao de traduzir documentos do google tradutor apenas
traduz algumas palavras dentro do texto. A tradugdo de artigos através do Google Lens foi
realizada com um aparelho celular, clicando em “Pesquise usando a camera” e “Traduzir”.
Assim, ao direcionar a camera do celular para o texto, € realizada uma tradu¢do automatica que
pode ser salva em formato de imagem. Um tutorial curto desse procedimento pode ser acessado

nesse video.

Figura 2 - Ferramenta “medir” e “Google Lens” na extracio dos dados. As setas em vermelho mostram as
medidas do eixo y e das barras, com a ferramenta “medir” do Adobe. Acima das barras e abaixo da figura, estdo
presentes os textos traduzidos em tempo real com o aplicativo de celular “Google Lens”.

2.8 AVALIACAO DE RISCO DE VIES (QUALIDADE)

Para estabelecer margens de confianga sobre os resultados da meta-analise e verificar
o impacto da qualidade sobre o tamanho de efeito, acessou-se os riscos de vieses referentes a
qualidade interna e externa dos estudos incluidos. Conduzido por um revisor com o auxilio de
checklists adaptados de: SYRCLE! Rob tool (HOOIIMANS et al., 2014) e CAMARADES?
(MACLEOQOD et al., 2004), e um segundo revisor conferiu e destacou as inconsisténcias. Esse
processo foi feito de forma distinta a planejada no protocolo, que previa uma extragdo por dois

revisores independentes, porém devido ao tempo limitado nao foi possivel aplica-lo.

! Systematic Review Centre for Laboratory animal Experimentation,

www.SYRCLE.nl

2 Collaborative Approach to Meta-Analysis and Review of Animal Data from Experimental Studies,
www.camarades.info.



https://www.youtube.com/watch?v=9rP-mbEY1Ek
http://www.syrcle.nl/
http://www.camarades.info/
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2.8.1 Qualidade interna (ROB SYRCLE)

A qualidade dos estudos usando a ferramenta ROB SYRCLE foi avaliada a partir de
perguntas, com respostas “sim”, “ndo”, e “incerto”, que corresponderdo a: “baixo”, “alto”, e
“incerto” risco de viés, respectivamente (HOOIJMANS et al., 2014). As perguntas adaptadas
do checklist SYRCLE sao: (1) A alocagao de tratamento foi adequadamente gerada e aplicada?
(2) Os grupos (controle e tratado) eram similares no inicio do experimento? (3) A alocagao foi
adequadamente escondida? (4) Os animais foram acondicionados aleatoriamente? (5) Os
investigadores eram cegos quanto ao tratamento durante os experimentos? (6) Os animais foram
selecionados aleatoriamente para acessar o desfecho? (7) A avaliacdo do resultado foi cega? (8)
Dados incompletos foram adequadamente enderecados? e.g. razdo pertinente para auséncia de
dado, (9) Os relatos do estudo s3o livres de selecdo de desfecho relatado? e.g. so6 relatar os
resultados estatisticamente significantes, e (10) O estudo esta aparentemente livre de algum
outro problema que poderia resultar em alto risco de viés? Sendo classificadas nos tipos de
risco: viés de selecao (1, 2 e 3), viés de desempenho (4 e 5), viés de detecgao (6 e 7), viés de
atrito (8), viés de relato (9) e outro tipo de viés (9) (HOOIJMANS et al., 2014) . A forma de

como foi realizado o julgamento para cada questdo se encontra no quadro abaixo (Quadro 3):

Quadro 3 - Julgamento das perguntas ROB SYRCLE.

Item Julgamento
(1) A alocagdo de tratamento foi | O estudo descreve os métodos usados, se houver, para
adequadamente gerada e | gerar a sequéncia de alocagdo em detalhes suficientes
aplicada? para permitir uma avaliacdo se deve produzir grupos

comparaveis? * Quando afirmativo, considerou "Sim".
Se nitidamente ndo, considerou "Nao". E se nao
mencionou ou nao ficou nitido, considerou "Incerto”.

(2) Os grupos (controle e tratado) | O estudo descreve todos os possiveis fatores
eram similares no inicio do | prognosticos ou caracteristicas dos animais, se houver,
experimento? que sao comparados a fim de julgar se os grupos de
intervencdo e controle eram semelhantes no inicio do
experimento? * Quando afirmativo, considerou "Sim".
Se nitidamente ndo, considerou "Nao". E se nao
mencionou ou nao ficou nitido, considerou "Incerto”.

(3) A alocagao foi adequadamente | O estudo descreve o método usado para ocultar a
escondida? sequéncia de alocagdo em detalhes suficientes para
determinar se as alocacdes de interven¢do poderiam ter
sido previstas antes ou durante a designagao? * Quando
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afirmativo, considerou "Sim". Se nitidamente nao,
considerou "Nao". E se ndo mencionou ou ndo ficou
nitido, considerou "Incerto”.

(4) Os animais foram
acondicionados aleatoriamente?

O estudo descreve todas as medidas usadas, se houver,
para alojar os animais aleatoriamente na sala dos
animais? * Quando afirmativo, considerou "Sim". Se
nitidamente ndo, considerou "Nao". E se ndo mencionou
ou nao ficou nitido, considerou "Incerto”. Obs.: Apenas
afirmar que foi “alojado aleatoriamente” ndo ¢
suficiente, € necessario descrever como.

(5) Os investigadores eram cegos
quanto ao tratamento durante os
experimentos?

O estudo descreve todas as medidas usadas, se houver,
para que os cuidadores e pesquisadores do ensaio cego
saibam qual intervengdo cada animal recebeu? * Quando
afirmativo, considerou "Sim". Se nitidamente nao,
considerou "Nao". E se ndo mencionou ou nao ficou
nitido, considerou "Incerto”.

(6) Os animais foram
selecionados aleatoriamente para
acessar o desfecho?

O estudo descreve se os animais foram selecionados
aleatoriamente ou ndo para avaliacdo dos resultados e
quais métodos para selecionar os animais, se houver,
foram usados? * Quando afirmativo, considerou "Sim".
Se nitidamente ndo, considerou "Nido". E se nio
mencionou ou nao ficou nitido, considerou "Incerto”.
Obs.: Aplicado quando existe um nimero “x” de animais

no grupo, mas o resultado sé € acessado em “y” animais.

(7) A avaliacdo do resultado foi
cega?

O estudo descreve todas as medidas usadas, se houver,
para cegar avaliadores de resultados de saber qual
intervenc¢ao cada animal recebeu? * Quando afirmativo,
considerou "Sim". Se nitidamente ndo, considerou
"Ndo". E se ndo mencionou ou ndo ficou nitido,
considerou "Incerto”.

(8) Dados incompletos foram
adequadamente enderegados?

O estudo descreve a integridade dos dados do resultado
para cada resultado principal, incluindo atrito e
exclusdes da andlise. Declara se atritos e exclusdes
foram relatados, os numeros em cada grupo de
intervengdo (em comparagcdo com o total de animais
randomizados), motivos para atritos ou exclusdes e
quaisquer reinclusdes nas andlises? * Quando
afirmativo, considerou "Sim". Se nitidamente nao,
considerou "Nao". E se ndo mencionou ou nao ficou
nitido, considerou "Incerto”. Obs.: O nimero de animais
na secdo de métodos e nos resultados foi 0 mesmo? O
nimero de animais nos grupos ¢ igual? Explicaram por
que nio?

(9) Os relatos do estudo sao livres
de selecao de desfecho relatado?

Declara como o relato seletivo de resultados foi
examinado e o que foi encontrado? * Quando afirmativo,
considerou "Sim". Se nitidamente ndo, considerou
"Ndo". E se ndo mencionou ou ndo ficou nitido,




42

considerou "Incerto”. Obs: Os desfechos especificados
nos métodos e resultados sdo os mesmos?

(10) O estudo esta aparentemente
livre de algum outro problema que
poderia resultar em alto risco de
viés?

O estudo indica alguma preocupacao importante sobre o
viés ndo coberto por outros dominios da ferramenta? *
Quando afirmativo, considerou "Sim". Se nitidamente
ndo, considerou "Nao". E se ndo mencionou ou nio ficou

nitido, considerou "Incerto”.
* = Descrigdo original (HOOIJMANS et al., 2014).

2.8.2 Qualidade externa e condutas (CAMARADES adaptado)

Os itens do checklist CAMARADES foram julgados como “sim”, “ndo”, e “incerto”, e
algumas variagdes mais especificas de acordo com o item (Quadro 4). Os itens adaptados sdo:
(1) Estudo seguiu algum guia; (2) Declara¢do de conformidade com os regulamentos de bem-
estar animal; (3) Declaragdo de possiveis conflitos de interesse; (4) Relato das condigdes de
acondicionamento ou ac¢des para melhora do bem estar dos animais experimentais; (5) Relato
da espécie/linhagem ou caracteristicas especificas dos animais; (6) Relato do fendtipo de
interesse; (7) Relato da idade, peso ou estidgio de vida dos animais; (8) Relato do sexo dos
animais; (9) Relato sobre o método do teste comportamental e aquisicio dos desfechos

comportamentais; € (10) Relato do célculo amostral.

Quadro 4 - Julgamento dos itens adaptados do CAMARADES.

Item

Julgamento

(1) Estudo seguiu algum guia.

Se usaram algum guia relacionado a relatdrio ou uso de
animais, considerou apenas “Sim”. Também foi anotada
informagao adicional sobre o guia, e.g.: ARRIVE, guia
para uso de animais de laboratorio. Se claramente ndo
usou nada, considerou "Nao". E se ndo menciona ou ndo
ficou nitido, considerou "Incerto".

(2) Declaragao de conformidade
com os regulamentos de bem-
estar animal.

Se declarou, considerou “Sim”. Se nitidamente ndo,
considerou “Nao”. Se ndo menciona ou ndo ficou nitido,
considerou “Incerto”.

(3) Declaragao  de
conflitos de interesse.

possiveis

Se no artigo esta presente a declaracao confirmatoria
quanto ao conflito de interesse, considerou “Sim, com
conflito”. Se declarou ndo ter conflito de interesse,
considerou: “Sim, sem conflito”. Se ndo estd presente,
considerou “Nao”.

(4) Relato das condigdes de
acondicionamento ou ag¢des para
melhora do bem-estar dos animais
experimentais.

Se: 1. declararam preocupagao sobre isso, 2. relatou ao
menos 3 de 5 condi¢gdes do biotério (medidas da gaiola,
animais por gaiola, umidade, ciclo de luz e temperatura)
considerou "Sim". Se reportarem menos de 3,
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considerou "Incerto". E se ndo reportaram, considerou
HN&OH-

(5) Relato da espécie/linhagem ou

Em caso afirmativo, considerou "Sim". Se nitidamente

caracteristicas especificas dos | ndo, considerou "Nao". E se ndo menciona ou nao ficou
animais. nitido, considerou "Incerto".

(6) Relato do fendtipo de | e.g. estressado e/ou depressivo. Em caso afirmativo,
interesse. considerou "Sim". Se nitidamente ndo, considerou

HN&OH-

(7) Relato da idade, peso ou
estagio de vida dos animais.

Em caso afirmativo, considerou "Sim". Se nitidamente
ndo, considerou "Nao".

(8) Relato do sexo dos animais.

Em caso afirmativo, considerou "Sim". Se nitidamente
ndo, considerou "Nao".

(9) Relato sobre o método do teste
comportamental e aquisi¢do dos
desfechos comportamentais

e.g. pré-teste 15 min + teste 5 min e automatizado. Em
caso afirmativo, considerou "Sim". Se ndo relatou ao
menos um deles (protocolo ou método de aquisigao),

considerou "Nao". E se relatou um deles (protocolo ou
método de aquisi¢ao), considerou "Incerto".

Se relatou como o tamanho da amostra foi calculado,
considerou "Sim". Caso contrario, foi atribuido "nao".
Se ndo estivesse nitido, considerou “Incerto”.

(10) Relato do célculo amostral.

Na primeira versao desse documento havia mais um item a respeito da revista em que o

estudo foi publicado, se era revisada por pares ou se estava listada do site

https://predatoryjournals.com/. Porém, o site foi retirado do ar, entdo esses resultados foram

retirados na versao final do documento.

2.9 DESTAQUE DE PALAVRAS-ALVO NAS PUBLICACOES

Para facilitar a extracdo de dados qualitativos e de risco de viés, fora utilizada a
ferramenta “Assistente de acdo” do software Adobe Acrobat Pro DC (NUR; ADAMS;
BRAILSFORD, 2016), com ela a extragao dos dados ¢ facilitada e reduz-se a incidéncia de
erros nessa fase (DO PRADO, 2021). Essa ferramenta permite aplicar um conjunto de
comandos personalizados, denominado agdes, a um conjunto de documentos, diminuindo o
tempo dedicado a analise manual de um documento por vez. No presente trabalho, foi utilizada
existente “Find and Highlight Words” baixada da web

uma agdo ja

(https://acrobatusers.com/actions-exchange/?trackingid=JZXYQ). Essa a¢do contém os
comandos “Pesquisar e remover texto”, “Destacar” e “Salvar”, onde o primeiro reconhece
palavras-alvo, o segundo destaca essas palavras, e por fim, a terceira salva todos os arquivos de

PDF automaticamente.


https://predatoryjournals.com/
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A partir dessa acdo, foi realizada pela autora a personalizacdo de acordo com as
necessidades do trabalho. Criou-se arquivos .txt com palavras alvos de: qualidade (risco de
viés), Intervengao e populagao, importados para a fungao “Pesquisar e remover texto”, a op¢ao
“Diferenciar maitsculas/minusculas” permaneceu desabilitada, ¢ a op¢ao “Apenas palavras
inteiras” foi habilitada somente para o conjunto de palavras-alvo da populagdo. Para cada
conjunto de palavras aplicou-se o comando “Destacar” personalizando a variavel do Javascript
“colHilite = color.yellow” com as cores: cyan = ciano (qualidade), green = verde (intervengao)
e magenta = magenta (populagdo). Tanto a A¢ao personalizada quanto os arquivos .txt de cada
conjunto de palavras podem ser acessados no repositorio do projeto no OSF (pasta:
ActionWizard AssistenteDeacao). A Figura 3 apresenta como exemplo um printscreen do PDF

de um estudo o qual passou por esse processo.

Method

1. Animals

S8 v @SBRSS (50 days old | 250-300g) were obtained
from Universidade do Extremo Sul Catarinense (UMESC), Criciima,
Brazil) breeding colony. Four were (housed per cage with food
and water available ad libitum and maintained on a 12-h light/
dark cycle (lights on at 7:00 AM). All experimental procedures
involving animals were performed following the NIHGuide for the
Care and Use of Laboratory Animals and the Brazilian Society for
Meuroscience and Behavior (SBMeC) recommendations for animal
care, with the approval of UMESC Ethics Committee of accord with
protocol number 543/2007. Additionally, all efforts were made
to minimize animal suffering as well as to reduce the number of
animals.

2. Acute administration of ketamine and imipramine

Ketamine was obtained from Fort Dodge (Brazil) andimipramine,
the standard antidepressant, from Movartis Pharmaceutical Industry
(Brazil). Different groups of f@l@(n = 8 each®*) were administered
intraperitoneally with saline or different doses of ketamine (5, 10
and (15mglkg) or imipraming (10, 20 and [30mgfkg) 60 minutes
before the test session (forced swimming test). The range of doses
of ketamine employed in this work was chosen based on a previous
study, which reported an increase in spontanecus locomotor activity
at25mglkg, while no changes were observed at/ LOmgfkg.** Mone
of the @@ was excluded.

Figura 3 - Exemplo de resultado da a¢fo “Find and Highlight Words”. Destaque de palavras-alvo através da
ferramenta “Assistente de A¢ao” do Acrobat Pro DC. Cores de acordo com as categorias: ciano = qualidade,
verde = intervengdo e magenta = populacdo. Estudo: (ASSIS et al., 2009)


https://osf.io/n3bhq/
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2.10 SINTESE DOS DADOS E TRATAMENTO ESTATISTICO

Foi conduzida uma sintese qualitativa e quantitativa dos resultados. Na narrativa
descreveu-se as caracteristicas predominantes dos estudos incluidos na revisao, assim como sua
respectiva qualidade avaliada. Além da meta-analise conduzida, devido os dados apresentaram
elevada heterogeneidade (I?), também foi conduzida uma meta-analise estratificada e meta-
regressao para explorar a heterogeneidade, quando o nimero de estudos permitiu. A meta-
analise foi conduzida a partir do pacote metafor (VIECHTBAUER, 2010) no software R (R
CORE TEAM, 2021). Os codigos das analises assim como os arquivos com dados podem ser

encontrados no github e no repositdrio do projeto na plataforma OSF.

2.10.1 Medida de efeito

Os célculos do tamanho de efeito para o desfecho primario (varidvel quantitativa
continua) foram realizados a partir da diferenca entre as médias padronizadas, que permite ser
calculado para diferentes escalas de medidas do mesmo desfecho (e.g. duragdo da imobilidade
em segundos e %). A medida sera expressa em Hedges’ g, que corrige viés para tamanho
amostral pequeno (HEDGES; OLKIN, 1985), comum em estudos com animais.

O calculo ¢ baseado nas médias, desvios padrdes e tamanho da amostra dos dois grupos
comparados (Equacgdo 3 e 4, (VESTERINEN et al., 2014)). Para grupo comparador com mais
de uma comparagdo, sera feita uma correcao do tamanho do grupo pelo nimero de comparagdes
incluidas na meta-analise (Equacao 5, (VESTERINEN et al., 2014)), assim o peso atribuido ao
tamanho de efeito ndo serd exacerbado. Em uma publicacdo em particular (KULKARNI;
BHUTANI; BISHNOI, 2008), o nimero de grupos tratados comparados ao grupo controle
excedeu o numero de animais dentro do grupo controle (n grupos = 9, n controle = 6), ndo
permitindo o minimo de um animal por controle comparado ao tratado. Nesse caso, foi realizado
o sorteio (https://sorteador.com.br/) de uma comparagao/dose por farmaco, onde de trés
farmacos com trés doses, permaneceu uma dose para cada firmaco. Também, para as
publicacdes que apresentaram o mesmo desfecho (imobilidade no nado for¢ado) mais de uma
vez para 0 mesmo grupo de animais, p.e. em dois momentos diferentes, realizou-se um sorteio

(https://sorteador.com.br/) para escolha de apenas um desfecho por grupo.


https://github.com/tamimart/DissAnalysis
https://osf.io/n3bhq/
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Equagdo 3. ES = tamanho de efeito, k. = média do controle, X,., = média do tratado,
Spooled = desvio padrao agrupado, N=tamanho amostral total.

(Tlé - 1)SDCZ + (nrx - 1)SD7gx
N—2

Spooled = 4)

Equagdo 4. n/= tamanho amostral controle corrigido, n,, = tamanho amostral tratado, SD?= desvio padrio
controle, SD2,= desvio padrio tratado, N = tamanho amostra total.

n
n, = < (5)

X

Equagéo 5. n.= tamanho amostral controle corrigido, n. = tamanho amostral controle,
n,, = tamanho amostral tratado.

2.10.2 Medida de efeito global

Para estimar o tamanho de efeito global (TEG) a partir do conjunto de comparacgdes, foi
utilizado o modelo de efeitos aleatérios devido a heterogeneidade prevista entre os estudos
(DERSIMONIAN; LAIRD, 1986). O método aplicado foi o “estimador de méxima
verossimilhanga restrito” (default da funcdo rma do pacote metafor) em vez do método de
DerSimonian e Laird (presente no protocolo), pois este € negativamente enviesado quanto ha
moderada a alta heterogeneidade entre estudos, pois supde que a variabilidade dentro do estudo
¢ conhecida, quando na realidade ¢ estimada (TANRIVER-AYDER et al., 2021). Ao usar
modelo de efeitos aleatorios (Equacdo 6, (VESTERINEN et al., 2014)), o peso do tamanho de
efeito de cada comparacgdo ¢ calculado através do inverso da soma do erro padrao do estudo ao
quadrado e variancia entre estudos -dada por tau? (72) -. O tamanho de efeito estimado sera

expresso em Hedges’ g com 95% de intervalo de confianga.

1

* —
ESrana = ES X (17—

(6)
Equagdo 6. ES;,,,4= tamanho de efeito (por modelo de efeitos aleatorios), ES = tamanho de efeito,
SE? = erro padrio ao quadrado, T2 = variancia entre estudos.
Para facilitar a interpretacdo dos resultados, a magnitude do tamanho de efeito sera

considerada de acordo com as faixas: “muito pequeno” (0,01-0,19); “pequeno” (0,2—-0,49);

“médio” (0.5-0.79); “grande” (0,8-1,19); “muito grande” (1,2-1,99); “enorme” (> 2)
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(SAWILOWSKY, 2009). E o resultado sera considerado estatisticamente significante quando
o intervalo de confianga ndo se estender sobre o efeito nulo (zero), quando ocorrer, o resultado

sera considerado inconclusivo (NAKAGAWA; CUTHILL, 2007).

2.10.3 Heterogeneidade

Para acessar a heterogeneidade entre os estudos foram utilizados I> e T2. O I?, calculado
com o valor de Q Cochran (ver Equag¢do 30 em (VESTERINEN et al., 2014) e graus de
liberdade, dado pela Equagdo 7, se refere a proporg¢ao da variabilidade que pode ser atribuida a
heterogeneidade e ndo ao erro amostral, podendo ser considerada como uma medida de
inconsisténcia, variando entre 0% (variagdo devido ao acaso) e 100% (variagao reflete diferenca
real entre os tamanhos de efeito dos estudos), mas para facilitar a interpretagdo dos resultados
iremos avaliar a inconsisténcia de acordo com as faixas: "muito baixa" (< 25 %); "baixa" (25 —
50 %); "moderada" (50 — 75 %); "alta" (> 75 %) (HIGGINS et al., 2003). J4 0 72 é a medida de
varidncia dos estudos, possibilitando quantificar a magnitude da heterogeneidade.
Adicionalmente, foram exploradas possiveis fontes de heterogeneidade a partir da analise de

subgrupos e meta-regressao.

Q—df
Q

Equacio 7. I2= inconsisténcia, Q = Q Cochran, df = graus de liberdade.
q g

I? =

X 100% (7)

2.10.4 Analise de outliers e casos influentes

Como andlise de sensibilidade, foram aplicados testes para identificar outliers e casos
influentes sobre os resultados do modelo. Para isso, foi usada a fungao “influence()” do pacote
metafor (VIECHTBAUER, 2010). Essa funcdo contém uma série de procedimentos para
diagnostico de outliers e casos influentes sobre os resultados de modelos de efeitos aleatorios
em meta-analises, sdo eles: residuos padronizados externamente (rstudent), valores DFFITS
(dffits), “Cook’s distances” (cook.d), razdes de covariancia (cov.r), estimativa “/eave-one-out”
da heterogeneidade (tau2.del), estimativa “leave-one-out” do teste de heterogeneidade
(QE.del), valores hat (hat) e peso do estudo no modelo (weight) (VIECHTBAUER; CHEUNG,
2010).
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O rstudent avalia se cada estudo se encaixa no modelo, se seu efeito observado desvia
do tamanho de efeito esperado baseado em trés fontes de variabilidade (variabilidade amostral,
heterogeneidade e imprecisao do efeito previsto), e se o residuo ultrapassar o limite de 1,96,
esse sera considerado um outlier. O dffits indica por quantos desvios padrdes o efeito médio
previsto para o estudo muda apds exclusdo desse no ajuste do modelo. E o cook.d € uma medida
para examinar o efeito da exclusdo do estudo no modelo, através da distancia entre os valores
previstos para todos os estudos, incluindo e excluindo o estudo avaliado do modelo ajustado.
Tanto o valor de dffits quanto de cook.d evidenciam os estudos que podem ser considerados
casos influentes.

Um valor de cov.r menor que um indica que a remog¢ao do estudo provavelmente produz
estimativas mais precisas do coeficiente estimado pelo modelo. Também ¢ possivel calcular o
percentual de precisao obtida ao excluir o estudo do modelo, através do inverso do valor de
cov.r. O tau2.del revela quanto da heterogeneidade ¢ alterada quando o estudo ¢ excluido do
modelo, e o QE.del examina mudangas no teste estatistico para heterogeneidade apds exclusao
do estudo. Alteragao em ambas estimativas podem sinalizar a presen¢a de um outlier e/ou caso
influente. Por fim, os valores de hat e weight revelam quanto o estudo contribui para o tamanho
de efeito predito e modelo.

Depois de examinados esses indices, verificou quanto da estimativa do modelo foi
alterada com a exclusdao de cada estudo sinalizado como outlier e influente. Quando grandes
mudancas ocorreram, foi realizada uma inspe¢do minuciosa do estudo, para verificar possiveis

erros dos valores tabulados e caracteristicas singulares dentro do estudo.

2.10.5 Analise de viés de publicaciao

O viés de publicacdo foi estimado a partir do grafico de funil, “Egger’s regression®,
“Trim and fill” e “Weight-Function model”. Os trés primeiros métodos citados estdo mais
relacionados a um possivel efeito de pequenos estudos, que podem estar sujeitos a publicacao
seletiva e consequente viés de publicagdo, mas ndo sdo a Unica fonte do viés, enquanto o
“Weight-Function model” ¢ mais direcionado para avaliar um possivel viés de publicagdo. No
grafico de funil checou-se a simetria na distribuicdo dos estudos, dado pelo erro padrao da
média ou inverso da raiz do tamanho amostral no eixo y (ordenada) e valor do tamanho de
efeito no eixo x (abscissa). Escolheu-se realizar a andlise com ambos os moderadores no eixo

y, porque o erro padrao ou inverso de erro padrao podem levar a uma distor¢ao do funil quando
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o tamanho de efeito utilizado ¢ a diferenca entre as médias padronizada, uma vez que no calculo
do erro padrao da média ¢ incluida a propria diferenga entre as médias padronizadas, tendo
como consequéncia falsos positivos na inspecao visual do grafico e no resultado do “Egger’s
regression* (ZWETSLOQOT et al., 2017), principalmente quando os estudos possuem pequeno
tamanho amostral.

A assimetria foi testada pela Egger’s regression, onde uma forte correlacdo indicaria o
efeito de pequenos estudos favorecendo um resultado (LIN; CHU, 2018), uma vez que estudos
pequenos possuem um menor poder, variando seus resultados numa ampla faixa de tamanhos
de efeitos, de positivos a negativos, ¢ seu acimulo a um dos lados do grafico de funil, pode
evidenciar a supressdo na publicagdo desses estudos quando os resultados sdo negativos.
Complementarmente, através da técnica meta-analitica “Trim and fill”, foram adicionados ao
grafico, estudos tedricos ausentes (SENA et al., 2014) e fora ajustado o tamanho de efeito global
estimado (DUVAL; TWEEDIE, 2000). Por fim, utilizou-se o “Weight-Function model”, para
avaliar um possivel viés de publicacdo, através da redistribuicdo do peso dos estudos de acordo
com probabilidade de publicacdao, onde estudos com valores de p menores que o nivel de
significancia estatistica (a = 0,05) tiveram seus pesos diminuidos, e um novo tamanho de efeito

global do modelo ajustado foi calculado (VEVEA; HEDGES, 1995).

2.10.6 Analise de subgrupos e meta-regressiao

Para verificar o impacto das caracteristicas dos estudos e qualidade sobre a eficacia dos
tratamentos, conduziu-se a analise de subgrupos. A variavel dependente, como descrito
anteriormente, ¢ o tamanho de efeito para imobilidade no teste do nado forcado (primaria).
Enquanto as variaveis independentes sdo as mais diversas: espécie, linhagem, sexo, protocolo
do teste do nado for¢cado, idade dos animais, regime do farmaco, dose, tempo entre
administracao e desfecho, e outros.

A analise de subgrupos para o desfecho primario foi realizada através de meta-analise
estratificada para as varidveis independentes categdricas nominais, € meta-regressao para a
varidveis quantitativas continuas ou categoricas ordinais. Estabelecendo como numero minimo
de estudos os seguintes critérios arbitrarios: trés por categoria da varidvel na andlise
estratificada e dez estudos por varidvel na meta-regressao. Além dessas analises, também foi
conduzida uma verificagdo do impacto da qualidade dos estudos na eficacia do tratamento. Para

isso, utilizou-se a pontuagdo de qualidade previamente atribuida (ROB SYRCLE), como fator
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moderador na meta-regressao. Foi atribuida a pontuagao para cada pergunta por estudo, sendo:
“sim” = 1 ponto, “ndo0” = -1 ponto e “incerto” = 0, somando a pontuagdo total por estudo, que

pode variar entre -10 (minimo) a 10 (maximo) pontos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 BUSCA E SELECAO

Os resultados quantitativos das etapas de busca, triagem (em duas fases de selecdo) e
inclusdo estdo presentes no fluxograma PRISMA (Figura 4). A busca foi realizada em 4 bases
de dados, identificando um total de 14.719 publicagdes, sendo 4.017 no Pubmed Medline, 1.705
no Scopus, 4.767 no Web of Science ¢ 4.230 no Embase. Dentro dessa biblioteca de 14.719
publicagdes, havia trabalhos encontrados em mais de uma base de dado, podendo ter as
informagdes de identifica¢do idénticas ou com algumas diferengas, p.e. uma possuia 0 nome
completo da revista e outra apresentava a abreviacao do nome. Assim, foi realizada a exclusao
de duplicadas automatizada no software EndNote em um total de 4.349 publicagdes, e por
conferencia manual em um total de 5.233. Com isso, um total de 5.137 publicagdes passaram
para a etapa de selegdo a partir de critérios de elegibilidade pré-estabelecidos. Ao analisar o
titulo e resumo na primeira fase da sele¢do, um total de 344 artigos foram excluidos (critérios
descritos na Figura 4, lista de referéncias no OSF), resultando em 4.793 publica¢des para
acessar o texto completo, contudo sé foi possivel acessar um total de 4.474 artigos, pois 0s
outros 319 ndo foram encontrados.

Na segunda fase da selecao, através da avaliagdao do texto completo, um total de 1.913
publicacdes foram excluidas. Ao final do processo de selecdo, um total de 2.588 publicacdes
foram incluidas na biblioteca, que com posterior sorteio, selecionou-se de modo aleatorio 200
publicagdes para a conducio do presente trabalho (detalhes na segdo 2.6 CALCULO DE
PODER E AMOSTRAGEM, lista de referéncias no APENDICE B), e dentre essas publicagdes
havia 561 estudos. Durante o processo de extracdo de dados, mais 28 publicacdes foram
excluidas por ndo atenderem aos critérios de selegdo, restando 2.560 publicagdes na biblioteca

(lista de referéncias no OSF).
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3.1.1 Concordancia entre os revisores no processo de selecao
Na Tabela 2, estao presentes os resultados contendo o Kappa de Cohen (k), intervalo de
confiancga, percentual de acordo entre os observadores e nimero de observagdes (n), para cada

analise realizada.

Tabela 2 - Confiabilidade e concordancia entre revisores na fase de selecao.

Categoria K I1C95 x % de concordancia n
Primeira biblioteca: Medline (PubMed), SCOPUS e Web of Science
Atribuicdo da selecao 0,90 0,88-0,91 94,9 4017
Motivo de exclusido 0,89 0,83-0,95 96,3 1901

Segunda biblioteca: Embase
Atribuicdo da selecao 0,77 0,73-0,81 89,1 1120
Motivo de exclusdo 0,61 0,43-0,80 73,6 614

Legenda: x = Kappa de Cohen (confiabilidade); IC95 « = intervalo de confianga em 95% do valor de
Kappa; % de concordancia = percentual de acordo entre os observadores, n = nimero de observagdes.

Os resultados mostram um alto indice de confiabilidade entre os revisores na primeira
biblioteca, mais precisamente, o resultado do Kappa classifica como quase perfeito para ambos:
atribuicao da selecao (0,90, IC95%: 0,88-0,91) e motivo de exclusao (0,89, 1C95%: 0,83-0,95).
Além disso, o percentual de concordancia foi de 94,9% e 96,3% respectivamente, com uma
margem de desacordo baixissima. J& os resultados da segunda biblioteca foram inferiores, a
confiabilidade inter-observadores foi de 0,77 (IC95%: 0,73-0,81) para atribuicao da selegdo e
0,61 (IC95%: 0,43-0,80) para o motivo de exclusdo. Porém, o percentual de concordancia para

atribuicdo da selecdo foi de 89,1% e para motivo de exclusdo foi 73,6%.

3.1.2 Discussao sobre a busca e selecao

Aproximadamente 2/3 das publicacdes recuperadas na busca eram duplicadas,
mostrando que algumas publicagdes estdo presentes em mais de um base bibliografica, e a
tradugdo da estratégia de busca aplicada foi suficiente para acessa-las nas diferentes bases. Apos
a sele¢do, quase a metade das publicacdes foram incluidas na biblioteca, revelando uma

especificidade moderada.
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Na primeira etapa de selecgdo (titulo e resumo), a razao de exclusdo para a maioria das
publicacdes foi o desfecho. Essas exclusdes foram realizadas prontamente nessa fase pois se
tratavam de resumos publicados em conferéncias, os quais usualmente os autores relatam
apenas o resultado do teste estatistico, mas ndao os dados de tendencia central, variancia e
tamanho amostral dos grupos. Esse habito leva a uma perda preciosa de dados na literatura, pois
esse tipo de publicacdo ¢ uma das fontes de literatura cinzenta (SCHERER; SALDANHA,
2019), que seria de interesse inclui-las na biblioteca, para se obter estimativas de efeitos mais
fidedignas ao que estd sendo produzido na area.

Para excluir a grande maioria dos estudos, foi preciso acessar o texto completo na
segunda etapa da selegdo. Isso ocorreu porque muitos estudos usam os antidepressivos e/ou
usam o teste do nado forcado como algo complementar, € ndo como o principal objetivo do
estudo, assim, s6 os menciona no corpo do artigo e ndo no resumo. Nessa mesma etapa,
podemos perceber também que algumas publicagdes foram excluidas por mais de uma razao,
normalmente por causa da intervengdo e desfecho. Vinte e oito publicagdes precisaram ser
excluidas durante a extracdo de dados, as quais os critérios de exclusdo nao foram percebidos
durante a secle¢do. A maioria faltava informagodes sobre o desfecho, trés delas referentes ao
tamanho amostral dos grupos, que ndo foram encontrados no artigo, material complementar, e
0 autores ndo retornaram o contato via ResearchGate e e-mail.

Os resultados de confiabilidade e concordancia na selecdo diferiu entre as duas
bibliotecas. Como o motivo de exclusdo possui mais opgdes de categorias para atribuir, aumenta
a chance de desacordo entre os revisores. Tanto para “atribuicdo da sele¢dao” quanto para
“motivo de exclusdao”, as atribui¢des da primeira biblioteca alcangaram uma confiabilidade e
concordancia maior. Esse resultado pode estar relacionado a experiéncia dos revisores com o
assunto trabalhado na revisdo, que € mais consistente nos revisores da primeira biblioteca. Mas,
ambos resultados de confiabilidade da segunda biblioteca se encontram na faixa considerada
como ‘“substancial”’, a qual ainda pode ser considerada uma confiabilidade adequada
(MCHUGH, 2012). De qualquer forma, as discrepancias observadas foram resolvidas por um
terceiro avaliador, portanto, ndo influenciam o resultado final desta revisao.

No contexto que esse trabalho se encontra, esses resultados evidenciam a importancia
de realizar a selecdo das publicagdes de uma revisao sistematica por dois revisores de forma
independente, com um terceiro individuo para apreciagdo das atribui¢des e decisdo final, ou

através de um consenso entre os revisores, uma vez que esse processo pode ser diretamente
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influenciado pela experiéncia (WAFFENSCHMIDT et al., 2019) e aten¢do dos revisores na

realizacdo da tarefa, além do conhecimento prévio sobre o tema estudado.
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3.2 DESCRICAO DA AMOSTRA

Nessa secao estdo presentes as caracteristicas extraidas da amostra. Na primeira parte
se encontra a analise de confiabilidade e concordancia entre os revisores, ¢ na segunda, a

descri¢do dessas caracteristicas com as discordancias corrigidas.

3.2.1 Extracao dos dados: concordancia

Na Tabela 3 ¢ possivel verificar o resultado da concordancia entre o primeiro e o
segundo revisor, os resultados estdo expressos em Kappa de Cohen (), intervalo de confianca,
percentual de acordo entre os observadores e numero de observagdes (n), para cada categoria
de informagdo extraida: caracteristicas da amostra, quantitativa (medidas do desfecho) e

qualidade, para detalhes ver secdes 2.7 e 2.8.

Tabela 3 - Confiabilidade e concordancia entre revisores na extracao dos dados.

Categoria K 1C95 x % de concordancia n
Caracteristicas 0,999 0,998-1,00 99,2 16257
Quantitativa 0,995  0,992-0,998 98.8 9758
Qualidade 0,97 0,97-0,98 98,4 11907

Legenda: k = Kappa de Cohen (confiabilidade); IC95 k = intervalo de confianga em 95% do valor de
Kappa; % de concordancia = percentual de acordo entre os observadores, n = nimero de observagdes.

Os resultados mostram um alto indice de confiabilidade entre os revisores em todas as
categorias de dados, com uma classificacdo de Kappa como quase perfeito e intervalo de
confianga bastante estreito. O percentual de concordancia também foi bastante satisfatorio para
as trés categorias de dados: caracteristicas da amostra (99,2 %), quantitativa (medidas do
desfecho, 98,8 %) e qualidade (98,4 %).

Nas caracteristicas da amostra, as discordancias aconteceram em informacgdes diversas,
nos dados quantitativos as discordancias eram mais frequentes para o tamanho amostral. E nos
dados sobre qualidade, a maioria das discordancias eram sobre a primeira questdo do ROB
SYRCLE “A alocagao de tratamento foi adequadamente gerada e aplicada?” e o 10° topico do
CAMARADES adaptado “Relato sobre o método do teste comportamental e aquisicdo dos

desfechos comportamentais”.
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Na pergunta ROB SYRCLE sobre alocagdo, a discordancia se deu porque um dos
revisores considerou como “sim” quando no artigo s6 estava relatado que os grupos foram
determinados de forma aleatdria, enquanto o outro revisor s6 considerou um “sim” quando o
autor relatava também de que forma a randomizacdao foi feita. J& no tépico 10 do
CAMARADES, a discordancia se deu porque um revisor considerou como “sim” quando o
autor mencionava o protocolo e qual comportamento fora extraido do nado for¢ado, enquanto
0 outro revisor sO considerava como “sim” quando o autor relatava diretamente qual

metodologia tinha sido usada para acessar o comportamento (e.g. manual, videoanalise).

3.2.2 Caracteristicas da amostra

Essa sessao ¢ um passeio por dentro da amostra, com descri¢ao dos dados extraidos das
publicagdes incluidas (k = 200), sendo 119 delas com camundongos ¢ 81 com ratos. A
estatistica descritiva utilizada para as variaveis numéricas foi a mediana, como medida de
tendencia central, e intervalo interquartil, para medida de dispersao. Essa escolha se da porque
nem todas os dados apresentaram uma distribuicdo normal, entdo o valor se mantém mais
fidedigno aos dados nesses casos, quando comparamos a uma média, € quando a distribui¢ado
dos dados ¢ proxima da curva normal, o resultado da mediana se aproxima da média.

As variaveis dessa se¢do permitiam ser avaliadas em trés niveis diferentes: nimero
publicacdes (k), estudos (k) e animais (n). Porém, cada uma foi julgada individualmente para
estabelecer qual nivel faria mais sentido analisar. As caracteristicas da publicacdo por exemplo,
obviamente faz mais sentido analisar a nivel de publicagdo, assim como condi¢des de biotério
que normalmente sdo padronizadas. Varidveis como sexo ou espécie ¢ mais enriquecedor
analisar a nivel de numero de animais e estudos, pois uma publicacdo pode ter mais de um
estudo e cada um utilizando um sexo ou espécie diferente. O nivel escolhido para anélise de

cada varidvel esta descrito no eixo (x ou y) de cada figura a seguir.
3.2.2.1 Sobre as publicagoes
Nessa amostra, as publicagdes incluidas foram publicadas a partir de 1986 até 2017

(Figura 5), ainda que as publica¢des da biblioteca geral inclua estudos a partir de 1977. E

possivel perceber um aumento no numero de publicagdes com o tempo, sendo a menor
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quantidade com uma publicagdo, em 1987, 1989, 1995, 1996, 2000 ¢ 2003 ¢ maior quantidade
em 2014, com 28 artigos publicados.

N° de publicacdes
S X &

—
(o)}

-
N

1988 1993 1998 2003 2008 2013 2018

Ano
Figura 5 - Nimero de publicagdes da amostra distribuidas no tempo. No eixo y se encontra o nimero de
publicacdes incluidas na amostra (k = 200). Os numeros de publicacdes estao distribuidos de acordo com o ano de
publicacdo no eixo x.

A grande maioria das publicagdes incluidas na amostra tem como idioma o inglés
(k=196), seguido do persa (k = 3) e um em mandarim (Figura 6). Os primeiros autores dos
artigos estdo vinculados a institui¢des de paises localizados nos cinco continentes. Na amostra
que inclui publicacdes de 1986 até 1996 as publicacdes se concentram na América do Norte,
Europa e Asia. Na amostra até 2006 ja inclui publicagdes na América do Sul, onde o Brasil
aparece com duas publicagdes, e a Itdlia e Japao se tornam os paises com maior nimero de
publicacdes (k =7 e k = 6) comparados aos outros paises. Porém, na amostra até 2017, os paises
com maior nimero de publicacdo (mais de 10), destacados na Figura 6, sdo: India (k = 29),
China (k = 28), Japao (k = 19), Brasil (k = 18), Estados Unidos (k = 12), Itdlia (k = 12), e
Polonia (k=11).
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Figura 6 - Numero de publicacdes da amostra distribuidas por pais e idioma. No mapa é apresentado o nimero
de publicacdes por pais (k = 200), do amarelo (menor numero) ao azul (maior nimero), em cinza indica paises
sem publicacdo na amostra. O mapa na posi¢ao superior contém as publicagcdes da amostra inteira, de 1986 a 2017,
0s mapas na posi¢ao inferior possuem publica¢des de 1986 a 1996, e 1986 a 2006. Os paises com 0s nomes em
destaque sdo aqueles com mais de 10 publicagdes. No centro da imagem, canto esquerdo, estd apresentada a
distribuig¢do dos idiomas das publicagdes.

3.2.2.2 Sobre a Populagdo

A espécie de roedores mais usada pelos estudos foram os camundongos (Figura 7a). O
numero de estudos utilizando ratos foi maior que camundongos na maioria dos anos até 2004,
a partir desse ano a proporcao de estudos utilizando camundongos foi se elevando e seguiu
como maioria até¢ 2017 (Figura 7b). Quanto ao sexo (Figura 7c¢), o uso de machos foi
aproximadamente 5 vezes maior que o de fémeas (6.721 versus 1.236), o uso de ambos o0s sexos
foi ainda menor (451), e 358 animais ndo tiveram o sexo relatado. O uso de fémeas nessa
amostra so apareceu no ano de 1995 (Figura 7d), e ambos os sexos em 1996, e mesmo que ao
passar dos anos aumente o numero de estudos que também incluem fémeas, ainda assim o uso

de apenas machos predomina até o ano de 2017.
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Figura 7 - Espécie e sexo dos roedores utilizados nos estudos. O numero total de animais na amostra esta
apresentado por espécie (a) ¢ sexo (b). O numero de estudos (k = 561) que utilizaram esses animais esta apresentado
por espécie (b) e sexo (d) distribuidos nos anos de publicagdo. Os tamanhos amostrais (nimero total de estudos)
por variavel sdo os seguintes: espécie (b): camundongos = 326 e ratos = 235; sexo (d): machos = 425, fémeas =
75, ambos = 36 e sem informagao do sexo = 25.

Tanto para a idade quanto para o peso foi extraido o valor exato relatado no artigo, mas
quando fornecido uma margem, calculou-se a média da faixa de valor informado no estudo. A
idade dos camundongos utilizados variou de 28 a 390 dias (Figura 8, painel esquerdo). A idade
das fémeas estudadas foi, de forma geral, maior que a dos machos, e apresentou uma maior
variacao entre os estudos. Quando usados ambos os sexos as idades foram menos heterogéneas
entre os estudos, e os animais que nao foram relatados os sexos tiveram uma grande variagao
na idade, assim como as fémeas, mas a mediana se mostrou superior a delas. A faixa de idade
dos ratos utilizados foi de 42,5 a 585 dias (Figura 8, painel direito), onde os machos utilizados
tinham idade menor e menos variada em comparagao as ratas fémeas. Nenhum estudo que usou

ratos de ambos os sexos relataram a idade dos animais, € os ratos que nao tiveram seu sexo

relatado tinham a idade semelhante a dos machos, com baixa variacao.
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Figura 8 - Distribuicio da idade dos roedores utilizados nos estudos. Distribui¢do das idades dos roedores (em
dias) utilizados nos estudos, divididos em espécies (painéis verticais) e sexo (painéis horizontais). No canto
superior direito dos painéis se encontra a mediana (intervalo interquartil). As linhas verticais da cor preta sobre os
histogramas também indicam o valor da mediana, e as tracejadas o intervalo interquartil. Os tamanhos amostrais
dos subgrupos (numero de estudos que relataram idade/niimero de estudos total) sdo os seguintes: camundongos
machos = 97/217, camundongas fémeas = 37/61, camundongos de ambos os sexos = 4/29, camundongos sem
informagdo do sexo = 7/19, ratos machos = 69/208, ratas fémeas = 5/14, ratos de ambos os sexos = 0/7 e ratos sem
informagdo do sexo = 4/6.

O peso dos camundongos usados se estende de 11 a 37,5 gramas (Figura 9, painel
esquerdo), as fémeas eram um pouco mais pesadas que os machos e apresentaram uma variagao
maior no peso. Quando os estudos abrangiam ambos 0s sexos, 0s pesos foram menos variaveis
e semelhantes a utilizagdo de camundongos que ndo foram relatados os sexos, os quais
apresentaram uma menor variacao nos dados. A faixa de peso relatado dos ratos utilizados foi
de 61 a 560 gramas (Figura 9, painel direito), a mediana do peso dos machos e de ambos os
sexos foi similar (230 e 225 gramas), mas a variacdo desses dados diferiu entre esses animais,
sendo mais heterogéneo nos machos, ¢ menos variado nos estudos que analisaram animais de
ambos os sexos. A mediana do peso das ratas foi um pouco maior que dos machos, mas aqueles
que nao relataram o sexo, apresentaram uma mediana do peso superior aos outros animais (375)

€ com pouca variagdo entre os estudos, pois esses pertenciam a mesma publicagao.
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Figura 9 - Distribuicdo do peso dos roedores utilizados nos estudos. Distribui¢do dos pesos dos roedores (em
gramas) utilizados nos estudos, divididos em espécies (painéis verticais) e sexo (painéis horizontais). No canto
superior direito dos painéis se encontra a mediana (intervalo interquartil). As linhas verticais da cor preta sobre os
histogramas também indicam o valor da mediana, e as tracejadas o intervalo interquartil. Os tamanhos amostrais
dos subgrupos (nimero de estudos que relataram peso/ total) sdo os seguintes: camundongos machos = 161/217,
camundongas fémeas = 29/61, camundongos de ambos os sexos = 26/29, camundongos sem informagao do sexo
= 14/19, ratos machos = 182/208, ratas fémeas = 8/14, ratos de ambos os sexos = 7/7 e ratos sem informacdo do
sexo = 4/6.

As linhagens mais frequentes sdo as mesmas em cada nivel analisado (publicagao,
estudos e nimero de animais) tanto para camundongo quanto para ratos (Figura 10). As
linhagens de camundongos mais usada foram Swiss (k = 54), CD-1 (k =24) e C57BL (k = 16)
(Figura 10, painel superior), enquanto cada uma das outras 14 linhagens foram utilizadas por
menos de 6 publicacdes, e duas publicagdes ndo relataram a linhagem dos animais. Os ratos
utilizados eram em sua maioria Wistar (k = 47) e Sprague Dawley (k = 25) (Figura 10, painel
inferior), as outras 7 linhagens foram utilizadas em no maximo 4 publicagdes, € apenas uma

publicagdo ndo relatou a linhagem.
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Figura 10 - Linhagem dos roedores mostrada em trés niveis: publica¢io, estudo e populacdo. Nimero de
publicacdes, estudos e animais para cada linhagem de camundongo (painel superior) e rato (painel inferior)
utilizados nos estudos primarios. As linhagens utilizadas estdo a esquerda dos painéis (eixo y), € no eixo x se
encontra a contagem. Em destaque os mais frequentes, contendo o nimero total dentro das barras.

Das 200 publicagoes, apenas 56 fizeram indu¢do de modelos animais, somando um total
de 33 modelos diferentes na amostra incluida no presente estudo (Figura 11). Nos camundongos
(Figura 11, painéis a esquerda), o modelo mais utilizado por diferentes publicagdes foi o
estresse cronico moderado imprevisivel (CUMs — Chronic unpredictable mild stress), com um
total de 6 publicagdes, incluindo 9 estudos e somando um total de 177 animais. O
lipopolissacarideo foi segundo mais aplicado em diferentes publicacdes (k = 3). Em niimero de
estudos e animais, o protocolo de convulsdes por pentilenotetrazol ficou na segunda posigao,
porém esse sO foi aplicado em uma publicacdo contendo 7 estudos. O CUMs também fora o
mais aplicado a ratos (Figura 11, painéis a direita), totalizando 5 publicagdes e 96 animais. A
retirada de antidepressivo foi o segundo protocolo mais aplicado nos ratos em numero de
publicacdes (k = 3) e primeiro em nimero de animais (n = 132). Considerando o numero de
animais, fica evidente também a ovariectomizacao (120 animais, 6 estudos, 2 publicagdes), € o

quarto modelo mais aplicado em numero de animais foi o de separa¢do maternal (88 animais,

3 estudos, 2 publicagdes).
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Figura 11 - Modelos animais mostrados em trés niveis: publica¢do, estudo e popula¢do. Numero de
publicagdes, estudos e animais para cada modelo animal de camundongo (painéis da direita) e rato (painéis da
esquerda) utilizados nos estudos primarios. Os modelos aplicados estdo a esquerda dos painéis (eixo y), € no eixo
X se encontra a contagem. Em destaque os mais frequentes, contendo o niimero total dentro das barras. Nimero de
publicagdes que relataram modelo/total = 56/200 (camundongo = 17/119, rato = 18/82); Numero de estudos que
relataram modelo/total = 97/561 (camundongo = 47/326, rato = 50/235); Numero de animais com modelo
relatado/total = 1629/7137(camundongo = 774/5126, rato = 855/3640).

Algumas condi¢des fisicas aplicadas aos biotérios em que os animais foram
armazenados estdo na Figura 12. O modo de relato para as condi¢des de luz do biotério foram
varios, agrupados em 6 categorias (Figura 12a), sendo a “12/12 normal” aplicada em mais da
metade das publicagdes; nela a luz do biotério ¢ ligada durante o dia e desligada a noite. O
segundo regime de luz mais aplicado foi o “12/12”, onde a publicacdes sO relataram essa
propor¢ao sem nenhuma informagao adicional sobre em que horéario era a jornada de luz ligada
e desligada. Vinte e uma publicacdes ndo relataram sobre o ciclo de luz o qual os animais foram
submetidos. Os trés protocolos menos aplicados foram os “12/12 inverso” (inverso a luz do
dia), “Natural” e “10/14”.

Para o manejo dos dados relativos a temperatura e umidade do biotério, foi extraido o
valor exato relatado, mas quando fornecido uma margem, calculou-se a média da faixa de valor
informado. A mediana da temperatura mantida no biotério das publicacdes foi de 22 °C, com

uma variagdo de 20 °C no minimo a 25 °C no méximo (Figura 12b). J4 a umidade aplicada aos
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biotérios teve uma mediana de 55 %, variando entre 35 ¢ 70 % entre as publicagdes (Figura

12¢).
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Figura 12 - Condigdes de luz, temperatura e umidade nos biotérios de roedores de laboratorio. Condigdes
fisicas dos biotérios em que os animais foram acondicionados em cada publicagdo. No painel (a) o regime de luz
aplicado, (b) a temperatura e (¢) a umidade. Acima das barras no painel (a) esta presente a contagem de publicac¢des
que aplicaram cada regime de luz (k = 200). No canto superior direito dos painéis (b) e (¢) se encontra a mediana
(intervalo interquartil). As linhas verticais na cor amarela sobre os histogramas também indicam o valor da
mediana, e as tracejadas o intervalo interquartil. O tamanho amostral (niimero de publicag¢des, k) das variaveis foi
o seguinte: temperatura (k = 147 de 200) e umidade (k = 75 de 200).

Outra condi¢ao de acondicionamento avaliada foi a comodidade dos animais nas caixas
de moradia (Figura 13), através do volume da caixa por animal (Figura 13a, esquerda:
camundongos, direita: ratos) e volume da caixa corrigido por peso do animal (Figura 13b,
esquerda: camundongos, direita: ratos), devido a grande diferenga de peso entre espécies
(Figura 9). O volume de caixa por animal foi bastante variado tanto para camundongo quanto
para ratos, mas a mediana do volume por animal foi superior para os ratos comparados aos
camundongos (7.448 versus 1.843,2 cm?, ou 7,448 versus 1,843 L). Mas quando verificamos o
volume de caixa por peso do animal, os camundongos possuiam quase trés vezes mais espago
(76,8 versus 26,7 cm?/g, ou 0,077 versus 0,027 L/g). Por necessitar do relato do tamanho da

caixa (3 dimensdes), nimero de animais por caixa e peso dos animais no céalculo dessas

variaveis, a quantidade de publicacdes nessa andlise foi pequena (Figura 13, ver legenda).
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Figura 13 - Espaco de acondicionamento para os roedores. Distribuicdo do volume de caixa de moradia por
animal (a) e volume de caixa por peso do animal (b). A espécie dos roedores estd organizada com os camundongos
nos painéis do lado direito e ratos nos painéis do lado esquerdo. No canto superior direito dos painéis se encontra
a mediana (intervalo interquartil). As linhas verticais da cor preta sobre os histogramas também indicam o valor
da mediana, e as tracejadas o intervalo interquartil. Os tamanhos amostrais (nimero de publica¢des, k) sdo os
seguintes: (a) camundongos =9 de 119 e ratos = 9 de 82, (b) camundongos = 9 de 119 e ratos = 8 de 82.

3.2.2.3 Sobre a Intervencdo

A classe de antidepressivos mais usada nos estudos (Figura 14a) foram os
antidepressivos triciclicos (TCA), com frequéncia de utilizagdo muito proéxima do segundo, os
inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina (ISRS), sé essas duas classes foram usadas em
mais de 80 % dos estudos (k =464 de 561). A terceira classe mais usada (menos de 10 % dos
estudos) foram os inibidores de recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN), as outras
classes foram usadas em menos de 18 estudos, o agente de liberacdo de dopamina e
noradrenalina (ALDN) foi utilizado em apenas um estudo. Os estudos publicados nos anos
iniciais do uso do nado for¢ado, até¢ 1999, administravam mais TCA nos animais (Figura 14b),
além de algumas outras classes menos frequentes, em destaque os tetraciclicos (TeCA). A partir
do ano 2001 os ISRS comecgaram a aparecer na presente amostra, ganhando uma maior

propor¢ao de uso com o tempo, e se tornando a maioria no ano de 2017.
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Figura 14 - Classes de antidepressivos utilizadas nos estudos. O numero total de estudos (k = 561) que
utilizaram cada classe de antidepressivo esta apresentado no painel a), e sua distribui¢do no tempo no painel b).

Ao avaliarmos as classes administradas nos camundongos (Figura 15), ¢ possivel
verificar que os TCA e ISRS permanecem como os mais aplicados, com a imipramina
administrada na maioria dos camundongos tratados com TCA, e a fluoxetina administrada na
maioria dos camundongos tratados com ISRS, vale destacar também a frequéncia dos farmacos
desipramina (TCA, k = 21) e paroxetina (ISRS, k = 27). Dos IRSN, o farmaco mais utilizado
foi a venlafaxina (k = 16), e dos inibidores de recaptagdo de noradrenalina e dopamina (IRND)
0 Unico representante foi a bupropiona (k = 10).

A dose dos farmacos administrados nos camundongos apresentou uma mediana bem
variada entre eles (Figura 15b), contudo os formacos desipramina, venlafaxina, bupropiona,
amitriptilina (TCA, k = 10), clomipramina (TCA, k = 9), e citalopram (ISRS, k = 6)
apresentaram a mesma dose mediana (10 mg/Kg). A desipramina, fluvoxamina (ISRS, k=6) e
alguns farmacos menos frequentes (categoria: “Outros”, classes: ISRS, IRN, IMAO e outras, k
= 18), foram os farmacos com doses mais variadas, chegando a 100 mg/Kg em alguns estudos.
O farmaco com a maior dose mediana (30 mg/Kg) foi a fluvoxamina, e os firmacos com a
menor dose mediana (2,5 e 3 mg/Kg) foram o escitalopram (ISRS, k = 14) e a selegina (IMAO,
k = 6) respectivamente.

Os 15 estudos com camundongos que ndo relataram a dose em mg/Kg estdo

distribuidos em trés publica¢des, uma delas ndo descreveu qual unidade de dose utilizou



68

(imipramina, trés estudos), outra relatou a dose em pg/mL da solugdo (amitriptilina, quatro
estudos), posteriormente convertida em mg/mL, e a terceira relatou em mg/Kg de ragdo
disponibilizadas aos animais (farmacos: vortiexetina e vilazadona (multimodal), duloxetina

(SNRI) e fluoxetina, 8 estudos), dificultando o célculo da dose de forma precisa.
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Figura 15 - Antidepressivos: classes, farmacos e doses administrados aos camundongos. No painel a) o
numero de estudos com camundongos que relataram a dose em mg/kg (k = 311 de 326) estdo distribuidos por
classe (eixo x) e farmaco antidepressivo (preenchimento da barra). O nimero dentro da barra ¢ referente ao nimero
de estudos que utilizaram tal farmaco. No painel b) é apresentada a distribuicdo da dose (eixo x) dos farmacos
(eixo y), a linha vertical no grafico de densidade representa a mediana das doses utilizadas. As cores vivas
representam os farmacos mais frequentes, a cor cinza e a categoria “Outros” compilam as classes (a) e farmacos
(b) menos frequentes.

Nas classes administradas nos ratos (Figura 16), os TCA e ISRS também permanecem
como os mais aplicados, com a imipramina administrada na maioria dos ratos (k = 60) tratados
com TCA, e a fluoxetina administrada na maioria dos ratos (k = 51) tratados com ISRS, vale
destacar também a frequéncia dos fArmacos desipramina (TCA, k = 29) e sertralina (ISRS, k =
10). Dos IRSN, o farmaco mais utilizado foi a venlafaxina (k = 11).

A dose dos farmacos administrados nos ratos apresentou também uma mediana bem
variada entre eles (Figura 16b), contudo os farmacos fluoxetina, desipramina, sertralina e
citalopram (ISRS, k = 5) apresentaram a mesma dose mediana (10 mg/Kg). A imipramina,
fluoxetina e venlafaxina foram os farmacos com doses mais variadas, chegando a 70 mg/Kg em

alguns estudos. O farmaco com a maior dose mediana (25 mg/Kg) foi o escitalopram, (ISRS, k
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=5), e os farmacos com a menor dose mediana (1,25 e 1,62 mg/Kg) foram a clomipramina
(TCA, k=5) e a fluvoxamina (ISRS, k = 6).

Os 7 estudos com ratos que nao relataram a dose em mg/Kg estao distribuidos em trés
publica¢des, uma que descreveu a unidade da dose em micrograma (imipramina, dois estudos),
outra em nmol por volume (fluoxetina, quatro estudos) aplicado diretamente no hipocampo
através de microinje¢do, € em pmoles (citalopram, um estudo) aplicado no cortex inflalimbico

através de microinfusdo.
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Figura 16 - Antidepressivos: classes, farmacos e doses administrados aos ratos. No painel a) o nimero de
estudos com ratos que relataram a dose em mg/kg (k =228 de 235) estdo distribuidos pela classe (eixo x) e firmaco
antidepressivo (preenchimento da barra). O numero dentro da barra é referente ao niimero de estudos que
utilizaram tal farmaco. No painel b) ¢ apresentada a distribui¢do da dose (eixo x) dos farmacos (eixo y), a linha
vertical no grafico de densidade representa a mediana das doses utilizadas. As cores vivas representam os farmacos
mais frequentes, a cor cinza e a categoria “Outros” compilam as classes (a) e farmacos (b) menos frequentes.

Quanto a via e regime de administracdo dos antidepressivos nos camundongos, €
possivel visualizar os detalhes na Figura 17. A via de administragdo mais utilizada nos
camundongos foi a intraperitoneal, seguida da via oral, gavagem e subcutanea, 3 estudos nao
relatam a via de administragdo (Figura 17a). A frequéncia didria de administragdo mais usada
foi uma vez ao dia. A duracdo do tratamento foi mais variada quando o farmaco foi administrado

apenas uma vez no dia, por via intraperitoneal (1 a 110 dias) e oral (1 a 90 dias), mas a mediana
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da duragdo do tratamento para cada via de administracdo se mantivera abaixo de 8 dias (Figura

17b).
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Figura 17 - Administracio dos antidepressivos nos camundongos: via, frequéncia e duracio. No painel a) o
numero de estudos com camundongos (k =326) estio distribuidos por via de administrag¢do (eixo x) e subdivididos
pelo numero de administragio por dia (cores). No painel b) esses mesmos subgrupos de estudos estdo distribuidos
pela duracdo do tratamento no eixo y, onde cada ponto representa um estudo. O ponto preto sobre os pontos
coloridos representa a mediana e a linha atravessa na vertical o intervalo interquartil.

As vias de administracdo nos ratos foram mais diversificadas que nos camundongos
(Figura 18), nesses animais foram também incluidas as vias por microinje¢do, microinfusao,
intranasal e por via oral especifico com o farmaco contido na dieta do animal. Assim como nos
camundongos, as vias mais utilizadas nos ratos foram a intraperitoneal e oral (Figura 18a).
Nesses animais, a administragdo de duas e trés vezes ao dia foram mais comuns na via
intraperitoneal comparado ao camundongos, mas ainda a frequéncia de uma vez ao dia € o
regime mais aplicado.

De forma geral, a duracdo do tratamento foi mais variada quando administrado o
farmaco apenas uma vez no dia (Figura 18b). Nesses animais, a mediana da duracdo do
tratamento para cada via de administragdo se mantivera igual ou abaixo de 30 dias, na via

intraperitoneal a mediana foi de 1 dia, e na oral 8 dias.
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Figura 18 - Administraciao dos antidepressivos nos ratos: via, frequéncia e durac¢io. No painel a) o nimero
de estudos com ratos (k = 235) estdo distribuidos por via de administragdo (eixo x) e subdivididos pelo nimero de
administragdo por dia (cores). No painel b) os estudos (k = 233 de 235) também estdo distribuidos pela duragio
do tratamento no eixo y, onde cada ponto representa um estudo. O ponto preto sobre os pontos coloridos representa
a mediana e a linha atravessa na vertical o intervalo interquartil.

3.2.2.4 Sobre o desfecho

Quanto as caracteristicas do teste do nado for¢ado, foram avaliados o protocolo do teste
aplicado (Figura 19), o método de andlise do desfecho (Figura 20) e as dimensdes da cuba e
profundidade e temperatura da 4gua (Figura 21), descritas a seguir.

Na analise do protocolo do teste do nado for¢ado e método de anélise do desfecho foi
utilizado o nivel de publicagdes, mas com distingdo entre os métodos, ou seja, se a publicagdo
utilizou mais de um método esses foram quantificados. O protocolo mais aplicado para os
camundongos (53 de 121 publicagdes) foi a sessdo unica com duragdo de 6 minutos (teste) com
analise dos quatro minutos finais (Figura 19a), o segundo mais frequente foi o teste de 6 minutos
também, com analise de todo o tempo da sessdo, outros protocolos foram aplicados em menos
sessoes, incluindo métodos que aplicaram uma sessdo de exposi¢do sem ser analisada (pré-
teste) antes do teste, e um total de 13 protocolos foram aplicados em apenas uma publicagdo. O

protocolo usado na maioria das publicacdes (59 de 83 publica¢des) com ratos foi o de pré-teste
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com duragdo de 15 minutos seguido de um teste de cinco minutos no dia seguinte (Figura 19b),

e um total de 11 protocolos foram aplicados em apenas uma publicagao.
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Figura 19 - Protocolos do teste do nado forcado aplicados nos roedores. Frequéncia dos protocolos do teste do
nado for¢ado nas publicagdes da amostra, sendo painel a) camundongos (k = 121 de 119) e painel b) ratos (k = 83
de 82). Acima das barras esta presente a contagem de publica¢des que aplicaram cada protocolo. Cor destacada
para o método mais frequente. Métodos aplicados em apenas uma publicagdo foram compilados na categoria
“Outros”.

A maioria das publicagdes (71 de 119) que utilizaram camundongos ndo relataram o
método de andlise de desfecho (Figura 20a), ou o relato contido na publicagdo ndo permitiu
uma categorizagdo precisa, a exemplo: “The total duration of immobility in seconds were
recorded during the 5 mins test.”.

Das publicagdes que relataram método, o mais usado foi o de videoanalise das sessdes
previamente gravadas, mas a maioria ndo detalhou se a andlise fora manual ou automatizada.
Quando a analise foi feita no momento do teste, de forma manual, destacou-se o uso de
cronometro para tal tarefa.

A maioria das publica¢des que utilizaram ratos reportaram os métodos utilizados para
analisar o desfecho (46 de 82) (Figura 20b), assim como para os camundongos, o modo de
analise mais usado foi o de videoanalise, com destaque a anélise de 5 em 5 segundos. Ja a
analise manual de forma simultdnea ao acontecimento do teste foi pouquissimo aplicada, e das

publicagdes categorizadas como “Sem info”, algumas delas relataram sobre o método de uma
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forma pouco precisa, mostrados nos trechos a seguir: "The total duration of immobility was
recorded by an observer who was unaware of the treatment.”, "Immobility time of the rats was
recorded in each 5 s during the test session.",” Scoring was done every 60 seconds for 6 min
using a stop watch kit” e "Time sampling technique was used to rate the predominant behavior

over a 60-s interval...was scored during the first 2 min of the test".

Camundongo Rato

N° de publicagbes @

71

35
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Sem info Videoanalise Manual Videoanalise Sem info Manual

Método de anélise do nado forcado

Detalhe do método:
Seminfo M Automatizada Manual Manual e automatizada M Cronémetro B Intervalos de 5s W Intervalos de 60s

Figura 20 - Métodos de analise do teste do nado for¢ado aplicados nos roedores. Frequéncia dos métodos de
analise do teste do nado forcado nas publicagdes da amostra, sendo painel a) camundongos (k = 119 de 119) e
painel b) ratos (k = 82 de 82). Nas barras estd presente a contagem de publicagdes que aplicaram cada modo
especifico dentro do método. As cores sdo referentes a detalhes do método aplicado, em cinza esta a porgao de
publicagdes que ndo detalharam o procedimento.

Sobre a dimensdo dos cilindros utilizados no teste do nado for¢cado, de forma geral o
tamanho do aparato foi proporcional ao tamanho do roedor (Figura 21a), tanto a mediana do
didmetro quanto da altura do cilindro foram maiores quando usados em teste com ratos
(didmetro: 45 (40-50) cm, altura: 20 (18-24) cm) comparados a quando usados com
camundongos (didmetro: 12 (10-16) cm, altura: 25 (24-25) cm), ainda que tenha uma regido
comum no grafico de dispersao onde os pontos (publicagdes) de camundongos e ratos se
sobrepdem, mostrando que dependendo da publicagdo, o tamanho do aparato usado para
camundongo pode ser maior que alguns usados em ratos.

A faixa de temperatura da adgua usada no cilindro de teste foi mais ampla para os

camundongos que para os ratos (Figura 21b), mas a mediana e intervalo interquartil se igualou
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entre as espécies em 25 (24-25) °C. Na Figura 23c esta representada a profundidade da agua
utilizada no teste, e observamos que a diferenga de tamanho do aparato entre as espécies
também esta presente na profundidade da dgua, sendo maior para os ratos mesmo nos trabalhos
publicados nos primeiros anos da amostra. Além disso, percebe-se para ambas as espécies, um

aumento na profundidade da 4gua ao decorrer dos anos.
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Figura 21 - Medidas do aparato e Agua utilizados no teste do nado forcado. No painel a) ¢ apresentado um
grafico de dispersdo com as varidveis altura e didmetro do cilindro utilizado no teste do nado forgado
(camundongo, k = 116 de 120 e rato, k = 77 de 84). Por¢do com o “?” estdo os valores das publicagcdes que s6
relataram uma das variaveis (apenas didmetro: camundongo, k = 5 e rato, k = 4; apenas altura: camundongo, k =
13 e rato, k = 2; ambas as variaveis: camundongos, k = 98 e rato, k = 71; nenhuma variavel: camundongos, k = 4
e rato, k = 7). Proximo aos eixos (y = altura, x = didmetro) estdo os valores da mediana (intervalo interquartil) para
cada espécie, de acordo com a cor: alaranjado = camundongo ¢ vermelho = rato. No painel b) se encontra a
distribuigdo da temperatura da agua usada no nado forgado, para camundongos (painel superior, k = 132 de 138)
e ratos (painel inferior, k = 79 de 83). No canto superior direito dos graficos no painel b) se encontra a mediana
(intervalo interquartil), as linhas verticais da cor preta sobre os histogramas também indicam o valor da mediana,
e as tracejadas o intervalo interquartil. No painel c) esta profundidade da 4gua na cuba do nado forgado, distribuida
por ano de publicagdo (eixo x), os circulos pretos indicam a mediana e as linhas verticais o intervalo interquartil,
dentro das barras-esta o tamanho amostral (nimero de publicagdes, k), e a linha vertical tracejada indica o ano da
publicacdo de ABEL, 1994.
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3.2.3 Discussao sobre a descri¢cio da amostra

A confiabilidade obtida entre os observadores na extracao dos dados foi satisfatoria, €
esse procedimento permitiu destacar erros que foram posteriormente corrigidos e tornaram os
dados mais confidveis para as andlises posteriores. Como esperado, a variabilidade nos
protocolos experimentais aplicados nas publica¢des incluidas na amostra ¢ imensa. O que ¢
compreensivel, visto que grande parte das publicagdes sao de carater exploratorio (DIRNAGL,
2020), entao variagdes no protocolo permitem a exploracao de variaveis de interesse € novas
percepgoes sobre o assunto estudado. Mas no geral, algumas caracteristicas se destacam como
as mais frequentes, nos revelando tendéncias dentro da literatura. Outras variaveis, nos revelam
a falta de um relato completo nas publicacdes, fazendo com que muitas delas tenham a categoria
“Sem info”. Ademais, por ter sido feita uma amostragem da biblioteca geral, os dados
apresentados nesse trabalho possuem um erro amostral, inerente a uma amostra, mesmo que o
sorteio de cada publicacdo incluida tenha sido de forma aleatoria e independente.

A confiabilidade entre os revisores foi quase perfeito para as trés categorias de dados
extraidos das publicacdes (caracteristicas, quantitativa e qualidade). Onde a categoria qualidade
apresentou a menor confiabilidade e concordancia entre os observadores. Isso pode ser
atribuido a dificuldade de interpretagdo dos relatos presentes na publicacdo, e também da
subjetividade atrelada a essa categoria, enquanto as outras sao mais objetivas. Porém, diferente
do processo de selecdo, que foi realizado de forma pareada e independe, na extragdo dos dados,
o processo foi realizado através da conferéncia das informagdes previamente tabuladas pelo
primeiro revisor, o que implica num possivel viés de confirmagao nesta etapa, pois a informagao
ja disponivel pode influenciar o segundo revisor no julgamento se a informagao esta correta ou
ndo. Além disso, a extra¢do dos dados quantitativos das figuras com a régua digital insere uma
imprecisdo nesses dados, devido & pequenas variagcdes geradas pelo processo manual, que
poderia ser evitada com o uso de softwares mais precisos (KADIC et al., 2016).

Os resultados sobre as caracteristicas da publicacdo mostram no tempo, um aumento
no numero de artigos publicados com o escopo do presente trabalho desde a padronizagdo do
teste do nado for¢ado por Porsolt em 1977. Este aumento € esperado porque se pode constatar
um aumento generalizado de publicacdes na literatura no mesmo periodo. Também se observou
que a nacionalidade do primeiro autor das publicagdes nos primeiros anos se concentrava na
América do Norte e Europa, se estendendo a todos os continentes com o tempo. Inclusive, os

paises com maiores nimero de publicacdes atualmente, sdo os paises asidticos e populosos
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como a India, China e Japdo. Com os critérios de elegibilidade pré-estabelecidos, foi possivel
evitar um viés de linguagem, através da inclusdo de publicagdes com os idiomas persa e
mandarim.

A espécie mais utilizada na amostra foi camundongo, mas nem sempre eles eram a
maioria, até o inicio dos anos 2000 os ratos predominavam. O motivo para essa mudanga pode
ser explicado com algumas diferencas entre as espécies. Enquanto o tamanho dos ratos pode
ser uma vantagem em frente a procedimentos cirurgicos, como implantacdo de canulas no
cérebro, os camundongos, além dos modelos geneticamente modificados terem sido fortemente
desenvolvidos antes, esses sdo menores € por consequéncia demandam um espago menor e
geram menos custos (BRYDA, 2013), podendo colaborar com uma maior escolha desses
animais nessa area.

Com os dados, percebemos uma grande preferéncia por uso de animais machos desde
0s primeiros anos aos ultimos incluidos na amostra. Mas mais recentemente, conseguimos ver
também uma transformacdo na literatura ao incluir fémeas e animais de ambos os sexos,
acompanhando uma propensao na neurociéncia em reduzindo o viés de sexo (WILL et al.,
2017). Essa inclusao ¢ bastante positiva quando pensamos, por exemplo, na incidéncia de
depressao na area clinica, que ¢ mais diagnosticada e leva a sintomas mais severos em mulheres
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Portando, utilizar organismo com uma maior
semelhanca com a populagdo que potencialmente fard uso desses farmacos parece logico, e
aumenta a validade externa dos achados (BART VAN DER WORP et al., 2010). Essa conduta
vem sendo estimulada também por agencias financiadoras, como a NIH, que publicou diretrizes
de financiamento de pesquisa onde os pesquisadores deverdo, em seus projetos, levar em
consideragdo as diferencas sexuais, utilizando ambos os sexos em testes (COLLINS; TABAK,
2014). A quantidade de animais que ndo tiveram seu sexo relatado no artigo ¢ a minoria, mas
gera uma preocupagao sobre falta de relato de informacgdes basicas da populagdo utilizada.

A mediana da idade dos animais foi bem similar entre os sexos para os camundongos,
apenas os animais sem informagao sobre o sexo que apresentaram uma idade bem maior. Para
os ratos, as poucas fémeas utilizadas, no geral, eram mais velhas que os machos. E quanto ao
peso, tanto os camundongos quanto os ratos, apresentaram uma grande variacdo, mas a mediana
entre os sexos foi similar. A linhagem de camundongo mais utilizada na amostra foi Swiss,
enquanto para ratos, a mais frequente foi Wistar. O protocolo para indu¢ao de modelos animais
foi a variavel que menos apresentou uma tendéncia, com poucas publicagdes aplicando cada

um dos mais variados protocolos, mas podemos destacar o CUMs como o utilizado. Nesse



77

modelo, os animais sdo expostos a diferentes fontes de estresse alternadas (e.g.: privacao
alimentar, inclinacdo ¢ lotagdo da caixa de moradia, ruido, natagao forg¢ada, reversao do ciclo
de luz, etc.) por varias semanas, que também podem apresentar uma variagao nas fontes de
estresse aplicadas e duragdo do protocolo (STANFORD, 2020), implicando em mais uma fonte
de variabilidade.

Nos biotérios onde os animais eram acondicionados, o ciclo de luz mais aplicado foi o
de “12/12 normal”, com a luz do biotério ligada durante o dia e desligada a noite. E o segundo
regime de luz mais frequente foi o “12/12”, sem relato adicional do horario o qual a luz
permanecia ligada. Acreditamos que o ciclo de luz “12/12” seja igual ao “12/12 normal”, mas
por falta de detalhes no relato, esses permaneceram como categorias separadas nas analises.
Pelo comportamento dos animais serem afetados pelo ciclo de luz, esse ¢ um fator importante
quando trabalhamos com analise comportamental, uma vez que os roedores sao mais ativos
durante o ciclo escuro (JENNINGS et al., 1998) e os testes costumam ser aplicados no ciclo
claro (do experimentador ¢ do animal), mas apenas 10 das publica¢des relataram aplicar um
ciclo de luz “12/12 inverso™.

Poucas publicagdes mantiveram a temperatura ¢ a umidade do biotério fora da faixa
recomendada (temperatura: 20-24 °C, umidade: 45-65%) (HOME OFFICE, 2014), mas 26,5 %
nao relataram a temperatura e 62,5 % nao relataram a umidade. Apenas algumas publicacdes
forneceram informacdes suficientes para analisar o espago em que OS animais eram
acondicionados. Mas com base nos dados gerados, ¢ possivel verificar que os ratos possuiam
um volume de caixa superior aos camundongos, ¢ quando corrigido pelo peso dos animais, ¢
evidenciado que os ratos tinham menos espago por peso corporeo, ficando mais restritos durante
o acondicionamento, o que especulamos afetar o bem-estar desses animais. A area de chao por
camundongos apresentada pelos estudos ¢ superior a recomendada, porém, para ratos a area €
inferior a recomendada (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th Edition, 2011).
J& fora visto em camundongos, que a quantidade do nimero de animais por caixa de moradia e
nao a restri¢ao de espago pode diminuir a quantidade de agua e comida ingerida pelos animais,
mas parece ter pouco efeito nos niveis de glicocorticoides € no comportamento dos animais no

campo aberto (BAILOO et al., 2018).

Mesmo com os ISRSs surgindo nos anos 70 (PEREIRA; HIROAKI-SATO, 2018), nessa
amostra, sua utilizacdo apareceu no inicio dos anos 2000. Antes disso, os estudos utilizavam

majoritariamente TCAs, que continuaram predominando na maioria dos anos até 2017. O
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descompasso temporal pode ser explicado pela falta de padroniza¢dao do uso do teste de nado
forcado para avaliar ISRSs antes de Detke, Rickels e Lucki (1995) em ratos. Enquanto na clinica
os ISRSs sdo a primeira escolha devido a uma maior seguranca (LIEBERMAN, 2003), nos
estudos exploratérios, os TCAs ainda sao os preferidos, principalmente a imipramina, tanto em
estudos com camundongos quanto ratos. E o segundo farmaco mais testado para ambas as
espécies ¢ a fluoxetina, representando os ISRSs. No geral, a mediana da dose administrada foi
similar entre a maioria dos farmacos, independente da classe. Mas o escitalopram se destaca
com a menor ¢ a fluvoxamina a maior dose para os camundongos, € a clomipramina como a
menor e curiosamente o escitalopram como a maior dose para os ratos. Alguns estudos que
trataram os roedores com doses altas, estudaram também a toxicidade dos compostos e/ou
construiram curvas de dose-resposta, e outros ndo justificaram a escolha, mas administraram
por via oral.

Quando os compostos eram administrados em camundongos por via oral e gavagem,
observamos de forma qualitativa que a duragdo dos tratamentos era mais longa, e quando
administrado por via intraperitoneal a maioria avaliou o efeito agudo dos compostos. Em ratos,
esse padrao se repetiu, mas ¢ possivel ver uma maior representagdo de administragao tripla por
via intraperitoneal, imitando um estado subcrénico, o que permite uma concentragdo elevada
do farmaco no animal e longa penetragao no cérebro (CRYAN; VALENTINO; LUCKI, 2005;
SLATTERY; CRYAN, 2012). Nos ratos também aparecem outras vias de administragdao, como
microinjecdo, intranasal e microinfusdo, que foram representadas com poucos estudos. Esse
dado evidencia que administragcdes alternativas, principalmente localizadas em regides
especificas do cérebro, tendem a ser mais aplicadas aos ratos, provavelmente por esses serem
maiores, e assim facilita o procedimento. Com as simula¢des de busca “microinjection AND
brain AND mice” e “microinjection AND brain AND “rat” na base bibliografica Pubmed, ¢é
possivel verificar uma recuperacdo de quase 8x mais estudos para os ratos.

Os resultados das propriedades relacionadas ao teste do nado forgado também
apresentam grande variagdo entre as publicagcdes. Os estudos que usaram camundongos
apresentaram uma variedade maior nos protocolos do teste do nado forgado que os ratos. O
mais usado, como esperado e descrito por Porsolt; Bertin; Jalfre (1978), foi a sessdo de teste
com duragdo de 6 minutos ¢ medida dos comportamentos nos quatro finais, mas a grande
frequéncia de pré-testes antes dos testes nesses animais foi algo inesperado. E para os ratos,
também como j4 se esperava, o mais aplicado foi o pré-teste de 15 minutos com um teste de 5

minutos 24 horas depois (PORSOLT; BERTIN; JALFRE, 1978). Sobre os métodos de analises
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dos comportamentos no teste, o que mais se destacou foi a falta de informacao no relato do
procedimento, principalmente para as publicacdes com camundongos. A maioria das
publicagdes com camundongos nao relatou como a analise do comportamento foi realizada, se
manual ou por andlise de video. Para os ratos, a categoria “Sem info” foi a segunda mais
frequente. E quando realizada por videoandlise em ambas as espécies, a maioria também nao
detalhou sobre como foi feita. Nessa por¢do da metodologia de vdarias publicagoes,
referenciavam outra publicacdo para descrever como havia sido realizada a analise, mas ao
seguir buscando essas informagdes de citagdo em citagdo, muitas vezes nenhum autor havia
realmente descrito.

Enquanto a temperatura da 4gua usada no nado for¢ado foi pouco variada e bastante
similar para as espécies, de acordo com a utilizada por Porsolt; as dimensdes do cilindro
variaram bastante entre as publicagdes, mas a mediana se manteve proporcional de acordo com
o tamanho dos roedores, menores cilindros para os camundongos e maiores para os ratos. Os
resultados sobre a profundidade da dgua nos revelam um aumento dessa variavel com o tempo,
para camundongos de forma mais estavel, e para ratos mais variavel conforme o ano.
Especulamos que essa mudanga seja reflexo das publicagdes de Abel em 1994 e Detke e Lucki
em 1996. Ambas publicagdes avaliaram a influéncia da profundidade da &4gua no
comportamento dos roedores. No trabalho de Abel (1994) verificou-se que o aumento da
profundidade da dgua na sessao de teste diminuia o tempo de imobilidade dos ratos, mas nao
apresentou alteracdo nos niveis de corticosterona em relagdo aos animais expostos a uma
profundidade de 4gua menor, mostrando a influéncia dessa varidvel no comportamento, mas
nao no estresse gerado pelo teste. Detke e Lucki (1996) observaram uma vantagem no aumento
da profundidade da agua ao evidenciar o efeito de ISRSs e IRNs através da medida de
comportamentos ativos (nado e escalada). Desde entdo, ¢ recomendada uma profundidade da
agua o suficiente para o animal ndo conseguir alcangar o fundo do cilindro com a cauda e se

apoiar (SLATTERY; CRYAN, 2012).
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3.2.4 Sobre as qualidades

A analise da qualidade das publicacdes foi realizada através de duas ferramentas de
risco de viés, ROB SYRCLE e CAMARADES adaptada, a primeira avalia a qualidade interna
e a segunda avalia o relato de informacdes relacionadas a qualidade externa e condutas na

execucao e publicagdo dos trabalhos.

3.2.4.1 Qualidade interna (ROB SYRCLE)

Para 6 das 10 perguntas da ferramenta ROB SYRCLE, a maioria das publicagdes
apresentaram risco de viés incerto (Figura 22), tais perguntas sdo referentes a condutas de
cegamento (apds alocacdo, durante tratamento e na avaliacdo do desfecho) e randomizagdo
(alocacao do tratamento, acondicionamento e¢ na avaliagdo do desfecho). Nas outras 4
perguntas, referentes a: similaridade entre grupos, justificativa de dados incompletos, selecao
de desfecho e outros possiveis riscos, a maioria das publicagdes apresentaram um risco de viés
baixo. Poucas publicagdes relataram explicitamente que nao aplicaram condutas para redugao
dos riscos de vieses. Nenhuma publicag¢do relatou ndo ter selecionado de forma aleatoria os
animais para acessar o desfecho e avaliado o desfecho de forma cega. Todas as publicacdes

incluidas apresentaram um risco de viés geral incerto.



81

A alocacdo de tratamento foi adequadamente gerada e
aplicada?

Os grupos (controle e tratado) eram similares no inicio
do experimento?

A alocacdo foi adequadamente escondida?

Os animais foram acondicionados aleatoriamente?

Os investigadores eram cegos quanto ao tratamento
durante os experimentos?

Os animais foram selecionados aleatoriamente para
acessar o desfecho?

A avaliacdo do resultado foi cega?

Dados incompletos foram adequadamente enderecados? I
Os relatos do estudo sao livres de selecao de desfecho
relatado?
O estudo esta aparentemente livre de algum outro
problema que poderia resultar em alto risco de viés?
0% 25% 50% 75% 100%
Julgamento do risco de viés
Baixo Incerto ] Alto

Figura 22 - Julgamento do risco de viés através da ferramenta ROB SYRCLE. A figura mostra no eixo y as
10 perguntas usadas para avaliar o risco de viés nas publicagdes. Para cada pergunta, o resultado ¢ expresso em
percentual de publicagdo que atende cada nivel de risco: baixo, incerto e alto.

3.2.4.2Qualidade externa e condutas (CAMARADES adaptado)

A ferramenta CAMARADES adaptada permitiu gerar resultados menos incertos, pelos
topicos serem mais objetivos (Figura 23). No topico “Estudo seguiu algum guia”, das 68
publicacdes (34 %) as quais um “Sim” foi atribuido, 3 delas utilizaram o ARRIVE guidelines
e 65 guias para uso de animais de laboratdério. A maioria das publicacdes relataram estar em
conformidade com regulamentos de bem-estar animal, mas nem a metade declararam possiveis
conflitos de interesse. A maioria relatou trés a cinco condi¢cdes de acondicionamento nos
biotérios ou demonstraram preocupacdo com o bem-estar dos animais, algumas (26,5 %)
relataram menos de trés condigdes, ¢ a minoria (6,5 %) ndo relataram nada.

A grande maioria das publicagdes relataram a espécie, idade ou peso, e sexo dos animais
utilizados nos estudos. Menos de 40 % relataram o fenotipo de interesse. Quarenta e sete e meio
por cento relataram qual protocolo do nado forcado e método de andlise foi utilizado para
acessar o desfecho, mas a maioria (52 %) relatou apenas o protocolo. E por fim, apenas dois
trabalhos relataram ter realizado o calculo amostral, mas ndo detalharam o calculo realizado ou
como fora realizado: “The sample sizes were determined based on power analysis and common

practice in behavioral, neurochemical (~10 animals per group) and in situ hybridization studies
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(~5 animals per group).” e “The minimum number of animals required to obtain consistent

data were employed.”.

Estudo seguiu algum guia

Declaracao de conformidade com os requlamentos de
bem-estar animal

Declaracdo de possiveis conflitos de interesse

Relato das condicbes de acondicionamento ou acdes
para melhora do bem estar dos animais experimentais
Relato da espécie/linhagem ou caracteristicas
especificas dos animais

Relato do fendtipo de interesse

Relato da idade, peso ou estagio de vida dos animais

Relato do sexo dos animais

Relato sobre o método do teste comportamental e
aquisicdo dos desfechos comportamentais

Relato do calculo amostral
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Figura 23 - Julgamento do risco de viés através da ferramenta CAMARADES. A figura mostra no eixo y os
11 topicos usados para avaliar o risco de viés nas publicagdes. Para cada topico, o resultado ¢ expresso em
percentual de publicagdo que atende cada nivel de risco: baixo, incerto e alto.
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3.2.5 Discussao sobre as validades interna e externa dos estudos

A andlise de qualidade foi dividida em dois grandes grupos: aquela que avalia a
qualidade interna (ROB SYRCLE), ou seja, o quanto os resultados de um estudo podem ser
atribuidos ao efeito de uma intervencao e nao a outros fatores, como vieses nao controlados; e
a que avalia condutas e validade externa (CAMARADES adaptado), podendo ser definida como
a extensao em que os resultados de um estudo sao validos quando aplicados a outras condig¢des
(DIRNAGL; BANNACH-BROWN; MCCANN, 2021). Na andlise da qualidade interna, os
vieses do tipo sele¢do, desempenho e de deteccdo para a amostra foram pouco informativos no
quesito julgamento, mas bastante evidente quanto a falta de informacgao sobre a qualidade
interna nas publicacdes incluidas. Como resultado disso, grande parte das perguntas de
sinalizacdo apresentaram como julgamento do risco de viés das publicagdes “incerto”. O que
leva a reflexdo sobre se, os autores ndo realizaram o procedimento e ndo relataram a conduta,
ou realizaram e simplesmente ndo reportaram. Isso foi discutido em uma mesa redonda
intitulada como “Systematic reviews in the laboratory animal domain” (SWANKHUISEN;
SMIT, 2014, p.15), e segundo o que foi registrado, os participantes discordaram sobre se,
quando n3o relatavam cegamento e randomizagdo, significava que os procedimentos nao foram
realizados. Também segundo os registros, especialistas em revisao sistemadtica relataram que
ao contatar os autores de tais artigos, o cegamento e randomizacao quase nunca haviam sido
realizados. No presente trabalho ndo realizamos essa abordagem para questionar os autores,
com isso, a diivida permanece.

Nos estudos com animais, a inequagao metodoldgica e a falta de relato ja sao condutas
conhecidas (BAHADORAN et al., 2020; RITSKES-HOITINGA et al., 2014). Kilkenny et al.
(2009) avaliaram estudos que usaram animais de laboratério na area biomédica e que foram
conduzidos nos Estados Unidos e Reino Unido. Como resultado, observaram que: apenas 7 %
dos estudos com camundongos e 20 % dos estudos em ratos relataram ter feito alocagdes dos
animais nos grupos de forma aleatéria; e 4% dos estudos em camundongos e 7,6 % dos estudos
em ratos relataram cegamento. O relato desse tipo de informagdes se faz bastante importante
ndo s6 para mensuramos a qualidade interna desses estudos e por consequéncia a qualidade
embutida nos resultados de uma meta-andlise, mas também porque esses fatores podem
confundir o efeito do composto ou superestima-lo. Como constatado por Macleod et al. (2008),
estudos que ndo relataram ter realizado randomizagdo e ocultado o tratamento apresentaram

maior tamanho de efeito comparados aos que relataram. Hirst et al. (2014) viram que a nado
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randomizagdo também elevou o tamanho de efeito em areas diversas, enquanto ocultar o
tratamento e cegamento ndo. Quando ignoraram a direcdo da diferenca entre os estudos que
aplicaram randomizagdo, cegamento e ocultaram o tratamento versus os que nao aplicaram,
observaram que essas condutas parecem reduzir o tamanho de efeito (HIRST et al., 2014).

A quantidade de “incerto” na pergunta 6 da ROB SYRCLE too0l, sobre a selecao
aleatoria dos animais para acessar desfecho, pode ser justificada pelo padrao de, nos
experimentos ser comum usar todos os animais dos grupos para acesso do desfecho
comportamental, enquanto para acesso de desfechos histologicos, por exemplo, serem
selecionados alguns animais de cada grupo, entdo nesse cenario, essa questdo seria mais bem
aproveitada. A dominancia do julgamento “Incerto” no risco de viés da qualidade interna ja foi
observada em outras revisdes com estudos em animais (BOLZAN, 2020; HESEN et al., 2017;
LEENAARS et al,, 2019), e o presente resultado expde esse mesmo problema na literatura
incluindo estudos que usam o teste do nado forgado para avaliar efeito de antidepressivos em
roedores.

Suspeitamos que guias de relato, como o ARRIVE guidelines (PERCIE DU SERT et
al., 2020), ou guias de planejamento, como o PREPARE (SMITH et al., 2018), teria um impacto
ao diminuir essa falta de informagdes, e também aumentar a qualidade dos artigos publicados.
Porém, como observado nos resultados sobre a qualidade externa e condutas, apenas trés
publicacdes relataram ter utilizado um guia de relato, impossibilitando uma investigagao nesse
sentido. Estudos anteriores j& observaram que a adogao de guias como o ARRIVE pelas revistas
cientificas ndo garante a adesdo dos artigos publicados por elas (HAIR; MACLEOD; SENA,
2019). Existe também a expectativa que o pré-registro de projetos e protocolos seria uma
conduta que pode elevar a qualidade dos artigos publicados (SPANAGEL, 2022). Neste
sentido, o planejamento cuidadoso do estudo a ser conduzido pode evitar praticas de que afetam
a qualidade interna (DIRNAGL, 2020; DIRNAGL; BANNACH-BROWN; MCCANN, 2021),
como o p-hacking (coleta de dados e reanalises até resultados estatisticamente nao-significantes
se tornem significantes) e HARKing (hipotetizar depois de saber os resultados). Além disso, se
espera que o pré-registro possa evitar a supressao de resultados negativos da literatura, ou ao
menos possibilitar estimar a taxa de estudos pré-registrados que ndo foram publicados. O

registro de estudos primarios em animais pode ser realizado em sites como “preclinicaltrials™ e

“animalstudyregistry”, ou até mesmo OSF.

Os resultados de alguns topicos avaliados pelo checklist CAMARADES refletem o

quanto as publicagdes relatam caracteristicas pertinentes da populagdo utilizada. Ter ciéncia


https://preclinicaltrials.eu/
https://www.animalstudyregistry.org/
https://osf.io/registries
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desses dados ¢ importante quando se pensa na validade externa, e a possibilidade de reproduzir
os achados seguindo as mesmas condi¢des relatadas; generaliza-los para outras condigdes; e
traduzi-los para condigdes clinicas (SPANAGEL, 2022). Ao mesmo tempo que a padronizagao
das caracteristicas da populacao e condi¢gdes de acondicionamento aumentam a validade interna
dos achados, ela também diminui a validade externa. Autores vem sugerindo uma incorporac¢ao
da heterogeneidade ao diversificar esses fatores de forma sistemadtica, para alcancar uma maior
reprodutibilidade dos achados (DIRNAGL; BANNACH-BROWN; MCCANN, 2021;
SUMAN; LINO DE OLIVEIRA, 2022).

Outro dado importante, se da sobre o relato do céalculo amostral, o qual quase todas as
publicagdes incluidas na amostra ndo discorreram sobre. A nao realiza¢do do calculo amostral
pode levar a consequéncia de estudos com grupos contendo niimero insuficiente de animais e
baixo poder (IOANNIDIS, 2018), comum em estudos exploratorios (DIRNAGL, 2020). Como
consequéncia disso, ndo s6 a quantidade de resultados falsos negativos aumenta, como também
a probabilidade de um resultado que apresentou significancia estatistica ser um falso positivo
(SPANAGEL, 2022), gerando uma distor¢ao no efeito quando apenas resultados positivos e
principalmente estatisticamente significantes sdo publicados (BART VAN DER WORP et al.,
2010). Além disso, estudos com baixo poder podem gerar um desperdicio no uso de animais
(BART VAN DER WORP et al., 2010), indo em direcao contraria a um dos pilares sobre o uso
ético dos animais dado pelos principios dos 3Rs (do inglés: Replacement, Reduction e

Refinement) (RUSSEL; BURCH, 1960).



86

3.3 META-ANALISE

3.3.1 Tamanho de efeito global

A estimativa de efeito global, incluindo os 561 estudos, apresentou um resultado
favoravel ao tratamento com antidepressivo comparado ao controle, com um tamanho de efeito
muito grande e significante (Hedges g = 1,66; IC 95% [1,53; 1,79]; Z =24,79, p =< 0,0001, k
= 561) (ver grafico em floresta, OSF). O resultado apresentou uma alta inconsisténcia (I*> =
81,47 %), a heterogeneidade entre os estudos foi considerada significante (Q (df = 560) =
2587,56; p < 0,0001) e apresentou um 72 de 1,80. O intervalo de predi¢do foi de -0,98 a 4,30,
o que significa que resultados futuros podem ser obtidos numa ampla faixa de valores, de

positivos (favordveis ao tratamento) a negativos (favoraveis ao veiculo).

3.3.2 Analise de outliers e casos influentes

Na Figura 24, ¢ possivel visualizar em destaque os estudos que foram apontados como
outliers (rstudent), casos influentes sobre o tamanho de efeito (dffits, cook.d), casos influentes
sobre a precisdo do modelo (cov.r), casos influentes sobre a heterogeneidade (tau2.del, QE.del)
e com grande peso sobre o modelo (hat, weight). A fun¢do diagnosticou um total de 33 estudos
como outlier e influentes, sendo aproximadamente 5,88 % da amostra total.

Devido a grande quantidade de estudos incluidos na amostra, ocorreu uma sobreposi¢ao
dos estudos em destaque na Figura 24, por isso, listamos os estudos considerados outliers e
casos influentes a seguir: JAFARI et al., 2013, KARIMI et al., 2007 (1), PAMULAPARTHI et
al., 2016 (1), PAMULAPARTHI et al., 2016 (2), PAMULAPARTHI et al., 2016 (3), TAIWE
et al.,, 2016, WATTANATHORN et al., 2008 (2), WATTANATHORN et al., 2018 (3),
BENMANSOUR et al., 2016 (2), BHATT et al., 2014, CHEN et al., 2012, ELKHAYAT et al.,
2016 (1), ELKHAYAT et al., 2016 (2), KAWASHIMA et al., 1986 (6), KULKARNI et al.,
2008 (1), KURHE et al., 2014, MAHESH et al., 2012 (6), MAHESH et al., 2012 (7), MAHESH
et al., 2012 (8), MAHMOUDI et al., 2014, NAKAGAWA, Y. et al., 1998 (3), NAKAGAWA,
Y. etal., 1998 (6), NOLDNER et al., 2002 (1), NOLDNER et al., 2002 (2), NOLDNER et al.,
2002 (3), NOLDNER et al., 2002 (4), NOLDNER et al., 2002 (5), PAWAR et al., 2009 (1),
PAWAR et al., 2009 (2), RANE et al., 2014, SAH et al., 2011 (2), ZOMKOWSKI et al., 2002
(13), FERREIRA MELLO et al., 2013 (1).


https://osf.io/7nwmu/
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Figura 24 - Diagnéstico de outliers e casos influentes. Os graficos mostram diferentes indices para identificar
estudos outliers e casos influentes, na sequéncia: residuos padronizados externamente (rstudent), valores DFFITS
(dffits), “Cook’s distances” (cook.d), razdes de covariancia (cov.r), estimativa “leave-one-out” da heterogeneidade
(tau2.del), estimativa “leave-one-out” do teste de heterogeneidade (QE.del), valores hat (hat) e peso do estudo no
modelo (weight). No eixo y de cada grafico se encontra o valor do indice e no eixo x identifica cada estudo através
de numeros. Os circulos vermelhos sdo aqueles estudos apontados como possivel outlier e influente.

Todos os estudos diagnosticados, influenciam as estimativas do modelo de forma a
aumentar o tamanho de efeito e heterogeneidade. O estudo que provocou uma maior alteracao
nas estimativas quando retirado no /eave-one-out foi o MAHMOUDI et al., 2014. Com a sua
exclusao, o tamanho de efeito se alterou de 1,66 [1,53; 1,79] para 1,64 [1,51; 1,77], o valor de
Z de 24,79 para 24,92, a inconsisténcia de 81,47 % para 80,84 %, e o valor de 72 de 1,80 para
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1,98. Mas, nessa condi¢do, tanto a estatistica referente ao tamanho de efeito quanto a
heterogeneidade se mantiveram significantes.

Ao analisar cada estudo apontado como outlier e caso influente, nenhuma caracteristica
dos estudos se sobressaiu como presente unicamente nesses estudos. Na verdade, as
caracteristicas que se repetiram entre esses estudos, foram: Pré-teste no protocolo do nado
forcado em camundongo, profundidade da 4gua pequena no nado for¢ado e uma pontuagao
quatro de qualidade (ROB SYRCLE). Mas essas também estao presentes em outros estudos da
amostra que nao foram diagnosticados na analise de sensibilidade. Por isso, nao foi encontrada

razao alguma que justificaria a exclusdo desses estudos da amostra.

3.3.3 Analise de viés de publicaciao

A simetria do grafico em funil foi aferida com duas medidas de precisdo no eixo y
(ordenadas), o desvio padrao e o inverso da raiz quadrada do tamanho amostral (Figura 25). No
grafico com o erro padrao (Figura 25, painel superior), é possivel observar um aumento do
tamanho de efeito conforme o erro padrao se eleva (em direcdo a base da piramide), e esse
aumento ¢ assimétrico em dire¢do ao lado direito, onde favorece o tratamento com
antidepressivos (resultado positivo). Ja no grafico que utilizou o inverso da raiz quadrada do
tamanho amostral (Figura 25, painel inferior), ¢ possivel observar uma distribuicdo dos
tamanhos de efeito em volta do tamanho de efeito do modelo (linha tracejada vertical) na ampla
faixa do parametro (eixo y), onde o tamanho amostral ¢ maior na porc¢ao superior do grafico e
menor na por¢ao inferior do grafico, com isso, podemos perceber também que os tamanhos de
efeito mais extremos, a direita, estdo presentes nos estudos que possuem um tamanho amostral

menor.
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Figura 25 - Graficos em funil. Os graficos mostram os tamanhos de efeitos observados no eixo x em relagdo ao
erro padréo (painel superior) ou inverso da raiz quadrada do tamanho amostral (painel inferior) no eixo y. Cada
circulo preto representa um estudo. A linha vertical indica o tamanho de efeito global gerado pelo modelo de
efeitos aleatorios. No painel superior as cores representam faixas de valor de p onde os estudos se encontram.

A assimetria dos funis fora testada com a “Egger’s regression” ou regressao de Egger,
para descartar a subjetividade da afericdo visual. Com o erro padrdo como medida de precisdo,
o resultado indicou efeito de estudos pequenos estatisticamente significante (Z = 32,58; p <
0,0001; intercepto = -1,38; 1C95% [-1,58; -1,18]), e quando usado o inverso da raiz do tamanho
amostral o resultado também indicou efeito de estudos pequenos e significancia estatistica no
teste (Z =6,77; p <0,0001; intercepto = -0,67; IC95% [-1,35; 0,014]).

A técnica de “Trim and fill” estimou um total de 104 estudos faltantes no lado esquerdo

dos graficos (Figura 26), e o teste de hipdtese indicou de forma estatisticamente significante a
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auséncia de estudos na amostra no lado esquerdo do grafico (p < 0.0001). Com os estudos
faltantes adicionados ao modelo, o tamanho de efeito foi considerado grande, em vez de “muito
grande” como no modelo ndo ajustado, e permaneceu significante (Hedges g = 1,15; IC 95%
[0,92; 1,38]; Z=9,69; p=<0,0001; k =665). O resultado apresentou uma inconsisténcia maior
que o modelo ndo ajustado (I>? = 94,47%), a heterogeneidade entre os estudos também foi
considerada significante (Q (df = 664) = 4023,18; p < 0,0001) e apresentou um 72 de 8,0,

superior ao do modelo nao ajustado.

O [ 0.10<p<1.00
[ 0.05<p=0.10
W 0.01<p=0.05
0 0.00<p=0.01
* Studies
8 | o Filled Studies
o
[@]
L]
S
=
o (o]
| -
| -
L
—
(o]
d). — o -
(9] T T
-~ -60 -40 60
Tamanho de efeito
~
= i
o :o
M~ ‘=
c) Os.
] -
o oghe
o Oc—..-. .
w -
C 0 oD O OONMEEEESE & M 8
(D x 1]
< N S
T o ® ®® E0 ET—T——— o 00 o
o o -
% ooo .:— L N
('\"). | o @ o ool#. - . -
o o cmlh .
o o ocnoo.l-u.. L] L]
[20] i
g — o (=l =] : L -
o T T T T T T T
60 -40 -20 0 20 40 60

Tamanho de efeito

Figura 26 - Graficos de funil com estudos faltantes. Os graficos mostram os tamanhos de efeitos observados no
eixo x em relagdo ao erro padrdo (painel superior) ou inverso da raiz quadrada do tamanho amostral (painel
inferior) no eixo y. Cada circulo preto representa um estudo presente na amostra, € os circulos vazios represam os
estudos teoricos faltantes. A linha vertical indica o tamanho de efeito global gerado pelo modelo de efeitos
aleatorios. No painel superior as cores representam faixas de valor de p onde os estudos se encontram.
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O tamanho de efeito global do modelo ajustado por “Weight-Function model” também
foi menor que o tamanho de efeito ndo ajustado, mas permaneceu estatisticamente significante
(Hedges g = 1,37; IC 95% [1,17; 1,58]; Z=13,11; p =< 0,0001; k = 561), a heterogeneidade
entre os estudos foi considerada significante (Q (df = 560) = 2587,56; p < 0,0001) e apresentou
um 72 de 1,75, inferior ao do modelo ndo ajustado. Com apenas os estudos contendo os valores
de p acima de 0,05, na faixa ndo considerada estatisticamente significante, o tamanho de efeito
global estimado apresentou o menor valor dentre todos (Hedges g = 0,60; 1C 95% [0,44; 0,77];
Z=7,11;p=<0,0001; k=209). O “Likelihood Ratio Test” ou teste de razdo de verossimilhanga
foi estatisticamente significante (x* (df = 1) = 13,16; p = 0,00028), ou seja, o valor de p obtido

foi menor que o nivel de significancia estatistica (a = 0,10) para o teste.

3.3.3.1 Analise de viés de publicagdo por espécie

Quando aferida a simetria do grafico em funil separando por espécie (Figura 27, painel
superior), ¢ possivel observar a assimetria em direcdo ao lado direito em ambas as espécies,
onde favorece o tratamento com antidepressivos (resultado positivo). J4 no grafico que utilizou
o inverso da raiz quadrada do tamanho amostral (Figura 27, painel inferior), € possivel observar
que os estudos com camundongo se distribuem mais na faixa do pardmetro (eixo y) que os
estudos com rato. O resultado de “Egger’s regression” indicou efeito de estudos pequenos
estatisticamente significante para ambas espécies utilizando ambos os parametros:
Camundongo (erro padrao, Z = 24,24; p < 0,0001; intercepto = -1,22; IC95% [- 1,47; -0,96]) e
(1/\/n, Z =5,83; p <0,0001; intercepto = -0,72; IC95% [-1,60; 0,15]); Ratos (erro padrdo, Z =
18,66; p < 0,0001; intercepto = -1,69; 1C95% [-2,02; -1,35]) e (1/\/n, Z =3,46; p < 0,0001;
intercepto = -0,52; 1C95% [-1,63; 0,60]).

No modelo nao ajustado contendo apenas os estudos que usaram camundongos, o
resultado apresentou um tamanho de efeito muito grande, estatisticamente significante, e alta
inconsisténcia (Hedges g = 1,84; IC 95% [1,66; 2,03]; Z = 19,59; p =< 0,0001; k = 326, I> =
82,88 %, Q (df = 325) = 1571,69; p < 0,0001, 72 = 2,07). Quando adicionados os 66 estudos
faltantes estimados com a técnica de “Trim and fill” (p < 0.0001) (Figura 27, graficos a
esquerda), o tamanho de efeito ajustado continuou na faixa considerada muito grande,
estatisticamente significante, e a inconsisténcia alta (Hedges g = 1,27; IC 95% [0,91; 1,64]; Z
=6,79; p=<0,0001; k = 390; I* = 95,99 %; Q (df = 389) = 2438,64; p < 0,0001; 72 = 11,87).
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No modelo ndo ajustado contendo apenas os estudos que usaram ratos, o resultado
apresentou um tamanho de efeito muito grande, estatisticamente significante, e alta
inconsisténcia (Hedges g = 1,44; IC 95% [1,25; 1,62]; Z = 15,17; p = < 0,0001; k = 235;
I> = 79,72 %; Q (df =234) = 1000,44; p <0,0001; 72 = 1,53). Quando adicionados os 43 estudos
faltantes estimados com a técnica de “Trim and fill” (p < 0.0001) (Figura 27, graficos a direita),
o tamanho de efeito ajustado passou a ser considerado grande, estatisticamente significante, e
a inconsisténcia alta (Hedges g = 0,96; IC 95% [0,67; 1,25]; Z = 6,51; p <0,0001; k = 278; I
=92,10 %; Q (df =277) = 1595,87; p < 0,0001; 72 = 5,11).
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Figura 27 - Graficos de funil por espécie com estudos faltantes. Os graficos mostram os tamanhos de efeitos
observados no eixo x em relag@o ao erro padrdo (painel superior) ou inverso da raiz quadrada do tamanho amostral
(painel inferior) no eixo y. A esquerda estio os estudos que usaram camundongos e  direta, ratos. Cada circulo
preto representa um estudo presente na amostra, e os circulos vazios represam os estudos tedricos faltantes. A linha
vertical indica o tamanho de efeito global gerado pelo modelo de efeitos aleatorios. No painel superior as cores
representam faixas de valor de p onde os estudos se encontram.

Para o subgrupo com apenas camundongos, o tamanho de efeito global do modelo
ajustado por “Weight-Function model” foi menor que o tamanho de efeito ndo ajustado, mas

permaneceu estatisticamente significante (Hedges g = 1,39; IC 95% [1,10; 1,67]; Z=9,59; p =
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< 0,0001; k = 326), a heterogeneidade entre os estudos foi considerada significante
(Q (df =325) = 1571,69; p < 0,0001) e apresentou um 72 de 1,99, inferior ao do modelo ndo
ajustado. O “Likelihood Ratio Test” foi estatisticamente significante (x> (df = 1) = 17,98;
p <0,0001).

Para o subgrupo com apenas ratos, o tamanho de efeito global do modelo ajustado por
“Weight-Function model” também foi menor que o tamanho de efeito nao ajustado, mas
permaneceu estatisticamente significante (Hedges g = 1,36; IC 95% [1,06; 1,66]; Z =8.,89; p =
< 0,0001; k = 235), a heterogeneidade entre os estudos foi considerada significante (Q (df =
234) = 1000,44; p < 0,0001) e apresentou um 72 de 1,50, superior ao do modelo nio ajustado.
Mas nesse subgrupo, o “Likelihood Ratio Test” ndo apresentou significancia estatistica (x* (df

=1)=0,46; p=0,50).

3.3.4 Analise de subgrupos

A apresentagdo dos resultados desse capitulo estd dividida em dois grandes grupos de
acordo com a espécie, com subgrupos analisados de acordo com a categoria as quais as variaveis
pertencem: populagdo (Figura 28 e Figura 29), intervencao (Figura 30 e Figura 31) e desfecho
(Figura 32 e Figura 33). Por serem recortes especificos dentro da amostra, os resultados da
analise de subgrupos devem ser interpretados com cautela, uma vez que na maioria das anélises,
o numero de estudos incluidos ¢ inferior ao estipulado a priori no célculo da amostragem (k =
200), visando um poder estatistico de pelo menos 80%.

Os antidepressivos diminuiram o tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado para
ambas as espécies, com um tamanho de efeito grande e significante, e alta inconsisténcia
(Figura 28 e Figura 29). Os resultados se mostraram a favor do tratamento com antidepressivo
independente do sexo, experiéncia de estresse e ciclo de luz de cada espécie. Para todos os
sexos, os tamanhos de efeitos foram significantes e de grandes a enormes em ambas as espécies,
com alta inconsisténcia, exceto pelas camundongas, que apresentaram uma inconsisténcia
baixa. Os tamanhos de efeitos globais para cada subgrupo de linhagem se mostraram bem
variados para ambas as espécies, mas a maioria apresentou significAncia estatistica
(camundongos: 12/13, ratos: 4/7), favorecendo o tratamento com antidepressivos (ver Figura
28 e Figura 29, intervalo de confianga ndo inclui zero), mas todas essas analises incluiram um

numero de artigo menor que o estipulado para alcancar um poder de 80 %. Ainda, muito dos
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subgrupos referentes a populacdo apresentaram uma inconsisténcia superior a estipulada

quando realizado o célculo de poder.
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Figura 28 - Analise de subgrupos por caracteristica da popula¢do (camundongos). Subgrupos estdo separados
por (eixo y): espécie, sexo, linhagem, experiéncia de estresse e ciclo de luz. Os circulos representam a estimativa
de tamanho de efeito com respectivos intervalos de confianga (linha horizontal). Quando presente no lado direito
da linha tracejada favorece o tratamento com antidepressivos, ¢ no lado esquerdo favorece o tratamento com
veiculo. Os tons de cinza sdo equivalente a magnetude de tamanho de efeito. Sem info = Dado nédo informado no
artigo; k = quantidade de estudos incluidos no subgrupo; * = Estudos de uma mesma publicagdo I? = percentual
de inconsisténcia; T2 = variancia.
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Figura 29 - Analise de subgrupos por caracteristica da popula¢fio (rates). Subgrupos estdo separados por
(eixo y): espécie, sexo, linhagem, experiéncia de estresse e ciclo de luz. Os circulos representam a estimativa de
tamanho de efeito com respectivos intervalos de confianga (linha horizontal). Quando presente no lado direito da
linha tracejada favorece o tratamento com antidepressivos, e no lado esquerdo favorece o tratamento com veiculo.
Os tons de cinza sdo equivalente a magnetude de tamanho de efeito. Sem info = Dado néo informado no artigo; k
= quantidade de estudos incluidos no subgrupo; * = Estudos de uma mesma publicacdo I? = percentual de
inconsisténcia; 72 = variancia.

Na andlise de subgrupos por caracteristica da intervengdo, apenas o tratamento em
camundongos por via intraperitoneal alcancou um poder 80% (Figura 30). Quando agrupado
por classe de antidepressivo, todos os resultados favoreceram o tratamento com antidepressivo
de forma significante, por excecdo do tratamento de ratos com tetraciclicos (TeCA) (Figura 31).
Quando analisado os antidepressivos individualmente, as magnitudes dos efeitos se mostraram
bastante variadas, a maioria apresentou significancia estatistica a favor do tratamento com os
farmacos, mas grande parte tem poucos estudos incluidos na andlise. Apenas o tratamento de
ratos com amoxapina (TeCA) que teve um resultado favoravel ao veiculo, mas inconclusivo.
Na analise agrupada por via de administracao, todos resultados se mostraram favoraveis ao

tratamento com antidepressivos, apenas a via subcutanea nos camundongos e oral por dieta nos

ratos que foram inconclusivas.
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Figura 30 - Analise de subgrupos por caracteristica da interven¢io (camundongos). Subgrupos estdo
separados por (eixo y): compostos e classe de antidepressivo, e via de administragdo. Os circulos representam a
estimativa de tamanho de efeito com respectivos intervalos de confianga (linha horizontal). Quando presente no
lado direito da linha tracejada favorece o tratamento com antidepressivos, e no lado esquerdo favorece o tratamento
com veiculo. Os tons de cinza sdo equivalente a magnetude de tamanho de efeito. Sem info = Dado nao informado
no artigo; k = quantidade de estudos incluidos no subgrupo; * = Estudos de uma mesma publicacdo I> = percentual
de inconsisténcia; T2 = varincia.
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Figura 31 - Analise de subgrupos por caracteristica da intervencdo (ratos). Subgrupos estdo separados por
(eixo y): compostos e classe de antidepressivo, e via de administragdo. Os circulos representam a estimativa de
tamanho de efeito com respectivos intervalos de confianca (linha horizontal). Quando presente no lado direito da
linha tracejada favorece o tratamento com antidepressivos, e no lado esquerdo favorece o tratamento com veiculo.
Os tons de cinza sdo equivalente a magnetude de tamanho de efeito. Sem info = Dado néo informado no artigo; k
= quantidade de estudos incluidos no subgrupo; * = Estudos de uma mesma publicacdo 1> = percentual de
inconsisténcia; 72 = variancia.

As estimativas de efeito global para os diferentes protocolos do teste do nado forgado
apresentaram grande variagdo entre si, chegando a um Hedges g de 14,45 (IC 95% [8,21;
20,69]) para os estudos que aplicaram um protocolo com pré-teste de 5 minutos com um teste
de 5 minutos em camundongos (Figura 32), mas esse resultado também esta composto da maior
inconsisténcia dentre os subgrupos. Outra estimativa de efeito global exorbitante foi o protocolo
aplicado em ratos com um pré-teste de duracdo desconhecida e um teste de 6 minutos
contabilizando os 4 finais (Hedges g = 15,68; IC 95% [11,29; 20,07]), a inconsisténcia entre os

estudos foi “muito baixa”, mas esses pertenciam a mesma publicacao (Figura 33).
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Figura 32 - Anilise de subgrupos por caracteristica do desfecho (camundongos). Subgrupos estio separados
por (eixo y): protocoloco do teste do nado forcado, método de analise e outro teste antes do nado forcado. Os
circulos representam a estimativa de tamanho de efeito com respectivos intervalos de confianga (linha horizontal).
Quando presente no lado direito da linha tracejada favorece o tratamento com antidepressivos, e no lado esquerdo
favorece o tratamento com veiculo. Os tons de cinza sdo equivalente a magnetude de tamanho de efeito. Sem info
Dado ndo informado no artigo; k = quantidade de estudos incluidos no subgrupo; * = Estudos de uma mesma
publicacdo I2 = percentual de inconsisténcia; T2 = variancia.
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Figura 33 - Analise de subgrupos por caracteristica do desfecho (ratos). Subgrupos estio separados por (eixo
y): protocoloco do teste do nado forcado, método de analise e outro teste antes do nado forcado. Os circulos
representam a estimativa de tamanho de efeito com respectivos intervalos de confianga (linha horizontal). Quando
presente no lado direito da linha tracejada favorece o tratamento com antidepressivos, e no lado esquerdo favorece
o tratamento com veiculo. Os tons de cinza sdo equivalente a magnetude de tamanho de efeito. Sem info = Dado
ndo informado no artigo; k = quantidade de estudos incluidos no subgrupo; * = Estudos de uma mesma publicagéo
I? = percentual de inconsisténcia; T2 = variancia.
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3.3.5 Analise de moderadores por meta-regressao

A andlise da influéncia das varidveis numéricas continuas sobre o efeito dos
antidepressivos em roedores submetidos ao teste do nado forcado, foi conduzida através de
meta-regressao, onde a variavel de interesse ¢ o moderador a ser analisado. Os moderadores
avaliados foram: peso e idade (populacdo), dose (intervencgdo), profundidade da agua
(desfecho), e qualidade e ano de publicacao (publicagdo).

Para os camundongos, a idade foi um moderador que parece ter influenciado o
tamanho de feito (Q (df = 1) = 6,26; p < 0,01). O coeficiente de regressao da idade (-0,003)
indica uma relacdo negativa entre as varidveis, onde com o aumento na idade dos animais o
tamanho de efeito diminui (Figura 34, painel superior esquerdo). A inconsisténcia contabilizada
pelo moderador foi de 4,67 % (R?) e a inconsisténcia residual foi de 70,14 % (I?), considerada
estatisticamente significante (Q (df = 143) = 560.74; p <0,0001). Para os ratos, a influéncia da
idade sobre o tamanho de feito foi inconclusiva (Q (df = 1) = 0,03; p = 0,86; coeficiente de
regressao da idade = 0,0003) (Figura 34, painel superior direito). A inconsisténcia contabilizada
pelo moderador idade para os ratos foi de 0,0 % (R?) e a inconsisténcia residual foi de 78,66 %
(I?), considerada estatisticamente significante (Q (df = 76) =292,09; p <0,0001).

Quanto a influéncia do peso sobre o tamanho de efeito, para os camundongos, o
coeficiente de regressao (0,06) indica uma relacao positiva entre o peso e tamanho de efeito (Q
(df=1)=6,72 p=0,01), assim, quanto maior o peso, maior a diferenca no tempo de imobilidade
no teste do nado forcado entre os animais controles e os tratados (Figura 34, painel inferior
esquerdo). A inconsisténcia contabilizada pelo moderador foi de 0,20 % (R?) e a inconsisténcia
residual foi de 82,45% (I?), considerada estatisticamente significante (Q (df = 228) = 1044,03;
p < 0,0001). Para os ratos, o coeficiente de regressao (-0,0009) indica uma relacdo negativa e
inconclusiva entre o peso e tamanho de efeito (Q (df = 1) = 0,25; p = 0,61) (Figura 34, painel
inferior direito). A inconsisténcia contabilizada pelo moderador peso para os ratos foi de 0,00
% (R?) e a inconsisténcia residual foi de 79,71% (I?), considerada estatisticamente significante

(Q (df = 199) = 854,88; p < 0,0001).
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Figura 34 - Meta-regressio com moderadores da populagao. A figura mostra graficos de dispersdo (esquerda
= camundongo, direita = rato) dos valores de moderadores (eixo X, painel superior = idade (dias), painel inferior
= peso (g)) em modelo de meta-regressdo em relagdo aos tamanhos de efeitos (eixo y). A linha preta na horizontal
representa a regressdo (relagdo entre moderador e tamanho de efeito), a sombra cinza escuro delimitada com
tracejado representa o intervalo de confianga, e a sombra cinza clara delimitada com pontilhado representa o
intervalo de predi¢do. Cada circulo é um estudo e a area é determinada pela da raiz quadrada do peso no modelo.

Para os camundongos, a influéncia da dose do antidepressivo sobre o tamanho de feito
apresentou um resultado inconclusivo (Q (df = 1) = 1,60; p = 0,21; coeficiente de regressdo da
dose =0,0076) (Figura 35, painel esquerdo). A inconsisténcia contabilizada pelo moderador foi
de 0,00 % (R?) e a inconsisténcia residual foi de 81,46 % (I?), considerada estatisticamente
significante (Q (df = 309) = 1474,19; p < 0,0001). Para os ratos, a influéncia da dose do
antidepressivo sobre o tamanho de feito foi significante (Q (df = 1) = 10,71; p = 0,001;
coeficiente de regressao da dose = 0,029) com uma relagao positiva entre as variaveis (Figura
35, painel direito). A inconsisténcia contabilizada pelo moderador dose para os ratos foi de 2,78
% (R?) e a inconsisténcia residual foi de 80,29 % (I?), considerada estatisticamente significante

(Q (df = 226) = 976,81; p < 0,0001).
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Figura 35 - Meta-regressio com moderador da intervencdo (dose). A figura mostra graficos de dispersdo
(esquerda = camundongo, direita = rato) dos valores de moderadores (eixo x, dose (mg/kg)) em modelo de meta-
regressdo em relag@o aos tamanhos de efeitos (eixo y). A linha preta na horizontal representa a regressao (relacao
entre moderador e tamanho de efeito), a sombra cinza escuro delimitada com tracejado representa o intervalo de
confianga, ¢ a sombra cinza clara delimitada com pontilhado representa o intervalo de predigdo. Cada circulo ¢ um
estudo e a area ¢ determinada pela da raiz quadrada do peso no modelo.

A influéncia da profundidade da 4gua usada no teste do nado for¢cado sobre o tamanho
de efeito apresentou um resultado inconclusivo para os camundongos (Q (df=1) =0,81; p =
0,37; coeficiente de regressdo da profundidade da dgua = -0,01) (Figura 36, painel esquerdo).
A inconsisténcia contabilizada pelo moderador foi de 0,08 % (R?) e a inconsisténcia residual
foi de 83,32 % (I?), considerada estatisticamente significante (Q (df = 318) = 1548,32; p <
0,0001). Para os ratos, a influéncia profundidade da agua também nao foi significante (Q (df =
1) = 0,82; p = 0,36; coeficiente de regressdo da profundidade da dgua = - 0,01) (Figura 36,
painel direito). A inconsisténcia contabilizada pelo moderador profundidade da dgua para os
ratos foi de 0,00 % (R?) e a inconsisténcia residual foi de 80,30 % (I?), considerada

estatisticamente significante (Q (df =222) = 955,96; p < 0,0001).
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Figura 36 - Meta-regressio com moderador do desfecho (profundidade da agua). A figura mostra graficos de
dispersdo (esquerda = camundongo, direita = rato) dos valores de moderadores (eixo x, profundidade da agua
(cm)) em modelo de meta-regressdo em relagdo aos tamanhos de efeitos (eixo y). A linha preta na horizontal
representa a regressdo (relagdo entre moderador ¢ tamanho de efeito), a sombra cinza escuro delimitada com
tracejado representa o intervalo de confianga, e a sombra cinza clara delimitada com pontilhado representa o
intervalo de predicdo. Cada circulo € um estudo e a area ¢ determinada pela da raiz quadrada do peso no modelo.

Para os camundongos, o ano de publicacdo apresentou um resultado inconclusivo
quanto a influéncia sobre o tamanho de feito (Q (df = 1) = 3,23; p = 0,07; coeficiente de
regressao do ano = 0,03) (Figura 37, painel superior esquerdo). A inconsisténcia contabilizada
pelo moderador foi de 0,82% (R?) e a inconsisténcia residual foi de 82,72 % (I?), considerada
estatisticamente significante (Q (df = 324) = 1566,04; p < 0,0001). Para os ratos, a influéncia
do ano de publicacao sobre o tamanho de feito também foi inconclusiva (Q (df=1)=1,53;p =
0,22; coeficiente de regressdo do ano = -0.03) (Figura 37, painel superior direito). A
inconsisténcia contabilizada pelo moderador ano para os ratos foi de 0,00 % (R?) e a
inconsisténcia residual foi de 79,71 % (I?), considerada estatisticamente significante (Q (df =
233)=998,81; p <0,0001).

Por fim, a qualidade das publicagdes apresentou influéncia sobre o tamanho de efeito
para ambas as espécies. Para os camundongos, a qualidade e tamanho de efeito apresentaram
uma relagdo inversa e estatisticamente significante (Q (df = 1) = 3,87; p = 0,049; coeficiente de
regressao da qualidade = -0,21) (Figura 37, painel inferior esquerdo). Mas a inconsisténcia
contabilizada pelo moderador foi de 0,00% (R?) e a inconsisténcia residual foi de 83,16% (I?),
considerada estatisticamente significante (Q (df = 324) = 1570,94; p < 0,0001). Para os ratos, a
influéncia da qualidade sobre o tamanho de efeito também foi estatisticamente significante, mas
a relagdo foi positiva (Q (df = 1) = 12,04; p = 0,0005; coeficiente de regressao da qualidade =

0,27) (Figura 37, painel inferior direito). A inconsisténcia contabilizada pelo moderador



104

qualidade para os ratos foi de 8,26 % (R?) e a inconsisténcia residual foi de 78,25 % (I?),

considerada estatisticamente significante (Q (df = 233) = 966,41; p < 0,0001).

Camundongo
Q |
Te]
()] i
[
L O
D
(=] ° 2
@ 8
]: 7 % 8

1990 1995 2000 2005 2010 2015

Ano
o |
Te]
o
[3p]

Hedges' g

Pontuacao Qualidade (ROB SYRCLE)

10 15 20

Hedges' g

5

15 20

10

Hedges' g
5

0

Rato

o o0

Ano

Pontuacdo Qualidade (ROB SYRCLE)

Figura 37 - Meta-regressio com moderadores da publica¢ao. A figura mostra graficos de dispersdo (esquerda =
camundongo, direita = rato) dos valores de moderadores (eixo x, painel superior = ano de publicagdo, painel
inferior = pontuagdo de qualidade (ROB SYRCLE)) em modelo de meta-regressdo em relacdo aos tamanhos de
efeitos (eixo y). A linha preta na horizontal representa a regressao (relagdo entre moderador e tamanho de efeito),
a sombra cinza escuro delimitada com tracejado representa o intervalo de confianga, e a sombra cinza clara
delimitada com pontilhado representa o intervalo de predicdo. Cada circulo ¢ um estudo e a area ¢ determinada
pela da raiz quadrada do peso no modelo.
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3.3.6 Discussao sobre a meta-analise

Os resultados revelam um efeito favoravel aos antidepressivos no tratamento de
roedores submetidos no nado forgado, ou seja, o tratamento com antidepressivos reduz o tempo
gasto pelos roedores em imobilidade quando comparados com os animais controles tratados
com veiculo. O efeito global estimado no modelo ¢ considerado “muito grande”
(SAWILOWSKY, 2009), mas esse esta sujeito a inflagdes resultantes da qualidade interna dos
estudos (incerta), efeito de estudos pequenos e viés de publicagdo, e também pode diferir de
acordo com as caracteristicas experimentais dos estudos, que serdo aprofundadas adiante.

Com os dados obtidos, foi possivel alcangar o poder estatistico calculado a priori para
o tamanho de efeito moderado. Na presente amostra, alcangou-se o nimero minimo de estudos
incluidos e tamanho amostral dos grupos presentes nos estudos, e a heterogeneidade global foi
inferior a estipulada. Demonstrando a vantagem de uma conduta conservadora ao calcular o
tamanho amostral, garantindo um poder adequado na anélise.

A andlise de sensibilidade (outliers e casos influentes) foi conduzida duas vezes. Na
primeira, a conferéncia dos estudos diagnosticados possibilitou a localiza¢gdo de um erro na
escala do grafico tabulada para os estudos da publicagio KAWASHIMA et al., 1986. Os dados
foram corrigidos, e tanto o modelo da meta-analise quanto o diagnéstico de outliers e casos
influentes foram gerados novamente com os dados corretos, apresentados nesse documento.
Esse caso confirma a importancia da andlise de sensibilidade para localizar possiveis erros no
momento da tabulagdo dos dados (VIECHTBAUER; CHEUNG, 2010).

Quando construido o grafico em funil para investigar assimetria € um possivel efeito de
estudos pequenos, optou-se por usar também o inverso da raiz quadrada do tamanho amostral
no eixo y, temendo uma possivel distor¢io do grafico com uso do desvio padrdo
(ZWETSLOOT et al., 2017). O resultado, para ambos os parametros, revela uma assimetria do
funil favorecendo o tratamento com antidepressivos, com uma estimativa de um pouco mais de
uma centena de estudos tedricos ausentes a favorecer o tratamento com veiculo. Quando o
modelo foi ajustado com a inser¢do desses estudos tedricos ausentes, o tamanho de efeito
diminuiu, deixando de ser considerado como “muito grande” e passando a ser considerado
“grande”. Também, o modelo ajustado apresentou uma inconsisténcia superior ao modelo nao
ajustado, pois nele € incorporado tamanhos de efeitos mais discrepantes para alcangar a simetria

do funil.
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Esses achados revelam um possivel efeito de estudos pequenos dentro dessa amostra,
onde apenas estudos pequenos favoraveis a teoria € publicada e os ndo favoraveis, que sio tao
provaveis quanto de serem obtidos, sao suprimidos (LIN; CHU, 2018), inflando o tamanho de
efeito global estimado. Quando separado por espécie, os resultados continuaram apontando um
efeito de estudos pequenos para camundongos e ratos. Esse achado diferiu do presente em um
estudo preliminar conduzido por RAMOS-HRYB et al. (2018), que utilizou uma amostra menor
dessa mesma biblioteca, incluindo apenas camundongos tratados com imipramina.

O resultado do “Weight-function model” indica que o modelo ajustado da meta-analise
¢ mais compativel com os dados do que o ndo ajustado. Nele, os pesos dos estudos foram
redistribuidos de forma que os resultados com valores de p maiores que o nivel de significancia
estatistica (a = 0,05) fossem o dobro daqueles com valores de p menor que o nivel de
significancia estatistica. Portanto, o viés de publicagdo pode ser sim uma preocupacdo nessa
amostra. Mas, quando analisado separadamente por espécies, os resultados expuseram que esse
viés de publicagdo parece estar presente no subgrupo de estudos que utilizaram camundongos,
mas ndo no subgrupo que usaram ratos, mesmo com modelo ajustado apresentando uma
estimativa diminuida para ambas as espécies.

Especulamos que o viés de publicacdo na literatura com camundongos possa estar
presente devido a maior facilidade com que € trabalhar com esses animais em relagdo a demanda
de espaco, que ¢ menor, e também pelo menor custos (BRYDA, 2013), propiciando assim um
descarte de achados negativos. A predominancia de resultados positivos na amostra também
pode ser explicada com o objetivo dos estudos primarios incluidos. Durante a extragdo dos
dados das publicacdes, observou-se que alguns estudos (ndo quantificados) tinham como foco
testar o efeito antidepressivo de compostos naturais, por exemplo, € usavam os compostos
antidepressivos como controle positivo.

Mesmo com a estratificagdo dos estudos, ainda, a inconsisténcia entre os resultados
dentro do modelo foi alta para a maioria dos subgrupos, que se refere a variabilidade presente
no tamanho de efeito verdadeiro e ndo devido a erro amostral. Mas a heterogeneidade se
apresentou menor que a global para a maioria dos subgrupos, por exce¢do de alguns subgrupos
que a heterogeneidade foi maior, acompanhados de tamanhos de efeitos exorbitantes. Essas
diferencas de inconsisténcia e heterogeneidade entre subgrupos parecem estar mais
relacionadas com o recorte da literatura em que a caracteristica em si (e.g. gavagem em ratos)

estd presente do que com o fator analisado (e.g. via de administracdo em ratos).
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E interessante ter isso em mente ao determinar as caracteristicas experimentais ao
planejar um experimento, em vez de se perguntar quais fatores sdo os mais importantes, fazer
a escolha consciente de qual caracteristica (nivel) dentro de cada variavel ¢ mais adequada para
responder a pergunta e verificar se essa apresenta um efeito favoravel ao tratamento com
antidepressivo, usando o tamanho de efeito esperado para calculo amostral. Por exemplo, para
a escolha da linhagem de camundongo: tanto Swiss quanto CD-1 apresentam resultados
favoraveis ao tratamento com antidepressivos, onde s6 diferente na magnitude do efeito, e
ambas com um bom nimero de estudos incluidos na analise, o que leva a uma maior
confiabilidade na escolha dessas linhagens. Embora com os resultados apresentados ndo tenha
sido possivel testar estatisticamente a diferenga entre os tamanhos de efeitos dos subgrupos, ao
checarmos a sobreposicao dos intervalos de confiancas dos subgrupos, € possivel especular que
os subgrupos referentes ao desfecho (teste do nado for¢ado) apresentem uma estimativa de
efeito similar entre si, enquanto para os fatores da populagdo e intervencao sdo mais variadas,
onde as caracteristicas podem ter uma influéncia maior sobre o efeito.

Com os resultados da meta-andlise estratificada de acordo com as caracteristicas da
populagdo, o efeito favorecendo o tratamento com compostos antidepressivos se mantém para
a maioria dos subgrupos (caracteristicas), divergindo em magnitude de “médio” a “enorme”.
Os resultados com a magnitude de “muito pequeno” a “pequeno” foram todos inconclusivos.
Os subgrupos que apresentaram esse resultado foram: camundongos da linhagem B6SJL
(R406W), ratos Long Evans, Wistar kyoto, e Flinders resistentes; todos com menos de 10
estudos incluidos e alguns aninhados na mesma publicagdo.

Para as caracteristicas da intervencdo, apenas o tratamento de ratos com amoxapina
apresentou resultado favoravel ao veiculo, mas inconclusivo. Todos os outros resultados foram
favoraveis a intervengdo com antidepressivos, com a magnitude de efeito variando de “médio”
a “enorme”. O efeito do tratamento de camundongos s6 apresentou resultados inconclusivos
paras os compostos: clomipramina (TCA), selegina (IMAO) e mianserina (TeCA). O efeito do
tratamento de ratos também apresentou resultado inconclusivo para a clomipramina (TCA),
paroxetina (ISRS), escitalopram (ISRS), reboxetina (IRSN), sibutramina (IRSN), e miansera e
amoxapina, ambos pertencentes a classe TeCA. Todos os resultados inconclusivos dos
compostos eram subgrupos com menos de 10 estudos incluidos e alguns aninhados na mesma
publicacdo. Sobre a via de administragao, todos os resultados também se mostraram favoraveis
aos antidepressivos, mas para a via subcutdnea em camundongos e oral (por dieta, estudos

aninhados) em ratos, os resultados foram inconclusivos.
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Para as caracteristicas do desfecho, todos os resultados foram favoraveis ao tratamento
com antidepressivo. Dos protocolos do teste do nado for¢ado aplicados nos camundongos,
apenas se mostraram inconclusivos o com um pré-teste de 15 minutos e teste de 6 minutos com
mensuragao comportamental dos quatro minutos finais, € o teste de 15 minutos com mensuragao
comportamental dos ultimos cinco minutos. Dos protocolos aplicados nos ratos, apenas o teste
com duragdo de 15 minutos apresentou um resultado inconclusivo. Quanto aos métodos de
analise, por video andlise, manual ou sem a informagao, todos apresentaram resultados
favoraveis a interven¢ao com antidepressivos também. Independente da exposi¢do dos animais
a outro teste comportamental antes do teste do nado forcado, os resultados se mostraram
favoraveis a intervengdo com compostos antidepressivos.

A analise de subgrupo ficou limitada a interpretacao qualitativa dos resultados, através
da direcdo do efeito e magnitude (RICHARDSON; GARNER; DONEGAN, 2019). Além disso,
deve-se ter em mente que a quantidade de estudos incluidos nas analises difere de subgrupo a
subgrupo, e raros os subgrupos que obtiveram um minimo de 200 estudos para alcangar o poder
estatistico calculado a priori com cenario o estipulado. Por outro lado, os tamanhos amostrais
dos grupos presentes nos estudos foram superiores ao estipulado, e também a grande maioria
dos subgrupos apresentaram uma heterogeneidade inferior a estipulada.

Porém, a anélise quantitativa dos subgrupos, ou seja, a comparagao entre eles nao foi
conduzida pelos motivos: Quando calculado um poder para comparar dois subgrupos com 200
estudos no total, tamanho amostral dos grupos de 14 animais, heterogeneidade (inconsisténcia)
de 90 % e uma diferenca de 0,50 entre os tamanhos de efeitos, o poder estatistico alcangcado
seria de aproximadamente apenas 54 % para o modelo de efeitos aleatérios. E quando a
quantidade de estudos por subgrupo difere, o poder estatistico € superestimado (GRIFFIN,
2021). Por ter de fazer comparagdes entre todos os subgrupos, mesmo ajustando o valor do alfa
de acordo com o numero de comparagdes, aumentaria a incidéncia erro do tipo I (falso positivo),
uma vez que o poder estatistico seria muito baixo.

No geral, os moderadores analisados parecem influenciar pouco o tamanho de efeito, ou
seja, modificar a magnitude da diferenca entre o tempo de imobilidade performado pelos
animais controles e os tratados com os compostos antidepressivos. Dependendo do moderador,
os resultados apontaram influéncia pra uma ou outra espécie, nao necessariamente nas duas. O
fator idade dos camundongos parece ter uma relagdo inversa com o tamanho de efeito, fazendo
com que o tamanho de efeito seja menor com o aumento da idade. Curiosamente, o peso desses

animais apontou ter uma relagdo positiva com o tamanho de efeito, ou seja, quando maior o
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peso, maior o tamanho de efeito. Para os ratos, a influéncia da idade ndo foi conclusiva, mas ao
contrario dos camundongos, quanto maior o peso desses animais, menor o tamanho de efeito.
A dose sO apresentou influéncia nos resultados dos ratos, com uma relagdo positiva. A
influéncia discreta da dose sobre o efeito nos ratos e o resultado inconclusivo para os
camundongos, pode ter se dado devido a diversidade de farmacos incluidos na mesma analise,
com poténcias variadas. Meta-regressdes separadas por composto antidepressivo poderiam ter
apresentado resultados diferentes, de acordo com o composto analisado (KARA; STUKALIN;
EINAT, 2018). Quando Kara, Stukalin & Einat (2018) eliminaram o fator de variabilidade
“laboratério”, a relagdo de dose e resposta (tempo de imobilidade) ficou aparente para alguns
compostos.

Contrariando o esperado, a profundidade da dgua usada no teste do nado for¢ado ndo
apresentou resultados conclusivos quanto a sua influéncia sobre o tamanho de efeito, que
esperava ser positiva. O ano de publicagcdo também ndo apresentou resultados conclusivos. Ja
a qualidade, parece ter influéncia em sentidos opostos para cada espécie, nos camundongos o
aumento da qualidade diminui o tamanho de efeito, e surpreendentemente, nos ratos, o aumento
da qualidade aumenta o tamanho de efeito. A taxa com que os moderadores idade, peso e dose
influenciam o tamanho de efeito € bem baixa comparado ao moderador qualidade, que a cada
um ponto de qualidade pode diminuir em 0,21 o tamanho de efeito em camundongos e aumentar
em 0,27 o tamanho de efeito nos ratos. O resultado da influéncia da qualidade interna sobre o
tamanho de efeito harmoniza com a hip6tese inicial apenas para os camundongos, mas nao nos
estudos com ratos. Esse efeito pode apresentar um impacto direto sobre a magnitude de efeito
medido nessa literatura, pois, se a qualidade interna, que nao foi possivel medir precisamente
por falta de informagao, de fato for baixa, o tamanho de efeito medido em camundongos estara
inflado e em ratos reduzido, devido a vieses ndo controlados. Mas a explicacdo para essa
divergéncia precisa ser explorada.

A diminui¢do do tamanho de efeito com o aumento da qualidade da publicacao ja havia
sido observada em uma amostra de 11 publicagdes, incluindo 17 estudos e 259 camundongos
tratados com imipramina e testados no nado for¢gado (RAMOS-HRYB et al., 2018), nesse
estudo, a qualidade foi analisada com um extenso checklist. Os resultados do presente trabalho
corroboram esse achado e amplia para uma amostra incluindo diversos compostos
antidepressivos. Resultados similares foram obtidos em outras areas, como por MACLEOD et
al. (2005), mas a maioria dos itens incluidos no checklist de qualidade do trabalho eram distintos

das perguntas incluidas no ROB SYRCLE fool.
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O fato de as publicacdes ndo relatarem informacdes suficiente sobre a qualidade interna,
gera uma limitacdo sobre a pontuagdo das publicacdes por nivel de qualidade, uma vez que a
falta de informacao fez com que elas apresentassem uma pontuacao similar entre si, € nenhuma
pontuagdo mais extrema de pouca qualidade (proximo a -10) ou bastante qualidade (préximo a
10). Outro fato que favorece uma pontuagdo similar entre os estudos e acumulo desses em um
nivel intermedidrio de qualidade, esté sobre trés perguntas do ROB SYRCLE too! “Os grupos
eram similares no inicio do experimento?”, “Os relatos do estudo sdo livres de selecao de
desfecho relatado?” e “O estudos esta aparentemente livre de algum outro problema que poderia
resultar em alto risco de viés?”, pois hd uma dificuldade de achar indicios de que essas perguntas
nao tenham sido contempladas positivamente, favorecendo um baixo de risco de viés para elas.

Além da incerteza sobre a qualidade dos estudos incluidos na revisdo sistematica e
meta-andlise, a falta de informagdes sobre a conduta metodoldgica também limita a
investigacdo sobre a influéncia individual desses fatores sobre o efeito, que provavelmente
diferem entre si (MACLEOD et al., 2008). Os resultados do presente estudo estdo sujeitos a
distor¢des geradas por vieses embutidos nos estudos primdrios, mas que nao foi possivel
quantificar com precisdo devido a pobreza de relato sobre a qualidade interna desses estudos.
Conclusoes otimistas em relacdo a eficacia de compostos provenientes de estudos com animais,
os quais apresentam falhas metodologicas e baixa qualidade interna e externa, pode levar a
falhas ao traduzir esses achados para ambientes clinicos (BART VAN DER WORP et al.,
2010). Portanto, o reconhecimento das falhas do passado, para a melhora das condutas atuais,
parece um bom pressagio.

Os dados desse trabalho estdo disponiveis na forma crua e tratada junto aos scripts no
github, o que possibilita a exploragdo desses por quem desejar. Inclusive para obter estimativas
de efeito com subgrupos de acordo com as caracteristicas de interesse, para auxiliar em futuros

calculos amostrais, planejamento de experimentos ou até mesmo novas descobertas.


https://github.com/tamimart/DissAnalysis
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4 CONCLUSAO

A literatura do teste do nado for¢ado em roedores apresenta caracteristicas bastante
heterogéneas da populacgao, intervencao e desfecho. A falta de relato sobre condutas que afetam
a qualidade interna e externa ¢ uma realidade nesses estudos. Os antidepressivos t€ém um efeito
muito grande sobre a redugdo do tempo de imobilidade de roedores de laboratério no teste do
nado for¢ado. Esse efeito varia de acordo com as caracteristicas da populagdo, intervengao e
desfecho. A qualidade dos estudos parece influenciar o tamanho de efeito. Em camundongos,
uma maior qualidade estd relacionada a um menor tamanho de efeito. Em ratos, uma maior
qualidade esta relacionada a um maior tamanho de efeito. A estimativa meta-analitica estd
sujeita a uma inflacdo devido ao efeito de estudos pequenos e viés de publicagdo,

principalmente na literatura com camundongos.
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Perspectivas

Com o presente trabalho exploramos uma porcao dessa imensa biblioteca de
publicagdes revelando seu potencial. Embora, essa biblioteca precise ser atualizada através de
buscas nas bases bibliograficas com o periodo de publicacdo a partir de 2018 até os dias atuais
(2022) ja € possivel obter um numero minimo de estudos por subgrupos para obter um poder
estatistico desejavel nas andlises, e principalmente, permitir a comparagao entre eles, além de
responder outras perguntas. Mas para isso, precisaria ser conduzida uma extracdo de dados
massiva, vidvel com a for¢a humana e/ou de maquina. A primeira, seria através da colaboracao

de varios revisores, onde plataformas como SyRF (https://syrf.org.uk/, BAHOR et al., 2021)

facilitariam os processos, ¢ cada revisor conduziria a extragdo de uma porg¢ao dos estudos. A
segunda, seria através do uso de aprendizado de méquina para agilizar alguns processos de uma
revisdo sistematica, que no cenario desse projeto, poderia ser através da categorizacdo das
publicagdes de acordo com caracteristicas importantes da populagao, intervencao e desfecho, e
também do reconhecimento de padrdes no texto para atribuir os julgamentos de qualidade
(WANG et al., 2021), o que ¢ desafiador no contexto de estudos em animais devido a

variabilidade nos relatos.


https://syrf.org.uk/
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APENDICE A - META-ANALISE EM REDE

1 METODOLOGIA

1.1 Meta-analise em rede

Para comparar a eficacia de diferentes antidepressivos e ranquea-los, foi realizada uma
meta-analise em rede. A meta-analise em rede permite a inclusdo de evidéncia diretas e
indiretas, através de um comparador em comum, animais tratados com veiculo por exemplo.
Para isso, espera-se que na rede tenha pelo menos um estudo com mais de dois bragos para
fechar um loop (RUCKER et al., 2021), e que as condi¢des sejam homogéneas suficientes para
aumentar a transitividade (balanceamento de caracteristicas metodologicas e populacional entre
diferentes comparagdes) e validade das evidéncias indiretas (CHAIMANI et al., 2019). Para
isso, serdo realizadas duas meta-analises em redes, uma para os estudos com camundongos e
outra com ratos. Os estudos incluidos serdo baseados nas caracteristicas mais frequentes da
populagdo e do desfecho, para eliminar os modificadores de efeitos conhecidos ¢ aumentar a
transitividade. Quando um estudo com mais de dois bragos apresentar mais de uma dose para o
mesmo composto, apenas a maior dose serd mantida. A transitividade sera testada para cada
loop fechado a partir da medida de coeréncia entre as evidéncias diretas e indiretas (NEUPANE
et al., 2014) com o método “back-calculation” (RUCKER et al., 2021).

Por incluir evidéncias diretas e indiretas, a meta-andlise em rede possibilita a obtencao
de estimativas mais precisas entre cada par de intervencao se comparadas a evidéncia direta ou
indireta sozinhas (CHAIMANI et al., 2019). As comparagdes entre as intervencdes serao
apresentadas em uma tabela contendo as evidéncias diretas no triangulo superior, e estimativas
do modelo (incluindo evidéncia direta e indireta) no triangulo inferior. O tamanho de efeito sera
dado pela diferencga entre as médias padronizadas, estimada com o modelo de efeito aleatorio
(heterogeneidade esperada), e sera apresentado junto ao intervalo de confianca de 95%. No
triangulo superior, os resultados positivos favorecem a linha, e no triangulo inferior, resultados
positivos favorecem a coluna (RUCKER et al., 2021). E principalmente, a aplicagdo dessa
técnica possibilitara o ranqueamento das intervengdes através do método de P-score,
ordenando-as pela probabilidade de apresentarem uma maior eficicia (RUCKER;

SCHWARZER, 2015).
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A meta-analise em rede frequentista (NEUPANE et al., 2014) foi conduzida a partir do
pacote netmeta (RUCKER et al., 2021) do software R (R CORE TEAM, 2021). Os codigos das
analises assim como os arquivos com dados podem ser encontrados no github e no repositdrio

do projeto na plataforma OSF.

1.2 Ferramenta CINeMA

Para avaliar a confiabilidade dos resultados da meta-analise em rede, foi utilizada a
ferramenta CINeMA (disponivel online: https://cinema.ispm.unibe.ch/)

(NIKOLAKOPOULOU et al., 2020). Essa ferramenta considera 6 dominios: 1- viés dentro do

estudo (risco de viés ROB SYRCLE); 2- viés de publicacdo (se possivelmente existe um viés
de publicacdo no conjunto de estudos); 3 — indirectness (irrelevancia do estudo para a pergunta
de pesquisa); 4 — imprecisdo (quanto a imprecisdo pode levar a outras conclusdes); 5 —
heterogeneidade (quanto a heterogeneidade pode levar a outras conclusdes); € 6 — inconsisténcia
(manifestacdo estatistica de intransitividade). Cada dominio foi julgado em trés niveis
possiveis: baixa preocupacdo (BP), incerteza sobre a preocupacgao (IP), grande preocupacao
(GP). Para os trés primeiros dominios, precisou adicionar as informagdes para cada estudo. Para
o viés dentro do estudo, considerou o risco de viés mais frequente dentro das 10 perguntas de
sinalizagdo, se houvesse empate, o julgamento mais conservador era considerado, por exemplo,
se o estudo apresenta 5 “Sim/Baixo risco de viés” e 5 “Incerto/Risco de viés incerto”, considera-
se como “Risco de viés incerto”. Para o viés de publicagdo, fez-se a atribui¢do de acordo com
os resultados. Para o indirectness, considerou que todos os estudos apresentavam caracteristicas
metodoldgicas relevantes, entdo foi atribuido um indirectness baixo para todos. O tamanho de
efeito julgado como importante para avaliar a imprecisao e heterogeneidade foi de 0,5. Ao final,
julgou-se a confianca para cada comparacao (Baixa = £, Moderada = ¥ e Alta = ¢), de acordo

com a frequéncia de preocupacao para os dominios.

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos incluidos nas meta-analises em rede foram baseados nas caracteristicas
mais frequentes da populagdo e do desfecho, para eliminar os modificadores de efeitos
conhecidos e aumentar a transitividade. As caracteristicas dos estudos incluidos na meta-analise

de rede em camundongos foram: machos, Swiss, ndo estressados, acondicionados em ciclo


https://github.com/tamimart/DissAnalysis
https://osf.io/n3bhq/
https://cinema.ispm.unibe.ch/
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“12/12 normal”, submetidos ao protocolo do nado for¢ado com um teste de 6 minutos e analise
dos 4 minutos finais. As caracteristicas dos estudos na meta-analise de rede em ratos foram:
machos, Wistar, ndo estressados, acondicionados em ciclo “12/12 normal”, submetidos ao

protocolo do nado forcado com um pré-teste de 15 minutos e teste de 5 minutos.
2.1 Meta-analise em rede para camundongos

Foram incluidos na rede um total de 11 estudos contendo 13 comparacdes pareadas e
252 animais. A rede gerada (Figura 1) inclui 5 compostos antidepressivos e veiculo, e 5 designs
diferentes: veiculo vs. nortriptilina, veiculo vs. imipramina, veiculo vs. fluoxetina, veiculo vs.

citalopram e um loop fechado (amitriptilina vs. veiculo vs. imipramina).

citalopram . .amltrlptlllna

ﬂuoxetina‘
veiculo

®
imipramina nortriptilina

Figura 1 — Meta-anilise em rede das comparacdes elegiveis para eficacia em
camundongos. A espessura das linhas (arestas) é proporcional ao nimero de
comparagdes diretas entre cada par de tratamento. O tamanho dos circulos (nos) ¢
proporcional ao niimero de animais tratados (tamanho da amostra).

Os resultados apresentaram significancia para a heterogeneidade (Q(df = 6) = 30,68; p
< 0,0001) (dentro dos designs). Os resultados foram heterogéneos para a comparagao veiculo
vs. imipramina (Q(df = 2) = 21,91; p < 0,0001) mas ndo para veiculo vs. nortriptilina (Q(df =
4)=28,77; p=0,07). Também apresentou inconsisténcia (Q(df = 1) =11,90; p = 0,0006) (entre
designs para veiculo vs. imipramina), mas o teste full design-by-treatment nao foi significante

(Q(df=1)=237;p=0,12).
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Segundo o ranking gerado pelo método p-score (Figura 2), a imipramina fica na primeira
colocagdo como o composto mais eficaz, seguido da amitriptilina, nortriptilina, fluoxetina e
citalopram. Também, a imipramina foi o Unico composto a apresentar um resultado
estatisticamente significante. A amitriptilina, nortriptilina e fluoxetina também apresentaram
resultados favoraveis a essas intervengdes, mas o intervalo de confianga incluiu o valor de
auséncia de efeito, tornando-os inconclusivos. O citalopram foi o unico composto que

apresentou um resultado favoravel ao tratamento com veiculo, também inconclusivo.

Direct Duragdo da
Treatment Comparisons P-score Imobilidade SMD 95%-Cl
imipramina 4 gy @ — -4.19 [-6.91; -1.448]
amitriptilina 1 0.64 g -2.76 [-7.40; 1.88]
nartriptilina 5 0.60 — =228 [-4.77, 0.21]
fluoxetina 1 0.45 t -1.37 [-6.54; 3.79]
citalopram 1 0.25 t | 0.29 [-4.88; 5.406]

T T 1T 1
-6 4 -2 0 2 4 6
Favorece antidepressive  Favorece veiculo

Figura 2 — Grafico em floresta da meta-andlise em rede para camundongos. Apresenta todos
os compostos incluidos por ordem da probabilidade de eficacia (P-score, mais eficaz na parte
superior). Estimativa de efeito negativa favorece o tratamento com antidepressivo (a esquerda),
estimativa de efeito positiva favorece o tratamento com veiculo (a direita). Treatment =
Tratamento; Direct Comparisons = Numero de comparagoes diretas; SMD = diferenga entre as
médias padronizada; 95%-CI = Intervalo de confianga em 95%.

Apenas a comparacao entre imipramina e veiculo apresentou resultado estatisticamente
significante, tanto na evidéncia direta quanto pelo modelo -4,19 (-6,91; -1,48). Nenhuma outra
comparagdo apresentou significancia estatistica, seja entre veiculo e composto, ou composto e

composto (Tabela 1). A maioria das comparacdes apresentaram uma confianga moderada.
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Tabela 1 — Comparagdes entre os possiveis tratamentos em camundongos.

imipramina 0.17 -4.19
(-4.95; 5.28) (-6.91; -1.48)
-1.43% amitriptilina -1.16
(-6.07; 3.20) (-6.28: 3.97)
-1.91% -0.48* nortriptilina -2.28
(-5.59;1.78) | (-5.74; 4.79) (-4.77;021)
-2.82% -1.39¥ -0.91% fluoxetina -1.37
(-8.65:3.02) | (-833;5.56) | (-6.65;4.83) (-6.54: 3.79)
-4.48* -3.05% -2.57% -1.66* citalopram 0.29
(-1032; 1.36) | (-9.99;3.90) | (-831;3.16) | (-8.97;5.65) (-4.88; 5.46)
-4.19¥ -2.76% -2.28% -1.37% 0.29¥ veiculo
(-6.91; -1.48) | (-7.40;1.88) | (-4.77,0.21) | (-6.54;3.79) | (-4.88; 5.46)

Legenda: Compostos estdo ordenados pela eficacia. Os dados estdo apresentados em diferenga entre as médias
padronizadas e intervalo de confianga em 95%. No triangulo superior estdo apresentadas as evidéncia diretas, e
resultados negativos favorecem o tratamento da linha. No tridngulo inferior, estdo apresentadas as estimativas
geradas pelo modelo, e resultados negativos favorecem o tratamento da coluna. Resultados estatisticamente
significantes estdo destacados. Confianga: £ = Baixa; ¥ = Moderada; ¢ = Alta.

Nao foi encontrada incoeréncia entre as evidéncias diretas e indiretas (Figura 3). Para a
comparagdo amitriptilina vs. imipramina, a estimativa direta foi de -0,16 e a indireta — 8,75
(Diferenga: -8,91, Z = -1,44, p = 0,15). E para a comparagdo amitriptilina vs. veiculo, a
estimativa direta foi de -1,16 e a indireta -10,05 (Diferenga: 8,89, Z = 1,44, p =0,15). As outras
comparagdes de composto tiveram o tamanho de efeito estimado apenas com evidéncia direta
(Figura 3) ou indireta (ndo apresentada).

No quadro 1 estdo apresentadas o nivel de confianga sobre cada comparagdo. A confianca
¢ moderada para a maioria das comparagdes, apenas a comparagdo entre citalopram vs.

imipramina que foi julgada como baixa.
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Number of Direct

Comparison Studies Evidence 12 Random effects model SMD 95%-Cl
Direct estimate 1 0.az — -0.17 [-5.28; 4.95]
Indirect estimate j;'— 8.75 [-2.21,19.70]
Metwark estimate 143 [-3.20; 6.07]
Direct estimate 1 n.ez — =116 [-6.28, 3.97]
Indirect estimate — -10.05 [-20.98; 0.87]
MNetwork estimate T -276 [-7.40; 1.88]
Direct estimate 1 1.00 — 029 [-488 546]
Indirect estimate J>

MNetwork estimate 0.29 [-4.88, 5.46]
Direct estimate 1 1.00 — -1.37 [-6.54; 3.79]
Indirect estimate

Metwark estimate I -1.37 [-6.54, 3.79]
Direct estimate 4 1.00 0492 . -4.19 [-6.91;-1.48]
Indirect estimate

MNetwork estimate == -4.19 [-6.91;-1.48]
Direct estimate 5 1.00 054 — =228 [-477, 0.21]
Indirect estimate

MNetwork estimate = -2.28 [-477, 0.27]

I T T 1

=20 10 0 10 20

Favorece 1®tratamenta  Favorece 2° tratamento

Figura 3 — Grafico em floresta com evidéncias diretas e indiretas (camundongos). O grafico apresenta
todas as comparagdes que possuem evidéncia direta. Também apresenta as estimativas das evidéncias
indiretas para aquelas comparacdes que foi usada a evidéncia indireta para gerar sua a estimativa dentro do
modelo. Os losangos representam as estimativas geradas pelo modelo. Estimativa de efeito positiva (a
direita) favorece o tratamento com o segudo tratamento (depois do “vs”), estimativa de efeito negativa (a
esquerda) favorece o tratamento com o primeiro tratamento (antes do “vs”). Comparison = Comparagio;
Number of Studies = Ntimero de estudos; Direct Evidence = Percentual da estimativa provinda da evidéncia
direta; I> = incosisténcia; SMD = diferenga entre as médias padronizada; 95%-CI = Intervalo de confianca
em 95%.
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Comparacio | k | ROB VP Ind Imp Heterog Inc Confianca
amitriimip | 1 IP GP BP GP BP BP Moderada
amitr:vei 1 IP GP BP GP BP BP Moderada
cital:vei 1 IP GP BP GP BP BP Moderada
fluox:vei 1 IP GP BP GP BP BP Moderada
imip:vei 4 IP GP BP BP GP BP Moderada
nort:vei 5 IP GP BP BP GP BP Moderada
amitr:cital 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amitr:fluox | 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amitr:nort 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
cital:fluox 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
cital:imip 0 IP GP BP IP IP BP Baixa
cital:nort 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
fluox:imip | O IP GP BP GP BP BP Moderada
fluox:nort 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
imip:nort 0 IP GP BP GP BP BP Moderada

Legenda: k = numero de evidencias diretas (estudos); ROB = qualidade interna; VP = preocupagdo sobre viés de
publicagdo; Ind = indirectness; Imp = Impreci¢do; Heterog = heterogeneidade; Inc = Incoeréncia; BP = baixa
preocupagdo; IP = incerteza sobre a preocupagdo; GP = grande preocupagéo.

2.2 Meta-analise em rede para ratos

Foram incluidos na rede um total de 55 estudos contendo 64 comparacdes pareadas e

807 animais. A rede gerada (Figura 4) inclui 9 compostos antidepressivos e veiculo, e 10

designs diferentes: veiculo vs. mianserina, veiculo vs. imipramina, veiculo vs. fluvoxamina,

veiculo vs. fluoxetina, veiculo vs. desipramina, veiculo vs. clomipramina, veiculo vs.

citalopram, veiculo vs. amoxapina, veiculo vs. amitriptilina um loop fechado (amitriptilina vs.

veiculo vs. imipramina versus desipramina vs. clomipramina).
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citalopram amoxapina

NN

clomipramina amitriptilina

desipraming

fluoxetina mianserina

fluvoxamina

Figura 4 - Meta-andlise em rede das comparacoes elegiveis para eficicia em
camundongos. A espessura das linhas (arestas) ¢ proporcional ao numero de
comparacdes diretas entre cada par de tratamento. O tamanho dos circulos (nos) ¢
proporcional ao numero de animais tratados (tamanho da amostra).

Os resultados apresentaram significancia estatistica para a heterogeneidade (Q(df = 45)
= 120,98; p < 0,0001) (dentro dos designs). Os resultados foram heterogéneos para a
comparagao entre: veiculo vs. fluoxetina (Q(df=9)=29,88; p=0,0005), veiculo vs. imipramina
(Q(df =15) = 41,34; p = 0,0003) e veiculo vs. mianserina (Q(df = 5) = 24,74; p = 0,0002). E
apresentou significancia estatistica para inconsisténcia (Q(df = 4) = 10,06; p = 0,04) (entre
designs para o loop amitriptilina vs. veiculo vs. imipramina vs. desipramina vs. clomipramina),
mas o teste full design-by-treatment ndo foi significante (Q(df =4) =6,48; p=0,17).

Segundo o ranking gerado pelo método p-score (Figura 5), a imipramina fica na primeira
colocagdo como o composto mais eficaz, seguido da desipramina, fluoxetina, mianserina e
amitriptilina. O citalopram, fluvoxamina e clomipramina apresentaram também resultados
favoraveis, mas inconclusivos. A amoxapina apresentou resultado favoravel ao tratamento com

veiculo, mas também inconclusivo.
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Direct Duragdo da
Treatment Comparisons P-score Imobilidade SMD 95%-Cl
imipramina 17 0.88 — -1.76 [-2.31;-1.20]
desipramina ] 087 ———— -1.77 [-2.66;-0.97]
fluoxetina 10 0.68 — -1.29 [-1.96; -0.61]
mianserina ] 0.67 B e — -1.25 [-2.20;-0.30]
amitriptilina 4 0.64 — =147 [-2.29; -0.06]
citalopram 2 0.37 y -0.42 [-1.93; 1.09]
fluvoxamina 3 0.34 I -0.38 [-1.64; 0.83]
clomipramina 4 0.26 . E— -0.15 [-1.25; 0.95]
amoxapina 3 0.11 : I——'I— | 0.38 [-0.88; 1.64]

-2 -1 0 1 2
Favorece antidepressivo  Favorece veiculo

Figura S - Grafico em floresta da meta-analise em rede para ratos. Apresenta todos os compostos
incluidos por ordem da probabilidade de eficacia (P-score, mais eficaz na parte superior). Estimativa de
efeito negativa favorece o tratamento com antidepressivo (2 esquerda), estimativa de efeito positiva
favorece o tratamento com veiculo (a direita). Treatment = Tratamento; Direct Comparisons = Numero
de comparagdes diretas; SMD = diferenga entre as médias padronizada; 95%-CI = Intervalo de
confian¢a em 95%.

As comparagdes entre o veiculo e os compostos imipramina, desipramina, fluoxetina,
mianserina e amitriptilina foram todas estatisticamente significantes e favordveis ao tratamento
com os antidepressivos. Todos esses compostos apresentaram resultados conclusivo nas
evidéncias diretas (Tabela 2, tridngulo superior). Os resultados se mostraram estatisticamente
significantes e favoraveis a imipramina e desipramina quando comparadas com clomipramina
(Tabela 2). E também os resultados se mostraram estatisticamente significantes e favoraveis
para imipramina, desipramina, fluoxetina e miansera quando comparadado com amoxapina. A

maioria das comparagdes apresentaram uma confianca moderada.



Tabela 2 - Comparagdes entre os possiveis tratamentos em ratos.
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imipramina -0.00 -3.07 -4.98 -1.77
(-2.63; 2.63) (-5.97; -0.17) (-8.29; -1.68) | (-2.33;-1.21)
0.01¥ desipramina -3.07 -4.98 -1.79
(-0.94; 0.96) (-5.97; -0.17) (-8.29; -1.68) | (-2.61;-0.98)
-0.47% -0.48* fluoxetina -1.29
(-1.34; 0.40) | (-1.52; 0.56) (-1.96; -0.61)
-0.51% -0.52¢¥ -0.04¥ mianserina -1.25
(-1.61; 0.59) | (-1.76; 0.72) | (-1.20; 1.13) (-2.205 -0.30)
-0.58¥ -0.59*¥ -0.11%¥ -0.08* amitriptilina -1.91 -1.42
(-1.81; 0.65) | (-1.93;0.75) | (-1.41; 1.19) | (-1.54; 1.39) (-4.65; 0.83) |(-2.58;-0.26)
-1.34% -1.34% -0.86* -0.83¥ -0.75% citalopram -0.42
(-2.94;0.27) | (-3.05; 0.36) | (-2.52; 0.79) | (-2.61;0.96) | (-2.63; 1.12) (-1.93; 1.09)
-1.38¥ -1.39¢ -0.91¥ -0.87¢ -0.79¥ -0.04¥ fluvoxamina -0.38
(-2.76; 0.00) | (-2.88;0.11) | (-2.33; 0.52) | (-2.45;0.71) | (-2.48; 0.89) | (-2.01; 1.93) (-1.64; 0.88)
-1.61¢ -1.62¢ -1.14* -1.10¢ -1.02¢ -0.27¥ -0.23¥ clomipramina -0.28
(-2.84; -0.38) | (-2.97; -0.27) | (-2.43; 0.16) | (-2.56; 0.36) | (-2.53; 0.48) | (-2.14; 1.60) | (-1.91; 1.45) (-1.41; 0.84)
-1.76* -1.77% -1.29¢ -1.25% -1.17% -0.42¥ -0.38¥ -0.15¥ veiculo -0.38
(-2.31; -1.20) | (-2.56; -0.97) | (-1.96; -0.61) | (-2.20; -0.30) | (-2.29; -0.06) | (-1.93; 1.09) | (-1.64; 0.88) | (-1.25;0.95) (-1.64; 0.88)
-2.14¥ -2.15¢ -1.67* -1.63* -1.56* -0.80¥ -0.76¥ -0.53*¥ -0.38¥
(-3.52; -0.76) | (-3.64; -0.66) | (-3.10; -0.24) | (-3.21; -0.05) | (-3.24; 0.13) | (-2.77; 1.16) | (-2.55; 1.02) | (-2.21; 1.14) | (-1.64; 0.88) | amoxapina

Legenda: Compostos estdo ordenados pela eficacia. Os dados estdo apresentados em diferenca entre as médias padronizadas e intervalo de confianga em 95%. No
triangulo superior estdo apresentadas as evidéncia diretas, e resultados negativos favorecem o tratamento da linha. No tridngulo inferior, estdo apresentadas as estimativas
geradas pelo modelo, e resultados negativos favorecem o tratamento da coluna. Resultados estatisticamente significantes estdo destacados. Confianga:
£ = Baixa; ¥ = Moderada; ¢ = Alta.
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A maioria dos resultados da separagdo de evidencias diretas e indiretas usando o método
“back-calculation” foram coerentes: amitriptilina vs. clomipramina (Diferenca: 0,38; Z = 0,19;
p = 0,85), amitriptilina vs. desipramina (Diferenca: 3,15; Z = 1,89; p = 0,06), amitriptilina vs.
imipramina (Diferenga: 3,03; Z = 1,85; p = 0,06), amitriptilina vs. veiculo (Diferenca: -2,99; Z
=-1,45;p=0,15), clomipramina vs. veiculo (Diferenca: -3,82; Z=-1,24; p=0,21), desipramina
vs. imipramina (Diferenca: 0,01; Z=0,01; p = 0,99), desipramina vs. veiculo (Diferenca: -0,54;
Z =-0,28; p =0,78), e imipramina vs. veiculo (Diferenca: -0,52; Z = -0,27; p = 0,79). Apenas
duas comparagdes apresentaram incoeréncia entre a evidéncia direta e indireta: clomipramina
vs. desipramina (Diferenca: 4,04; Z =2,19; p=0,03), clomipramina vs. imipramina (Diferenca:
3,92; Z = 2,16; p = 0,03). As outras comparacdes de composto tiveram o tamanho de efeito
estimado apenas com evidéncia direta (Figura 6) ou indireta (ndo apresentada).

No quadro 2 estao apresentadas o nivel de confianca sobre cada comparagao. A confianga
¢ moderada para a maioria das comparagdes, apenas para 9 comparagao que foi julgada como
baixa. A julgamento de confianca para as comparacdes da meta-analise de rede em ratos foi
realizada de forma manual em vez do uso do site, pois no site acusava inconsisténcia na
variancia do estudo com mais de dois bragos, e pedia para usar o argumento tol.multiarm() do
pacote netmeta() para relaxar a suposicao de consisténcia para estudo multi-arm. O ajuste nao
foi possivel de ser realizado por nao ter acesso ao cddigo por tras do site. Para fazer o
julgamento da imprecisdo e heterogeneidade de forma manual, foi obtido os dados das
estimativas, intervalo de confianga e predi¢do para cada comparagao através da fungao netsplit()
do pacote netmeta(). A partir dos dados gerou-se o grafico em floresta com o pacote ggplot2(),
para entdo avaliar os parametros de acordo com a explicagdo contida na publicacao

NIKOLAKOPOULOU et al. (2020).
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Number of Direct

Comparison Studies Evidence 12 Random effects model SMD 95%-Cl
Direct estimate 1 0.30 A—L -1.91 [-4.65; 0.83]
Indirect estimate — -0.64 [-2.44; 117]
Metwork estimate =t -1.02 [-2.53; 0.48]
Direct estimate 1 0.21 —=— 3.07 [047; 5.97]
Indirect estimate —_t -0.08 [-1.59; 1.43]
Metwork estimate e 0.59 [-0.75; 1.93]
Direct estimate 1 018 —=— 3.07 [047; 5.97]
Indirect estimate —_ 0.04 [-1.32; 1.40]
Metwork estimate <+ 0.58 [-0.65; 1.81]
Direct estimate 4 092 033 b -1.42 [-2.58;-0.26]
Indirect estimate e e 157 [-2.30; 5.44]
Metwork estimate == -1.17 [-2.29;-0.08]
Direct estimate 3 1.00  0.00 e 0.38 [-0.88; 1.64]
Indirect estimate

Metwork estimate 0.38 [-0.88; 1.64]
Direct estimate 2 1.00  0.00 . -0.42 [-1.93; 1.09]
Indirect estimate <I>

Metwork estimate -0.42 [-1.93; 1.09]
Direct estimate 1 017 ——— 498 [1.68; 8.29]
Indirect estimate T 0.94 [-0.54, 2.42]
Metwork estimate = 1.62 [0.27, 2.97]
Direct estimate 1 0.14 ——— 498 [1.68; 8.29]
Indirect estimate e 1.06 [-0.26; 2.39]
Metwork estimate == 1.61 [0.38; 2.84]
Direct estimate 4 0.97 0.00 - -0.28 [1.41; 0.84]
Indirect estimate 354 [-2.37, 9.44]
Metwork estimate -0.15 [-1.25; 0.95]
Direct estimate 1 013 — 0.00 [-2.63; 2.63]
Indirect estimate - -0.01 [-1.03; 1.01]
Network estimate < -0.01 [0.96; 0.94]
Direct estimate 9 095 0.69 - -1.79 [-2.61;-0.98]
Indirect estimate s -1.26 [-4.92; 2.41]
Metwork estimate < -1.77 [-2.56,-0.97]
Direct estimate 10 1.00 070 - -1.29 [-1.96; -0.61]
Indirect estimate

Metwork estimate R -1.29 [-1.96;-0.61]
Direct estimate 3 1.00  0.00 . -0.38 [-1.64; 0.88]
Indirect estimate <|>

Metwork estimate -0.38 [-1.64, 0.88]
Direct estimate 17 098 066 =177 [2.33;1.21]
Indirect estimate e -1.25 [-5.00; 2.51]
Metwork estimate < -1.76 [-2.31,-1.20]
Direct estimate i} 1.00  0.80 . -1.25 [-2.20;-0.30]
Indirect estimate

Metwork estimate === -1.25 [-2.20;-0.30]

[ 1
-5 0 5

Favorece 1°fratamento  Favorece 2° tratamento

Figura 6 — Grafico em floresta com evidéncias diretas e indiretas (ratos). O grafico apresenta todas as
comparagdes que possuem evidéncia direta. Também apresenta as estimativas das evidéncias indiretas para
aquelas comparagdes que foi usada a evidéncia indireta para gerar sua a estimativa dentro do modelo. Os
losangos representam as estimativas geradas pelo modelo. Estimativa de efeito positiva (a direita) favorece
o tratamento com o segundo tratamento (depois do “vs”), estimativa de efeito negativa (a esquerda)
favorece o tratamento com o primeiro tratamento (antes do “vs”). Comparison = Comparac¢ao; Number of
Studies = Numero de estudos; Direct Evidence = Percentual da estimativa provinda da evidéncia direta; I
= incosisténcia; SMD = diferenca entre as médias padronizada; 95%-CI = Intervalo de confianga em 95%.
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Quadro 2 — CINeMA: Confianga nas estimativas para ratos

Comparacio | k | ROB VP Ind Imp Heterog | Inc Confianca
amitr:clom 1 IP GP BP IP IP BP Baixa
amitr:desip 1 IP GP BP GP BP BP Moderada
amitr:imip 1 IP GP BP GP BP BP Moderada

amitr:vei 4 IP GP BP IP GP BP Baixa
amox:vei 3 IP GP BP GP BP BP Moderada
cital:vei 2 IP GP BP GP BP BP Moderada
clom:desip 1 IP GP BP BP GP GP Baixa
clom:imip 1 IP GP BP BP GP GP Baixa
clom:vei 4 IP GP BP GP BP BP Moderada
desip:imip 1 IP GP BP GP BP BP Moderada
desip:vei 9 IP GP BP BP IP BP Moderada
fluox:vei 10 IP GP BP BP GP BP Moderada
fluv:vei 3 IP GP BP GP BP BP Moderada
imip:vei 17 IP GP BP BP IP BP Moderada
mian:vei 6 IP GP BP BP GP BP Moderada
amitr:amox 0 IP GP BP IP IP BP Baixa
amitr:cital 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amitr:fluox 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amitr:fluv 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amitr:mian 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amox:cital 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amox:clom 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amox:desip 0 IP GP BP BP IP BP Moderada
amox:fluox 0 IP GP BP BP GP BP Moderada
amox:fluv 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
amox:imip 0 IP GP BP BP IP BP Moderada
amox:mian 0 IP GP BP IP GP BP Moderada
cital:clom 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
cital:desip 0 IP GP BP IP BP BP Moderada
cital:fluox 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
cital:fluv 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
cital:imip 0 IP GP BP IP IP BP Baixa
cital:mian 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
clom:fluox 0 IP GP BP IP IP BP Baixa
clom:fluv 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
clom:mian 0 IP GP BP IP IP BP Baixa
desip:fluox 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
desip:fluv 0 IP GP BP IP IP BP Baixa
desip:mian 0 IP GP BP GP BP BP Moderada
fluox:fluv 0 IP GP BP GP BP BP Moderada

Legenda: k = nimero de evidencias diretas (estudos); ROB = qualidade interna; VP = preocupagao sobre viés de
publicagdo; Ind = indirectness; Imp = Impreci¢do; Heterog = heterogeneidade; Inc = Incoeréncia; BP = baixa
preocupacdo; [P = incerteza sobre a preocupacdo; GP = grande preocupacao.
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Com a conducdo de uma meta-andlise em rede foi possivel fazer um ranqueamento
dos compostos antidepressivos de acordo com a probabilidade de eficicia. Para os
camundongos, o composto antidepressivo com maior probabilidade de ser o mais eficaz foi a
imipramina, seguido da amitriptilina, nortriptilina, fluoxetina e citalopram. Para os ratos, o
composto antidepressivo com maior probabilidade de ser o mais eficaz também foi a
imipramina, seguido da desipramina, mianserina, fluoxetina, amitriptilina, citalopram,
fluvoxamina, clomipramina, e por ultimo a amoxapina, que apresentou uma menor
probabilidade de ser mais eficaz que o veiculo. Todas estimativas apresentaram um intervalo
de confianca muito extenso, refletindo a heterogeneidade. Tanto os camundongos quanto para
os ratos apresentaram heterogeneidade dentro de alguns designs. Foi detectada incoeréncia
entre as evidéncias direta e indiretas das comparagdes entre clomipramina vs. desipramina e
clomipramina vs. imipramina na meta-analise em rede dos ratos, que reflete de forma estatistica
uma intransitividade. Além disso, as estimativas também sao limitadas pela confianga que foi
de baixa a moderada, poucos estudos incluidos, e o fato de ter sido agrupadas varias doses para
os compostos, em vez de cada dose do composto como um tratamento separado (HAMZA et

al., 2021).
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