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Resumo 
O Transtorno de Estresse Pós-Traumático (TEPT) é caracterizado por alterações 

comportamentais e neurobiológicas ocasionadas por um evento traumático. 

Sintomas de ansiedade e depressão e uma resposta fisiológica desregulada de 

cortisol são observados nos pacientes com este transtorno. As adversidades na 

infância, como perda de cuidados parentais, podem aumentar a vulnerabilidade para 

o desencadeamento de TEPT. Ademais, as concentrações de neuropeptídeo Y 

(NPY), considerado um importante fator de resiliência ao estresse, estão reduzidas 

em pacientes com TEPT. Entretanto, é difícil estabelecer relações de causa e 

consequência em estudos transversais com seres humanos e modelos animais 

podem auxiliar a estabelecer se a redução do NPY é um biomarcador de 

vulnerabilidade ao transtorno ou consequência do evento traumático. Em um estudo 

anterior, mostramos que a privação materna por 24 h no dia pós-natal (DPN) 3 

(PM3), um modelo de negligência extrema, induz comportamentos do tipo ansioso e 

depressivo e redução da imunorreatividade do NPY na amígdala e hipocampo 

dorsal. Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar a efetividade do tratamento 

preventivo com NPY, administrado logo após um evento traumático, em ratos 

machos e fêmeas adultos submetidos à PM3. Este tratamento foi comparado ao 

tratamento com veículo e Diazepam (DZP), um ansiolítico clássico que não é 

eficiente para tratar TEPT. O projeto foi realizado em dois experimentos: 

Experimento 1: Escolha de melhor dose para o tratamento com NPY. Ratos Wistar 

machos foram submetidos ao trauma por imersão em água (Underwater trauma – 

UWT) no DPN 63 e tratados com veículo (água destilada) ou NPY nas doses de 60 

µg/kg ou 75 µg/kg, por 3 dias consecutivos, via intraperitoneal (i.p). Trinta dias 

depois, os animais foram avaliados em um teste de auto-cuidado e um teste de 

ansiedade (labirinto em cruz elevado – LCE). Experimento 2: Efeitos do tratamento 

farmacológico com NPY ou DZP em comportamentos do tipo-TEPT. Ninhadas de 

ratos Wistar machos e fêmeas foram distribuídos nos grupos controle (CTL) e PM3. 

No dia 74, as ninhadas foram designadas NPY ou DZP; 1 macho e 1 fêmea (par) 

foram treinados a nadar por 1 min por 6 dias (UWT-) e três pares nadaram por 5 dias 

e no 6º dia foram submergidos por 45 s. Nas ninhadas DZP, após o trauma, um par 

recebeu veículo e dois pares, DZP (2 mg/kg de peso) por 3 dias consecutivos. Nas 

ninhadas NPY utilizamos o mesmo delineamento, mas o tratamento foi com NPY 75 

µg/kg. Trinta dias depois do trauma, todos os animais, exceto os não-testados (NT) 



 
 

 
 

foram avaliados como no Experimento 1. Os resultados do Experimento 1 mostraram 

que NPY 60 µg/kg teve efeito ansiogênico, embora não tenha se detectado diferença 

estatística entre os grupos. Os resultados preliminares do Experimento 2 mostraram 

que, independente do grupo, as fêmeas expressam mais comportamentos de auto-

cuidado. No LCE, as fêmeas ambularam mais e permaneceram mais tempo nos 

braços abertos do que machos. O tratamento com Diazepam ou NPY teve efeito 

ansiolítico em alguns parâmetros do LCE. Esses resultados mostram que ambos os 

tratamentos parecem ter efeito benéfico em comportamentos de ansiedade pós-

trauma.  

Palavras-chave: privação materna, estresse, modelo animal, TEPT, neuropeptídeo 
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Abstract 

Posttraumatic Stress Disorder (PTSD) is characterized by behavioural and 

neurobiological changes caused by a traumatic event. Anxiety and depression 

symptoms and altered physiological cortisol response are observed in patients with 

this disorder. Childhood adversities, such as loss of parental care, may increase 

vulnerability to developing PTSD. Furthermore, neuropeptide Y (NPY) concentration, 

considered an important resilience factor to stress, is reduced in PTSD patients. 

Nevertheless, it’s difficult to stablish cause-consequence relationships in cross-

sectional studies in humans, and animal models might help determine if NPY 

reduction is a biomarker for vulnerability to the disorder or a consequence of the 

trauma.  In a previous study, we showed that 24-hour maternal deprivation on 

postnatal day (PND) 3 (DEP3), a model of extreme negligence, induces anxiety and 

depressive-like behaviours and a decrease of immunoreactivity of NPY in the 

amygdala and dorsal hippocampus. Therefore, the aim of this project was to test 

effectiveness of a preventive treatment with NPY, administered after a traumatic 

event, in male and female adult rats exposed to DEP3. This treatment was compared 

to treatment with a vehicle and Diazepam (DZP), a classic anxiolytic that is not 

effective in managing PTSD. Two experiments were executed: Experiment 1: 

Choosing the best dose for NPY treatment. Male Wistar rats were exposed to 

Underwater trauma (UWT) on PND 63 and treated with vehicle (distilled water) or 

NPY (in a 60 µg/kg or 75 µg/kg dosage), on three consecutive days, by 

intraperitoneal injection (i.p.). Thirty days later, animals were evaluated in a self-care 

test and an anxiety test (elevated plus maze – EPM). Experiment 2: Effects of NPY or 

DZP treatment in PTSD-like behaviours. Litters of male and female Wistar rats were 

distributed in control (CTL) and PM3 groups. On PND 74, litters were designated to 

NPY or DZP conditions; one male and one female (pair) were trained to swim for 1 

min for 6 days (UWT-) and three pairs swam for 5 days and on the 6th, day were 

submerged for 45 s. On DZP litters, after the trauma, a pair was treated with vehicle 

and two pairs, DZP (2 mg/kg) for 3 consecutive days. On NPY litters, the same 

experimental design was used, but animals were treated with a dose of NPY 75 

µg/kg. Thirty days after the trauma, all animals, except the ones in the non-tested 

(NT) group were evaluated as in Experiment 1. Experiment 1 results showed NPY 60 

µg/kg had an anxiogenic effect, although no statistical significance has been 



 
 

 
 

detected. Preliminary results from Experiment 2 showed that, independently from the 

group, female rats expressed more self-care behaviours. On the EPM, female rats 

ambulated more and spent more time in the open arms than male counterparts. 

These results show that both treatments seem to have a beneficial effect in anxiety 

behaviours post-trauma. 

Keywords: Maternal deprivation, stress, animal model, PTSD, neuropeptide Y  
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1 Introdução 

O Transtorno de Estresse Pós-Traumático (TEPT) é um transtorno 

psiquiátrico incapacitante que ocorre após um evento traumático vivenciado ou 

testemunhado pelo indivíduo1. Seus sintomas consistem em lembranças intrusivas e 

involuntárias do acontecimento, incluindo reexperiência do evento traumático 

(flashbacks), evitação de locais ou pessoas relacionadas ao evento, manifestação 

de medo e ansiedade, alterações cognitivas e no humor, e hiperexcitabilidade ou 

hipervigilância1. É importante notar que esses sintomas, para caracterizarem o 

TEPT, devem durar mais de um mês, e apresentam variabilidade individual1. Estima-

se que apenas 10 a 20% dos indivíduos expostos a um evento traumático 

apresentem o transtorno, (embora muitos pacientes não sejam efetivamente 

diagnosticados)2, havendo variações de acordo com o tipo de trauma, sexo, idade e 

situação socioeconômica3–5. O TEPT tem, geralmente, maior duração e prevalência 

em mulheres1,6, podendo ser 2x mais comum do que em homens2. Entre os eventos 

traumáticos que podem desencadear o TEPT, podem-se citar guerras7–9, 

terremotos10,11, e diversos tipos de violência12–15. Ademais, o transtorno apresenta 

alta comorbidade com outros transtornos psiquiátricos, como a depressão, 

ansiedade e abuso de substâncias1,2,6, assim como outros tipos de doenças 

sistêmicas, como diabetes, hipercolesteromia e doenças cardiovasculares16.  

O TEPT também causa diversas alterações neurobiológicas, como a 

desregulação da liberação de cortisol, tanto basal quanto em resposta a um 

estressor, embora existam resultados que contradizem esta afirmação. Em 

comparação com indivíduos saudáveis, pacientes com TEPT apresentam maiores 

concentrações de cortisol à tarde e menor pico ao acordar17,18. Ademais, estudos 

relatam maior atividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) nos pacientes 

diante de situações que podem relembrar o trauma19–21 e na execução de tarefas 

cognitivas estressantes22. Todavia, outros estudos relatam que estes pacientes 

apresentam menor resposta de cortisol quando submetidos a um protocolo de 

estresse psicossocial23,24. Essas disparidades podem ser justificadas pela 

variabilidade de resposta frente ao teste, em que é possível classificar os pacientes 

em hipercortisolêmicos e não respondedores. 

O protocolo de “trauma por imersão em água” (Underwater trauma – UWT)25–

28 é um modelo animal que pode ser utilizado para reproduzir características do 
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TEPT, representando um evento aversivo breve, imprevisível e/ou incontrolável e 

que mimetiza uma ameaça à vida, além de ser considerado um modelo mais natural 

para induzir o trauma quando comparado a outros tipos de estímulos29. No âmbito 

cognitivo/emocional, o UWT resulta em prejuízo da memória espacial27,30,31 e 

aumento de expressão do comportamento do tipo ansioso25,26,32. Além disso, foram 

relatados aumento da expressão de marcadores da atividade neuronal, como da 

proteína Fos, nos núcleos central e basolateral da amígdala28, e da fosforilação da 

quinase regulada por sinal (signal-regulated kinase, ERK) no núcleo basolateral da 

amígdala e hipocampo ventral33, além de redução da potencialização de longa 

duração (LTP) no hipocampo, processo importante para a memória e o 

aprendizado31. Dessa maneira, pode-se observar que o modelo é uma boa 

ferramenta para estudar o trauma e suas consequências comportamentais e 

neurobiológicas. 

 A infância é um momento crítico do desenvolvimento do Sistema Nervoso 

Central (SNC) e diversas transformações morfofuncionais que ocorrem durante este 

período configuram uma janela de vulnerabilidade quando eventos estressores ou 

adversos podem afetar permanentemente o funcionamento do sistema34. Esses 

eventos, denominados coletivamente na literatura como estresse precoce (early life 

stress) ou adversidades na infância (early life adversities) têm efeitos tardios no 

comportamento, desenvolvimento e fisiologia do indivíduo35, produzindo uma 

cascata de eventos neurobiológicos que podem ter impacto no funcionamento de 

estruturas, como o hipocampo e a amígdala, e no eixo HPA36.  

 Para investigar as consequências tardias das adversidades na infância, um 

dos protocolos mais frequentemente utilizados é a privação materna (PM), que 

consiste na interrupção do contato mãe-filhote por 24 h, durante ou próximo ao 

período de hiporresponsividade ao estresse (PHRE), que ocorre, em ratos, entre 4 e 

14 dias de vida37. No PHRE, o eixo HPA exibe resposta refratária ao estresse e ao 

seu hormônio trófico, o ACTH38,39, e comportamentos maternos inibem a resposta de 

corticosterona (CORT) e de ACTH dos filhotes a vários estressores40,41.  

As alterações a longo prazo observadas após a PM não são universais, 

dependendo de fatores como sexo e idade da prole no momento da privação. Por 

exemplo, é possível observar alterações no comportamento do tipo ansioso em 

animais adolescentes e adultos privados no dia pós-natal (DPN) 3 (grupo PM3)42 e 
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em animais adultos privados no DPN 11 (grupo PM11)34,43. Em estudo de nosso 

grupo42, foram demonstradas diferenças nos comportamentos de animais do grupo 

PM3 e PM11, sendo que os animais PM3 apresentavam aumento de 

comportamentos relacionados a anedonia no teste de supressão alimentar induzida 

pela novidade, e aumento de comportamentos do tipo ansioso no teste no Labirinto 

em Cruz Elevado (LCE) em relação a animais do grupo controle e PM11, que 

parecem mais resilientes a alterações neste tipo de comportamento42–44. Em relação 

ao comportamento de enfrentamento de estresse, no mesmo estudo, foi observado 

aumento da imobilidade no teste de nado forçado em animais PM3 e PM11 de 

ambos os sexos, embora os machos PM11 tenham apresentado essa alteração em 

menor intensidade. No âmbito neuroquímico, fêmeas PM11, em fase de diestro, 

apresentam redução de concentrações hipocampais de GABA e noradrenalina, 

enquanto machos do mesmo grupo apresentam aumento das concentrações de 

aspartato e glutamato, indicando aumento de excitabilidade neuronal34. Outro estudo 

de nosso grupo também relatou aumento das concentrações de serotonina no 

hipotálamo (que pode ser responsável pela ativação do eixo HPA45) e diminuição no 

córtex pré-frontal de machos adultos submetidos a PM11, bem como diminuição de 

dopamina na amígdala e aumento de noradrenalina no córtex pré-frontal de fêmeas 

do mesmo grupo45. 

O neuropeptídeo Y (NPY) está amplamente distribuído no cérebro e é o mais 

abundante no cérebro de mamíferos46–48. É produzido principalmente no hipotálamo 

e possui projeções para regiões relacionadas ao comportamento emocional49,50, 

como o hipocampo, amígdala, substância cinzenta periaquedutal e septo lateral51. 

Entre suas funções, podemos citar propriedades neuroprotetoras e antiepiléticas47, 

estimuladoras de apetite (orexigênicas)52, além de regular a liberação de diversos 

hormônios hipotalâmicos (como o CRH48). Também é considerado um importante 

fator de resiliência ao estresse48,53,54 e parece ter relação com a fisiopatologia da 

ansiedade, depressão e TEPT46–48.  Pacientes deprimidos ou com diagnóstico de 

TEPT apresentam redução das concentrações de NPY no líquor55–57. Alguns 

estudos mostram a associação da redução liquórica e plasmática de NPY com a 

gravidade dos sintomas do transtorno47,58,59. Em diversos modelos experimentais, já 

foi evidenciada sua ação ansiolítica46,48,53, atenuando60,61 ou prevenindo61,62 

alterações decorrentes de eventos traumáticos. Esses efeitos parecem ser mediados 
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principalmente pelo receptor Y163,64. A privação materna  tem impacto na produção 

de NPY em diferentes áreas cerebrais: a PM no DPN 9 (PM9) reduz as 

concentrações do peptídeo no córtex occipital e hipocampo65, enquanto que a PM3 e 

PM11 reduzem o número de neurônios imunorreativos na amígdala, hipocampo 

dorsal42 e núcleo arqueado do hipotálamo66 em ratos adolescentes de ambos os 

sexos. Independente da adversidade infantil, as fêmeas apresentam menores 

concentrações do peptídeo do que os machos42,66, salientando a importância de 

utilizar ambos os sexos. 

Os tratamentos utilizados para o TEPT incluem terapias comportamentais 

cognitivas e medicamentos que buscam aliviar os sintomas60,67. Entre os 

medicamentos, podemos citar antidepressivos, benzodiazepínicos e 

antipsicóticos68,69, embora entre 40 e 50% dos pacientes com TEPT não respondam 

aos tratamentos60. Mesmo sendo frequentemente prescritos, não existem evidências 

fortes da eficácia de benzodiazepínicos e antipsicóticos atípicos68, sendo que 

benzodiazepínicos podem ser prejudiciais para o TEPT, aumentando a gravidade de 

seus sintomas67,70. Dessa maneira, a busca por novas estratégias terapêuticas para 

esses pacientes é essencial.  

 

2 Desenvolvimento  

2.1 Justificativa  

A PM é um modelo de adversidade na infância, que pode aumentar a 

vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiátricos, entre eles, o TEPT. 

Esse protocolo produz alterações comportamentais e neurobiológicas no sistema de 

NPY, um importante fator de resiliência ao estresse cuja redução foi relatada em 

estudos clínicos em pacientes com TEPT. Entretanto, nesses estudos é muito difícil 

avaliar se a redução observada é decorrente do trauma ou prévia a ele, constituindo 

um fator de vulnerabilidade ao desenvolvimento do TEPT. Além disso, o uso de 

modelos animais com forte poder translacional possibilita que seja investigado não 

só os prejuízos causados pelo transtorno, bem como a eficácia do tratamento com 

NPY na prevenção de comportamentos do tipo ansioso em ambiente controlado.  

Portanto, neste projeto buscamos determinar se o tratamento com NPY logo 

após o trauma por imersão em água é eficiente para prevenir as alterações 

comportamentais observadas em machos e fêmeas submetidos à PM3. Além disso 
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comparamos os efeitos do NPY com aqueles observados com o tratamento com 

Diazepam (DZP), um ansiolítico clássico, cujo uso na clínica tem se mostrado 

prejudicial para os casos relacionados ao trauma67,70.  

 

2.2 Objetivo Geral 

O objetivo do projeto foi avaliar se o tratamento com NPY por três dias 

consecutivos após o trauma induzido pelo protocolo de UWT pode evitar ou reduzir 

alterações do comportamento tipo-TEPT, em animais com histórico de adversidade 

na infância, e como esse regime de tratamento se compara com o uso de DZP, um 

ansiolítico clássico cujo uso em vítimas de trauma tem pouca ou nenhuma eficácia. 

Objetivos específicos: 

1) Determinar a melhor dose para tratamento com NPY (Experimento 1); 

2) Avaliar o potencial efeito preventivo do tratamento com NPY, administrado 

logo após o trauma por imersão em água, sobre as alterações decorrentes do 

evento, associado ou não à PM (Experimento 2); 

3) Como o tratamento com NPY se compara ao uso de DZP (Experimento 2); 

4) Avaliar se existem diferenças sexuais na resposta ao tratamento 

(Experimento 2); 

5) Determinar as concentrações de CORT em resposta ao LCE em ratos de 

ambos os sexos expostos ou não à PM3 e ao UWT e tratados com NPY, DZP 

ou com veículo (Experimento 2). 

 

2.3 Modificações no Projeto Original 

 Devido ao alto custo de NPY, algumas modificações no projeto original foram 

necessárias. 

 Inicialmente, o Experimento 1 previa a utilização de sessenta ratos machos e 

o tratamento de 30 deles com três doses de NPY: 45 µg/kg, 60 µg/kg e 90 µg/kg (N 

= 10/grupo). Entretanto, considerando os trabalhos de Gelfo e colaboradores71,72, 

que usaram a dose de 60 µg/kg, optamos por usar essa dose e uma maior, 75 µg/kg. 

Ademais, o N foi reduzido para 35 animais (7 animais/grupo). 

 O segundo experimento, originalmente, previa a utilização de animais 

provenientes de 30 ninhadas que seriam divididas entre grupo controle (CTL) e 

grupos submetidos à PM3 e PM11. Entretanto, resultados de outro trabalho do grupo 
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semelhante a este apontaram que o efeito do trauma no comportamento do tipo 

ansioso e de auto-cuidado foi mais proeminente em animais submetidos ao PM3. 

Dessa maneira, optamos por incluir apenas este grupo e compará-lo ao grupo CTL. 

Além disso, a limitação do tempo para execução do projeto foi outro fator importante 

para reduzirmos o número de ninhadas para 20 (10 ninhadas/grupo).  

Adicionalmente, como os resultados do Experimento 1 não foram muito claros 

quanto ao efeito do tratamento com NPY, optamos por incluir o tratamento de 

metade das ninhadas com um benzodiazepínico (DZP) e comparar seus efeitos com 

os do NPY. 

Também incluímos o back test (BT), um teste para avaliar o estilo de 

enfrentamento de estresse em animais juvenis como uma forma de analisar se essa 

variável pode ser usada como preditor para as consequências da PM3, do trauma e 

do tratamento. Este teste está detalhado na seção 2.4.4.4.  

 Por fim, devido ao atraso na chegada de NPY, alguns dos testes ocorreram 

em dias distintos do previsto: no Experimento 1, o trauma ocorreu no DPN 62 ou 63; 

no Experimento 2, o trauma ocorreu no DPN 74 e a eutanásia a partir do DPN 105, 

para manter o intervalo de 30 dias entre o trauma e o LCE.  

 

2.4 Materiais e Métodos 

2.4.1 Sujeitos Experimentais 

 Ratos da linhagem Wistar foram obtidos do Centro de Desenvolvimento de 

Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) e utilizados para o 

Experimento 1 e como matrizes para a obtenção de ninhadas no Experimento 2. Os 

animais foram mantidos em biotério com condições controladas de temperatura (20 

– 22ºC) e luminosidade (ciclo de claro-escuro de 12 h e luzes acesas a partir de 

07:00 h), em gaiolas em estantes ventiladas, no Departamento de Psicobiologia, da 

Universidade Federal de São Paulo. Todos os procedimentos experimentais 

realizados ocorreram no mesmo local e foram aprovados pela Comissão de Ética em 

Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da Unifesp (CEUA Nº 6735221021). 

2.4.2 Replicações do Experimento 

 Por questão de logística (prazo de chegada do medicamento e número de 

animais que seriam submetidos simultaneamente aos testes) e como forma de 

atestar a reprodutibilidade da execução e dos resultados, ambos os experimentos 
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foram realizados em duas replicações, com os animais distribuídos de forma 

balanceada nos grupos experimentais. 

A primeira replicação do Experimento 1 consistiu em 15 animais e a segunda, 

em 20 animais; no caso do Experimento 2, a primeira replicação consistiu em 10 

ninhadas e a segunda, em 8 ninhadas. 

2.4.3 Experimento 1: Teste de dose eficaz de NPY para efeito ansiolítico 

2.4.3.1. Avaliação do Peso Corporal: Evolução Ponderal 

 Os animais foram pesados na chegada ao biotério, no dia do trauma, em cada 

dia de tratamento para ajuste do volume de solução a ser utilizada (DPNs 63-65) e 

no dia da eutanásia (DPNs 88-91). Esses dados foram utilizados para calcular a 

variação do peso entre a chegada no biotério e o dia do trauma (V1) e entre este dia 

e a eutanásia (V2), por meio da fórmula % variação = [(peso final – peso 

inicial)/peso inicial]*100. 

2.4.3.2. Protocolo de Trauma Por Imersão Em Água (UWT: Underwater Trauma) 

 O protocolo de trauma foi realizado no período da manhã, com início entre 

07:30 h e 09:00 h. O procedimento ocorreu em um aparato metálico, com 50 cm de 

altura e 30 cm de largura, e com água a uma profundidade de 30 cm em 

temperatura ambiente ou ligeiramente aquecida, quando a temperatura ambiente 

estava muito baixa e a água, muito fria. 

 Cinco dias antes do trauma, todos os animais, com exceção daqueles 

pertencentes ao grupo não-testado (NT), foram treinados a nadar por 1 min/dia. No 

dia do trauma, os animais do grupo não-trauma (UWT-) foram submetidos a outra 

sessão de natação, enquanto os animais do grupo trauma (UWT+) nadaram por 15 s 

e, imediatamente depois, foram submergidos por 45 s, dentro de uma grade 

metálica, conforme protocolo descrito por Ardi e colaboradores25. A grade metálica e 

o aparato utilizados no protocolo podem ser vistos na Figura 1.  

 Imediatamente antes do trauma, cada animal foi colocado em uma gaiola 

individual com maravalha, onde foi borrifada uma solução com odor de baunilha a 

10%, permanecendo ali por 30 s25. O estímulo olfatório foi utilizado como uma pista 

associativa do contexto do trauma, buscando mimetizar a capacidade desses 

estímulos em induzir pensamentos intrusivos e a reexperiência do evento 

traumático, sintomas cardinais do TEPT1. Trabalhos do grupo do Prof. Richter-Levin 

demonstram que essas pistas colaboram para o estabelecimento de 
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comportamentos associados ao transtorno com maior intensidade que somente o 

trauma25,33, havendo maior ativação do hipocampo ventral e amígdala basolateral, 

áreas importantes para o processamento de medo e memórias traumáticas33. 

 

Figura 1. Aparato e grade metálicos utilizados no protocolo de UWT. Foto cedida pela estudante 
Natália Zanta. 
 

2.4.3.3. Avaliações Comportamentais 

Teste de splash de sacarose (TSS) 

 Um dia antes do trauma e um dia antes da eutanásia, foi realizado o TSS 

(adaptado de73–75), em que foram observados os perfis de auto-cuidado e hedônico, 

refletidos pelo comportamento de autolimpeza (grooming).  Para a realização do 

TSS, ocorrido entre 8:00 h e 11:30 h, os animais foram individualizados 30 min antes 

do teste e uma solução de sacarose a 10% foi borrifada no dorso do animal. A 

solução é viscosa, de modo a compelir o animal a fazer a autolimpeza. O aumento 

da latência para o início do grooming e/ou a redução na frequência deste 

comportamento estão relacionados a alguns sintomas presentes em pacientes 

deprimidos, como a apatia73–75, de modo que o aumento da latência reflete a 

diminuição do auto-cuidado e a diminuição da frequência, a perda de motivação73. 

Estas alterações podem, também, ser revertidas com o uso de antidepressivos73–75.  

 Além dessas características, o grooming é um comportamento inato com uma 

sequência evolutivamente conservada e movimentos estereotipados de progressão 

céfalo-caudal, ou seja, que começam na pata/focinho, progridem para a face, 

cabeça e finalizam no corpo, até que esta estrutura é repetida, embora possa ser 
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flexível76. Essa sequência pode ser visualizada na figura abaixo (Figura 2). 

Considerando que esta sequência também pode ser afetada por estressores e 

outros fatores76,77, sua avaliação pode ser uma ferramenta valiosa.  

 

Figura 2 – Padrão sequencial do grooming, que pode ser dividido em 4 fases: movimentos elípticos 
na pata e focinho (grooming de pata e focinho), movimentos unilaterais nas vibrissas e abaixo dos 
olhos (grooming facial), movimentos bilaterais que alcançam atrás das orelhas (grooming de cabeça) 
e limpeza corporal (grooming de corpo). Figura adaptada de Kalueff et al., 200777. 
 

O teste foi gravado por 10 min e avaliado posteriormente quanto a latência 

para iniciar o comportamento e frequências de grooming facial, de cabeça e 

corporal78. Além disso, foi anotada a ordem em que os comportamentos foram 

realizados; entretanto, esta análise será feita posteriormente. 

 

Labirinto em cruz elevado (LCE) 

 O LCE é um dos testes mais usados para investigar comportamentos do tipo 

ansioso em ratos79, consistindo em um aparato em forma de cruz mantido a 50 cm 

de altura do chão, com dois braços abertos perpendiculares a dois braços fechados 

(com paredes de 40 cm de altura), sendo que menor tempo despendido nos braços 

abertos está relacionado com o aumento do comportamento do tipo ansioso80. Cada 

braço é dividido em 3 segmentos de 16 x 12 cm, e os 4 braços são conectados por 

um compartimento central, conforme pode ser visualizado na figura abaixo (Figura 

3): 

 

Figura 3. Labirinto em Cruz Elevado (LCE).  
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O teste foi realizado entre os DPNs 88 e 91, entre 7:30 h e 12:00 h, sob baixa 

luminosidade (15 a 18 lux). Antes do teste, cada animal foi colocado em uma gaiola 

limpa com maravalha, localizada em uma sala distinta da sala do LCE. Na gaiola, foi 

borrifada a mesma solução de baunilha utilizada no protocolo de UWT, de modo a 

atuar como lembrança do evento traumático. Os animais permaneceram ali por 30 s, 

quando então foram expostos ao LCE, onde foram colocados no segmento central 

do aparato com a face voltada para um dos braços abertos, de forma alternada entre 

os animais. Entre as sessões, o labirinto foi limpo com álcool 20% para a eliminação 

de pistas olfativas. 

Cada teste durou 5 minutos e foi gravado para análise posterior dos seguintes 

parâmetros: entrada nos braços abertos e fechados para cálculo da porcentagem de 

entrada nos braços abertos (%EBA = razão entre o número de entradas nos braços 

abertos e o número total de entradas nos braços abertos e fechados), tempo de 

permanência nos braços abertos e fechados para o cálculo da porcentagem de 

tempo de permanência nos braços abertos (%TBA = razão entre o tempo de 

permanência nos braços abertos e tempo total do teste), número de quadrantes 

percorridos nos braços abertos e fechados (% de quadrantes abertos = razão entre 

o número de quadrantes percorridos nos braços abertos e o número total de 

quadrantes percorridos), frequência de visitas às extremidades dos braços abertos 

(ExtBA) e índice de ansiedade (IA), calculado segundo a fórmula Índice de 

ansiedade = 100 – [(%EBA + %TBA) / 2]81,82. 

2.4.3.4. Tratamento Farmacológico 

O NPY foi adquirido da Sigma-Aldrich e diluído em água destilada (veículo) 

para obtenção de solução estoque de concentração 75 µg/ml. Para os animais do 

grupo UWT+/NPY60, foi adicionada água destilada em volume de 20% da solução 

estoque para obtenção da concentração de 60 µg/ml. 

As soluções foram administradas no volume de 0,1 ml/100 g de peso, uma 

vez ao dia, por 3 dias consecutivos (7 a 10 min após o trauma e nos dois dias 

seguintes), entre 8:30 h e 10:30 h, por via intraperitoneal (i.p.), baseado nos 

trabalhos de Gelfo e colaboradores71,72. 

2.4.3.5. Delineamento Experimental  

Trinta e cinco ratos machos da linhagem Wistar de 6 a 8 semanas de idade 

foram adquiridos do CEDEME e habituados no biotério do departamento de 
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Psicobiologia por 7 dias antes do início dos experimentos. Os animais foram 

distribuídos em 5 grupos experimentais no dia de chegada ao biotério setorial: 

 

Grupo 1: Não-testado (NT): animais que não foram submetidos a nenhuma 

das manipulações. Para eliminar o efeito do manuseio sobre as alterações 

observadas, eles foram apenas manuseados nos dias em que o restante dos 

animais era submetido às manipulações. 

Grupo 2: UWT-: animais que foram submetidos ao treino de natação e a 

todos os testes comportamentais, mas não ao trauma; 

Grupo 3: UWT+/VEI: animais que foram submetidos a todos os testes 

comportamentais, aos treinos de natação e ao trauma e tratados com veículo (água 

destilada), para eliminar o efeito das injeções sobre as possíveis alterações 

comportamentais; 

Grupo 4: UWT+/NPY60: animais submetidos a todas as manipulações citadas 

e tratados com NPY na dose de 60 µg/kg. 

Grupo 5: UWT+/NPY75: animais submetidos a todas as manipulações citadas 

e tratados com NPY na dose de 75 µg/kg. 

 

 Animais representativos de todos os grupos foram avaliados nos testes de 

forma balanceada. A distribuição dos animais nos grupos encontra-se na Tabela 1. 

Todos os animais (exceto os do grupo NT) foram treinados a nadar por 1 

min/dia, a partir do DPN 57 ou 58, por 5 dias. No DPN 61 ou 62, esses animais 

foram submetidos ao primeiro TSS. No dia seguinte, os animais NT foram 

novamente manuseados, os do grupo UWT- tiveram mais uma sessão de natação e 

os do grupo UWT+ foram submetidos ao trauma e, aproximadamente 7-10 min 

depois, tratados com veículo (VEI), NPY 60 µg/kg ou 75 µg/kg, i.p., por 3 dias 

consecutivos. No DPN 87-90, os animais foram submetidos ao segundo TSS e, no 

dia seguinte, foram testados no LCE, às 08:00 h. 

O delineamento experimental pode ser visto na Figura 4. 
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Tabela 1 – Distribuição dos animais nos diferentes grupos testados no Experimento 

1. 

Grupos experimentais (N = 7/grupo) 

NT UWT- UWT+/VEI UWT+/NPY60 UWT+/NPY75 

Coleta de sangue para determinação das concentrações de CORT (DPN 88-91) 

Valores basais Efeito do LCE Efeito do 

trauma + LCE 

Efeito do NPY 

sobre o trauma 

+ LCE 

Efeito do NPY 

sobre o trauma 

+ LCE 

 

 

Figura 4. Delineamento do Experimento 1. TSS = Teste de Splash de Sacarose; UWT = Underwater 
trauma; VEI = tratamento com veículo; NPY60 = tratamento com neuropeptídio Y, 60 µg/kg; NPY75 = 
tratamento com neuropeptídio Y, 75 µg/kg; CORT = corticosterona; LCE = labirinto em cruz elevado. 
 

Eutanásia 

 Trinta minutos após o LCE, momento em que ocorre o pico de CORT em 

resposta ao teste, os animais foram pesados e decapitados sem anestesia para 

evitar a interferência dos anestésicos sobre as concentrações de CORT83,84. Os 

animais do grupo NT foram eutanasiados antes do começo do teste dos outros 

grupos no LCE. A eutanásia aconteceu no período da manhã. 

 O sangue foi coletado em tubos contendo EDTA (concentração de 7,5%) e 

centrifugados a 3.000 rpm, a 4oC, por 15 min para obtenção do plasma que foi 

estocado em freezer -20oC e, posteriormente utilizado para determinação de CORT 

plasmática por meio de kits de ELISA (DBL, Alemanha). Além disso, as glândulas 
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adrenais foram retiradas, limpas e pesadas para determinação do peso relativo pela 

fórmula: [peso das adrenais (mg)/peso corporal (g)] x 1000. 

2.4.3.6. Análise Estatística  

O Generalized Linear Model foi utilizado para a análise de todos os 

parâmetros. Os índices eta-square e (η2) ou eta-square parcial (ηp
2) indicam o 

tamanho do efeito de um fator ou da interação entre fatores. Os valores são 

interpretados como: 

− 0,01 a 0,059: efeito pequeno 

− 0,06 a 0,139: efeito moderado 

− 0,14 e acima: efeito grande85,86 

Utilizou-se ANOVA de duas vias com medidas repetidas (fatores Grupo e 

Idade) para analisar a variação de peso, enquanto os parâmetros fisiológicos e os 

comportamentos foram analisados por ANOVA de 1 via (fator Grupo). Quando 

ocorreu diferença significativa ou interação entre os fatores, foi realizado o teste a 

posteriori de Newman-Keuls. O nível de significância estatística considerado foi de p 

< 0,05. 

 A análise estatística foi feita com auxílio dos programas Statistica v.14 e 

Jamovi. Os gráficos foram elaborados com o programa GraphPad Prism 9.  

 

2.4.4 Experimento 2: Tratamento farmacológico com NPY e DZP em animais 

submetidos à PM3 e trauma por imersão em água 

2.4.4.1. Cruzamentos e Obtenção de Ninhadas 

 Ratos Wistar, 10 machos e 20 fêmeas adultos, foram alojados em conjunto (1 

macho: 2 fêmeas) por 7 dias, para a realização dos cruzamentos e obtenção de 20 

ninhadas para o Experimento 2. Após o período de cruzamentos, os machos foram 

retirados das gaiolas, enquanto as fêmeas permaneceram juntas por mais 10 dias e 

depois foram individualizadas, seguindo o procedimento padrão de nosso 

laboratório34,42,43,45. Foi fornecido material para construção de ninhos (2 folhas de 

papel absorvente e maior quantidade de serragem) às fêmeas depois de 18 dias do 

início dos cruzamentos. As gaiolas foram inspecionadas às 09:00 h e 17:00 h, 

diariamente, para verificação dos nascimentos das ninhadas, após 20 dias do início 

do período de cruzamentos. 
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 O dia do nascimento foi designado como DPN 0. No DPN 1, foi feita a 

sexagem dos filhotes e a padronização das ninhadas para 10 filhotes (5 machos e 

fêmeas), quando possível. Nos casos em que as ninhadas não possuíam número 

suficiente de filhotes, foram feitas adoções de filhotes excedentes de outras 

ninhadas que haviam nascido no mesmo dia e período, seguindo a rotina do nosso 

laboratório, considerando que as mães não fazem distinção entre seus próprios 

filhotes e os adotados42. Após a sexagem e padronização, a mãe foi devolvida à 

gaiola-moradia.  

 Durante todo o período pós-natal, a limpeza das gaiolas foi feita a cada 3 

dias, retirando metade da serragem suja e substituindo-a por limpa. Quando 

necessário, também foram acrescentadas mais folhas (máximo de 2) para a 

construção do ninho.  

 Todos os animais foram mantidos sob as mesmas condições ambientais 

citadas no item 2.4.1. Ao final, foram obtidas 18 ninhadas, pois duas fêmeas não 

emprenharam. 

 2.4.4.2. Protocolo de Privação Materna 

 As 18 ninhadas obtidas foram distribuídas em grupo controle (CTL) e privação 

materna no DPN 3 (PM3). Considerando que um macho era colocado na gaiola-

moradia com duas fêmeas para o cruzamento e, dessa maneira, as ninhadas da 

dupla de fêmeas teriam proximidade genética, foi decidido que, quando possível, 

uma destas ninhadas seria alocada ao grupo CTL e a outra, ao grupo PM3. 

 O grupo CTL não foi manipulado (exceto pela limpeza de gaiolas) e 

permaneceu com suas mães durante todo o desenvolvimento. No grupo PM3, as 

mães foram removidas das gaiolas-moradia no DPN 3 e mantidas na maternidade, 

enquanto os filhotes foram transferidos, na gaiola-moradia, para uma sala distante, 

onde ficaram por um período de 24 h. Neste período, a sala permaneceu escura e 

as gaiolas foram colocadas sobre mantas térmicas (30-33ºC) para manutenção da 

temperatura corporal dos filhotes. O protocolo teve início às 10:00 h do DPN 3 e, ao 

final de 24 h, as mães e as ninhadas foram reunidas na gaiola-moradia, como visto 

na Figura 5. 
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Figura 5. Protocolo de privação materna no DPN 3 (PM3).  
 

 Os filhotes de ambos os grupos permaneceram com suas mães até o 

desmame, no DPN 21. Neste dia, os animais foram identificados e os irmãos de 

mesmo sexo permaneceram juntos na gaiola. A distribuição dos filhotes de uma 

mesma ninhada em diferentes subgrupos dilui o efeito da ninhada. Água e ração 

foram oferecidas ad libitum. 

2.4.4.3. Avaliação do Peso Corporal: Evolução Ponderal 

Para avaliação da evolução ponderal, os animais foram pesados no DPN 21 

(peso no desmame - PD), DPNs 74-76 (para determinação do volume de 

medicamento a ser injetado), e nos DPNs 105-112 (dia da eutanásia). 

2.4.4.4. Avaliações Comportamentais 

Back test (BT) 

O BT é um teste comportamental originalmente realizado em porcos 

jovens87,88 e que busca avaliar as estratégias de enfrentamento de estresse (coping) 

de um animal. Tais estratégias podem ser variadas e com diferentes graus de 

eficiência em gerar respostas adaptativas frente a um estressor89; ou seja,  pode ser 

um preditor de resiliência ao estresse89,90. 

No presente trabalho, o BT foi realizado com base em Hawley et al.89, nos 

DPNs 25 e 32. Para isso, os animais foram colocados em posição de supino por 1 

minuto, sendo segurados pelo dorso e base do rabo, de modo a restringir seus 

movimentos. Os animais, então, tentam escapar, ação definida como movimento dos 

membros e da cabeça. Considerando que o estudo piloto do mesmo autor indicava 

que os animais tentavam escapar não continuamente, mas em “períodos” curtos 

intercalados por repouso, a quantidade de “períodos de escape” foi contabilizada. 
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Outros parâmetros avaliados consistiram na latência para o início das tentativas de 

escape, vocalização do animal no teste e número de bolos fecais liberados.  

Os resultados dos dois dias de teste foram comparados para criar três 

categorias de animais: aqueles que tinham estratégias ativas de enfrentamento de 

estresse (10 ou mais tentativas de escape); passivas (menos de 10 tentativas de 

escape) e aqueles cuja resposta foi variável entre os dois testes. O ponto de corte 

para a determinação de cada categoria, assim como no artigo original89, foi 

calculado com base no animal que, no primeiro teste, teve a maior quantidade de 

escapes (19). Dessa forma, uma estratégia de enfrentamento ativa foi definida como 

a quantidade de escapes maior do que a metade do número máximo escapes no 

teste. De acordo com a estratégia adotada em cada teste, os animais podem ser 

classificados em ativos rígidos (estratégia ativa em ambos os testes), passivos 

rígidos (passivos em ambos os testes) ou variáveis (estratégias diferentes em cada 

teste). 

TSS e LCE 

 O TSS e o LCE foram realizados da mesma maneira como no Experimento 1, 

porém, com algumas modificações: o primeiro TSS foi realizado antes do início das 

natações, para refletir o comportamento basal do animal (sem a influência dos 

treinos de natação). O LCE foi realizado entre os DPNs 105 e 112, sob baixa 

luminosidade (entre 15 e 18 lux) e, além dos parâmetros citados anteriormente, foi 

analisada a frequência e o tempo de grooming no teste, com auxílio do Software X-

Plo-Rat, 2005. 

2.4.4.5. Tratamento Farmacológico 

O NPY foi preparado como descrito no Experimento 1. O DZP foi adquirido de 

uma farmácia de manipulação. Considerando sua difícil solubilização em água, foi 

necessária a adição de algumas gotas de tween 80 até que fosse formada uma 

pasta, seguida de adição de água destilada até que fosse obtida uma solução de 

concentração 2 mg/ml, com base em estudos não publicados de nosso grupo. 

Da mesma forma que no Experimento 1, as soluções foram administradas no 

volume de 0,1 ml/100 g de peso, uma vez ao dia, por 3 dias consecutivos (7 a 10 

min após o trauma e nos dois dias seguintes), entre 8:30 h e 10:30 h, por i.p.. Os 

veículos foram as mesmas soluções utilizadas para preparar as drogas, ou seja, 
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água destilada para as ninhadas NPY e água destilada + tween 80 para as ninhadas 

DZP. 

 2.4.4.6. Delineamento Experimental 

No início do protocolo de UWT, considerando que a solução de DZP é 

preparada utilizando-se tween além de água destilada, foi necessário dividir as 

ninhadas CTL (N = 42-44/sexo) e PM3 (N = 41-47/sexo) entre os tratamentos com 

NPY ou com DZP. 

Dessa forma, os animais foram distribuídos em cinco grupos: Grupo 1 (NT), 

Grupo 2 (UWT-), Grupo 3 (UWT+/VEI), como no Experimento 1, Grupo 4 

(UWT+/DZP) e Grupo 5 (UWT+/NPY75), animais submetidos a todos os protocolos e 

tratados com DZP (2 mg/ml) ou NPY (75 µg/kg), como apresentado na Tabela 2. 

O delineamento experimental está apresentado na Figura 6. Nos DPNs 25 e 

32, os animais de todos os grupos, com exceção do grupo NT, foram submetidos ao 

BT e, quando necessário, tiveram sua identificação reforçada. Os demais 

procedimentos ocorreram como descrito no Experimento 1, salvo as modificações 

citadas no Item 2.4.4.4 – Avaliações Comportamentais. 

 

Eutanásia e coleta de materiais biológicos 

 Assim como no Experimento 1, trinta minutos após o LCE os animais foram 

pesados e imediatamente eutanasiados por decapitação. Os animais NT sempre 

foram eutanasiados antes do que os/as irmãos/irmãs. O sangue dos animais foi 

coletado exatamente da mesma forma como descrito anteriormente. As glândulas 

adrenais foram retiradas, limpas e pesadas para obtenção do seu peso relativo. Os 

cérebros também foram retirados, congelados e mantidos à -80oC para futuras 

análises. 

 Amostras post mortem do epitélio vaginal foram coletadas para 

estabelecimento da fase do ciclo estral no dia do LCE. A coleta foi feita com lavagem 

utilizando-se uma pipeta com água destilada, e o material foi colocado em lâminas 

de microscopia para avaliação futura em microscópio óptico91. 
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Tabela 2 – Distribuição dos animais nos diferentes grupos testados no Experimento 2. 

 

 

Grupo CTL (N = 9 ninhadas) 

Ninhadas tratadas com NPY (N = 5 ninhadas) Ninhadas tratadas com DZP (N = 4 ninhadas) 

Machos Fêmeas Machos Fêmeas 

UWT- UWT+/VEI UWT+/NPY75 UWT- UWT+/VEI UWT+/NPY75 UWT- UWT+/VEI UWT+/DZP UWT- UWT+/VEI UWT+/DZP 

Grupo PM3 (N = 9 ninhadas) 

Ninhadas tratadas com NPY (N = 5 ninhadas) Ninhadas tratadas com DZP (N = 4 ninhadas) 

Machos Fêmeas Machos Fêmeas 

UWT- UWT+/VEI UWT+/NPY75 UWT- UWT+/VEI UWT+/NPY75 UWT- UWT+/VEI UWT+/DZP UWT- UWT+/VEI UWT+/DZP 
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Figura 6. Delineamento do Experimento 2. BT = Back test; TSS = Teste de Splash de Sacarose; 
UWT = Underwater trauma; VEI = tratamento com veículo; NPY = tratamento com neuropeptídio Y, 
75 µg/kg; DZP = tratamento com DZP, 2 mg/kg; CORT = corticosterona; LCE = labirinto em cruz 
elevado. 
 

2.4.4.7. Análise Estatística 

 Assim como no Experimento 1, foi empregado o Generalized Linear Model 

para determinação de η2 e ηp
2 e foi considerado nível de significância estatística de p 

< 0,05.  Para a evolução ponderal a análise foi feita separadamente por sexo, por 

ANOVA de 3 vias para medidas repetidas considerando Grupo (CTL, PM3), 

Condição (Não-testado [NT], UWT-, UWT+/VEI, UWT+/DZP, UWT+/NPY) e Tempo 

(Desmame, Dia do trauma/natação, LCE) como fatores principais. As análises do 

peso relativo das adrenais e dos parâmetros obtidos nos testes comportamentais 

foram realizadas por ANOVA de 3 vias com fatores principais Sexo (macho, fêmea), 

Grupo e Condição. Para a análise do back test e TSS 1, foi empregada a ANOVA de 

2 vias, com fatores Sexo e Grupo. No caso de serem encontradas diferenças 

significativas, foi feito o teste a posteriori de Newman-Keuls. 

A análise estatística foi feita com auxílio dos programas Statistica v.14 e 

Jamovi. Os gráficos foram elaborados com o programa GraphPad Prism 9.  

3. Resultados  

3.1 Experimento 1 

Variação do peso corporal 

 A ANOVA de duas vias apontou efeito principal da idade dos animais o [F(1,30) 

= 23,61; p < 0,0001, η2 = 0,44]. Além disso, o ganho de peso, em todos os grupos, 

foi maior entre a chegada dos animais no biotério e o trauma (V1) do que entre o 

trauma e a eutanásia (V2), como pode ser visualizado no gráfico abaixo. 
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Figura 7. Evolução ponderal do peso dos animais. V1 = variação do peso dos animais entre o 
momento de chegada no biotério setorial e o trauma; V2 = variação do peso entre o trauma e o dia da 
eutanásia. 
 

TSS 1 e TSS 2 

 Os resultados relativos ao TSS 1 podem ser visualizados na Figura 8. Não 

foram encontradas diferenças estatísticas quanto a latência [F(4,30) = 0,63; p = 0,60, 

η2 = 0,07], Grooming facial [F(4,30) = 0,793; p = 0,51, η2 = 0,09], Grooming de cabeça 

[F(4,30) = 0,516; p = 0,67, η2 = 0,06] e Grooming corporal [F(4,30) = 0,78; p = 0,52, η2 = 

0,09]. Como se pode observar pelos valores de η2, em todos os parâmetros foram 

identificados efeitos moderados da intervenção (η2 de 0.06 a 0.139). 

 Em relação aos resultados do TSS 2, na segunda replicação do experimento 

(N = 4 animais/grupo), um problema na câmera causou a perda dos vídeos, 

impossibilitando a análise completa do teste.  
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Figura 8. Resultados do TSS 1. A latência para o início do comportamento pode ser visualizada no 
painel superior, enquanto no segundo painel se observa a frequência de grooming facial, de cabeça e 
corporal em animais não submetidos ao trauma (UWT-) ou submetidos ao trauma e tratados com 
veículo (UWT+/VEI), NPY nas doses de 60 µg/kg (UWT+/60) ou 75 µg/kg (UWT+/75). Os valores 
individuais foram incluídos e as colunas representam a média ± d.p. de 7 animais/grupo. 
LCE 

 O gráfico retratado na Figura 9 mostra os resultados das avaliações 

comportamentais no LCE.  
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Figura 9. Resultados do Labirinto em Cruz Elevado. Os parâmetros mostrados foram avaliados em 
ratos não submetidos ao trauma (UWT-) ou submetidos ao trauma e tratados com veículo 
(UWT+/VEI), NPY nas doses de 60 µg/kg (UWT+/60) ou 75 µg/kg (UWT+/75). Os valores individuais 
foram incluídos e as colunas representam a média ± d.p. de 7 animais/grupo. 

 
 Não foram encontradas diferenças estatísticas em nenhum dos parâmetros 

avaliados, embora os valores de η2 indiquem efeito moderado (η2 de 0.06 a 0.139) 

ou grande (acima de 0.14) da intervenção nos parâmetros, como pode mostrado na 

tabela abaixo.  
 

Tabela 3 – Resultado estatístico dos parâmetros analisados no LCE. 

 

 

 

 

 

 

 

 
% EBA = porcentagem de entradas nos braços abertos (BA); % TBA = porcentagem de tempo nos 

BA; IA = Índice de ansiedade; % QBA = porcentagem de quadrantes atravessados nos BAs; QBF = 

número de quadrantes atravessados nos braços fechados; Ext. BA = frequência de visitas à 

extremidade dos BAs. Os valores de η2 são interpretados como: 0,01 a 0,059 – efeito pequeno; 0.06 

a 0.139 – efeito moderado; 0.14 e acima – efeito grande. Os parâmetros que apresentaram efeito 

moderado estão indicados em itálico, e os que apresentaram efeito grande, em negrito.   

Parâmetro Resultado (ANOVA) 

% EBA F(4,30) = 1,48; p = 0,24, η2 = 0,16 

% TBA F(4,30) = 1,59; p = 0,22, η2 = 0,17 

IA F(4,30) = 1,59; p = 0,22, η2 = 0,17 

% QBA F(4,30) = 0,97; p = 0,42, η2 = 0,11 

QBF F(4,30) = 2,65; p = 0,08, η2 = 0,25 

Ext. BA F(4,30) = 1,10; p = 0,37, η2 = 0,12 
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Parâmetros fisiológicos 
 Não houve diferença estatística no peso relativo das adrenais [F(4,30) = 0,75; p 

= 0,57, η2= 0,09] entre os grupos (Figura 10A), embora o η2 indique tamanho de 

efeito moderado  e as adrenais do grupo NT tiveram menor peso do que os outros 

grupos. Em relação às concentrações de CORT, todos os grupos apresentaram 

valores menores que os animais não testados [F(4,30) = 12,67; p < 0,0001, η2 = 0,63] 

(Figura 10B). 

 

Figura 10. Resultados dos parâmetros fisiológicos. Em A, é possível visualizar o peso relativo das 
adrenais e, em B, as concentrações de CORT em ratos não submetidos aos testes e apenas 
manipulados (NT), não submetidos ao trauma (UWT-), ou submetidos ao trauma e tratados com 
veículo (UWT+/VEI), NPY nas doses de 60 µg/kg (UWT+/60) ou 75 µg/kg (UWT+/75). Os valores 
individuais foram incluídos e as colunas representam a média ± d.p. de 7 animais/grupo. * - diferença 
em relação ao grupo NT. 

 
3.2 Experimento 2 

Evolução ponderal (Figura 11) 

 Em fêmeas, a análise detectou efeitos do grupo [F(1,142) = 8,03; p < 0,006, η2 = 

0,1] e do tempo [F(2,142) = 10107,47; p < 0,00001, η2 = 0,99]. Em todos os tempos 

avaliados, o peso do grupo PM3 foi menor do que do grupo CTL (p < 0,007) e o peso 

corporal no dia do LCE foi maior do que no dia do trauma/natação (p < 0,0001) que, 

por sua vez, foi maior do que o peso no desmame (p < 0,0001). 
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 Em machos, houve uma tendência a que os ratos do grupo PM3 

apresentassem menor peso corporal do que os do grupo CTL [F(1,160) = 3,56; p < 

0,07, η2 = 0,04] e efeito do tempo [F(1,160) = 10766,30; p < 0,00001, η2 = 0,99]. O 

peso corporal no dia do LCE foi maior do que no dia do trauma/natação (p < 0,0001) 

que, por sua vez, foi maior do que o peso no desmame (p < 0,0001). 

 

Figura 11. Peso corporal ao desmame (dia pós-natal 21), no dia do trauma/natação e no dia do 
labirinto em cruz elevado em fêmeas (A) e machos (B) dos grupos controle (CTL – colunas cinza-
claro) e privado da mãe no 3º dia de vida (PM3 – colunas cinza-escuro). Os valores dos animais não-
testados também foram incluídos em todos os tempos. Os valores individuais são apresentados e as 
colunas representam a média ± e.p.m de 39-42 fêmeas e 44 – 46 machos/grupo. * - diferente do 
respectivo grupo CTL (p < 0,05). 

 

Peso relativo das adrenais (Figura 12) 

 A análise revelou efeito do sexo [F(1,151) = 1182,704; p < 0,00001, η2 = 0,89], 

sendo que as fêmeas apresentaram maior peso das adrenais do que os machos. 
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Figura 12. Peso relativo das adrenais de fêmeas (A) e machos (B) dos grupos controle (CTL - barras 
cinza-claro ou privados no 3o dia de vida (PM3 - barras cinza-escuro). Estes animais foram 
distribuídos nos subgrupos Não-testado (NT), submetidos ao treino de natação (UWT-) ou 
submetidos ao trauma por imersão em água e tratados com veículo (VEI), Diazepam (DZP) ou 
neuropeptídeo Y (NPY). Os valores individuais são apresentados e as colunas representam a média 
± e.p.m. de 6-10 fêmeas e 7-11 machos grupo/condição. $ - diferença entre os sexos (p < 0,0001), 

 

BT (Figura 13) 

 Não foram observadas diferenças significativas em relação ao sexo ou ao 

grupo para as tentativas de escape no primeiro ou segundo testes. 
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Figura 13. Tentativas de escape no back test realizado nos dias 25 (T1) e 32 (T2) de vida em fêmeas 
(losangos) e machos (círculos) dos grupos controle (CTL – colunas cinza-claro) e privado da mãe no 
3º dia de vida (PM3 – colunas cinza-escuro). Os valores individuais são apresentados e as colunas 
representam a média ± e.p.m. de 35 fêmeas e 37-38 machos por grupo. 
 

 Com base nos valores de corte para as tentativas de escape, foi possível 

diferenciar o perfil comportamental dos animais em ativo rígido, passivo rígido e 

variável. A frequência de perfis encontrados nos sexos e grupos pode ser observada 

na tabela abaixo:  

 

Tabela 4 – Porcentagem (número absoluto) de animais que foram classificados 

como ativos ou passivos rígidos e variáveis no back test, em cada sexo.  

Perfil 

Grupo CTL Grupo PM3 

Total 
Machos Fêmeas Machos Fêmeas 

Ativo 4,1% (6) 2,8% (4) 3,4% (5) 4,1% (6) 14,5% (21) 

Passivo 0,0% (0) 0,7% (1) 0,0% (0) 1,4% (2) 2,07% (3) 

Variável 21,4% (31) 20,7% (30) 22,8% (33) 18,6% (27) 83,5% (121) 

Total 25,5% (37) 24,1% (35) 26,2% (38) 24,1% (35) 100,0% (145) 
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TSS 1 (Figura 14) 

 Não foram observadas diferenças na latência para o início do comportamento 

de grooming. Foram encontradas diferenças em relação ao sexo na frequência de 

grooming facial [F(1,139) = 7,34; p = 0,008, η2= 0,05], na frequência de grooming 

corporal [F(1,139) = 6,70; p = 0,011, η2= 0,045] e na frequência de grooming total 

[F(1,139) = 6,75; p = 0,01, η2= 0,046]. Em todos os casos, a frequência dos 

comportamentos foi maior em fêmeas do que em machos.  

 

Figura 14. Latência para iniciar auto-limpeza (A); limpeza facial (B); limpeza de cabeça (C) e limpeza 
do corpo (D) de fêmeas (losangos) e machos (círculos) dos grupos controle (CTL – colunas cinza-
claro) e privado da mãe no 3º dia de vida (PM3 – colunas cinza-escuro). Os valores individuais são 
apresentados e as colunas representam a média ± e.p.m. de 32-35 fêmeas e 35-37 machos por 
grupo. $ - diferença entre sexos (p < 0,05). 

 

 Além da análise de frequência dos comportamentos que compõem o 

grooming, sua ordem e a ocorrência de interrupções na sequência do 

comportamento foram anotadas para análise futura.  
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TSS 2 

 Até o momento de redação deste relatório, a análise do segundo TSS não foi 

concluída. 

 

LCE (Figuras 15, 16 e 17) 

 Os resultados disponíveis do LCE são referentes a primeira replicação do 

estudo. Mesmo com a avaliação parcial dos parâmetros, realizamos a análise 

estatística para detectar as tendências dos efeitos dos fatores sobre diferentes 

comportamentos expressos neste teste. 

 A análise da %EBA revelou interação entre grupo e condição [F(3,70) = 2,804; 

p = 0,046, η2 = 0,107]. A análise a posteriori não detectou diferenças entre os 

subgrupos, porém a comparação entre médias indica que entre os animais 

UWT+/VEI, o grupo PM3 visita menos os BA do que os do grupo CTL, enquanto 

para os animais UWT+/DZP e UWT+/NPY, se observa o oposto, ou seja, o grupo 

PM3 visita mais os BA do que o grupo CTL. As fêmeas permaneceram mais tempo 

nos BA do que os machos [F(1,70) = 9,558; p < 0,003, η2 = 0,12]. A análise integrada 

destes parâmetros fornece o índice de ansiedade, que foi diferente entre os sexos 

[F(1,70) = 4,499; p < 0,04, η2 = 0,06], sendo que este foi menor nas fêmeas 

comparados com machos (p < 0,03). Estes resultados podem ser vistos na Figura 

15. 
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Figura 15. Parâmetros clássicos no LCE, % de entradas nos braços abertos (%EBA – A, B), % tempo 
nos braços abertos (%TBA – C, D) e índice de ansiedade (E, F) de fêmeas (A, C, E) e machos (B, D, 
F) dos grupos controle (CTL – colunas cinza-claro) e privado da mãe no 3º dia de vida (PM3 – 
colunas cinza-escuro). Os valores individuais são apresentados e as colunas representam a média ± 
e.p.m. de 4-8 fêmeas e 4-9 machos por grupo. $ - diferença entre sexos (p < 0,05).  
 

 Houve tendência de efeito da condição na porcentagem de ambulação nos 

BA [F(3,70) = 2,271; p < 0,09, η2 = 0,089], sendo que os animais tratados com NPY 

tenderam a ambular mais do que os animais UWT-. As fêmeas visitaram mais as 

extremidades dos BA [F(1,70) = 14,43; p < 0,0003, η2 = 0,17] e houve tendência de 

efeito da condição [F(1,70) = 2,548; p < 0,07, η2 = 0,098], em que os animais tratados 

com NPY chegaram mais vezes ao final dos braços abertos (p = 0,054). Quanto ao 

tempo médio de grooming no LCE, observou-se efeito do sexo [F(1,65) = 5,092; p < 
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0,03, η2 = 0,07], em que os machos realizaram esse comportamento de forma mais 

prolongada. Esses resultados podem ser vistos na Figura 16. 

 

Figura 16 - Parâmetros complementares no LCE, % de quadrantes atravessados nos braços abertos 
(%QBA – A, B), visitas às extremidades dos braços abertos (Ext. BA – C, D) e tempo médio de 
grooming (E, F) de fêmeas (A, C, E) e machos (B, D, F) dos grupos controle (CTL – colunas cinza-
claro) e privado da mãe no 3º dia de vida (PM3 – colunas cinza-escuro). Os valores individuais são 
apresentados e as colunas representam a média ± e.p.m. de 4-8 fêmeas e 4-9 machos por grupo. $ - 
diferença entre sexos (p < 0,05).  
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 A frequência de grooming no LCE foi influenciada pela interação entre sexo e 
grupo [F(1,70) = 4,836; p < 0,04, η2 = 0,064], sendo que os machos PM3 e as fêmeas 
CTL fizeram menos grooming do que os machos CTL (p’s < 0,04). O tempo de 
grooming no LCE também foi influenciado pela interação de sexo e grupo [F(1,70) = 
7,425; p < 0,009, η2 = 0,096] e as mesmas diferenças descritas acima foram vistas 
com este parâmetro (p’s < 0,004). Estes resultados encontram-se na Figura 17. 

 

Figura 17. Frequência (A, B) e tempo de grooming (C, D) de fêmeas (A, C, E) e machos (B, D, F) dos 
grupos controle (CTL – colunas cinza-claro) e privado da mãe no 3º dia de vida (PM3 – colunas cinza-
escuro). Os valores individuais são apresentados e as colunas representam a média ± e.p.m. de 4-8 
fêmeas e 4-9 machos por grupo. * - diferença do grupo CTL; $ - diferença entre sexos no mesmo 
grupo (p < 0,05).  

 
 

3 Discussão 

 A análise da evolução de peso corporal pode fornecer informações 

importantes sobre o desenvolvimento físico dos animais, especialmente no contexto 

da privação materna. Como já demonstrado em estudos de nosso grupo42,66,92, 

animais submetidos a privação materna apresentam menor peso corporal em 

relação a animais controle, o que pode persistir até a adolescência ou idade adulta. 

Neste estudo, foi observada diferença de peso no momento do desmame, 

independente do sexo. Porém, é interessante notar que apenas entre as fêmeas a 

diferença de peso se manteve ao longo de todo o desenvolvimento e vida adulta, 
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enquanto machos PM3 apresentaram somente tendência de menor peso que seus 

respectivos controles. Em outros trabalhos do grupo, a diferença de peso entre 

grupos privados (PM3 e PM11, em um dos trabalhos66,  e machos PM9 em outro92) 

se perpetuou até a adolescência. Todavia, no trabalho atual, não houve manutenção 

dessa diferença até a vida adulta, indicando que, em algum momento, o peso dos 

animais privados pode se igualar ao dos CTL.   

  Outro ponto importante a ser lembrado no momento de avaliação do peso 

dos animais é o papel do NPY, que é orexigênico52. Por ser um estimulador de 

apetite, postulamos que animais do grupo tratado com NPY poderiam ter maior 

variação de peso corporal. Todavia, em ambos os experimentos, isso não ocorreu e 

os animais tratados com NPY (independentemente do sexo ou grupo) apresentaram 

evolução de peso corporal semelhantes aos outros animais. Isso pode ser explicado 

pois, embora outros estudos (inclusive em diferentes espécies93) demonstrem 

aumento do comportamento alimentar e peso corporal em animais tratados com 

NPY94,95, este tratamento é feito localmente (como no núcleo paraventricular do 

hipotálamo, PVN)95 e com maior duração do que o feito neste estudo95,96.  

 Em relação ao peso relativo das adrenais, não houve diferença estatística 

entre os grupos em nenhum dos experimentos, e, embora no Experimento 1 

tenhamos detectado tamanho de efeito moderado, não houve nenhuma tendência à 

diferença. No Experimento 2, a única diferença significativa neste parâmetro foi 

encontrada entre machos e fêmeas, sendo que as fêmeas apresentaram adrenais 

mais pesadas, resultado que está de acordo com outros artigos42,97. Todavia, em 

estudo de nosso grupo42, também foram encontradas diferenças significativas do 

peso relativo entre os grupos PM3 e CTL em animais adolescentes. No que se 

refere às concentrações de CORT obtidas no Experimento 1, todos os grupos 

experimentais apresentaram valores menores que animais não testados, o que é 

inesperado, considerando que este é o único grupo que não foi submetido a 

qualquer uma das manipulações ou ao LCE, um teste que elicia resposta de 

estresse no animal34,45. É possível, dessa maneira, que os animais tenham maior 

sensibilidade a decapitação.  

O back test é um teste inédito no nosso grupo, realizado para avaliar as 

estratégias de enfrentamento de estresse (coping) do animal no período juvenil e, 

por isso, pode ser um preditor de resiliência ao estresse89,90. Como nem todos os 

resultados desde trabalho estão disponíveis, pouco se pode discutir quanto ao teste. 
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Entretanto, observou-se grande quantidade de animais com perfil variável, o que 

pode sugerir (assim como o maior número absoluto de tentativas de escape entre 

um teste e outro) que os animais retiveram memória do teste e adaptaram sua 

resposta. Além disso, destacamos a grande diferença entre a variação no número de 

escapes dos animais testados em relação ao artigo original89: enquanto 

encontramos uma variação de 2 a 20 tentativas de escape, o trabalho original 

encontrou, no máximo, 12 tentativas. Isso pode ter ocorrido devido a diferença das 

linhagens (Long Evans x Wistar) e protocolo experimental.   

 O TSS é um teste simples que se utiliza de um comportamento inato do 

animal e fornece diversas informações sobre seu comportamento de autocuidado e 

hedônico, que podem refletir sintomas de pacientes deprimidos73–75. Uma das 

diferenças importantes entre os Experimentos 1 e 2 quanto às avaliações 

comportamentais foi a mudança do momento de realização do TSS 1. No 

Experimento 1, o teste foi realizado antes do 5º treino de natação, enquanto no 

Experimento 2, foi feito um dia antes do início dos treinos. Essa alteração foi 

realizada pois consideramos que refletiria melhor o comportamento basal dos 

animais. Todavia, em ambos os experimentos, nenhum efeito foi observado na 

latência para o início do comportamento ou na frequência de grooming, o que indica 

que a natação em si não parece afetar o comportamento.  

Especificamente em relação ao Experimento 2, o dimorfismo sexual 

encontrado na frequência de grooming facial, corporal e total, em que as fêmeas 

realizaram esse comportamento mais frequentemente, é concordante com o 

resultado de outro estudo que ocorre paralelamente a este. Entretanto, a ausência 

de diferenças entre os grupos é incoerente com o trabalho citado, em que animais 

PM3 expressaram menor frequência de grooming facial e corporal. Considerando 

que o grooming reflete o autocuidado e está relacionado com hedonia, os resultados 

também vão contra outro estudo do grupo42, em que ratos PM3 apresentaram menor 

sensibilidade para a mudança de palatabilidade no teste de contraste de sacarose, 

refletindo comportamento anedônico. Além disso, a avaliação da sequência de 

grooming (assim como a análise do TSS2) ainda não foi feita e pode fornecer 

informações importantes sobre as manipulações, considerando que a estrutura do 

comportamento pode ser afetada pelas manipulações do presente protocolo76,77. 

O LCE é um teste amplamente utilizado para analisar o comportamento do 

tipo ansioso em ratos, que é inversamente proporcional ao tempo despendido nos 
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braços abertos79,80. No Experimento 1, não foram encontradas diferenças 

estatísticas entre os parâmetros avaliados, embora o tamanho do efeito tenha sido 

moderado ou grande.  Entretanto, animais tratados com NPY a dose de 60 µg/kg 

visualmente ambularam menos e permaneceram menos tempo nos braços abertos, 

resultando em aumento do índice de ansiedade. Isso foi essencial para que 

escolhêssemos a dose de 75 µg/kg para usar no Experimento 2, pois, embora 

estatisticamente igual aos outros grupos, o grupo tratado com essa dose 

apresentava comportamentos semelhantes ao grupo UWT-. No Experimento 2, 

seguindo a tendência do experimento anterior, o grupo UWT+/NPY tendeu a 

ambular mais nos braços abertos que o grupo UWT- e a visitar mais a extremidade 

desses braços. Além disso, nossos resultados preliminares indicaram que animais 

PM3 do grupo UWT+/VEI visitaram menos os braços abertos que os animais 

CTL/VEI, enquanto o oposto foi observado em animais PM3 tratados com DZP e 

NPY, que visitaram mais os braços abertos do que os respectivos grupos CTL. 

Considerando que tanto o DZP quanto o NPY são ansiolíticos46,48,53,70,98, é coerente 

que o tratamento com esses medicamentos aumente a ambulação nos braços 

abertos e diminua o índice de ansiedade, apesar das evidências clínicas que 

indicam que o DZP aumenta a gravidade de sintomas do TEPT67,70. A diferença 

entre os grupos CTL e PM3 pode indicar, por sua vez, que o tratamento pode 

auxiliar a melhorar comportamentos relevantes para a ansiedade e o faz com maior 

intensidade quando há um fator de vulnerabilidade (no caso, a privação) presente. 

Entretanto, considerando que metade dos animais submetidos ao LCE tenham sido 

avaliados, qualquer conclusão é precipitada. 

Em concordância com outros estudos do grupo45, observou-se dimorfismo 

sexual nos comportamentos analisados, no tempo de permanência nos braços 

abertos e na quantidade de visitas às extremidades dos braços abertos, que foram 

maiores em fêmeas. No entanto, em outros trabalhos do nosso grupo não foram 

observadas diferenças entre machos e fêmeas na maioria dos parâmetros34,42.  

A avaliação do grooming no LCE, embora não prevista no projeto original e 

nem no Experimento 1, foi feita para os animais no Experimento 2. De maneira 

geral, os machos do grupo CTL (independente da condição) realizaram o 

comportamento de forma mais prolongada do que as fêmeas e do que machos do 

grupo PM3. Esses resultados corroboram outro trabalho do grupo34, em que a 

importância de avaliar comportamentos além da ambulação e tempo de 
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permanência nos braços é evidenciada, já que os grupos podem apresentar 

diferenças em parâmetros que não somente os relacionados à avaliação espaço-

temporal. 

 

4 Conclusão 

É importante destacar que, embora grande quantidade de dados esteja 

disponível, a análise deste projeto não está concluída, de modo que os resultados 

apresentados podem mudar ou ser fortalecidos com a completude das avaliações 

comportamentais. Entretanto, o dimorfismo sexual foi evidente em diversos 

parâmetros comportamentais, assim como a tendência dos tratamentos com NPY e 

DZP em diminuir o comportamento do tipo ansioso dependente de eventos 

neonatais, enfatizando a importância do estudo e sua riqueza de informações. 
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