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FILGUEIRAS, Guilherme Bracarense. Avaliacdo da influéncia da idade, do sexo e da
exposicdo perinatal a fluoxetina em modelos comportamentais de ansiedade
modificados. 2016. 61 f. Tese (Doutorado do Programa Multicéntrico de Pds-Graduagdo em

Ciéncias Fisiologicas). Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR — Brasil

RESUMO

A fluoxetina (FLX) é um dos farmacos mais utilizados no mundo para o tratamento de
disturbios afetivos durante a gestacdo e/ou lactacdo. Estudos experimentais com roedores tém
sugerido que a exposicdo a FLX durante o desenvolvimento estd associada a algumas
alteragdes neurofuncionais e comportamentais na prole. As alteragdes comportamentais nos
animais sdo avaliadas principalmente com a utilizacdo de modelos animais de ansiedade e 0s
resultados obtidos nos estudos se mostram divergentes em diferentes testes. A modificacdo
desses modelos quanto a duracdo da sessdo e aos parametros avaliados tem se mostrado Util
para detectar diferencas muitas vezes ndo detectaveis em uma sessdo tradicional. Nesse
sentido, o comportamento de grooming tem sido sugerido como um possivel indicador
comportamental de emocionalidade. Visando ampliar os estudos sobre o0s efeitos da exposi¢do
a FLX durante a gestacdo e amamentacdo, este estudo foi elaborado com base em dois
diferentes experimentos. O experimento 1 avaliou a influéncia do sexo e idade (animais com
35 e 75-90 dias) em 3 modelos de ansiedade: campo aberto (CA), labirinto em cruz elevado
(LCE) e medo condicionado ao contexto (MCC) e a influéncia da duracdo da sesséo (5 ou 20
minutos) nos parametros comportamentais avaliados. Por fim, um dltimo objetivo desse
experimento foi avaliar se 0 comportamento de grooming, dividido em seus componentes
rostral e corporal, é capaz de detectar diferencas nos estados emocionais dos animais. As
fémeas se mostraram mais ativas e menos ansiosas que 0s machos, e os animais puberes
apresentaram maiores niveis de ansiedade. Nos 3 testes, 0 comportamento de grooming
apresentou concordancia com as medidas convencionalmente utilizadas para a avaliacdo da
emocionalidade. No CA a duracdo de 20 minutos se mostrou Util, porém, no LCE e MCC os
primeiros 5 minutos de sesséo foram suficientes para detectar diferengas entre os grupos. A
partir dos resultados obtidos no primeiro experimento, foram estabelecidos os procedimentos
do experimento 2: avaliar se 0 comportamento de grooming pode ser um indicador capaz de
detectar possiveis efeitos da exposicdo a FLX durante o desenvolvimento. Fémeas prenhes
receberam FLX (5 mg/Kg) ou agua durante toda a gestacdo e lactagdo e os seus filhotes,
machos e fémeas, foram testados com 35 dias de idade nos 3 modelos animais utilizados no
experimento 1. Os resultados mostraram que a exposicdo a FLX reduziu o grooming somente
no teste MCC. O comportamento de grooming, que é modulado por estruturas encefalicas
relacionadas as emocdes corticomesolimbicas, possibilitou detectar, junto com outros estudos
produzidos no laboratdrio, possiveis alteracdes funcionais no eixo hipocampo-amigdala-
nacleo leito da estria terminal. O comportamento de grooming se mostrou sensivel para o
estudo das emoc@es e um indicador Util para inferir sobre alteragfes funcionais de estruturas
encefélicas. Dessa forma, este trabalho possibilitou avancar o conhecimento sobre a
neurotoxicidade do desenvolvimento da FLX.

Palavras-chave:  Fluoxetina. Neurotoxicidade do desenvolvimento. Modelos animais de
ansiedade. Grooming. Hipocampo. Amigdala. Nucleo leito da estria
terminal.
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ABSTRACT

Fluoxetine (FLX) is one of the most commonly used drugs in the world to treat mood
disorders during gestation and/or lactation. Experimental studies with rodents have suggested
that exposure to FLX during development is associated with neurofunctional and behavioral
alterations in the offspring. Behavioral alterations in these animals are generally evaluated
using animal models of anxiety; however the results of these tests have presented
discrepancies depending on the test used. Modifications related to the session duration and
parameters assessed in each model are useful for detecting changes which are undetectable in
traditional sessions. In this sense, grooming behavior has been suggested as a possible
behavioral marker of emotionality. In order to expand the studies on the effects of FLX
exposure during gestation and lactation, this study was elaborated based on two different
experiments. Experiment 1 aimed to evaluate the sex and age (animals of 35 and 75-90 days-
old) influences in three different animal models of anxiety: open field (OF), elevated plus-
maze (EPM) and contextual fear conditioning (CFC). The second objective of experiment 1
was to investigate the effects of the session duration (5 or 20 minutes) on behavioral
parameters. Lastly, it was evaluated whether grooming behavior divided into rostral and body
components is able to detect the emotional state of the animals. Results showed that female
rats were more active and less anxious than males, and younger rats presented higher levels of
anxiety. In all 3 tests the grooming behavior agreed with the conventional measures of
emotionality. In the OF, the 20 min duration was shown to be useful, while in the EPM and
CFC, 5 min was sufficient to detect differences between groups. From the results obtained in
the first experiment, the objective and procedures of experiment 2 were established: to
evaluate if grooming behavior is an index capable of detecting the effects of FLX exposure
during development. Pregnant rats received FLX (5mg/Kg) or tap water during the entire
gestation and lactation period, and their offspring, male and female, were tested at 35 days-old
in the 3 animal models used in experiment 1. Results showed that FLX exposure produced a
grooming decrease only in the CFC test. The grooming behavior, insofar as its control is
mediated by corticomesolimbic brain structures related to emotions, was able to detect,
together with other studies produced in the laboratory, possible functional changes in the
hippocampus-amygdala-bed nucleus of the stria terminalis axis. Grooming behavior was
shown to be sensitive to the study of emotions and a useful indicator to infer functional
alterations in brain structures. Thus, this work advanced the knowledge on the developmental
neurotoxicity of FLX.

Key-words: Fluoxetine, Developmental neurotoxicity. Animal models of anxiety.
Grooming. Hippocampus. Amygdala. Bed nucleus of the stria terminalis.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, cerca de 450 milhdes de pessoas
sofrem atualmente de algum transtorno mental (WHO, 2016). Os transtornos mais comuns sao
dependentes do sexo, sendo os de ansiedade e humor mais prevalentes em mulheres e os
relacionados a dependéncia quimica, em homens (DONNER; LOWRY, 2013; STEEL et al.,
2014). Em se tratando dos transtornos de humor, as mulheres apresentam 50 a 70% maior
probabilidade de apresentarem algum episdédio ou transtorno depressivo ao longo da vida
(DAYAN et al., 2002; KESSLER et al., 2005, 2010). Devido a sua alta prevaléncia em
mulheres, o desenvolvimento e a evolugdo de transtornos depressivos podem acontecer
concomitantemente a gestacdo ou no periodo pds-parto (lactagdo). Apesar da depressao pos-
parto ser geralmente o foco da atencdo e preocupagdo de profissionais da saude, a incidéncia
desse transtorno ¢ semelhante a de depressdo durante a gravidez — estimada em 10-16%

(BENNETT et al., 2004; EVANS et al., 2001; O’HARA; SWAIN, 1996).

A FLX é um antidepressivo da classe dos inibidores seletivos da recaptura de serotonina
(ISRS). Devido a sua relativa seletividade de agao, eficacia e reduzidos efeitos indesejaveis, os
ISRSs sdo os farmacos mais prescritos no mundo todo para o tratamento de disturbios afetivos,
inclusive durante a gestacdo (FORSBERG et al., 2014; ZOEGA et al., 2015). Apesar de o ISRS
especifico usado durante a gestagdo variar de acordo com o pais e o periodo da coleta de dados,
a FLX estd entre uma das mais prescritas nessas condicdes (FORSBERG et al., 2014;
NONACS; COHEN, 2003; ZOEGA et al., 2015). Embora se saiba que a FLX e seu metabolito
ativo, norfluoxetina, atravessem a barreira hematoplacentaria (HEIKKINEN et al., 2003;
HENDRICK et al., 2003; POHLAND et al., 1989) e sejam excretados no leite (HENDRICK et
al., 2001), a maioria das mulheres ndo pode deixar de receber o tratamento durante a gestagdo
e amamentacdo. Assim, fetos e neonatos acabam sendo expostos a esse farmaco durante um
periodo critico do neurodesenvolvimento (RICE; BARONE, 2000). Sabe-se que nesse periodo,
a serotonina exerce influéncia tréfica para a migracdo e sinaptogénese dos neurdnios

monoaminérgicos (LAUDER, 1990; WHITAKER-AZMITIA et al., 1996).

Alguns estudos ja sugeriram que a exposicdo intrauterina a FLX estd associada a
aumento do risco do desenvolvimento de algumas alteragdes cognitivo-comportamentais em
humanos, como por exemplo, o aumento da probabilidade de desenvolvimento de depressao e
ansiedade e anormalidades no comportamento social (KLINGER et al., 2011; MALM et al.,
2016; OBERLANDER et al., 2010). Entretanto, os efeitos da exposi¢do a FLX e a outros ISRS
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na fun¢do encefalica de fetos e neonatos que podem estar associados a essas alteragdes

cognitivo-comportamentais ainda sdo pouco conhecidos.

A maior parte dos estudos que buscam elucidar os efeitos da exposicdo a FLX durante
o neurodesenvolvimento sdo realizados com animais experimentais. Alguns trabalhos
conduzidos no nosso laboratério mostraram que a exposi¢do a FLX durante a gestacdo e
amamentagdo pode levar a alteragdes comportamentais, como por exemplo diminui¢do da
motivagio sexual de camundongos machos (GOUVEA et al., 2008), comportamentos similes
aos de depressdo em camundongos fémeas (LISBOA et al., 2007), aumento (MATSUMOTO
et al., 2016) ou diminui¢do (FRANCIS-OLIVEIRA et al.,, 2013) de comportamentos
ansiedade-similes em ratos. Especificamente em relagdo aos resultados controversos da
ansiedade, outros estudos também apresentam esses resultados, sendo relatados, por exemplo,
aumento (NOORLANDER etal., 2008), diminui¢do (MCALLISTER; KIRYANOVA; DYCK,
2012), ou mesmo auséncia de efeito (FORCELLI; HEINRICHS, 2008; HANSEN; SANCHEZ;
MEIER, 1997; LEE; LEE, 2012; LISBOA et al., 2007; OLIVIER et al., 2011; POPA et al.,
2008; RIBAS et al., 2008) da exposicao a FLX no periodo perinatal. Essas discrepancias podem
ser explicadas por diferencas no desenho experimental, como por exemplo, o periodo de
exposi¢@o a droga (perinatal, gestacional ou gestacional e lactacional), idade de avalia¢do dos
comportamentos (puberes ou adultos), espécie (ratos ou camundongos), sexo ¢ a dose de FLX

administrada as maes (para uma revisdo ver GLOVER; CLINTON, 2016).

Ainda sobre os diferentes arranjos experimentais, outro fator que pode contribuir para
os resultados controversos sdo os tipos de testes utilizados. Existe uma série de modelos
animais que podem ser utilizados para o estudo da ansiedade e geralmente os incondicionados
(ou etologicos) sd@o os mais escolhidos para esse proposito (CANTERAS, 2008). O campo
aberto (CA) e o labirinto em cruz elevado (LCE) s@o os dois principais representantes dos
modelos incondicionados (RAMOS; MORMEDE, 1997). Esses testes sdo baseados no conflito
entre exploracao e aversao a novidade (MONTGOMERY, 1955) e a principal medida utilizada
para a avaliacdo da ansiedade ¢é a exploragdo da regido central no CA e dos bracos abertos no
LCE, uma vez que os roedores tendem a evitar espacos abertos (LAMPREA et al., 2008;
TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). Essa medida tende a ser sensivel a drogas ansioliticas e
ansiogénicas, produzindo, respectivamente, aumento e diminui¢do na exploracdo dessas zonas
abertas (PELLOW et al., 1985; PRUT; BELZUNG, 2003). Porém, a deteccdo da ansiedade
nesses testes é dependente da atividade locomotora, o que pode produzir falsos positivos ou

negativos — ex., uma droga conhecidamente ansiogé€nica pode aumentar a atividade locomotora
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e consequentemente a exploracdo de espagos abertos nesses aparatos, o que poderia ser

interpretado equivocadamente como efeito ansiolitico (WEISS et al., 1998).

Menos dependente da atividade locomotora, outra categoria de modelos € composta
pelos testes de condicionamento de respostas emocionais (CAMPOS et al., 2013). Esses testes
sdo pautados em procedimentos de condicionamento Pavloviano (associa¢do de estimulos
incondicionados com condicionados). Um dos testes mais utilizados para o estudo do
comportamento emocional ¢ o medo condicionado ao contexto (MCC). Esse teste foi
amplamente usado para o estudo das fungdes da amigdala e hipocampo nas respostas
emocionais (LEDOUX, 2000). Diferentemente dos testes incondicionados, o paradigma de
MCC envolve principalmente a avaliagdo de respostas defensivas dos animais em contextos
previamente pareados a estimulos naturalmente aversivos, como por exemplo, choques

elétricos ou predadores (CURZON; RUSTAY; BROWMAN, 2009).

Diferentes modelos animais de medo e ansiedade sdo conhecidamente distintos em
termos de aversividade (RAMOS, 2008; RAMOS et al., 1997). A aversividade, nesse caso,
pode ser definida enquanto caracteristicas dos aparatos que estdo relacionadas a produgdes de
diferentes respostas emocionais nos animais. Discute-se que essa diversidade de respostas
emocionais produzidas nos diferentes modelos de ansiedade possa estar relacionada aos
diferentes transtornos de ansiedade presentes em humanos (RAMOS; MORMEDE, 1997).
Outra evidéncia dessa multiplicidade de respostas emocionais se da na investigacdo da agdo de
drogas. Farmacos que habitualmente produzem respostas ansioliticas em modelos
incondicionados — como o LCE — falham em produzir a atenuacdo de respostas emocionais em
modelos de condicionamento de medo (SMITH et al., 2012). Esses efeitos — ou a falta de — nos

dois tipos de testes sugerem o envolvimento de diferentes substratos biologicos.

Um tnico modelo dificilmente consegue abarcar toda essa multiplicidade de respostas
relacionadas ao medo e ansiedade e, por esse motivo, os pesquisadores da area de
experimentacdo animal sugerem a realizacdo de estudos que procurem o desenvolvimento de
modelos mais completos — i.e., que consigam avaliar, a0 mesmo tempo, diferentes facetas das
respostas emocionais (RAMOS, 2008). O desenvolvimento desses novos modelos animais
pode ocorrer: (a) pelo o desenvolvimento de novos aparatos; (b) por novas formas de se analisar

o comportamento dos animais nos aparatos ja consagrados na literatura.

Nos ultimos anos tém crescido as evidéncias de que uma andlise detalhada do

comportamento de grooming pode ser util em pesquisas de estresse e ansiedade (DENMARK
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et al., 2010; ESTANISLAU, 2012; ESTANISLAU et al., 2013; KALUEFF et al., 2016;
VELOSO et al., 2016). Esse comportamento esta presente em diversas espécies — inclusive em
humanos — e parece ter uma func¢io adaptativa prioritaria de cuidados com a superficie corporal
(para uma revis@o ver: SPRUIIT; VAN HOOFF; GISPEN, 1992). O grooming é um
comportamento estereotipado e complexo que pode ser dividido em pelo menos dois grupos
principais: encadeado e flexivel (ALDRIDGE; BERRIDGE; ROSEN, 2004; KALUEFF et al.,
2016). O grooming encadeado ¢ evidenciado pela ocorréncia das chamadas cadeias sintaticas
estereotipadas (Figura 1). Essas cadeias sdo padroes fixos de agcdo, compostos por uma série de
movimentos rigidos e ritmados, com mais de 25 microcomponentes distintos, que acontecem
espontaneamente entre episodios de grooming na regido rostral e corporal. Essas cadeias tém
uma duragdo média de 5 segundos e tendem a seguir uma sequéncia rigida no sentido
céfalocaudal (ALDRIDGE; BERRIDGE; ROSEN, 2004). O padrao flexivel, como o proprio
nome ja sugere, ndo tem uma sequéncia rigida de ocorréncia, tendo duragdo variavel e uma
sequéncia ndo organizada. O padrio flexivel, que acontece durante mais de 90% do tempo total
de grooming, pode ser dividido em rostral e corporal (Figura 1). Os groomings encadeados ¢
flexiveis sdo compostos pelos mesmos movimentos, porém, sao diferentes em relagdo a rigidez

e velocidade dos movimentos (ALDRIDGE; BERRIDGE; ROSEN, 2004).
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Figura 1 — Padrfo de cadeia sintatica exibida por um camundongo em uma sequéncia de movimentos
no sentido cefalocaudal (sequéncia cronoldgica da esquerda para a direita). As diferentes fases
mostram: (1) movimentos elipticos ao redor do focinho; (2) movimentos unilaterais na regido dos
olhos e vibrissas mistaciais; (3) movimentos amplos bilaterais e simultaneos na regido da cabega; (4)
movimentos de fric¢do com a boca ou patas dianteiras ou traseiras a regido ventrolateral do tronco,
da area genital e/ou o rabo. O grooming flexivel, por outro lado, é principalmente dividido em rostral
(movimentos menos rigidos e estereotipados das fases 1, 2 e 3) e corporal (fase 4). (imagem retirada

de BERRIDGE et al., 2005).

A execugdo e sequéncia do grooming envolve principalmente estruturas cerebrais
relacionadas ao controle motor ¢ a emocionalidade (CROMWELL; BERRIDGE, 1996a;
KALUEFF et al., 2016; SMITH et al., 2009). Por essas estruturas serem principalmente
moduladas pela dopamina (BERRIDGE; ALDRIDGE, 2000; BERRIDGE, 1989; BERRIDGE
et al., 2005), esse comportamento tem sido sugerido como um importante fenoétipo para a
compreensdo de duas das principais vias dopaminérgicas do cérebro, a nigro-estriatal e a
corticomesolimbica (para uma revisdo do controle neural do grooming, ver KALUEFF et al.,
2016). Coincidentemente, algumas evidéncias tém sugerido que possiveis deficiéncias em vias
dopaminérgicas podem estar associadas a exposi¢do a FLX durante o neurodesenvolvimento
(BACCHLI, 2016; FAVARO; COSTA; MOREIRA, 2008). Dessa forma, o grooming aparenta
ser um importante comportamento para o estudo dos possiveis efeitos neurotoxicos da

exposi¢@o a FLX no periodo perinatal.

Existem diferencas conhecidas entre machos e fémeas em modelos animais (para uma

revisdo ver KOKRAS; DALLA, 2014), porém, o efeito do sexo nas diferencas quantitativas e
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qualitativas do comportamento de grooming (rostral e corporal) ainda ndo foi explorado. Da
mesma forma, apesar de existirem estudos que avaliaram o comportamento de grooming em
diferentes periodos da fase adulta de roedores (e.g. SCIMONELLI; MARUCCO; CELIS,
1999), a influéncia da idade nos componentes rostral e corporal ainda ndo foi estudada.
Geralmente sessoes curtas (de 3 ou 5 minutos) sdo utilizadas para a avaliagdo comportamental
nesses testes. Porém, na medida em que os primeiros minutos das sessdes podem ser marcados
pela mudanca ambiental (gaiola-aparato) e/ou manuseio do animal (ARCHER, 1973;
KALUEFF; TUOHIMAA, 2005), tem sido sugerido que sessdes mais longas podem ser
melhores para detectar diferencas no grooming (ESTANISLAU, 2012; VAN ERP et al., 1994;
VELOSO et al., 2016).

Dessa forma, um primeiro experimento deste trabalho foi delineado para avaliar a
influéncia do sexo, idade e duragdo da sessdo no comportamento de grooming dividido em seus
componentes rostral e corporal, em 3 modelos animais de ansiedade: CA, LCE e MCC. A partir
dos resultados obtidos nesse primeiro experimento, houve a selecdo de animais puberes ¢ a
defini¢do de diferentes duracdes de sessdo para a avaliagdo dos efeitos da exposi¢do a FLX

durante o desenvolvimento nos mesmos 3 modelos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o a influéncia da idade, do sexo e da exposi¢do a FLX durante a gestagdo e

amamenta¢ao no comportamento da prole em trés modelos animais de ansiedade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Investigar, inicialmente, a influéncia:

— do sexo e idade nos parametros comportamentais de animais controle expostos a diferentes

modelos de ansiedade;
— do tempo de sessdo (5 ou 20 minutos) nos parametros comportamentais avaliados;

— da divis@o do comportamento de grooming em seus componentes rostral e corporal, como

indicadora de ansiedade.

A partir dos resultados obtidos no primeiro experimento objetivou-se investigar, em

ratos expostos a FLX durante a gestacdo ¢ amamentacao:

— 0s parametros comportamentais convencionais no campo aberto, labirinto em cruz elevado e

medo condicionado ao contexto.

— o grooming, dividido em seus componentes rostral e corporal, em cada um desses modelos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Ratos Wistar machos e fémeas, com aproximadamente 80 dias de idade, oriundos do
biotério central da Universidade Estadual de Londrina foram utilizados como geracgdo parental.
Todos os animais foram mantidos em condi¢des controladas de luminosidade (ciclo claro-
escuro de 12:12, com luzes acesas as 6:00), temperatura em 21+2°C e umidade de 55+5%.
Agua e ragio foram livremente disponibilizados durante todo o periodo dos experimentos. Para
o acasalamento, um macho foi colocado em uma gaiola com 2 ou 3 fémeas no inicio do periodo
noturno. Na manha seguinte, os machos foram retirados das caixas das fémeas, e essas foram
submetidas a um esfregago vaginal. Se na observacdo da 1amina houvesse a predominancia de
células anucleadas disformes (caracteristicas da fase estro) e espermatozoides, o dia gestacional

(DG) zero era estabelecido (Figura 2).

Figura 2 — O diagndstico do dia gestacional zero (DGO) ocorreu na presenca de células anucleadas
disformes e espermatozoides (indicados pela seta). Imagem retirada e adaptada de BOTELHO et al.,

(2015).

As ratas consideradas prenhes (DGO0) foram separadas e mantidas individualmente em
gaiolas de polipropileno com 40 cm x 34 cm x 17 cm (comprimento X largura x altura). Logo
que constatada a prenhez as fémeas foram aleatoriamente distribuidas no grupo controle (CON,
n=36) e experimental (FLX, n=36) e foi iniciado o tratamento. O tratamento foi feito
diariamente por gavagem com agua (CON) ou FLX a 5 mg/kg (Daforin®, EMS, Brasil), no
volume de 10ml/kg, e durou até o desmame da ninhada (no dia pés-natal 21 — DPN21). Esse
regime de tratamento adotado no laboratério (BACCHI, 2016; FRANCIS-OLIVEIRA et al.,
2013; MATSUMOTO et al., 2016) segue as diretrizes da OECD 426 (“OECD Guidelines for
the Testing of Chemicals, Section 4, Test No. 426: Developmental Neurotoxicity Study”, [s.d.]).
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As ratas prenhes e lactantes foram pesadas a cada 3 dias para a correcdo do volume de
administracdo. No DPN4, as ninhadas foram reduzidas para 10 animais (5 de cada sexo, sempre
que possivel), de modo a evitar que os filhotes pertencentes a ninhadas maiores recebessem
menor quantidade de droga que filhotes de ninhadas menores. Como procedimento padrao, a
unidade experimental foi a ninhada. Por esse motivo, apenas um filhote de cada sexo foi

utilizado para cada teste.

Todos os procedimentos adotados neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de

Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL, 12199.2014.14).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No experimento 1, os animais testados com 35 dias de idade eram todos
experimentalmente ingénuos, separados em grupos independentes. Porém, os animais testados
no CA foram mantidos no biotério até os 75 dias de idade, quando foram novamente colocados
sequencialmente nos 3 modelos animais por 20 minutos (Figura 3a). Esse primeiro
experimento objetivou destacar os principais fatores a serem considerados no segundo

experimento (sexo e idade), e a melhor duragdo de sessdo (5 ou 20 minutos).
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Figura 3 — Delineamento dos experimentos 1 (painel a) e 2 (painel b) utilizados neste estudo. FLX,

fluoxetina; DG, dia gestacional; DPN, dia pds-natal.

No segundo experimento somente os animais com 35 dias de idade foram utilizados na

compara¢do dos animais do grupo exposto a FLX (ver topico 3.2) com os do grupo CON

(Figura 3b). A execucdo do experimento 2 ocorreu concomitantemente ao experimento 1 — e

por 1sso os animais controle do segundo experimento sdo os que foram

experimento.

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTALIS

3.3.1 Procedimentos comuns

testados no primeiro

Os testes comportamentais ocorreram entre as 10 e 14 horas, em uma sala iluminada

com uma lampada incandescente de 60W, fixada a aproximadamente 2,5m sobre os aparatos.

Os animais eram levados ao laboratdrio de anélise comportamental pelo menos 1 hora antes do

inicio de cada teste para que se habituassem ao ambiente. Apds cada teste, os animais eram
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colocados em caixas distintas das dos ratos ndo-testados. Entre as sessdes, os aparatos foram
limpos com solugdo etilica a 5% e secos com toalhas de papel. As sessdes foram gravadas por
20 minutos e posteriormente analisadas por um observador treinado (indice de concordancia

intra-observador > 80% quando comparado com um observador experiente).

3.3.2. Experimento 1: Avaliacdo da influéncia do sexo, idade e tempo da sessdo no

comportamento de ratos em 3 modelos de ansiedade

Os animais puberes (DPN35) e adultos (DPN75-90) foram colocados em 3 diferentes
modelos animais por 20 minutos cada. Como ja descrito no Topico 3.1 (e representado na
Figura 2a), todos os animais puberes eram experimentalmente ingénuos. Aqueles testados no
CA foram mantidos no biotério até a idade adulta, e entdo foram sequencialmente colocados

nos outros modelos animais com intervalo de 1 semana entre cada teste.

3.3.2.1 Campo aberto

Uma arena de madeira de 110 x 110 cm foi dividida em 4 arenas menores (54 x 54 cm),
com paredes de 54 cm, o que permitiu a analise concomitante de 2 a 4 animais do mesmo sexo
por vez (Figura 4). Cada um dos animais foi colocado individualmente no centro de cada arena
menor por 20 minutos. Cada uma dessas pequenas arenas foi virtualmente dividida em 16
quadrantes de aproximadamente 13,5 x 13,5 cm (sendo 12 periféricos e 4 centrais — Figura 4,
letras p e c, respectivamente). As medidas comportamentais avaliadas foram: quadrados
cruzados (quando os ratos colocaram as 4 patas no interior de um desses quadrantes virtuais);

entradas e tempo gasto na regido central do aparato; grooming (ver se¢do 3.3.2.4).
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Figura 4 — Vista superior do campo aberto utilizado neste estudo. A letra “p” representa os quadrantes

da regido periférica e a letra “’c” a regido central de cada arena menor. Fonte: o proprio autor.

3.3.2.2 Labirinto em cruz elevado

Foi utilizado um aparato padrao de labirinto em cruz elevado com 2 bragos abertos (50
cm x 10 cm) perpendiculares a dois bragos fechados (50 cm x 10 cm x 40 cm), conectados por
uma plataforma central (10 cm x 10 cm — Figura 5, letras a, f e c, respectivamente). Para
prevenir quedas, os bragos abertos eram cercados com uma borda acrilica de 1 cm de altura.
Os ratos foram colocados individualmente no centro do aparato com o focinho voltado para
um dos bracos fechados e foram filmados por 20 minutos. Os seguintes parametros
comportamentais foram avaliados: frequéncia e durag¢@o das entradas nos bragos — uma entrada
foi contada quando os ratos colocavam as 4 patas dentro dos bragos abertos ou fechados;
stretched-attend postures (SAP) nas areas protegidas (bragos fechados + quadrante central) -
quando o animal esticou o corpo sem retirar as patas traseiras da posicao inicial; mergulhos de

cabeca - quando o animal explorou a regido inferior do aparato; e grooming (ver se¢do 3.3.2.4).
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Figura 5 — Vista superior do labirinto em cruz elevado utilizado neste estudo. A letra “f” representa
os bragos fechados; a letra “a” os bracos abertos; e a letra “c” o quadrante central. As linhas pretas

demarcam os quadrantes virtuais de 10 cm x 10 cm. Fonte: o proprio autor.
3.3.2.3 Medo condicionado ao contexto

O aparato utilizado nesse procedimento consistiu em uma cdmara de metal com area de
20 cm x 20 cm, paredes de 25 cm de altura, e uma tampa frontal de vidro transparente (Figura
6). O assoalho da camara era composto de uma grade de metal (com barras de
aproximadamente 0,2 cm espagadas em 0,5 cm uma da outra), por onde foi dado os choques
da primeira sessdo. O aparato era elevado a aproximadamente 40 cm sobre um espelho
inclinado (utilizado para auxiliar nas andlises dos videos quando o animal estava virado para o

fundo da caixa).

O procedimento deste modelo consistiu em duas sessdes, com 24 horas de intervalo
entre elas. Na primeira sesso (treino) os animais foram colocados individualmente no interior
do aparato e foi permitido que o explorassem por 20 minutos. Por volta do 7° minuto, um
choque elétrico de 1 segundo (e 0,6 mA) foi liberado no assoalho. O choque foi repetido por
volta do 15° minuto. O medo condicionado ao contexto se caracteriza pela auséncia de uma
pista ambiental — como um tom ou uma luz — que anteceda a ocorréncia dos choques (modelos
denominados “medo condicionado sinalizado”). Na segunda sessdo (teste) os ratos foram
individualmente colocados no aparato e filmados por 20 minutos. Na segunda sessdo nio houve
a libera¢do de choque. Os comportamentos avaliados foram: tempo de freezing (quando o

animal permaneceu imovel, exceto pelos movimentos relacionados a respiragao); quadrados
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cruzados (quando os animais se deslocaram colocando as 4 patas no interior de cada um dos 4

quadrantes de 10 cm x 10 cm) (Figura 6); e grooming (ver secao 3.3.2.4).

Figura 6 — Vista frontal do aparato utilizado para o estudo do medo condicionado ao contexto. O
espelho inclinado abaixo do aparato auxiliou tanto na quantificacdo da locomogao dentro do aparato,
quanto na visualizacdo dos comportamentos que ocorriam dentro da cAmara (uma vez que quando o
animal se virava para o fundo da caixa, a visualizagdo frontal dos comportamentos era

comprometida). Fonte: o proprio autor.

3.3.2.4 Avaliagdo do comportamento de grooming

O tempo gasto no comportamento de grooming flexivel foi dividido em duas categorias:
rostral e corporal. O grooming rostral foi registrado quando o animal realizou movimentos de
friccdo com as patas dianteiras na regido do focinho, cabega e orelhas (fases 1 a 3, Figura 1).
O grooming corporal foi registrado quando o animal friccionou com as patas traseiras ou
dianteiras, a regido ventrolateral do tronco, a 4rea genital e a cauda (fase 4, Figura 1). As
cocadas do corpo com as patas traseiras também foram consideradas grooming corporal. Em
nosso laboratdrio, as cadeias sintaticas (Figura 1) ndo tém se mostrado informativas nas

analises do grooming flexivel e, por isso, ndo foram consideradas neste trabalho.
3.3.2.5 Registro do comportamento

Todos os comportamentos deste estudo foram registrados com a utilizag¢ao do programa

X-plo-rat, desenvolvido por MORATO; CHAIM (2005), obtido no endereco:
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http://scotty.ffclrp.usp.br/page.php?6. O programa permite registrar simultaneamente os

comportamentos exibidos em video. Na Figura 7 pode-se ver exemplos de layouts do CA e do

LEC no programa.
88 Regitro Comportamenta! =) ]| B Pegitro Comportamental =rn |
Eupermento: Espetimsnio:
LCESMIN Campo_Abeo
Iindoviduc: I dun:

Rato_tese

Hato_lese

Compotamesios Ao I l I l l l I I I l Componamentas Slox

ROSTRAL

m—r \
sl C
Ardamento da Sexslo - Ardaments da Sessdo;

Figura 7 — Layout do programa X-plo-Rat (MORATO; CHAIM, 2005) representando um labirinto
em cruz elevado (esquerda) e um campo aberto (direita). No programa ¢ possivel avaliar os quadrados
cruzados pelo rato (r), e registrar os diferentes comportamentos (c¢) simultaneamente a sua exibigo

em um video. Fonte: o proprio autor.

3.3.3. Experimento 2: Avaliagdo do efeito da exposi¢do a FLX durante a gestagdo e
amamentacdo no comportamento de ratos machos e fémeas em trés modelos animais de

ansiedade

Apos analisarmos os dados do experimento 1, selecionamos os animais puberes para
serem comparados com os animais expostos & FLX durante o desenvolvimento e as duragdes
das sessdes para cada modelo: CA, 20 minutos; LCE e MCC, 5 minutos. Diferentes animais,
com exatos 35 dias de idade, passaram por cada um dos testes seguindo os mesmos

procedimentos de teste e analise descritos em 3.3.2.7 a 3.3.2.5.
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3.3.4 Analises estatisticas

Inicialmente foi realizada uma andlise exploratoria (testes de Levene e Shapiro-Wilk)
dos dados obtidos em cada um dos testes (p < 0,05). Varidveis com varidncia homogénea e
distribuicdo normal foram analisadas por Andlise de Variancia de duas vias (two-way
ANOVA), considerando os fatores sexo e idade (experimento 1) e sexo e tratamento
(experimento 2). Como cada fator continha somente 2 niveis, teste post-hoc (Fisher-LSD) foi
feito somente quando a ANOVA apontou interacdo. Variaveis que ndo atenderam o critério de
normalidade e homogeneidade foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

complementado com o teste de Dunn.

As diferengas foram consideradas somente se p < 0,05. Dados paramétricos foram
expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e os dados ndo-paramétricos, como

mediana (valores minimo-maximo).
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO SEXO, IDADE E TEMPO DA SESSAO NO
COMPORTAMENTO DE RATOS EM 3 MODELOS DE ANSIEDADE

Na Tabela 1 s@o apresentados os resultados obtidos com 5 minutos de sessdo no CA.
ANOVA apontou uma tendéncia de aumento da atividade locomotora das fémeas,
independente da idade, quando comparadas com os machos (Fji1,39)=3,41; p=0,07). Os grupos
ndo diferiram (p>0,05) quanto ao nimero de entradas na regido central (ANOVA), ao tempo

gasto na regido central e as categorias de grooming (Kruskal-Wallis).

Tabela 1 — Analise de machos e fémeas, ptuberes e adultos, em 5 minutos de sessdo no campo

aberto.

Machos Fémeas
Parametro Puiberes (n=11) Adultos (n=11) Puaberes (n=10) Adultas (n=11)
Entradas regido central 4.6+0,9 5,3+0,8 40+0,8 5,1+09
Tempo regido central (s) 10,2 (1,1-29,6) 14,4 (1,1-33,7) 11,0 (2,1-46,2) 13,4 (1,2-53,4)
Quadrados cruzados 63,5+6,8 67,3 +6,4 74,5 +5,1% 80,7 + 7,6°
Grooming rostral (s) 14,0 (0,0-25,0) 10,0 (5,0-19,0) 13,5 (6,0-19,0) 6,0 (1,0-15,0)
Grooming corporal (s) 0,0 (0,0-7,0) 2,0 (0,0-5,0) 2,0 (0,0-5,0) 1,0 (0,0-5,0)
Grooming total (s) 34,4 (0,0-148,1) 46,7 (12,9-103,8) 36,8 (23,1-66,0) 22,4 (8,1-87,3)

Os dados analisados pela Analise de Variancia (ANOVA, considerando os fatores sexo e idade) estao
apresentados como média = EPM, ¢ os dados analisados pelo Kruskal-Wallis complementado com o
teste de Dunn estdo apresentados como mediana (minimo-méximo); *p<0,07 quando comparadas com

machos da mesma idade.

Na sessdo de 20 minutos (Tabela 2), algumas significancias estatisticas foram
detectadas. Os animais adultos (de ambos os sexos) apresentaram aumento do numero de
entradas na regido central (F[1391=4,72; p<0,05) e na atividade locomotora (Fji391=4,87;
p<0,05) quando comparados com os puberes. As fémeas puberes e adultas apresentaram maior
atividade locomotora (Fj1,391=12,54; p<0,05) e uma tendéncia de entrar mais na regido central
(Fr1,391=3,79; p=0,06) quando foram comparadas com os machos. Em relagdo as medidas de
grooming, o prolongamento da sessdo foi util para a detec¢do de diferencas no componente
rostral: o teste de Kruskal-Wallis indicou diferengas entre os grupos (H=9,52; p<0,05). O teste

post-hoc (Dunn) revelou que as fémeas adultas gastaram menos tempo em grooming rostral
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que os machos adultos. O tempo gasto na regido central, o tempo gasto em grooming corporal

e total ndo foram diferentes entre os grupos (Kruskal-Wallis, p>0,05).

Tabela 2 — Analise de machos e fémeas, puberes e adultos, em 20 minutos de sessd@o no campo

aberto.
Machos Fémeas
Parametro Puberes (n=11)  Adultos (n=11) Puberes (n=10) Adultas (n=11)
Entradas regido central 6,7+ 1,7 8,7+1,5% 8,7+ 1,6 13,8 £2,1*
Tempo regido central (s) 12,4 33,2 19,5 41,9
(1,1-90,9) (1,1-55,1) (2,1-65,5) (11,1-165,6)
Quadrados cruzados 91,6 £14,2 1189 +11,9%* 137,4+ 9,7 171,3 +17,7%*
Grooming rostral (s) 99,4 137,5 103,8 80,97
(7,0-306,8) (79,6-232,2) (86,8-140,6) (65,6-117,5)
Grooming corporal (s) 58,8 140,9 102,5 76,2
(11,4-154,5) (38,1-304,0) (48,6-165,6) (44,7-210,3)
Grooming total (s) 167,9 290,0 2442 173,9
(18,3-433,2) (123,6-576,4) (175,0-277,7) (129,1-338,1)

Os dados analisados pela Analise de Variancia (ANOVA, considerando os fatores sexo e idade) estdo
apresentados como média + EPM e os dados analisados pelo Kruskal-Wallis, complementado com o
teste de Dunn estao apresentados como mediana (minimo-maximo); *p<0,05 quando comparados com
puberes do mesmo sexo; “p<0.05 quando comparadas com machos da mesma idade; *p<0,07 quando

comparadas com machos da mesma idade.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos nos primeiros 5 minutos de sessao
no LCE. O teste de Kruskal-Wallis mostrou que, quando comparadas com fémeas puberes, as
adultas apresentaram maior nimero de entradas nos bracos abertos (H=12,51, p<0,05);
aumento na porcentagem de entradas nos bragos abertos (H=11,21, p<0,05); aumento no tempo
gasto nos bragos abertos (H=11,94, p<0,05); diminui¢do no tempo gasto nos bragos fechados
(H=14,05, p<0,05); e aumento na porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (H=12,13,
p<0,05). Esses resultados sugerem que as fémeas adultas apresentaram menos ansiedade que
as puberes. Em relacdo a frequéncia de SAP, a ANOVA apontou que as fémeas tiveram
menores escores que os machos (F[1,40=8,39; p<0,05). Esse resultado sinaliza menor
comportamento do tipo ansioso em fémeas. Quanto ao numero de entradas nos bracos fechados,
uma medida relacionada a atividade locomotora, ANOVA indicou intera¢do entre os fatores
sexo e idade (Fj1,40=11,22; p<0,05) e o teste post-hoc mostrou que fémeas adultas apresentaram

maiores escores que as puberes e os machos adultos.
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Para o comportamento de grooming o teste de Kruskal-Wallis (H=9,52, p<0,05)
complementado com o teste de Dunn indicou que os machos adultos gastaram mais tempo no
componente rostral quando comparados com os puberes e com as fémeas adultas. Kruskal-
Wallis (H=10,66, p<0,05) também apontou que os machos adultos gastaram mais tempo em
grooming total quando comparados com os puberes. Nenhuma diferenga estatistica foi

encontrada nos parametros de mergulho de cabeca e de grooming corporal (p>0,05).

Tabela 3 — Resultados de machos e fémeas, puberes e adultos, em 5 minutos de sessdo no

labirinto em cruz elevado.

Machos Fémeas
Parametro Puberes (n=10) Adultos (n=11) Puaberes (n=11) Adultas (n=12)
Entradas nos abertos 1,0 (0,0-6,0) 2,0 (0,0-4,0) 0,0 (0,0-2,0) 5,0 (0,0-14,0)*
Entradas nos fechados 8,5+ 1,1 7,7+ 1,08 5,6 £0,9° 122+1,3
% entradas nos abertos 11,1 (0,0-35,3) 14,3 (0,0-28,6) 0,0 (0,0-22,2) 29,8 (0,0-47,1)*
Tempo nos abertos (s) 8,6 (0,0-56,7) 15,3 (0,0-43,8) 0,0 (0,0-21,8) 38,1 (0,0-104,1)*
Tempo nos fechados (s) 236,7 249,0 281,7 211,1%

(178,6-294,5) (212,0-299,2) (227,3-298,8)  (121,3-292,1)
% tempo nos abertos 3,5(0,0-24,1) 5,8 (0,0-16,1) 0,0 (0,0-8,7) 14,8 (0,0-45,5)*
SAP 3,5+£0,7 3,6+£0,8 2,8 +0,6" 0,7 +0,2"
Mergulho de cabega 0,5 (0,0-2,0) 0,0 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-1,0) 1,0 (0,0-6,0)
Grooming rostral (s) 8,3 22.8%* 16,6 11,7%

(0,7-17,1) (10,8-128,2) (4,0-37,2) (0,0-19,0)
Grooming corporal (s) 0,0 (0,0-4,2) 2,7 (0,0-41,7) 0,6 (0,0-11,4) 2,7 (0,0-19,0)
Grooming total (s) 8,3 29,5% 21,7 14,8

(0,7-23,8) (12,7-167,6) (4,0-47.,8) (0,0-37,9)

Os dados analisados pela Analise de Variancia (ANOVA, considerando os fatores sexo ¢ idade) estdo
apresentados como média £ EPM, e os dados analisados pelo Kruskal-Wallis, complementado com o
teste de Dunn esto apresentados como mediana (minimo-maximo); *p<0,05 quando comparados com
puberes do mesmo sexo; “p<0.05 quando comparadas com machos da mesma idade; *p<0,05 quando

comparados com fémeas adultas.

A Tabela 4 apresenta os dados da sess@o de 20 minutos no LCE. Com o aumento da

duragdo da sessdo, os comportamentos sofreram maior influéncia do fator sexo e da interacio
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entre sexo ¢ idade do que somente pela idade (o fator idade pareceu surtir maior impacto nos
valores na sessao de 5 minutos). Em 20 minutos as fémeas adultas se comportaram de forma
menos ansiosa que os machos adultos, e apresentaram maiores escores de exploragdo, como
evidenciado pelo numero de entradas nos abertos (H=13,77, p<0,05); e nos fechados
(F1,401=4,61; p<0,05); no aumento na porcentagem de entradas nos bragos abertos (H=14,34,
p<0,05); diminui¢do no tempo gasto nos bragos fechados (Fji,40=5,43; p<0,05); aumento no
nimero de mergulhos de cabeca (H=8,32, p<0,05); e diminui¢do no tempo gasto no

componente rostral do grooming (H=12,02, p<0,05).

Tabela 4 — Resultados de machos e fémeas, ptuberes e adultos, em 20 minutos de sessdo no

labirinto em cruz elevado.

Machos Fémeas
Parametro Paberes (n=10)  Adultos (n=11) Puaberes (n=11) Adultas (n=12)
Entradas nos abertos 2,0 (0,0-17,0) 5,0 (0,0-15,0) 6,0 (1,0-13,0) 18,5 (1,0-36,0)"
Entradas nos fechados 17,6 £2,5 17,7 £3,1% 19,7 £1,5% 30,3+2,4
% entradas nos abertos 9,6 (0,0-43,6) 20,8 (0,0-36,6) 23,3 (8,3-33,3) 36,6 (2,6-50,0)
Tempo nos abertos (s) 28,4 51,5 80,1 165,8
(0,0-210,9) (0,0-187,1) (11,0-178,8) (5,6-394,6)
Tempo nos fechados (s) 999,2 +52.,4 1035,4 + 46,5% 1009,6 + 25,58  824,9 + 56,9
% tempo nos abertos 2,8 (0,0-22,5) 4,8 (0,0-18,2) 7,3 (1,0-16,6) 15,9 (0,5-41,2)
SAP 45+0,8 7,8+2,0 4,8+0,9 4,1+0,8
Mergulho de cabeca 2,0 (0,0-13,0) 1,0 (0,0-8,0) 3,0 (1,0-8,0) 7,5 (0,0-23,0)"
Grooming rostral (s) 48,2 80,5% 56,9 46,7
(12,7-68,8) (26,9-313,9) (28,2-115,4) (15,3-93,3)
Grooming corporal (s) 33,9 78,7 80,4 37,6
(15,9-131,4) (18,9-149,3) (1,5-245.9) (6,5-103,9)
Grooming total (s) 95,9 180,8 156,5 87,3
(29,2-180,4) (72,2-464.9) (41,3-403,5) 21,8-177,6)

Os dados analisados pela Analise de Variancia (ANOVA, considerando os fatores sexo ¢ idade) estdo
apresentados como média £ EPM e os dados analisados pelo Kruskal-Wallis complementado com o
teste de Dunn estdo representados por mediana (minimo-maximo); *p<0,05 quando comparados com
puberes do mesmo sexo; “p<0.05 quando comparadas com machos da mesma idade; *p<0,05 quando

comparados com fémeas adultas.
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Em relacdo ao efeito do fator idade, as anélises estatisticas mostraram que: os machos
adultos gastaram mais tempo em grooming rostral que os puberes (H=12,02, p<0,05); as
fémeas adultas apresentaram maiores escores de entradas nos bragos fechados (Fj1391=4,61;
p<0,05) e menor tempo gasto nesses bragos quando comparadas com as puberes (F[1391=5,43;
p<0,05). Esses resultados indicam que machos adultos apresentam mais comportamentos do

tipo ansioso que os puberes e que as fémeas adultas sdo mais ativas que as puberes.

Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada para o tempo gasto nos bragos abertos,

porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos, SAP, grooming corporal e total.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos nos primeiros 5 minutos da sessdo de MCC.
As fémeas apresentaram maiores escores de cruzamentos de quadrados quando comparadas
com os machos (Fji1351=4,36; p<0,05). O teste de Kruskal-Wallis complementado com Dunn
indicou que os machos adultos gastaram menos tempo em freezing que os puberes (H=8,43,
p<0,05) e gastaram mais tempo em grooming rostral que as fémeas adultas (H=8,28, p<0,05).

A quantidade de grooming corporal e total ndo se diferenciou entre os grupos.

Tabela 5 — Resultados de machos e fémeas, puberes e adultos, em 5 minutos de sessdo no

medo condicionado ao contexto.

Machos Fémeas
Parametro Puberes (n=8) Adultos (n=10) Paberes (n=10) Adultas (n=11)
Quadrados cruzados 11,5+1,7 9,5+2,1 17,5 + 3,9 14,3 + 1,7

Freezing (s)
Grooming rostral (s)
Grooming corporal (s)

Grooming total (s)

15,2 (2,4-46,1)
12,6 (0,0-19,0)
0,0 (0,0-7,0)

13,4 (0,0-26,7)

4,6* (0,0-26,4)
22,5 (0,0-40,5)
0,7 (0,0-5.3)

34,1 (0,0-60,8)

20,2 (0,7-126,4)
12,5 (5,1-29,1)
0,0 (0,0-2,3)
17,5 (5,3-34,7)

13,3 (0,0-83.5)
5,4 (0,0-18,3)*
0,2 (0,0-3,6)
6,0 (0,0-23.9)

Os dados analisados por Andlise de Varidncia (ANOVA, considerando os fatores sexo e idade) estdo
apresentados como média £ EPM e os analisados com Kruskal-Wallis complementado com o teste de
Dunn estao representados como mediana (minimo-maximo); *p<0,05 quando comparados com puberes

do mesmo sexo; *p<0.05 quando comparadas com machos da mesma idade.

Na Tabela 6 estdo apresentados os dados relativos a sessdo de 20 minutos no MCC.

Kruskal-Wallis (H=17,84, p<0,05) complementado com Dunn indicou que os machos adultos
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gastaram menos tempo em freezing que os puberes. Nenhuma diferenca foi encontrada para o

cruzamento de quadrados e nem para medidas de grooming (rostral, corporal e total).

Tabela 6 — Resultados de machos e fémeas, ptuberes e adultos, em 20 minutos de sessdo no

medo condicionado ao contexto.

Machos Fémeas
Parametro Puberes (n=8) Adultos (n=10) Puaberes (n=10) Adultas (n=11)
Quadrados cruzados 32,4+6,2 19,7+5,2 37,8 +6,8 31,2+6,5
Freezing (s) 73,7 (26,1-161,6)  5,8* (0,0-26,4) 110,2 (25,9-215,1) 23,1(0,7-307,3)
Grooming rostral (s) 53,3 74,1 81,8 51,5
(25,3-121,3) (2,5-151,3) (31,6-122,6) (24,3-119,2)
Grooming corporal (s) 4,3 (0,0-24,7) 6,3 (0,0-102,2) 9,5 (0,0-56,3) 3,0 (0,0-28,6)
Grooming total (s) 73,0 107,6 106,9 64,1
(29,0-153,1) (2,8-291,5) (42,8-184,3) (34,8-191,0)

Os dados analisados por Andlise de Variancia (ANOVA, considerando os fatores sexo e idade) estdo
apresentados como média = EPM e os dados analisados pelo Kruskal-Wallis complementado com o
teste de Dunn est@o representados por mediana (minimo-maximo); *p<0,05 quando comparados com

puberes do mesmo sexo.

4.2 AVALIACAO DO EFEITO DA EXPOSICAO A FLX DURANTE A GESTACAO E
AMAMENTACAO NO COMPORTAMENTO DE RATOS MACHOS E FEMEAS EM 3
MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados obtidos nos 20 minutos de sessdo do CA.
A ANOVA apontou que as fémeas foram mais ativas, obtendo maiores escores quanto ao
nimero de quadrados cruzados quando comparadas com os machos (F[135=5,03; p<0,05). A
ANOVA néao encontrou efeito significante quanto ao nimero de entradas na regido central e
ao tempo gasto em grooming corporal (p>0,05). Kruskal-Wallis também ndo encontrou

diferengas no tempo gasto na regido central (p>0,05).
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Tabela 7 — Resultados de machos e fémeas puberes (DPN35) expostos ou ndo a FLX, em 20

minutos de sessdo no campo aberto.

Machos Fémeas
Parametro Controle (n=11) Fluoxetina (n=9) Controle (n=10) Fluoxetina (n=9)
Entradas regido central 6,7 = 1,7 8,0+£2,2 8,7+ 1,6 94+1,2
Tempo area central (s) 12,4 (1,1-90,9) 18,4 (3,8-82,4) 19,5 (2,1-65,5) 25,6 (8,9-73,3)
Quadrados cruzados 91,4 £14,2 107,6 £ 14,4 137,4+£9,7* 123,7+16,3*
Grooming rostral (s) 794 103.3 1038 H3.3
(7,0-306,8) (52,8-149,7) (86,8-140,6) (60,4-223,0)
Grooming corporal (s) 689+11,4 89,0 £21,8 101,2+11,2 106,5+22.3

Os dados analisados por Analise de Varidncia (ANOVA, considerando os fatores sexo e tratamento)
estdo apresentados como média = EPM, e os dados analisados pelo Kruskal-Wallis complementado
com o teste de Dunn estdo representados por mediana (minimo-maximo); *p<0,05 quando comparados

com machos do mesmo tratamento.

Os resultados do LCE sédo apresentados na Tabela 8. Os machos apresentaram maior
nimero de entradas nos bracos fechados quando comparados com as fémeas, indicando
aumento da atividade locomotora (Fj1401=9,25; p<0,05). Uma tendéncia de aumento na
quantidade de entradas nos bragos fechados foi encontrada nos animais expostos a FLX,
quando comparados com o grupo controle (F140=3,63; p=0,06). Em relagdo a quantidade de
entradas nos bragos abertos, ao tempo gasto nos bragos abertos e fechados, a porcentagem de
tempo nos abertos, a frequéncia de SAP e ao tempo gasto em grooming corporal, o teste de

Kruskal-Wallis ndo apontou nenhuma diferenca significante (p>0,05).
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Tabela 8 — Resultados de machos e fémeas expostos ou ndo a FLX em 5 minutos de sessdo no

Labirinto em Cruz Elevado.

Parametro

Machos

Fémeas

Controle (n=10) Fluoxetina (n=11)

Controle (n=11) Fluoxetina (n=12)

Entradas nos abertos

Entradas nos fechados

Tempo nos abertos
Tempo nos fechados

% tempo nos abertos
SAP
Grooming rostral (s)

Grooming corporal (s)

1,0 (0,0-6,0)
8,5+ 1,1

8,6 (0,0-56,7)
236,7
(178,6-294.5)
3,5 (0,0-24,1)
2,0 (1,0-9,0)
9,4+1,7

0,0 (0,0-4,2)

2,0 (0,0-7,0)
11,1+ 1,3
10,3 (0,0-64,7)
208.9
(136,3-297,7)
4.4 (0,0-25,3)
2,0 (1,0-7,0)
12,6 2,4

1,0 (0,0-3,9)

0,0 (0,0-2,0)
5,6+ 0,9%
0,0 (0,0-21,8)
281,7
(227,3-298.8)
0,0 (0,0-8,7)
1,0 (0,0-5,0)
16,5 +2,6
0,6 (0,0-11,4)

0,0 (0,0-4,0)
73+ 1,1%A
0,0 (0,0-49,1)
2639
(211,1-298,0)
0,0 (0,0-18,9)
1,0 (0,0-5,0)
144+£2.8

1,1 (0,0-4,9)

Os dados analisados pela Andlise de Variancia (ANOVA, considerando os fatores sexo e tratamento)

estdo apresentados como média + EPM, e os dados analisados pelo Kruskal-Wallis, complementado

com o teste de Dunn estdo apresentados como mediana (minimo-maximo); *p<0,05 quando

comparados com machos com o mesmo tratamento; *p=0,06 quando comparados com o grupo controle

do mesmo sexo;

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados obtidos nos 5 minutos de sessdo do medo

condicionado ao contexto. ANOVA revelou menor tempo de grooming rostral nos animais

expostos a FLX, quando comparados com os grupos controles (Fj135=4,04; p<0,05). ANOVA

ndo apontou diferengas quanto ao nimero de quadrados cruzados entre os grupos (p>0,05). Da

mesma forma, Kruskal-Wallis ndo indicou nenhuma diferenca significante quanto ao tempo

gasto em freezing e nem na duragdo de grooming corporal (p>0,05).
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Tabela 9 — Resultados de machos e fémeas expostos ou ndo a FLX em 5 minutos de sessdo no

medo condicionado ao contexto.

Machos Fémeas
Parametro Controle (n=8) Fluoxetina (n=11) Controle (n=10) Fluoxetina (n=10)
Quadrados cruzados 11,5+1,7 11,7+ 2,0 17,5+3,9 13,3+2,0
Freezing (s) 15,2 (2,4-46,1) 17,6 (1,5-136,4) 20,2 (0,7-126,4) 26,9 (1,1-82,9)
Grooming rostral (s) 10,2 +2,6 6,0+2,1% 15,8 +2,8 9,7+2,6"
Grooming corporal (s) 0,0 (0,0-7,0) 0,0 (0,0-0,9) 0,0 (0,0-2,3) 0,0 (0,0-0,0)

Os dados analisados por Analise de Varidncia (ANOVA, considerando os fatores sexo e tratamento)
estdo apresentados como média + EPM e os dados analisados por Kruskal-Wallis complementado com
o teste de Dunn estdo apresentados como mediana (minimo-méaximo); *p <0,05 quando comparados

com o grupo controle do mesmo sexo.

A duragdo total de grooming esta apresentada na Figura 8. No CA ndo houve diferencas
entre os grupos (Kruskal-Wallis, p>0,05). No LCE, a ANOVA apontou efeito do fator sexo,
sinalizando um aumento do grooming total nas fémeas (Fj1401=4,03; p<0,05). No MCC,
ANOVA apontou efeito do fator tratamento. Os animais expostos a FLX apresentaram redugao
na quantidade total de grooming quando comparados com o grupo controle (Fji35=4,59;

p=<0,05).
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Figura 8 — Box plot ilustrando a durag¢do do grooming total (em segundos) em 20 minutos de sessio

no campo aberto (A), em 5 minutos do labirinto em cruz elevado (B) e em 5 minutos do medo

condicionado ao contexto (C). Os dados do campo aberto foram analisados pelo Kruskal-Wallis

complementado com Dunn ¢ os do labirinto em cruz elevado ¢ medo condicionado ao contexto por

ANOVA de duas vias (considerando os fatores sexo e tratamento); *p<0,05 quando comparados com

machos com o mesmo tratamento; “p<0,05 quando comparados com o grupo controle do mesmo

S€XO.
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5. DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO SEXO, IDADE E DURACAO DA SESSAO (5 E
20 MINUTOS) EM 3 MODELOS ANIMAIS DE ANSIEDADE

O primeiro experimento teve como objetivo avaliar a influéncia dos fatores sexo e idade
sobre os comportamentos avaliados em 3 modelos animais de ansiedade: CA, LCE e MCC.
Objetivou-se avaliar também a diferenca do periodo de sessao utilizado (5 ou 20 minutos), bem
como a utilidade da divisdo do comportamento de grooming em seus componentes rostral e

corporal para a avaliagdo da emocionalidade.

No presente estudo, apenas a atividade locomotora se mostrou influenciada por um dos
fatores nos primeiros 5 minutos no CA, com as fémeas sendo mais ativas que os machos. Esse
resultado corrobora dados da literatura (BROTTO; BARR; GORZALKA, 2000; MENG;
DRUGAN, 1993; MOORE, 1986; OLIVIER et al., 2008). Essa mesma influéncia do sexo foi
observada na sessdo prolongada do CA (20 minutos) e também nos testes subsequentes: em 5
minutos no LCE e no MCC; e em 20 minutos no LCE. Existem evidéncias de que a atividade
locomotora tenha correlagdo positiva com niveis plasmaticos de estrogénio (e.g., OGAWA et
al., 2003) o que poderia explicar ndo s6 a diferenga de sexo, mas também o aumento da
locomog¢do observada em adultas quando comparadas com as puberes. Esse aumento da
locomocgdo em adultos também foi observado em outro estudo (MARIN et al., 2011) em que
machos de 70-74 dias apresentaram aumento de atividade locomotora quando comparados com
os puberes de 37-40 dias. Porém, esses dados ndo parecem ser muito consistentes na literatura,
uma vez que em outros estudos ha evidéncias de diminui¢@o da atividade locomotora de adultos
quando comparados com puberes (e.g., MASUR; SCHUTZ; BOERNGEN, 1980; TANAKA
et al., 1984).
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Figura 9 — Comparag@o de pardmetros indicativos de atividade locomotora nos 3 testes utilizados.
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CA, campo aberto; LCE, labirinto em cruz elevado; MCC, medo condicionado a contexto; A, animais

adultos; P, animais puberes; ns, sem diferencas significantes nos testes estatisticos.

Em relag@o ao tempo da sessdo para a avaliacdo da atividade locomotora, a duragdo de
20 minutos pareceu ser util somente para o teste no CA. No LCE os resultados dos 20 minutos
ndo diferiram dos obtidos nos primeiros 5 minutos; ¢ no MCC nao houve efeito do fator sexo
na sessdo prolongada. Embora avaliag@o da atividade locomotora ndo seja o maior interesse na
utilizacdo do LCE, o numero de entradas nos bragos fechados geralmente é o parametro
utilizado para esse intuito (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Curiosamente, os resultados
obtidos nos primeiros 5 minutos de teste no LCE apontaram os mesmos efeitos obtidos nos 20
minutos no CA. Essa maior atividade locomotora de fémeas no LCE também vai de acordo

com os achados na literatura (IMHOF et al., 1993).

Embora majoritariamente utilizado para a avaliacdo da atividade locomotora, o CA
também permite o estudo da emocionalidade (ARCHER, 1973; LAMPREA et al., 2008;
WALSH; CUMMINS, 1976). Alguns estudos ja investigaram o efeito da manipulagdo de
estressores na explorag¢do dos roedores na regido central do aparato, observando uma relagio
negativa dessa medida com o uso desses estressores (como exemplo, ver BOUWKNECHT et
al., 2007; HIRSJARVI; JUNNILA, 1986). Neste estudo, os pardmetros convencionais de
emocionalidade no CA se mostraram sensiveis ao fator sexo e idade somente na sessdo de 20

minutos. Esse dado ¢ interessante ao se considerar que nos primeiros 5 minutos a novidade
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pode intensificar o conflito entre curiosidade e medo de explorar. A auséncia de efeitos nos
primeiros 5 minutos pode ter relagdo com essa maior intensidade do conflito nos momentos
iniciais do teste. Esse pode ser um motivo também para que o uso do CA na avalia¢do da
ansiedade seja questionado por alguns autores devido a sua baixa validade preditiva (PRUT;
BELZUNG, 2003). Nos 20 minutos de sessdo no CA, as fémeas se mostraram menos ansiosas
que os machos e os adultos tiveram menores escores de ansiedade do que os puberes. Esse

mesmo padrdo emocional foi observado nos testes subsequentes, porém, sem a necessidade de

utilizagdo dos 20 minutos (Figura 10).
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Figura 10 — Comparacdo de alguns pardmetros de emocionalidade nos primeiros 5 minutos e durante
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os 20 minutos dos 3 testes utilizados. CA, campo aberto; LCE, labirinto em cruz elevado; MCC,
medo condicionado a contexto; SAP, Stretched Attend Posture; A, animais adultos; P, animais

puberes; ns, sem diferencas significantes nos testes estatisticos.

No LCE, o periodo de 5 minutos mostrou-se mais sensivel para a avaliacdo do
comportamento emocional do que o de 20 minutos. Diferentes pardmetros emocionais podem
ser avaliados no LCE, porém, as entradas e o tempo nos bragos abertos sdo os indices mais
utilizados para esse propodsito (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005; HOGG, 1996). Nos
primeiros 5 minutos da sessdo, as fémeas adultas comportaram-se de forma menos ansiosa do

que as puberes. Na sessdo de 20 minutos, somente o numero de entradas nos abertos atingiu
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significancia e repetiu o efeito ja observado em 5 minutos, i.e., fémeas adultas menos ansiosas
que as puberes. O SAP ¢ outro parametro utilizado para o estudo da ansiedade (RODGERS et
al., 1997). E um comportamento sensivel a ansioliticos e ansiogénicos (RODGERS; COLE,
1993) e modulado por manipulac¢des de condi¢cdes ambientais estressogénicas (FILGUEIRAS;
CARVALHO-NETTO; ESTANISLAU, 2014). Os resultados do SAP tiveram efeito de sexo:
as fémeas exibiram-se menos ansiosas do que os machos — sendo os primeiros 5 minutos
suficientes para essa deteccdo. Essa influéncia do sexo na modulagdo do comportamento do
tipo ansioso no LCE estd de acordo com o observado em outros estudos que avaliaram
diferencas sexuais nesse aparato (IMHOF et al., 1993; JOHNSTON; FILE, 1991). Além disso,

os resultados do SAP acompanharam os j& observados nos 20 minutos do CA.

No MCC, o principal pardmetro utilizado para a avaliagdo emocional é o
comportamento de freezing (CURZON; RUSTAY; BROWMAN, 2009). As diferencas
observadas em relagdo a esse comportamento foram as mesmas tanto no periodo de 5 quanto
no de 20 minutos: machos puberes apresentaram mais freezing do que os adultos. A maior
quantidade de freezing nos puberes indica maior resposta de medo, corroborando os resultados
obtidos no CA e no LCE. No MCC, varios estudos sugerem uma dependéncia da idade para a
expressdo da emocionalidade, o que pode explicar os resultados obtidos (BURMAN et al.,
2014; ESMORIS-ARRANZ; MENDEZ; SPEAR, 2008; FOSTER; BURMAN, 2010; RUDY,
1993). Apesar de alguns estudos indicarem que fémeas exibem menos freezing no MCC do que
machos (e.g., GRESACK et al., 2009; MAREN; DE OCA; FANSELOW, 1994), em nosso

estudo essa diferencga ndo foi observada.

Em relagdo ao comportamento de grooming, a divisdo em seus componentes rostral e
corporal mostrou-se Util em todos os testes (Figura 11). Apesar de sessdes mais longas serem
sugeridas para a avaliacdo do grooming (ESTANISLAU, 2012; VELOSO et al., 2016), os
primeiros 5 minutos das sessdes de LCE e MCC se mostraram mais sensiveis para detectar
diferencas entre os grupos do que a avaliagdo por 20 minutos. Possivelmente a maior
complexidade ambiental do LCE e de procedimento do MCC — quando comparados com o CA
— tenham intensificado as respostas emocionais nos primeiros minutos das sessdes nesses

aparatos, o que contribuiu para que o grooming rostral fosse diferente entre os grupos.
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Figura 11 — Efeitos observados em cada um dos componentes do grooming (rostral e corporal) e no

grooming total nos primeiros 5 minutos e durante os 20 minutos dos 3 testes utilizados. CA, campo

aberto; LCE, labirinto em cruz elevado; MCC, medo condicionado a contexto.

O componente rostral mostrou-se bastante sensivel e um marcador confiavel de
emocionalidade, como sera apresentado a seguir. O uso do grooming rostral como um indice
de estresse ou ansiedade ja foi sugerido em outros estudos (DENMARK et al., 2010;
ESTANISLAU, 2012; HOMBERG et al., 2002; KALUEFF; TUOHIMAA, 2005;
KOMOROWSKA; PISULA, 2003). De acordo com VELOSO et al. (2016), o grooming
corporal parece refletir habituagdo a novidade, ja que ha o seu aumento ao longo da sessdo.
Nesse sentido, esse componente pode inserir um “ruido” a utilizagdo do grooming total
enquanto um marcador de emocionalidade, impactando negativamente essa medida.
Possivelmente por esse motivo, o grooming total ¢ tido como sendo um comportamento de
menor relevancia em alguns estudos (e.g., em ARCHER, 1973; CRUZ; FREI; GRAEFF,

1994), ou sem relagdo com parametros convencionais de ansiedade (REIMER et al., 2015).

Nos 3 testes utilizados neste estudo o grooming rostral apresentou concordancia parcial
ou total com as medidas convencionalmente utilizadas para a avaliagdo da emocionalidade
(Figura 12). No CA as fémeas apresentaram menores indices de ansiedade do que os machos,
e estes, por sua vez, apresentaram maior tempo de grooming rostral. No LCE, as fémeas
exibiram menos SAP — como ja explicitado anteriormente, um indicativo de menor ansiedade
— e os machos gastaram mais tempo em grooming rostral do que as fémeas (o mesmo resultado
observado no CA). No MCC, apesar de a medida convencional de freezing ndo ter sido
diferente na comparagdo de sexo, os machos exibiram mais grooming rostral do que as fémeas.

Essa maior quantidade de grooming rostral demonstra uma concordancia com o observado no
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CA e LCE, indicando maior resposta emocional dos machos nesse teste e corroborando estudos

da literatura (GRESACK et al., 2009; MAREN; DE OCA; FANSELOW, 1994).

Além disso, o MCC se diferencia dos outros testes utilizados em alguns aspectos de
procedimento, como por exemplo, na utilizagdo de choques elétricos. Alguns estudos mostram
que existem diferencas de sexo em relacdo as estratégias comportamentais de lidar com
estimulos aversivos dolorosos — como o choque. As fémeas tendem a apresentar
comportamentos mais ativos, se deslocando ou saltando, enquanto os machos apresentam
maiores escores de comportamentos passivos, como o freezing (DONNER; LOWRY, 2013;
KEMBLE; ENGER, 1984; KOKRAS; DALLA, 2014; VAN HAAREN; VAN HEST;
HEINSBROEK, 1990). Neste estudo, apesar de ndo se observar diferencas sexuais no tempo
de freezing, pdde-se observar uma maior atividade locomotora das fémeas (Figura 9). Nao
foram encontrados estudos que avaliaram o grooming de forma sistematizada nesse teste com
enfoque em diferencas de sexo e idade. Porém, somados aos resultados obtidos nos outros
testes, propde-se que o grooming rostral pode ser considerado um bom marcador de

emocionalidade no MCC.
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Figura 12 — Comparacdo de alguns pardmetros de emocionalidade com os de grooming rostral nos
primeiros 5 minutos e durante os 20 minutos dos 3 testes utilizados. CA, campo aberto; LCE, labirinto
em cruz elevado; MCC, medo condicionado ao contexto; SAP, Stretched Attend Posture; A, animais

adultos; P, animais puberes.

Por fim, ao se considerar os objetivos desse primeiro experimento pode-se constatar: 1)
maior atividade locomotora e menores indices de comportamentos do tipo ansioso nas fémeas
em todos os testes utilizados; 2) maior atividade locomotora dos adultos quando comparados
com os puberes no CA e LCE; 3) uma possivel relagdo negativa entre os niveis de ansiedade e
a idade: os adultos se comportaram de forma menos ansiosa que os puberes, sugerindo que a
adolescéncia pode ser uma janela de vulnerabilidade para o desenvolvimento do
comportamento do tipo ansioso; 4) em relagdo ao grooming, a divisdo nos componentes rostral
e corporal foi util e o grooming rostral acompanhou pardmetros convencionais de
emocionalidade nos 3 testes; 5) o prolongamento da duracdo da sessdo foi atil somente para as
avaliagdes no CA. No LCE, os 5 minutos convencionalmente utilizados e validados (PELLOW
et al., 1985) foram suficientes. No MCC, apesar de na literatura existirem estudos com
diferentes duragdes da segunda sessdo (e.g., 8 minutos em MAREN; DE OCA; FANSELOW,
1994; 5 minutos em SHOIJI et al., 2014; 4 minutos em SAXE et al., 2006; ¢ 30 minutos em
VELOSO et al., 2016), os primeiros 5 minutos pareceram ser suficientes para detectar o efeito

dos diferentes fatores (tanto nos parametros convencionais quanto para o grooming).
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5.2 AVALIACAO DA EXPOSICAO A FLUOXETINA NO PERIODO PERINATAL

Este segundo experimento objetivou investigar o comportamento de ratos expostos a
FLX durante a gestacdo e amamentacdo nos trés diferentes modelos animais de ansiedade
utilizados no primeiro experimento. Além dos pardmetros convencionais de cada teste, o
comportamento de grooming foi analisado considerando os seus componentes rostral e
corporal. Optamos por utilizar somente animais com 35 dias de idade uma vez que no primeiro
experimento essa idade mostrou-se sensivel a manipulagdo de varidveis ambientais na
expressdo de emocionalidade. A escolha por essa idade também estd de acordo com os outros
achados do laboratério que mostraram efeitos comportamentais da exposi¢do a FLX no periodo
perinatal principalmente em animais puberes (como por exemplo, em FAVARO; COSTA;
MOREIRA, 2008; FRANCIS-OLIVEIRA et al., 2013; LISBOA et al., 2007; MATSUMOTO
etal., 2016).

Na avaliacdo da atividade locomotora foi encontrado efeito do fator sexo no CA, com
as fémeas se mostrando mais ativas que os machos. Esse resultado, como ja discutido no
experimento 1, estd de acordo com alguns estudos que compararam o efeito de sexo na
atividade locomotora (BROTTO; BARR; GORZALKA, 2000; MENG; DRUGAN, 1993;
MOORE, 1986; OLIVIER et al., 2008). No LCE, os machos apresentaram maiores indices de
entradas nos fechados — indicando maior atividade locomotora. Esse resultado possivelmente
foi encontrado devido a insercdo dos machos FLLX na andlise — esse grupo apresentou elevados
indices de entradas nos fechados, inclusive diferenciando-se do grupo CON. De qualquer
forma, esse efeito ndo corrobora outros estudos com animais expostos a FLX no LCE, em que
as fémeas apresentaram maiores indices de atividade locomotora (MATSUMOTO et al., 2016;

OLIVIER et al., 2008).

Em relacdo a emocionalidade, foi encontrado efeito somente no MCC. O grupo FLX
apresentou menos grooming rostral do que o grupo CON, indicando menor resposta emocional
nesse teste. De maneira similar ao observado nesse estudo, outros autores também ndo
relataram diferencas no tempo de freezing em animais expostos a FLX durante o
desenvolvimento e submetidos a testes de condicionamento de medo (MCALLISTER;

KIRYANOVA; DYCK, 2012; OLIVIER et al., 2011).

O surgimento de diferencas emocionais entre os grupos CON e FLX somente no MCC
pode estar relacionado as diferentes caracteristicas de cada teste. O MCC ¢ um teste baseado

no paradigma de condicionamento Pavloviano, diferente, portanto, do CA e LCE que sio
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baseados na ansiedade natural (inata) dos roedores (KUMAR; BHAT; KUMAR, 2013;
NUNES; HALLAK, 2014; RODGERS et al., 1997). Esses modelos podem ser diferenciados
em alguns aspectos, como por exemplo, em relagdo ao contexto eliciador do medo/ansiedade,
ao tipo de comportamento exibido e as bases neurais envolvidas na expressdo comportamental
no aparato (BRANDAO et al., 2003; GRAEFF; GUIMARAES, 2012). No LCE ¢ CA, o
contexto sinaliza um perigo em potencial € o comportamento ansioso € principalmente
relacionado a avaliagdo de risco. No MCC os animais recebem choques elétricos, que sdo
incondicionalmente aversivos. Dessa forma, os principais comportamentos exibidos nesse
modelo estdo relacionados a reacdo defensiva, uma vez que um perigo real (choque) foi

apresentado 24 horas antes no mesmo ambiente (BRANDAO et al., 2003; GRAEFF, 2014).

Em relagdo as bases neurobioldgicas envolvidas na modulagdo das respostas de
ansiedade e medo em cada um desses modelos (incondicionados e condicionados), observa-se
que, apesar de as principais estruturas serem praticamente as mesmas, ha a participag¢do de
diferentes subnucleos e/ou proje¢cdes mediando respostas ansioliticas ou ansiogénicas
(ADHIKARI, 2014; KIM et al., 2013). Na amigdala, por exemplo, enquanto a estimulag¢do
optogenética da regido basolateral (BLa) aumenta a ansiedade no LCE e CA, a estimulacdo da
projecdo neuronal do BLa para a regido centromedial diminui a ansiedade (MAREN et al.,
2007; TYE et al., 2011). Da mesma forma, a inibicdo de diferentes regides do hipocampo ¢
capaz de aumentar ou diminuir a ansiedade de ratos em distintos modelos de medo/ansiedade.
Enquanto a inibi¢@o da por¢do ventral estd associada a um efeito ansiolitico no LCE, a inibicao
da regido dorsal produz efeito ansiogénico (ZHANG et al., 2014). No MCC, tanto a inibi¢éo
da porg¢ao ventral quanto da dorsal € capaz de impedir respostas de medo na sessdo de teste
(ZHANG et al., 2014). Esses resultados ressaltam a fundamental importancia que o hipocampo
exerce principalmente no MCC — mas ndo nos modelos de condicionamento de medo
sinalizado por um estimulo especifico, como uma luz ou um som, uma vez que as respostas
desencadeadas sdo contexto-dependentes (CAIN; LEDOUX, 2008; LEDOUX, 2000 — Figura
13). Outros estudos mostram que a lesdo do hipocampo logo apds a sess@o de treino no MCC
¢ capaz de extinguir as respostas caracteristicas de emocionalidade dos animais submetidos ao
teste (KIM; FANSELOW, 1992; KIM; JUNG, 2006). Além disso, existem evidéncias
demonstrando que a plasticidade hipocampal — principalmente a neurogénese na regido do giro
denteado — parece ser crucial para a formagao das respostas de medo no MCC (SAXE et al.,
2006), ja que a ablagdo especifica dessa regido provoca redugdo na duragio do freezing. Sendo

uma estrutura do sistema limbico com amplas conexdes com a amigdala, o hipocampo tem



45

importante participa¢do na modulagdo de respostas emocionais em animais submetidos a
diferentes modelos animais, sobretudo em modelos contexto-dependentes, como € o caso do
MCC (BANNERMAN et al., 2003; BELZUNG, 1992; CAIN; LEDOUX, 2008; LEDOUX,
2000). Dadas as consideracdes sobre o0 MCC e as suas bases neurobioldgicas, € possivel

hipotetizar sobre os resultados obtidos no segundo experimento.
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Figura 13 — Representag@o esquematica simplificada da circuitaria envolvida no condicionamento de
medo ao contexto. Amg: amigdala; HPT: hipotdlamo; PAG: substancia cinzenta

periaquedutal. Fonte: o proprio autor.

Alguns estudos sugerem que a exposicdo a FLX durante o desenvolvimento pode
impactar negativamente na neuroplasticidade hipocampal, diminuindo os niveis do fator
neurotrofico derivado do encéfalo (MATSUMOTO et al., 2016), e também o perfil de
metilacdio de DNA nessa estrutura (GEMMEL et al., 2016; TOFFOLI et al., 2014). Dessa
forma, uma hipoétese inicial € que alteragdes no hipocampo, na medida em que essa ¢ uma
importante estrutura na modulagdo do comportamento emocional relacionado ao contexto
(Figura 13), podem estar relacionadas a uma menor resposta aversiva dos ratos expostos a FLX.
Porém, como sera discutido a seguir, as conexdes do hipocampo com outras areas possibilitam

fazer algumas importantes consideragdes.

Como ja abordado anteriormente, dentre as principais conexdes do hipocampo com
estruturas limbicas destacam-se as projecdes para e advindas da amigdala BLa (FELIX-

ORTIZ; TYE, 2014). Apesar de o hipocampo ser geralmente a estrutura mais associada a
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memoria e aprendizagem a BLa parece ter importante fungdo na formagao e consolidacdo de
memorias hipocampo-dependentes (BLANK et al.,, 2014; ROOZENDAAL et al., 2001).
Algumas evidéncias sugerem que a BLa pode afetar a ocorréncia de potenciagdo de longo prazo
(LTP) no hipocampo (AKIRAV; RICHTER-LEVIN, 2002). Além da aprendizagem, a conexao
BLa-hipocampo parece ser importante também para a expressdo emocional. A inibicdo e
estimulag@o optogenética de feixes axonais do BLa para o hipocampo produz, respectivamente,
diminui¢@o e aumento de ansiedade (FELIX-ORTIZ et al., 2013). Curiosamente, a estimulagio
optogenética desses terminais também ¢ capaz de aumentar a quantidade de grooming exibida
por camundongos (FELIX-ORTIZ; TYE, 2014). Esses resultados em conjunto possibilitam
relacionar positivamente a emocionalidade com o grooming (corroborando com os achados do
experimento 1). Indiretamente, esses resultados também permitem hipotetizar que a reducdo
de grooming do grupo FLX no MCC neste estudo ocorreu nio sé por uma possivel alteracio
do hipocampo, mas também por possiveis alteracdes na BLa ou na conexdo BLa-hipocampo.
Ademais, uma melhor compreensido da diminui¢do do tempo de grooming no grupo FLX
ocorrera com uma analise das bases biologicas da relagdo emocionalidade-grooming. Porém,
antes de explorar as bases dessa relacdo, serd feita uma explanacdo do que se conhece

especificamente sobre a neurobiologia do comportamento de grooming.

Os dois tipos de grooming — encadeados e flexiveis (Figura 1) — apresentam diferentes
substratos neurais. Lesdes dos tratos nigroestriatais dopaminérgicos ou abla¢do do estriado
dorsal (input da substancia negra — Figura 14) sdo suficientes para perturbar a sequéncia ou
diminuir a ocorréncia de cadeias sintaticas, mas ndo para a diminuir a execu¢do do grooming
flexivel e seus componentes (BERRIDGE; ALDRIDGE, 2000; BERRIDGE; WHISHAW,
1992; BERRIDGE, 1989; BERRIDGE et al., 2005). Durante a sequéncia de movimentos das
cadeias sintaticas observa-se aumento de disparos de neurdnios da regido dorsolateral do
estriado (input da via nigro-estriatal), mas esse aumento de disparos ndo ¢ observado na
ocorréncia do grooming mais flexivel (BERRIDGE et al., 2005). As bases neurais do grooming
flexivel, por outro lado, t€ém sido associadas ao estriado ventral (especificamente o palido
ventral e globo pélido) e também ao nticleo leito da estria terminal (NLET) e niicleo accumbens
(Figura 14). Lesdes nessas areas diminuem a ocorréncia de grooming sem alterar a frequéncia
e sequéncia das cadeias sintaticas (CROMWELL; BERRIDGE, 1996b; KALUEFF et al.,
2016). A alta ocorréncia do grooming, inclusive, ¢ um preditor positivo de auto-administragao
intravenosa de cocaina (HOMBERG et al., 2002). Isso ocorre justamente porque essas areas,

além de exercerem o controle sobre o grooming flexivel, também estdo associadas a motivagao
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e recompensa (SMITH et al., 2009), além de possuirem importante papel na aprendizagem

(ADINOFF, 2004).

--------------------- Nigroestriatal =
Corticomesolimbica -

Figura 14 — Modelo esquematico das principais vias e estruturas envolvidas nas emog¢des e na
sequéncia e execu¢do do comportamento de grooming. Amg, BLa e C: ntcleo basolateral e central
da amigdala; NAc: nicleo accumbens; ATV: area tegmental ventral; SN: substancia negra; Estriado
V: ventral [palido ventral, globo palido] e e D: dorsal [putamen e caudado]; CPF: cértex pré-frontal;
NLET: nucleo leito da estria terminal. As linhas continua e pontilhada sdo referentes as 3 principais
vias dopaminérgicas: corticomesolimbica (mesocortical + mesolimbica) e nigroestriatal. As linhas
duplicadas sdo importantes projeg¢des que conectam estruturas encefalicas envolvidas na expressao

das emogdes. Fonte: o proprio autor.

Um dos principais inputs da regido ventral do estriado € oriundo da BLa e essa conexao
se da principalmente através do NLET — nucleo considerado parte importante da amigdala
estendida e fundamental na expressdo das emog¢des (HABER, 2011; JENNINGS et al., 2013;
KALUEFF etal., 2016; KIM et al., 2013; LEBOW; CHEN, 2016; SAH et al., 2003; TOVOTE;
FADOK; LUTHI, 2015; WALKER; TOUFEXIS; DAVIS, 2003). Além disso, a BLa também
se projeta para a area tegmental ventral, o que sugere uma participagdo dessa estrutura na
modulagdo das vias dopaminérgicas corticomesolimbicas (NAZARI-SERENJEH; REZAYOF,

2013). Essa participacdo da BLa na modulagao de estruturas corticomesolimbicas, inclusive, é
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sugerida como responsavel pela expressdo emotivo-dependente do grooming flexivel
(KALUEFF et al., 2016). Dessa forma, a diminui¢do do tempo de grooming (rostral e total) no
MCC observada nos animais expostos a FLX pode também estar associada a altera¢des de
estruturas ou conexdes do eixo BLa-NLET. Uma evidéncia que fortalece essa hipotese foi
encontrada no estudo de FRANCIS-OLIVEIRA, et al (2013). Nesse estudo — que seguiu o
mesmo protocolo de exposi¢do perinatal utilizado neste trabalho — animais expostos a FLX e
que foram submetidos a estressor agudo de imobilizagdo aos 35 dias de idade, apresentaram
menor expressdo de c-FOS nos neurdnios da BLa do que animais do grupo CON, sugerindo

menor ativacdo dessa estrutura nesses animais.

A amigdala geralmente ¢ a estrutura de principal interesse dos pesquisadores que visam
compreender as bases do medo e ansiedade, porém, nos Gltimos anos tem crescido o nlimero
de evidéncias que sobrelevam a importancia do NLET nessas € em outras emogdes (para uma
revisdo, ver LEBOW; CHEN, 2016). Por ter uma localizagao estratégica e ser parte importante
na comunica¢do BLa-estriado ventral, levantamos a hipdtese de que a reducdo do grooming
poderia decorrer de menor ativagdo do NLET. Buscando investigar essa hipotese revisitamos
as laminas imunomarcadas utilizadas no trabalho de FRANCIS-OLIVEIRA et al. (2013) ¢
fizemos a quantifica¢do dos neuronios c-Fos positivos no NLET, que nio havia sido avaliado
anteriormente. Os resultados (Anexo A) mostram que houve, de fato, menor expressao de
neurdnios c-Fos positivos nos machos do grupo exposto a FLX apds estresse agudo de
imobilizacdo quando comparados com o grupo CON estressado. Esses resultados sugerem que
a exposicdo a FLX também pode influenciar na ativagdo do NLET quando o animal é colocado
em uma condicdo aversiva — o que pode explicar a redu¢do do grooming no MCC observada

nesses animais.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do primeiro experimento indicaram que fémeas sdo mais ativas e
apresentam menos comportamento tipo ansioso do que machos e, assim, podem ser mais
adequadas em estudos que investigam fatores ambientais que induzem efeitos sedativos ou
ansiogénicos; por outro lado, os machos adultos podem ser mais indicados em estudos que
investiguem fatores que induzam a diminuicdo da ansiedade ou efeitos estimulantes.
Curiosamente, a adolescéncia parece ser uma janela de vulnerabilidade quando considerado o
comportamento do tipo ansioso € os animais puberes podem ser adequados para a investigacao

da ansiedade e sua a modulagdo por fatores ambientais.

O comportamento de grooming, principalmente quando dividido em seus componentes
rostral e corporal, mostrou-se uma medida sensivel para o estudo das emog¢des e um indicador
util para inferir sobre o funcionamento de estruturas encefalicas. Foi evidenciado também que
a duragdo da sessdo mais util para se constatar as diferencas nos parametros convencionais ¢

no grooming depende do tipo de teste utilizado.

Ainda mais, este trabalho possibilitou avangar o conhecimento sobre a neurotoxicidade
do desenvolvimento da FLX. Animais expostos a FLX apresentaram reducdo de grooming no
MCC e menor expressdo de c-Fos no NLET apés exposi¢ao a estressor agudo de imobilizagéo.
Analisados em conjunto com dados prévios do laboratdrio pode-se sugerir que a exposi¢do a
FLX durante a gestacdo e amamentacdo leva a alteracdo funcional do eixo hipocampo-BLa-

NLET.
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ANEXO A - Dados complementares da expressao de c-Fos nos neuronios do NLET

As metodologias utilizadas para os cortes e andlises estdo descritas em FRANCIS-
OLIVEIRA et al. (2013). Na Figura 15 sdo apresentados os numeros de neurdnios c-Fos
positivos em cada um dos grupos. Para a andlise estatistica foi realizada, inicialmente, andlise
exploratdria para avaliar a homogeneidade e normalidade dos dados. Como apresentaram
distribui¢do normal e homogénea, os dados foram submetidos a uma andlise de variancia
(three-way ANOVA) com os fatores sexo, tratamento e estresse, seguido do teste post-hoc
Fisher-LSD. Na tabela 10 sdo apresentadas microfotografias representativas das seccdes do

nucleo leito da estria terminal (NLET).

W N3o-estressados O Estressados
60

50 T

*
40 * # T
T

30

20

# neurdnios
fos-positivos/mm?

10

CON FLX CON FLX

Machos Fémeas

Figura 15 — Numero de neurdnios c-Fos positivos/mm? nos grupos de ratos DPN35 néo-
estressados e estressados na regido do nucleo leito da estria terminal. Os dados estdo
apresentados como média = EPM. CON, grupo controle; FLX, grupo fluoxetina; #, p < 0,05
quando comparado com o grupo nado-estressado; *, p < 0,05 quando comparados com machos

CON nao-estressado.
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Tabela 10 — Fotomicrografia representando neurénios cFos-positivos na regido do nucleo
leito da estria terminal.

Machos Fémeas

CON

FLX

CON: grupo controle; FLX: grupo fluoxetina; NO: animais ndo-estressados; ST: animais
estressados; ac, comissura anterior.





