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Resumo
O Transtorno de Estresse Pds-Traumatico (TEPT) € caracterizado por alteracbes

comportamentais e neurobiolégicas ocasionadas por um evento traumatico.
Sintomas de ansiedade e depressdo e uma resposta fisiolégica desregulada de
cortisol sdo observados nos pacientes com este transtorno. As adversidades na
infancia, como perda de cuidados parentais, podem aumentar a vulnerabilidade para
o desencadeamento de TEPT. Ademais, as concentracdes de neuropeptideo Y
(NPY), considerado um importante fator de resiliéncia ao estresse, estdo reduzidas
em pacientes com TEPT. Entretanto, € dificil estabelecer relagbes de causa e
consequéncia em estudos transversais com seres humanos e modelos animais
podem auxiliar a estabelecer se a reducdo do NPY €& um biomarcador de
vulnerabilidade ao transtorno ou consequéncia do evento traumatico. Em um estudo
anterior, mostramos que a privagdo materna por 24 h no dia pés-natal (DPN) 3
(PM3), um modelo de negligéncia extrema, induz comportamentos do tipo ansioso e
depressivo e reducdo da imunorreatividade do NPY na amigdala e hipocampo
dorsal. Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar a efetividade do tratamento
preventivo com NPY, administrado logo ap6s um evento trauméatico, em ratos
machos e fémeas adultos submetidos a PM3. Este tratamento foi comparado ao
tratamento com veiculo e Diazepam (DZP), um ansiolitico classico que nédo 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 imersdo em agua (Underwater trauma —
UWT) no DPN 63 e tratados com veiculo (agua destilada) ou NPY nas doses de 60
Mg/kg ou 75 pg/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

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

ratos Wistar machos e fémeas foram distribuidos nos grupos controle (CTL) e PM3.
No dia 74, as ninhadas foram designadas NPY ou DZP; 1 macho e 1 fémea (par)
foram treinados a nadar por 1 min por 6 dias (UWT-) e trés pares nadaram por 5 dias
e no 6° dia foram submergidos por 45 s. Nas ninhadas DZP, apds o trauma, um par
recebeu veiculo 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

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



foram avaliados como no Experimento 1. Os resultados do Experimento 1 mostraram
qgue NPY 60 ug/kg teve efeito ansiogénico, embora ndo tenha se detectado diferenca
estatistica entre os grupos. Os resultados preliminares do Experimento 2 mostraram
que, independente do grupo, as fémeas expressam mais comportamentos de auto-
cuidado. No LCE, as fémeas ambularam mais e permaneceram mais tempo nos
bracos abertos do que machos. O tratamento com Diazepam ou NPY teve efeito
ansiolitico em alguns parametros do LCE. Esses resultados mostram que ambos 0s
tratamentos parecem ter efeito benéfico em comportamentos de ansiedade pos-
trauma.

Palavras-chave: privacdo materna, estresse, modelo animal, TEPT, neuropeptideo
Y



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 pg/kg or 75 upg/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 6 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
pg/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

ng/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 Introducéo

O Transtorno de Estresse PoOs-Traumatico (TEPT) é um transtorno
psiquiatrico incapacitante que ocorre ap6s um evento traumatico vivenciado ou
testemunhado pelo individuo!. Seus sintomas consistem em lembrangas intrusivas e
involuntarias do acontecimento, incluindo reexperiéncia do evento traumatico
(flashbacks), evitacdo de locais ou pessoas relacionadas ao evento, manifestacao
de medo e ansiedade, alteracdes cognitivas e no humor, e hiperexcitabilidade ou
hipervigilancial. E importante notar que esses sintomas, para caracterizarem o
TEPT, devem durar mais de um més, e apresentam variabilidade individual®. Estima-
se que apenas 10 a 20% dos individuos expostos a um evento traumatico
apresentem o transtorno, (embora muitos pacientes ndo sejam efetivamente
diagnosticados)?, havendo variacdes de acordo com o tipo de trauma, sexo, idade e
situacdo socioecondmica®>. O TEPT tem, geralmente, maior duragdo e prevaléncia
em mulheres®®, podendo ser 2x mais comum do que em homens?. Entre 0s eventos
traumaticos que podem desencadear o TEPT, podem-se citar guerras’®,
terremotost®!!, e diversos tipos de violéncial>15. Ademais, o transtorno apresenta
alta comorbidade com outros transtornos psiquiatricos, como a depressao,
ansiedade e abuso de substancias'?®, assim como outros tipos de doencas
sistémicas, como diabetes, hipercolesteromia e doencas cardiovasculares?®.

O TEPT também causa diversas alteracdes neurobiolégicas, como a
desregulacdo da liberacdo de cortisol, tanto basal quanto em resposta a um
estressor, embora existam resultados que contradizem esta afirmagdo. Em
comparacdo com individuos saudaveis, pacientes com TEPT apresentam maiores
concentraces de cortisol a tarde e menor pico ao acordar'’18, Ademais, estudos
relatam maior atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) nos pacientes
diante de situacdes que podem relembrar o traumal®2! e na execucéo de tarefas
cognitivas estressantes??. Todavia, outros estudos relatam que estes pacientes
apresentam menor resposta de cortisol quando submetidos a um protocolo de
estresse psicossocial?®?4, Essas disparidades podem ser justificadas pela
variabilidade de resposta frente ao teste, em que € possivel classificar os pacientes
em hipercortisolémicos e n&o respondedores.

O protocolo de “trauma por imersdo em agua” (Underwater trauma — UWT)?>-

28 & um modelo animal que pode ser utilizado para reproduzir caracteristicas do
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TEPT, representando um evento aversivo breve, imprevisivel e/ou incontrolavel e
gue mimetiza uma ameaca a vida, além de ser considerado um modelo mais natural
para induzir o trauma quando comparado a outros tipos de estimulos?®. No ambito
cognitivo/emocional, o UWT resulta em prejuizo da meméria espacial?’3031 e
aumento de expressdo do comportamento do tipo ansioso?>26:32, Além disso, foram
relatados aumento da expressdo de marcadores da atividade neuronal, como da
proteina Fos, nos nlicleos central e basolateral da amigdala?®, e da fosforilacédo da
quinase regulada por sinal (signal-regulated kinase, ERK) no nucleo basolateral da
amigdala e hipocampo ventral®3, além de reducdo da potencializacdo de longa
duracdo (LTP) no hipocampo, processo importante para a memodria e o0
aprendizado®'. Dessa maneira, pode-se observar que o modelo é uma boa
ferramenta para estudar o trauma e suas consequéncias comportamentais e
neurobiolégicas.

A infancia € um momento critico do desenvolvimento do Sistema Nervoso
Central (SNC) e diversas transformagdes morfofuncionais que ocorrem durante este
periodo configuram uma janela de vulnerabilidade quando eventos estressores ou
adversos podem afetar permanentemente o funcionamento do sistema3*. Esses
eventos, denominados coletivamente na literatura como estresse precoce (early life
stress) ou adversidades na infancia (early life adversities) tém efeitos tardios no
comportamento, desenvolvimento e fisiologia do individuo®, produzindo uma
cascata de eventos neurobiolégicos que podem ter impacto no funcionamento de
estruturas, como o hipocampo e a amigdala, e no eixo HPA3,

Para investigar as consequéncias tardias das adversidades na infancia, um
dos protocolos mais frequentemente utilizados € a privacdo materna (PM), que
consiste na interrupcdo do contato mae-filhote por 24 h, durante ou préximo ao
periodo de hiporresponsividade ao estresse (PHRE), que ocorre, em ratos, entre 4 e
14 dias de vida®. No PHRE, o eixo HPA exibe resposta refrataria ao estresse e ao
seu horménio tréfico, o ACTH383%, e comportamentos maternos inibem a resposta de
corticosterona (CORT) e de ACTH dos filhotes a varios estressores*04%,

As alteracdes a longo prazo observadas apos a PM ndo sdo universais,
dependendo de fatores como sexo e idade da prole no momento da privagao. Por
exemplo, € possivel observar alteracbes no comportamento do tipo ansioso em

animais adolescentes e adultos privados no dia pés-natal (DPN) 3 (grupo PM3)* e
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em animais adultos privados no DPN 11 (grupo PM11)3443, Em estudo de nosso
grupo??, foram demonstradas diferencas nos comportamentos de animais do grupo
PM3 e PM1l, sendo que o0s animais PM3 apresentavam aumento de
comportamentos relacionados a anedonia no teste de supresséo alimentar induzida
pela novidade, e aumento de comportamentos do tipo ansioso no teste no Labirinto
em Cruz Elevado (LCE) em relacdo a animais do grupo controle e PM11, que
parecem mais resilientes a alteracdes neste tipo de comportamento*?=44. Em relacéo
ao comportamento de enfrentamento de estresse, no mesmo estudo, foi observado
aumento da imobilidade no teste de nado forcado em animais PM3 e PM11 de
ambos 0s sexos, embora os machos PM11 tenham apresentado essa alteracdo em
menor intensidade. No ambito neuroquimico, fémeas PM11, em fase de diestro,
apresentam reducdo de concentracdes hipocampais de GABA e noradrenalina,
enquanto machos do mesmo grupo apresentam aumento das concentracfes de
aspartato e glutamato, indicando aumento de excitabilidade neuronal®*. Outro estudo
de nosso grupo também relatou aumento das concentracBes de serotonina no
hipotalamo (que pode ser responsavel pela ativacdo do eixo HPA*) e diminui¢édo no
cortex pré-frontal de machos adultos submetidos a PM11, bem como diminuicao de
dopamina na amigdala e aumento de noradrenalina no cortex pré-frontal de fémeas
do mesmo grupo?.

O neuropeptideo Y (NPY) estd amplamente distribuido no cérebro e € o mais
abundante no cérebro de mamiferos*¢-8. E produzido principalmente no hipotalamo
e possui projeces para regibes relacionadas ao comportamento emocional4®°,
como o hipocampo, amigdala, substancia cinzenta periaquedutal e septo lateral®™.
Entre suas funcdes, podemos citar propriedades neuroprotetoras e antiepiléticas?’,
estimuladoras de apetite (orexigénicas)®?, além de regular a liberacdo de diversos
hormonios hipotalamicos (como o CRH?*®). Também é considerado um importante
fator de resiliéncia ao estresse*®53%4 e parece ter relacdo com a fisiopatologia da
ansiedade, depressdo e TEPT#648, Pacientes deprimidos ou com diagnéstico de
TEPT apresentam reducdo das concentragcdes de NPY no liquor>—>7. Alguns
estudos mostram a associacdo da reducdo liquorica e plasmatica de NPY com a
gravidade dos sintomas do transtorno*”-585° Em diversos modelos experimentais, ja
foi evidenciada sua acdo ansiolitica*®4®53, atenuando®%® ou prevenindo®:62

alteracdes decorrentes de eventos traumaticos. Esses efeitos parecem ser mediados
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principalmente pelo receptor Y1364, A privacdo materna tem impacto na producéo
de NPY em diferentes éareas cerebrais: a PM no DPN 9 (PM9) reduz as
concentracdes do peptideo no cértex occipital e hipocampo®, enquanto que a PM3 e
PM11 reduzem o numero de neurbnios imunorreativos na amigdala, hipocampo
dorsal*? e nilcleo arqueado do hipotalamo® em ratos adolescentes de ambos os
sexos. Independente da adversidade infantil, as fémeas apresentam menores
concentracdes do peptideo do que os machos*?®, salientando a importancia de
utilizar ambos o0s sexos.

Os tratamentos utilizados para o TEPT incluem terapias comportamentais
cognitivas e medicamentos que buscam aliviar os sintomas®%’. Entre os
medicamentos, podemos  citar  antidepressivos, benzodiazepinicos e
antipsicoticos®6°, embora entre 40 e 50% dos pacientes com TEPT n&o respondam
aos tratamentos®. Mesmo sendo frequentemente prescritos, ndo existem evidéncias
fortes da eficacia de benzodiazepinicos e antipsicéticos atipicos®®, sendo que
benzodiazepinicos podem ser prejudiciais para o TEPT, aumentando a gravidade de
seus sintomas®”7%. Dessa maneira, a busca por novas estratégias terapéuticas para

esses pacientes € essencial.

2 Desenvolvimento

2.1 Justificativa

A PM é um modelo de adversidade na infancia, que pode aumentar a
vulnerabilidade ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, entre eles, o TEPT.
Esse protocolo produz alteracbes comportamentais e neurobioldgicas no sistema de
NPY, um importante fator de resiliéncia ao estresse cuja reducéo foi relatada em
estudos clinicos em pacientes com TEPT. Entretanto, nesses estudos € muito dificil
avaliar se a reducdo observada € 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 néo
s6 0s prejuizos causados pelo transtorno, bem como a eficacia do tratamento com
NPY na prevengéo de comportamentos do tipo ansioso em ambiente controlado.

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

apos o trauma por imersdo em agua € eficiente para prevenir as alteracdes

comportamentais observadas em machos e fémeas submetidos a PM3. Além disso
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comparamos os efeitos do NPY com aqueles observados com o tratamento com
Diazepam (DZP), um ansiolitico classico, cujo uso na clinica tem se mostrado

prejudicial para os casos relacionados ao trauma®”.79,

2.2 Objetivo Geral

O objetivo do projeto foi avaliar se o tratamento com NPY por trés dias
consecutivos apés o trauma induzido pelo protocolo de UWT pode evitar ou reduzir
alteracdes do comportamento tipo-TEPT, em animais com historico de adversidade
na infancia, e como esse regime de tratamento se compara com o uso de DZP, um
ansiolitico classico cujo uso em vitimas de trauma tem pouca ou nenhuma eficécia.
Objetivos especificos:

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

2) Avaliar o potencial efeito preventivo do tratamento com NPY, administrado
logo apds o trauma por imersdo em agua, sobre as alteracbes decorrentes do
evento, associado ou ndo a PM (Experimento 2);

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

4) Avaliar se existem diferencas sexuais na resposta ao tratamento
(Experimento 2);

5) Determinar as concentracdes de CORT em resposta ao LCE em ratos de
ambos 0s sexos expostos ou ndo a PM3 e ao UWT e tratados com NPY, DZP

ou com veiculo (Experimento 2).

2.3 Modificagcbes no Projeto Original

Devido ao alto custo de NPY, algumas modificacées no projeto original foram
necessarias.

Inicialmente, o Experimento 1 previa a utilizagcdo de sessenta ratos machos e
o tratamento de 30 deles com trés doses de NPY: 45 ug/kg, 60 ug/kg e 90 pg/kg (N
= 10/grupo). Entretanto, considerando os trabalhos de Gelfo e colaboradores’®7?,
gque usaram a dose de 60 pg/kg, optamos por usar essa dose e uma maior, 75 pg/kg.
Ademais, o N foi reduzido para 35 animais (7 animais/grupo).

O segundo experimento, originalmente, previa a utilizagdo de animais
provenientes de 30 ninhadas que seriam divididas entre grupo controle (CTL) e

grupos submetidos a 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 compara-lo ao grupo CTL.
Além disso, a limitacdo do tempo para execucao do projeto foi outro fator importante
para reduzirmos o himero de ninhadas para 20 (10 ninhadas/grupo).

Adicionalmente, como os resultados do Experimento 1 ndo foram muito claros
quanto ao efeito do tratamento com NPY, optamos por incluir o tratamento de
metade das ninhadas com um benzodiazepinico (DZP) e comparar seus efeitos com
os do NPY.

Também incluimos o back test (BT), um teste para avaliar o estilo de
enfrentamento de estresse em animais juvenis como uma forma de analisar se essa
variavel pode ser usada como preditor para as consequéncias da PM3, do trauma e
do tratamento. Este teste esta detalhado na sec¢éo 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 eutanasia 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 obtencédo de ninhadas no Experimento 2. Os
animais foram mantidos em biotério com condi¢cdes controladas de temperatura (20
— 22°C) 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 S&o Paulo. Todos o0s procedimentos experimentais
realizados ocorreram no mesmo local e foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) da Unifesp (CEUA N° 6735221021).
2.4.2 Replicagdes do Experimento

Por questdo de logistica (prazo de chegada do medicamento e numero de
animais que seriam submetidos simultaneamente aos testes) e como forma de

atestar a reprodutibilidade da execucéo e dos resultados, ambos os experimentos
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foram realizados em duas replicacbes, com os animais distribuidos de forma
balanceada nos grupos experimentais.

A primeira replicagdo do Experimento 1 consistiu em 15 animais e a segunda,
em 20 animais; no caso do Experimento 2, a primeira replicagcdo consistiu em 10
ninhadas e a segunda, em 8 ninhadas.

2.4.3 Experimento 1: Teste de dose eficaz de NPY para efeito ansiolitico
2.4.3.1. Avaliacédo do Peso Corporal: Evolugcao Ponderal

Os animais foram pesados na chegada ao biotério, no dia do trauma, em cada
dia de tratamento para ajuste do volume de solucdo a ser utilizada (DPNs 63-65) e
no dia da eutanasia (DPNs 88-91). Esses dados foram utilizados para calcular a
variacao do peso entre a chegada no biotério e o dia do trauma (V1) e entre este dia
e a eutanasia (V2), por meio da férmula % variacdo = [(peso final — peso
inicial)/peso inicial]*100.
2.4.3.2. Protocolo de Trauma Por Imersdo Em Agua (UWT: Underwater Trauma)

O protocolo de trauma foi realizado no periodo da manha, com inicio entre
07:30 h e 09:00 h. O procedimento ocorreu em um aparato metélico, com 50 cm de
altura e 30 cm de largura, e com agua a uma profundidade de 30 cm em
temperatura ambiente ou ligeiramente aquecida, quando a temperatura ambiente
estava muito baixa e a agua, muito fria.

Cinco dias antes do trauma, todos os animais, com excecdo daqueles
pertencentes ao grupo nao-testado (NT), foram treinados a nadar por 1 min/dia. No
dia do trauma, os animais do grupo nao-trauma (UWT-) foram submetidos a outra
sessdo de natacdo, enquanto os animais do grupo trauma (UWT+) nadaram por 15 s
e, imediatamente depois, foram submergidos por 45 s, dentro de uma grade
metdlica, conforme protocolo descrito por Ardi e colaboradores?®. A grade metalica e
0 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 solu¢do com odor de baunilha a
10%, permanecendo ali por 30 s2°. O estimulo olfatério foi utilizado como uma pista
associativa do contexto do trauma, buscando mimetizar a capacidade desses
estimulos em induzir pensamentos intrusivos e a reexperiéncia do evento
traumatico, sintomas cardinais do TEPT!. Trabalhos do grupo do Prof. Richter-Levin

demonstram que essas pistas colaboram para o estabelecimento de



22

comportamentos associados ao transtorno com maior intensidade que somente o
trauma?>23, havendo maior ativacdo do hipocampo ventral e amigdala basolateral,

areas importantes para o processamento de medo e memdrias traumaéticas3.

\

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

2.4.3.3. Avaliagbes Comportamentais

Teste de splash de sacarose (TSS)

Um dia antes do trauma e um dia antes da eutanasia, foi realizado o TSS
(adaptado de’3-"°), em que foram observados os perfis de auto-cuidado e heddnico,
refletidos pelo comportamento de autolimpeza (grooming). Para a realizagdo do
TSS, ocorrido entre 8:00 h e 11:30 h, os animais foram individualizados 30 min antes
do teste e uma solucdo de sacarose a 10% foi borrifada no dorso do animal. A
solucéo é viscosa, de modo a compelir o animal a fazer a autolimpeza. O aumento
da laténcia para o inicio do grooming e/ou a reducdo na frequéncia deste
comportamento estdo relacionados a alguns sintomas presentes em pacientes
deprimidos, como a apatia’® >, de modo que o aumento da laténcia reflete a
diminuicdo do auto-cuidado e a diminuicdo da frequéncia, a perda de motivacdo’s.
Estas alteragées podem, também, ser revertidas com o uso de antidepressivos’3-".

Além dessas caracteristicas, 0 grooming é um comportamento inato com uma
sequéncia evolutivamente conservada e movimentos estereotipados de progressao
céfalo-caudal, ou seja, que comecam na pata/focinho, progridem para a face,

cabeca e finalizam no corpo, até que esta estrutura € repetida, embora possa ser
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flexivel’®. Essa sequéncia pode ser visualizada na figura abaixo (Figura 2).
Considerando que esta sequéncia também pode ser afetada por estressores e
outros fatores’®’’, sua avaliacédo pode ser uma ferramenta valiosa.

/ 7 \ ~
Elliptical stroke Unilateral stroke Bilateral stroke Body licking
("‘~U P
—
# ;—4
S ,I‘J l

Phase | Phase Il Phase lll Phase IV

Figura 2 — Padrao sequencial do grooming, que pode ser dividido em 4 fases: movimentos elipticos
na pata e focinho (grooming de pata e focinho), movimentos unilaterais nas vibrissas e abaixo dos
olhos (grooming facial), movimentos bilaterais que alcancam atras das orelhas (grooming de cabeca)
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 laténcia
para iniciar o comportamento e frequéncias de grooming facial, de cabeca e
corporal’®. Além disso, foi anotada a ordem em que os comportamentos foram

realizados; entretanto, esta andalise serd feita posteriormente.

Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE é um dos testes mais usados para investigar comportamentos do tipo
ansioso em ratos’®, consistindo em um aparato em forma de cruz mantido a 50 cm
de altura do chao, com dois bragos abertos perpendiculares a dois bracos fechados
(com paredes de 40 cm de altura), sendo que menor tempo despendido nos bragos
abertos esté relacionado com o aumento do comportamento do tipo ansioso®. Cada
braco € dividido em 3 segmentos de 16 x 12 cm, e os 4 bracos sao 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 solucéo de baunilha utilizada no protocolo de UWT, de modo a
atuar como lembranca do evento traumatico. Os animais permaneceram ali por 30 s,
guando entdo foram expostos ao LCE, onde foram colocados no segmento central
do aparato com a face voltada para um dos bracos abertos, de forma alternada entre
0s animais. Entre as sessdes, o labirinto foi limpo com éalcool 20% para a eliminagéo
de pistas olfativas.

Cada teste durou 5 minutos e foi gravado para analise posterior dos seguintes
parametros: entrada nos bracos abertos e fechados para calculo da porcentagem de
entrada nos bracos abertos (%EBA = razdo entre o nimero de entradas nos bracgos
abertos e o numero total de entradas nos bracos abertos e fechados), tempo de
permanéncia nos bracos abertos e fechados para o calculo da porcentagem de
tempo de permanéncia nos bracos abertos (%TBA = razédo entre o tempo de
permanéncia nos bracos abertos e tempo total do teste), nimero de quadrantes
percorridos nos bracos abertos e fechados (% de quadrantes abertos = razao entre
0 numero de quadrantes percorridos nos bragcos abertos e o numero total de
guadrantes percorridos), frequéncia de visitas as extremidades dos bracos abertos
(ExtBA) e indice de ansiedade (IA), calculado segundo a férmula Iindice de
ansiedade = 100 — [(%EBA + %TBA) / 2]8%82,
2.4.3.4. Tratamento Farmacoldgico

O NPY foi adquirido da Sigma-Aldrich e diluido em agua destilada (veiculo)
para obtencdo de solucdo estoque de concentracdo 75 pg/ml. Para os animais do
grupo UWT+/NPYseo, foi adicionada agua destilada em volume de 20% da solugéo
estoque para obtencéo da concentracdo de 60 pg/ml.

As solugdes foram administradas no volume de 0,1 ml/100 g de peso, uma
vez ao dia, por 3 dias consecutivos (7 a 10 min ap6s 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 colaboradores’ 2.
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 inicio dos experimentos. Os animais foram

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

Grupo 1: Nao-testado (NT): animais que nao foram submetidos a nenhuma
das manipulacbes. Para eliminar o efeito do manuseio sobre as alteracdes
observadas, eles foram apenas manuseados nos dias em que o restante dos
animais era submetido as manipulacoes.

Grupo 2: UWT-: animais que foram submetidos ao treino de natacdo e a
todos os testes comportamentais, mas ndo ao trauma;

Grupo 3: UWT+/VEIL: animais que foram submetidos a todos os testes
comportamentais, aos treinos de natacdo e ao trauma e tratados com veiculo (agua
destilada), para eliminar o efeito das injecbes sobre as possiveis alteracdes
comportamentais;

Grupo 4: UWT+/NPYeo: animais submetidos a todas as manipulagdes citadas
e tratados com NPY na dose de 60 pg/kg.

Grupo 5: UWT+/NPY7s: animais submetidos a todas as manipulacdes citadas

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

Animais representativos de todos os grupos foram avaliados nos testes de
forma balanceada. A distribuicdo 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 sessao de natacdo e
os do grupo UWT+ foram submetidos ao trauma e, aproximadamente 7-10 min
depois, tratados com veiculo (VEI), NPY 60 pg/kg ou 75 pg/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, as 08:00 h.

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

1.

Grupos experimentais (N = 7/grupo)

NT

UWT-

UWT+/VEI

UWT+/NPYs0

UWT+/NPY 75

Coleta de sangue para determinacéo das concentragcdes de CORT (DPN 88-91)

Valores basais

Efeito do LCE

Efeito do

trauma + LCE

Efeito do NPY

sobre o trauma

Efeito do NPY

sobre o trauma

+ LCE + LCE
- - NT Peso corporal, peso
WI Tss || adrenal, CORT
I I I I I
| | | I
DPN44-52 DPN DPN DPN DPN DPN DPN DPN
t 57-58 61-62 62-63  63-64  64-65 87-90 88-91
L J

Chegada dos
animais ao biotério

| Tratamento VEI/NPY 4, /NPY5s |

Treino de natagdo (1min/dia) |

UWT+UWT-

Figura 4. Delineamento do Experimento 1. TSS = Teste de Splash de Sacarose; UWT = Underwater
trauma; VEI = tratamento com veiculo; NPYeo = tratamento com neuropeptidio Y, 60 pg/kg; NPY7s =
tratamento com neuropeptidio Y, 75 pg/kg; CORT = corticosterona; LCE = labirinto em cruz elevado.

Eutanasia

Trinta minutos ap6s 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 interferéncia dos anestésicos sobre as concentracdes de CORT®384 Os
animais do grupo NT foram eutanasiados antes do comeco do teste dos outros
grupos no LCE. A eutanasia aconteceu no periodo da manha.

O sangue foi coletado em tubos contendo EDTA (concentracdo de 7,5%) e
centrifugados a 3.000 rpm, a 4°C, por 15 min para obtencdo do plasma que foi
estocado em freezer -20°C e, posteriormente utilizado para determinagédo de CORT

plasmatica por meio de kits de ELISA (DBL, Alemanha). Além disso, as glandulas
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adrenais foram retiradas, limpas e pesadas para determinacéo do peso relativo pela
férmula: [peso das adrenais (mg)/peso corporal (g)] x 1000.
2.4.3.6. Analise Estatistica
O Generalized Linear Model foi utilizado para a analise de todos os
parametros. Os indices eta-square e (n?) ou eta-square parcial (np?) indicam o
tamanho do efeito de um fator ou da interacdo entre fatores. Os valores séo
interpretados como:
— 0,01 a 0,059: efeito pequeno
— 0,06 a 0,139: efeito moderado
— 0,14 e acima: efeito grande®:86
Utilizou-se ANOVA de duas vias com medidas repetidas (fatores Grupo e
Idade) para analisar a variacdo de peso, enquanto os parametros fisiolégicos e os
comportamentos foram analisados por ANOVA de 1 via (fator Grupo). Quando
ocorreu diferenca significativa ou interacdo entre os fatores, foi realizado o teste a
posteriori de Newman-Keuls. O nivel de significAncia estatistica considerado foi de p
<0,05.
A andlise estatistica foi feita com auxilio dos programas Statistica v.14 e

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

2.4.4 Experimento 2: Tratamento farmacolégico com NPY e DZP em animais
submetidos a PM3 e trauma por imersdo em agua
2.4.4.1. Cruzamentos e Obtencédo de Ninhadas

Ratos Wistar, 10 machos e 20 fémeas adultos, foram alojados em conjunto (1
macho: 2 fémeas) por 7 dias, para a realizacdo dos cruzamentos e obtencao de 20
ninhadas para o Experimento 2. Apos o periodo de cruzamentos, os machos foram
retirados das gaiolas, enquanto as fémeas permaneceram juntas por mais 10 dias e
depois foram individualizadas, seguindo o procedimento padrdo de nosso
laboratério34424345, Foi fornecido material para construcdo de ninhos (2 folhas de
papel absorvente e maior quantidade de serragem) as fémeas depois de 18 dias do
inicio dos cruzamentos. As gaiolas foram inspecionadas as 09:00 h e 17:00 h,
diariamente, para verificacdo dos nascimentos das ninhadas, apos 20 dias do inicio

do periodo 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 padronizacdo das ninhadas para 10 filhotes (5 machos e
fémeas), quando possivel. Nos casos em que as ninhadas ndo possuiam numero
suficiente de filhotes, foram feitas adoc¢Oes de filhotes excedentes de outras
ninhadas que haviam nascido no mesmo dia e periodo, seguindo a rotina do nosso
laboratorio, considerando que as maes nao fazem distincdo entre seus proprios
filhotes e os adotados*?. Apés a sexagem e padronizacdo, a mae foi devolvida a
gaiola-moradia.

Durante todo o periodo pds-natal, a limpeza das gaiolas foi feita a cada 3
dias, retirando metade da serragem suja e substituindo-a por limpa. Quando
necessario, também foram acrescentadas mais folhas (méximo de 2) para a
construcdo do ninho

Todos os animais foram mantidos sob as mesmas condi¢cbes ambientais
citadas no item 2.4.1. Ao final, foram obtidas 18 ninhadas, pois duas fémeas nao
emprenharam.
2.4.4.2. Protocolo de Privacao Materna

As 18 ninhadas obtidas foram distribuidas em grupo controle (CTL) e privacéo
materna no DPN 3 (PM3). Considerando que um macho era colocado na gaiola-
moradia com duas fémeas para o cruzamento e, dessa maneira, as ninhadas da
dupla de fémeas teriam proximidade genética, foi decidido que, quando possivel,
uma destas ninhadas seria alocada ao grupo CTL e a outra, ao grupo PM3.

O grupo CTL nédo foi manipulado (exceto pela limpeza de gaiolas) e
permaneceu com suas maes durante todo o desenvolvimento. No grupo PM3, as
maes 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 periodo de 24 h. Neste periodo, a sala permaneceu escura e
as gaiolas foram colocadas sobre mantas térmicas (30-33°C) para manutengdo da
temperatura corporal dos filhotes. O protocolo teve inicio as 10:00 h do DPN 3 e, ao
final de 24 h, as maes e as ninhadas foram reunidas na gaiola-moradia, como visto

na Figura 5.
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Todas as ninhadas compostas por
5 machos e 5 fémeas

Filhotes colocados em
gaiolas com material da
gaiola maternidade
sobre mantas térmicas

N
10:00 h 33°C
Dia 3 53
1a ‘ ;—,3;/}?’;33.
N

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

Os filhotes de ambos o0s grupos permaneceram com suas maes até o
desmame, no DPN 21. Neste dia, os animais foram identificados e os irméos de
mesmo Sexo permaneceram juntos na gaiola. A distribuicdo dos filhotes de uma
mesma ninhada em diferentes subgrupos dilui o efeito da ninhada. Agua e racgéo
foram oferecidas ad libitum.
2.4.4.3. Avaliacao do Peso Corporal: Evolucédo Ponderal

Para avaliagdo da evolucdo ponderal, os animais foram pesados no DPN 21
(peso no desmame - PD), DPNs 74-76 (para determinacdo do volume de
medicamento a ser injetado), e nos DPNs 105-112 (dia da eutanasia).
2.4.4.4. Avaliacbes Comportamentais
Back test (BT)

O BT é um teste comportamental originalmente realizado em porcos

jovens®’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
eficiéncia em gerar respostas adaptativas frente a um estressor®?; ou seja, pode ser
um preditor de resiliéncia ao estresse9,

No presente trabalho, o BT foi realizado com base em Hawley et al.8%, nos
DPNs 25 e 32. Para isso, 0s animais foram colocados em posi¢cdo de supino por 1
minuto, sendo segurados pelo dorso e base do rabo, de modo a restringir seus
movimentos. Os animais, entédo, tentam escapar, acdo definida como movimento dos
membros e da cabeca. Considerando que o estudo piloto do mesmo autor indicava
gue os animais tentavam escapar ndo continuamente, mas em “periodos” curtos

intercalados por repouso, a quantidade de “periodos de escape” foi contabilizada.
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Outros parametros avaliados consistiram na laténcia para o inicio das tentativas de
escape, vocalizacdo do animal no teste e numero de bolos fecais liberados.

Os resultados dos dois dias de teste foram comparados para criar trés
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 variavel entre os dois testes. O ponto de corte
para a determinacdo de cada categoria, assim como no artigo original®, 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 nimero maximo escapes no
teste. De acordo com a estratégia adotada em cada teste, os animais podem ser
classificados em ativos rigidos (estratégia ativa em ambos os testes), passivos
rigidos (passivos em ambos 0s testes) ou variaveis (estratégias diferentes em cada
teste).
1SS e LCE

O TSS e o LCE foram realizados da mesma maneira como no Experimento 1,
porém, com algumas modificacdes: o primeiro TSS foi realizado antes do inicio das
natacdes, para refletir o comportamento basal do animal (sem a influéncia dos
treinos de natacdo). O LCE foi realizado entre os DPNs 105 e 112, sob baixa
luminosidade (entre 15 e 18 lux) e, além dos parametros citados anteriormente, foi
analisada a frequéncia e o tempo de grooming no teste, com auxilio do Software X-
Plo-Rat, 2005.
2.4.4.5. Tratamento Farmacoldgico

O NPY foi preparado como descrito no Experimento 1. O DZP foi adquirido de
uma farmécia de manipulagdo. Considerando sua dificil solubilizagdo em &gua, foi
necessaria a adicdo de algumas gotas de tween 80 até que fosse formada uma
pasta, seguida de adicdo de agua destilada até que fosse obtida uma solucdo de
concentracdo 2 mg/ml, com base em estudos néo publicados de nosso grupo.

Da mesma forma que no Experimento 1, as solu¢des foram administradas no
volume de 0,1 ml/100 g de peso, uma vez ao dia, por 3 dias consecutivos (7 a 10
min apds o trauma e nos dois dias seguintes), entre 8:30 h e 10:30 h, por i.p.. Os

veiculos foram as mesmas soluc¢des utilizadas para preparar as drogas, ou seja,



31

agua destilada para as ninhadas NPY e agua destilada + tween 80 para as ninhadas
DZP.
2.4.4.6. Delineamento Experimental

No inicio do protocolo de UWT, considerando que a solucdo de DZP é
preparada utilizando-se tween além de agua destilada, foi necessario dividir as
ninhadas CTL (N = 42-44/sexo) e PM3 (N = 41-47/sex0) entre 0s tratamentos com
NPY ou com DZP.

Dessa forma, os animais foram distribuidos 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+/NPY?7s), animais submetidos a todos os protocolos e
tratados com DZP (2 mg/ml) ou NPY (75 pg/kg), como apresentado na Tabela 2.

O delineamento experimental esta apresentado na Figura 6. Nos DPNs 25 e
32, os animais de todos os grupos, com excecado do grupo NT, foram submetidos ao
BT e, quando necessario, tiveram sua identificacdo reforcada. Os demais
procedimentos ocorreram como descrito no Experimento 1, salvo as modificagbes

citadas no Item 2.4.4.4 — Avaliacbes Comportamentais.

Eutandsia e coleta de materiais biolégicos

Assim como no Experimento 1, trinta minutos apés o LCE os animais foram
pesados e imediatamente eutanasiados por decapitacdo. Os animais NT sempre
foram eutanasiados antes do que os/as irméos/irmas. O sangue dos animais foi
coletado exatamente da mesma forma como descrito anteriormente.—As glandulas
adrenais foram retiradas, limpas e pesadas para obtencdo do seu peso relativo. Os
cérebros também foram retirados, congelados e mantidos a -80°C para futuras
andlises.

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 agua destilada, e o material foi colocado em laminas

de microscopia para avaliagédo futura em microscépio 6ptico®?.



Tabela 2 — Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos testados no Experimento 2.
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Grupo CTL (N =9 ninhadas)

Ninhadas tratadas com NPY (N = 5 ninhadas)

Ninhadas tratadas com DZP (N = 4 ninhadas)

Machos Fémeas Machos Fémeas
UWT- | UWT+/VEI | UWT+/NPY7s | UWT-| UWT+/VElI | UWT+/NPY7s | 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 Fémeas Machos Fémeas
UWT- | UWT+/VEI | UWT+/NPY7s | UWT-| UWT+/VEI | UWT+/NPY7s | UWT- | UWT+/VEI | UWT+/DZP | UWT- | UWT+/VEI | UWT+/DZP
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NT || LCE
UWT- Peso corporal, peso
| PM | |Desmame | Tss UWT+ TSS adrenal, CORT
| L1 1 ' | || | |
[ | é [ |
DPN O DPN 3 DPN 21 DPN 25 DPN 32 DPN 68 DPN 69 DPN'73 DPN 74 ppN 76 DPN104-111 DPN105-112

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

2.4.4.7. Analise Estatistica

Assim como no Experimento 1, foi empregado o Generalized Linear Model
para determinacgéo de n? e np? e foi considerado nivel de significancia estatistica de p
< 0,05. Para a evolucédo ponderal a andlise foi feita separadamente por sexo, por
ANOVA de 3 vias para medidas repetidas considerando Grupo (CTL, PM3),
Condicao (Nao-testado [NT], UWT-, UWT+/VEI, UWT+/DZP, UWT+/NPY) e Tempo
(Desmame, Dia do trauma/natacdo, LCE) como fatores principais. As analises do
peso relativo das adrenais e dos parametros obtidos nos testes comportamentais
foram realizadas por ANOVA de 3 vias com fatores principais Sexo (macho, fémea),
Grupo e Condicdo. Para a analise do back test e TSS 1, foi empregada a ANOVA de
2 vias, com fatores Sexo e Grupo. No caso de serem encontradas diferencas

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

A andlise estatistica foi feita com auxilio dos programas Statistica v.14 e

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

3. Resultados

3.1 Experimento 1

Variacao do peso corporal

A ANOVA de duas vias apontou efeito principal da idade dos animais o [F(1,30)
= 23,61; p < 0,0001, n? = 0,44]. Além disso, o ganho de peso, em todos 0s grupos,
foi maior entre a chegada dos animais no biotério e o trauma (V1) do que entre o

trauma e a eutanasia (V2), como pode ser visualizado no gréafico abaixo.
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Figura 7. Evolucdo ponderal do peso dos animais. V1 = variagdo do peso dos animais entre o
momento de chegada no biotério setorial e o trauma; V2 = varia¢@o do peso entre o trauma e o dia da
eutanasia.

ISS1eTSS2

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

foram encontradas diferencas estatisticas quanto a laténcia [F,30) = 0,63; p = 0,60,
n? = 0,07], Grooming facial [F@,30) = 0,793; p = 0,51, n? = 0,09], Grooming de cabeca
[F@4.30) = 0,516; p = 0,67, n?= 0,06] e Grooming corporal [F@4,30 = 0,78; p = 0,52, n?=
0,09]. Como se pode observar pelos valores de n?, em todos os parametros foram
identificados efeitos moderados da intervengéo (n?de 0.06 a 0.139).

Em relac&o aos resultados do TSS 2, na segunda replicacdo do experimento
(N = 4 animais/grupo), um problema na camera causou a perda dos videos,

impossibilitando a analise completa do teste.
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Figura 8. Resultados do TSS 1. A laténcia para o inicio do comportamento pode ser visualizada no
painel superior, enquanto no segundo painel se observa a frequéncia de grooming facial, de cabeca e
corporal em animais ndo submetidos ao trauma (UWT-) ou submetidos ao trauma e tratados com
veiculo (UWT+/VEI), NPY nas doses de 60 pg/kg (UWT+/60) ou 75 pg/kg (UWT+/75). Os valores
individuais foram incluidos e as colunas representam a média + d.p. de 7 animais/grupo.

LCE
O gréafico retratado na Figura 9 mostra os resultados das avaliacdes
comportamentais no LCE.



36

% EBA %TBA 1A %QBA QBF
190 : ; ® :
E e o O | :
: ) H v
80+ . : o ;l.: ‘
: : o® :
R : :fﬁ .-*: &
7)) 60_ ] ] .O 1] .
o ] e ' '@
2 e 8 o o BYl I o o:..[I]. .
£ R : ye © \ °
‘S (] [ ' 100 o) |r;'|
& 40+ ; 4:-., ' ; o ®! ;
@ 11: oo; :{ o
] ' ! ; le
of M I3 @1 e & : 1 (11
20 [* ol | [ : : o “l o
o lo 'lo : H L ‘
1 el I8 ‘: ile 88 :
le : : :
0 O A k A O A

Grupo

Figura 9. Resultados do Labirinto em Cruz Elevado. Os parametros mostrados foram avaliados em
ratos ndo submetidos ao trauma (UWT-) ou submetidos ao trauma e tratados com veiculo
(UWTH+/VEI), NPY nas doses de 60 pg/kg (UWT+/60) ou 75 pg/kg (UWT+/75). Os valores individuais
foram incluidos e as colunas representam a média + d.p. de 7 animais/grupo.

N&o foram encontradas diferencas estatisticas em nenhum dos parametros
avaliados, embora os valores de n? indiquem efeito moderado (n? de 0.06 a 0.139)
ou grande (acima de 0.14) da intervencao nos parametros, como pode mostrado na
tabela abaixo.

Tabela 3 — Resultado estatistico dos parametros analisados no LCE.

Parametro | Resultado (ANOVA)
% EBA | Fa30=1,48;p =0,24,n2=0,16
% TBA Fa,30=1,59; p=0,22,n2=0,17
A Fw4,30 =1,59; p=0,22,n>=0,17
% QBA | F4,30=0,97;p=0,42,n>=0,11
QBF F@4,30) = 2,65; p = 0,08, n2=0,25
Ext. BA | Fa30=1,10;p=0,37,n2=0,12

% EBA = porcentagem de entradas nos bracos abertos (BA); % TBA = porcentagem de tempo nos
BA; IA = indice de ansiedade; % QBA = porcentagem de quadrantes atravessados nos BAs; QBF =
namero de quadrantes atravessados nos bragos fechados; Ext. BA = frequéncia de visitas a
extremidade dos BAs. Os valores de n2 sdo interpretados como: 0,01 a 0,059 — efeito pequeno; 0.06
a 0.139 - efeito moderado; 0.14 e acima — efeito grande. Os parametros que apresentaram efeito
moderado estéo indicados em itélico, e os que apresentaram efeito grande, em negrito.
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Parametros fisioldgicos
N&o houve diferenca estatistica no peso relativo das adrenais [F@,30) = 0,75; p

= 0,57, n?= 0,09] entre os grupos (Figura 10A), embora o n? indique tamanho de
efeito moderado e as adrenais do grupo NT tiveram menor peso do que 0S outros
grupos. Em relacdo as concentracdes de CORT, todos 0s grupos apresentaram
valores menores que os animais nédo testados [Fa,30) = 12,67; p < 0,0001, n? = 0,63]
(Figura 10B).
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Figura 10. Resultados dos parametros fisiolégicos. Em A, é possivel visualizar o peso relativo das
adrenais e, em B, as concentracfes de CORT em ratos ndo submetidos aos testes e apenas
manipulados (NT), ndo submetidos ao trauma (UWT-), ou submetidos ao trauma e tratados com
veiculo (UWT+/VEI), NPY nas doses de 60 pg/kg (UWT+/60) ou 75 pg/kg (UWT+/75). Os valores
individuais foram incluidos e as colunas representam a média + d.p. de 7 animais/grupo. * - diferenca
em relacdo ao grupo NT.

3.2 Experimento 2

Evolucdo ponderal (Figura 11)

Em fémeas, a andlise detectou efeitos do grupo [F(,142) = 8,03; p < 0,006, n? =
0,1] e do tempo [F,142) = 10107,47; p < 0,00001, n? = 0,99]. Em todos 0s 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/natacao (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 tendéncia a que os ratos do grupo PM3
apresentassem menor peso corporal do que os do grupo CTL [F,160) = 3,56; p <
0,07, n? = 0,04] e efeito do tempo [F,160) = 10766,30; p < 0,00001, n?> = 0,99]. O
peso corporal no dia do LCE foi maior do que no dia do trauma/natacgéo (p < 0,0001)

que, por sua vez, foi maior do que o peso no desmame (p < 0,0001).
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Figura 11. Peso corporal ao desmame (dia pos-natal 21), no dia do trauma/natacdo e no dia do
labirinto em cruz elevado em fémeas (A) e machos (B) dos grupos controle (CTL — colunas cinza-
claro) e privado da mée no 3° dia de vida (PM3 — colunas cinza-escuro). Os valores dos animais néo-
testados também foram incluidos em todos os tempos. Os valores individuais sao apresentados e as
colunas representam a média + e.p.m de 39-42 fémeas e 44 — 46 machos/grupo. * - diferente do
respectivo grupo CTL (p < 0,05).

Peso relativo das adrenais (Figura 12)
A andlise revelou efeito do sexo [Fa.151 = 1182,704; p < 0,00001, n? = 0,89],

sendo que as fémeas apresentaram maior peso das adrenais do que 0os machos.




39

A CTL PM3
$
0.409 | - "
! *o o !
¢ b '
0.35- § ® : P o0 § ®
® o 1
] ° ;: o X
2 :
= 0.304 J[l '
m 1
e ? Nl
Q 0.25- v *1 b |
o) : A K
o - :
]
0.20 + ;
0.15 '
0.10 |
0.05 |
0.00 :
NT UWT- VEI DZP NPY NT UWT- VEI DZP NPY
B CTL PM3
0.20- :
i e o
] e .0 o CXC)
e 00 o o ' 0 o a»
oo.is—ooﬁﬁrai )
2 0 o
© » ol
2 0.10+ (] ‘
o ‘
0 1
G) ]
(a1 1
]
0.05- A
:
]
]
]
]
0.00 :
NT UWT- VEI DZP NPY NT UWT- VEI DZP NPY

Figura 12. Peso relativo das adrenais de fémeas (A) e machos (B) dos grupos controle (CTL - barras
cinza-claro ou privados no 3° dia de vida (PM3 - barras cinza-escuro). Estes animais foram
distribuidos nos subgrupos Né&o-testado (NT), submetidos ao treino de natagdo (UWT-) ou
submetidos ao trauma por imersdo em agua e tratados com veiculo (VEI), Diazepam (DZP) ou
neuropeptideo Y (NPY). Os valores individuais sdo apresentados e as colunas representam a média
+ e.p.m. de 6-10 fémeas e 7-11 machos grupo/condicdo. $ - diferenca entre os sexos (p < 0,0001),

BT (Figura 13)

N&o foram observadas diferencas significativas em relacdo 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 fémeas
(losangos) e machos (circulos) dos grupos controle (CTL — colunas cinza-claro) e privado da mée no
3° dia de vida (PM3 — colunas cinza-escuro). Os valores individuais sdo apresentados e as colunas
representam a média £ e.p.m. de 35 fémeas e 37-38 machos por grupo.

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

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

variavel. A frequéncia de perfis encontrados nos sexos e grupos pode ser observada

na tabela abaixo:

Tabela 4 — Porcentagem (numero absoluto) de animais que foram classificados

como ativos ou passivos rigidos e variaveis no back test, em cada sexo.

Grupo CTL Grupo PM3
Perfil Total
Machos Fémeas Machos Fémeas
Ativo | 4,1% (6) | 2,8% (4) | 3,4% (5) | 4,1% (8) | 14,5% (21)
Passivo | 0,0% (0) 0,7% (1) 0,0% (0) 1,4% (2) 2,07% (3)
Variavel | 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)

N&o foram observadas diferencas na laténcia para o inicio do comportamento

de grooming. Foram encontradas diferencas em relagdo ao sexo na frequéncia de
grooming facial [F@139) = 7,34; p = 0,008, n?= 0,05], na frequéncia de grooming
corporal [F,139) = 6,70; p = 0,011, n?= 0,045] e na frequéncia de grooming total
[F139 = 6,75; p = 0,01, n?= 0,046]. Em todos os casos, a frequéncia dos

comportamentos foi maior em fémeas do que em machos.
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Figura 14. Laténcia para iniciar auto-limpeza (A); limpeza facial (B); limpeza de cabeca (C) e limpeza
do corpo (D) de fémeas (losangos) e machos (circulos) dos grupos controle (CTL — colunas cinza-
claro) e privado da mée no 3° dia de vida (PM3 — colunas cinza-escuro). Os valores individuais sdo
apresentados e as colunas representam a média + e.p.m. de 32-35 fémeas e 35-37 machos por
grupo. $ - diferenca entre sexos (p < 0,05).

Além da analise de frequéncia dos comportamentos que compdem o
grooming, sua ordem e a ocorréncia de interrup¢cdes na sequéncia do

comportamento foram anotadas para analise futura.
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1SS 2
Até o momento de redacéo deste relatério, a analise do segundo TSS nao foi

concluida.

LCE (Figuras 15,16 e 17)

Os resultados disponiveis do LCE séo referentes a primeira replicacdo do

estudo. Mesmo com a avaliacdo parcial dos parametros, realizamos a andlise
estatistica para detectar as tendéncias dos efeitos dos fatores sobre diferentes
comportamentos expressos neste teste.

A andlise da %EBA revelou interacdo entre grupo e condi¢ao [F3,70) = 2,804;
p = 0,046, n? = 0,107]. A andlise a posteriori ndo detectou diferencas entre os
subgrupos, porém a comparacdo entre médias indica que entre 0s 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, 0 grupo
PM3 visita mais os BA do que o grupo CTL. As fémeas permaneceram mais tempo
nos BA do que os machos [F,70 = 9,558; p < 0,003, n? = 0,12]. A andlise integrada
destes parametros fornece o indice de ansiedade, que foi diferente entre os sexos
[Fa700 = 4,499; p < 0,04, n?
comparados com machos (p < 0,03). Estes resultados podem ser vistos na Figura
15.

0,06], sendo que este foi menor nas fémeas
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Figura 15. Pardmetros classicos no LCE, % de entradas nos bracos abertos (%EBA — A, B), % tempo
nos bracos abertos (% TBA — C, D) e indice de ansiedade (E, F) de fémeas (A, C, E) e machos (B, D,
F) dos grupos controle (CTL — colunas cinza-claro) e privado da mée no 3° dia de vida (PM3 —
colunas cinza-escuro). Os valores individuais sdo apresentados e as colunas representam a média +
e.p.m. de 4-8 fémeas e 4-9 machos por grupo. $ - diferen¢a entre sexos (p < 0,05).

Houve tendéncia de efeito da condicdo na porcentagem de ambulacdo nos
BA [F@,70) = 2,271; p < 0,09, n? = 0,089], sendo que os animais tratados com NPY
tenderam a ambular mais do que os animais UWT-. As fémeas visitaram mais as
extremidades dos BA [F,70 = 14,43; p < 0,0003, n2 = 0,17] e houve tendéncia de
efeito da condicéo [F,70) = 2,548; p < 0,07, n? = 0,098], em que 0s animais tratados
com NPY chegaram mais vezes ao final dos bragos abertos (p = 0,054). Quanto ao

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

prolongada. Esses resultados podem ser vistos na Figura 16.
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Figura 16 - Parametros complementares no LCE, % de quadrantes atravessados nos bragos abertos
(%QBA — A, B), visitas as extremidades dos bracos abertos (Ext. BA — C, D) e tempo médio de
grooming (E, F) de fémeas (A, C, E) e machos (B, D, F) dos grupos controle (CTL — colunas cinza-
claro) e privado da mée no 3° dia de vida (PM3 — colunas cinza-escuro). Os valores individuais séo
apresentados e as colunas representam a média + e.p.m. de 4-8 fémeas e 4-9 machos por grupo. $ -
diferenca entre sexos (p < 0,05).
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A frequéncia de grooming no LCE foi influenciada pela interacdo entre sexo e
grupo [Fa,70) = 4,836; p < 0,04, n? = 0,064], sendo que os machos PM3 e as fémeas
CTL fizeram menos grooming do que os machos CTL (p’s < 0,04). O tempo de
grooming no LCE também foi influenciado pela interacdo de sexo e grupo [F@a,70) =
7,425; p < 0,009, n? = 0,096] e as mesmas diferencas descritas acima foram vistas
com este parametro (p’s < 0,004). Estes resultados encontram-se na Figura 17.
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Figura 17. Frequéncia (A, B) e tempo de grooming (C, D) de fémeas (A, C, E) e machos (B, D, F) dos
grupos controle (CTL — colunas cinza-claro) e privado da mée no 3° dia de vida (PM3 — colunas cinza-
escuro). Os valores individuais sdo apresentados e as colunas representam a média + e.p.m. de 4-8
fémeas e 4-9 machos por grupo. * - diferen¢ca do grupo CTL; $ - diferenca entre sexos no mesmo
grupo (p < 0,05).

3 Discusséo

A analise da evolugcdo de peso corporal pode fornecer informacdes
importantes sobre o desenvolvimento fisico dos animais, especialmente no contexto
da privacdo materna. Como ja demonstrado em estudos de nosso grupo*266.92,
animais submetidos a privacdo materna apresentam menor peso corporal em
relacdo a animais controle, o que pode persistir até a adolescéncia ou idade adulta.
Neste estudo, foi observada diferenca de peso no momento do desmame,
independente do sexo. Porém, € interessante notar que apenas entre as fémeas a

diferenca de peso se manteve ao longo de todo o desenvolvimento e vida adulta,
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enquanto machos PM3 apresentaram somente tendéncia de menor peso que seus
respectivos controles. Em outros trabalhos do grupo, a diferenca de peso entre
grupos privados (PM3 e PM11, em um dos trabalhos®®, e machos PM9 em outro®?)
se perpetuou até a adolescéncia. Todavia, no trabalho atual, ndo houve manutencéo
dessa diferenca 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 avaliagdo do peso
dos animais é o papel do NPY, que é orexigénico®’. Por ser um estimulador de
apetite, postulamos que animais do grupo tratado com NPY poderiam ter maior
variacdo de peso corporal. Todavia, em ambos 0s experimentos, iSSO ndo ocorreu e
0s animais tratados com NPY (independentemente do sexo ou grupo) apresentaram
evolucao de peso corporal semelhantes aos outros animais. Isso pode ser explicado
pois, embora outros estudos (inclusive em diferentes espécies®®) demonstrem
aumento do comportamento alimentar e peso corporal em animais tratados com
NPY®4%  este tratamento é feito localmente (como no nlcleo paraventricular do
hipotalamo, PVN)®® e com maior duracéo do que o feito neste estudo®:°6,

Em relacdo ao peso relativo das adrenais, ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos em nenhum dos experimentos, e, embora no Experimento 1
tenhamos detectado tamanho de efeito moderado, ndo houve nenhuma tendéncia a
diferenca. No Experimento 2, a Unica diferenca significativa neste parametro foi
encontrada entre machos e fémeas, sendo que as fémeas apresentaram adrenais
mais pesadas, resultado que estd de acordo com outros artigos*>%’. Todavia, em
estudo de nosso grupo??, também foram encontradas diferencas significativas do
peso relativo entre os grupos PM3 e CTL em animais adolescentes. No que se
refere as concentracbes de CORT obtidas no Experimento 1, todos os grupos
experimentais apresentaram valores menores que animais ndo testados, o que €&
inesperado, considerando que este € o0 Unico grupo que nao foi submetido a
qualquer uma das manipulacdes ou ao LCE, um teste que elicia resposta de
estresse no animal3*5, E possivel, dessa maneira, que os animais tenham maior
sensibilidade a decapitacao.

O back test € um teste inédito no nosso grupo, realizado para avaliar as
estratégias de enfrentamento de estresse (coping) do animal no periodo juvenil e,
por isso, pode ser um preditor de resiliéncia ao estresse®:°. Como nem todos 0s

resultados desde trabalho estédo disponiveis, pouco se pode discutir quanto ao teste.
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Entretanto, observou-se grande quantidade de animais com perfil variavel, o que
pode sugerir (assim como o maior numero absoluto de tentativas de escape entre
um teste e outro) que os animais retiveram memoria do teste e adaptaram sua
resposta. Além disso, destacamos a grande diferencga entre a variagdo no niumero de
escapes dos animais testados em relagdo ao artigo original®: enquanto
encontramos uma variacdo de 2 a 20 tentativas de escape, o trabalho original
encontrou, no maximo, 12 tentativas. Isso pode ter ocorrido devido a diferenca 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 informacgdes sobre seu comportamento de autocuidado e
hedo6nico, que podem refletir sintomas de pacientes deprimidos’>’>. Uma das
diferencas importantes entre os Experimentos 1 e 2 quanto as avaliacbes
comportamentais foi a mudanca do momento de realizacdo do TSS 1. No
Experimento 1, o teste foi realizado antes do 5° treino de natacdo, enquanto no
Experimento 2, foi feito um dia antes do inicio dos treinos. Essa alteragdo foi
realizada pois consideramos que refletiria melhor o comportamento basal dos
animais. Todavia, em ambos os experimentos, nenhum efeito foi observado na
laténcia para o inicio do comportamento ou na frequéncia de grooming, o que indica
gue a natacao em si ndo parece afetar o comportamento.

Especificamente em relagdo ao Experimento 2, o dimorfismo sexual
encontrado na frequéncia de grooming facial, corporal e total, em que as fémeas
realizaram esse comportamento mais frequentemente, € concordante com o
resultado de outro estudo que ocorre paralelamente a este. Entretanto, a auséncia
de diferencas entre os grupos € incoerente com o trabalho citado, em que animais
PM3 expressaram menor frequéncia de grooming facial e corporal. Considerando
gue o grooming reflete o autocuidado e esta relacionado com hedonia, os resultados
também vao contra outro estudo do grupo#?, em que ratos PM3 apresentaram menor
sensibilidade para a mudanca de palatabilidade no teste de contraste de sacarose,
refletindo comportamento anedonico. Além disso, a avaliacdo da sequéncia de
grooming (assim como a analise do TSS2) ainda nao foi feita e pode fornecer
informagdes importantes sobre as manipulac¢des, considerando que a estrutura do
comportamento pode ser afetada pelas manipulacdes do presente protocolo”®77.

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

tipo ansioso em ratos, que € inversamente proporcional ao tempo despendido nos
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bracos abertos’®®. No Experimento 1, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os parametros avaliados, embora o tamanho do efeito tenha sido
moderado ou grande. Entretanto, animais tratados com NPY a dose de 60 pg/kg
visualmente ambularam menos e permaneceram menos tempo nos bragos abertos,
resultando em aumento do indice de ansiedade. Isso foi essencial para que
escolhéssemos a dose de 75 pg/kg para usar no Experimento 2, pois, embora
estatisticamente igual aos outros grupos, o0 grupo tratado com essa dose
apresentava comportamentos semelhantes ao grupo UWT-. No Experimento 2,
seguindo a tendéncia do experimento anterior, o grupo UWT+/NPY tendeu a
ambular mais nos bracos abertos que o grupo UWT- e a visitar mais a extremidade
desses bracos. Além disso, nossos resultados preliminares indicaram que animais
PM3 do grupo UWT+/VEI visitaram menos os bracos abertos que os animais
CTL/VEI, enquanto o oposto foi observado em animais PM3 tratados com DZP e
NPY, que visitaram mais os bracos abertos do que os respectivos grupos CTL.
Considerando que tanto o DZP quanto o NPY sdo ansioliticos*6:48:53.70.98 & coerente
que o tratamento com esses medicamentos aumente a ambulagcdo nos bracos
abertos e diminua o indice de ansiedade, apesar das evidéncias clinicas que
indicam que o DZP aumenta a gravidade de sintomas do TEPT®"7°. A diferenca
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 h& um fator de vulnerabilidade (no caso, a privacdo) presente.
Entretanto, considerando que metade dos animais submetidos ao LCE tenham sido
avaliados, qualquer conclusao é precipitada.

Em concordancia com outros estudos do grupo“, observou-se dimorfismo
sexual nos comportamentos analisados, no tempo de permanéncia nos bracos
abertos e na quantidade de visitas as extremidades dos bracos abertos, que foram
maiores em fémeas. No entanto, em outros trabalhos do nosso grupo ndo foram
observadas diferencas entre machos e fémeas na maioria dos parametros3+42,

A avaliacdo do grooming no LCE, embora néo 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 condi¢cdo) realizaram o
comportamento de forma mais prolongada do que as fémeas e do que machos do
grupo PM3. Esses resultados corroboram outro trabalho do grupo®t, em que a

importdncia de avaliar comportamentos além da ambulagdo e tempo de
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permanéncia nos bracos € evidenciada, jA& que 0s grupos podem apresentar
diferencas em parametros que ndo somente os relacionados a avaliacdo espaco-

temporal.

4 Concluséao

E importante destacar que, embora grande quantidade de dados esteja
disponivel, a andlise deste projeto ndo esta concluida, de modo que os resultados
apresentados podem mudar ou ser fortalecidos com a completude das avaliagbes
comportamentais. Entretanto, o dimorfismo sexual foi evidente em diversos
parametros comportamentais, assim como a tendéncia dos tratamentos com NPY e
DZP em diminuir o comportamento do tipo ansioso dependente de eventos

neonatais, enfatizando a importancia do estudo e sua riqueza de informacdes.
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