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RESUMO

O teste do nado for¢ado (TNF) ¢ um dos testes mais utilizados como preditor da atividade
antidepressiva de substancias em humanos. As expectativas, geradas por experiéncia anterior
de nosso laboratério e pela literatura, indicam que o tratamento com antidepressivos reduz o
tempo de imobilidade dos animais no TNF. Contudo, recentemente, nosso laboratério falhou
em reproduzir os dados esperados em camundongos Suigos machos tratados com
antidepressivos monoaminérgicos. Para entender essa ocorréncia, procuramos avaliar
possiveis fontes de variabilidade do TNF em camundongos Suicos. Entdo realizamos uma
revisdo sistematica da literatura, uma analise comportamental do TNF em diferentes fases do
ciclo claro/escuro, uma comparag@o entre camundongos Suicos machos e fémeas no TNF e no
teste de suspensdo pela cauda, além de tentarmos utilizar o teste de hipofagia induzida pela
novidade (HIN) e o de alimentagdo suprimida pela novidade (ASN) como preditores da
imobilidade no TNF, para assim podermos dividir nossos animais em subgrupos de alta e
baixa imobilidade. Na revisao sistematica foi possivel verificar que provavelmente existe um
viés de publicagdo devido a pequena quantidade de artigos com resultados negativos
encontrados. Nos experimentos comportamentais foi observado que nem a fase do ciclo em
que o TNF ¢ realizado e nem o sexo do animal interferem no resultado desse teste. Além
disso, foi visto que o HIN ndo ¢ um bom teste preditor do TNF e que o ASN ¢ um bom teste
preditor para machos, porém nao para fémeas. Também foi visto que quando os camundongos
Suicos machos sdo divididos em subgrupos de alta e baixa imobilidade pela mediana do
resultado encontrado no ASN feito antes do TNF, o grupo de alta imobilidade ¢ responsivo a
fluoxetina, enquanto o de baixa imobilidade ndo é. Esse resultado nos indicou que o que
provavelmente estava mascarando nossos resultados era a divisao intraespécie que existe em
camundongos Suicos. Na andlise de neurogénese hipocampal dos diferentes subgrupos
intraespécie foi possivel notar que provavelmente existe relagdo entre a responsividade dos
subgrupos e essa neurogénese, visto que o grupo de alta imobilidade (mais responsivo) ¢ o
que apresentava maior neurogénese. Portanto, o ASN como teste preditor do TNF ¢ confiavel
para detec¢do de antidepressivos monoaminérgicos em camundongos Suicos machos e,
provavelmente, as diferentes responsividades encontradas nesse protocolo estdo intimamente
ligadas com a neurogénese hipocampal. Porém, a aplicagdo desse modelo comportamental

em fémeas ndo ¢ recomendada, pois a divisdo em subgrupos ndo esta bem estabelecida.

Palavras-chave: Revisdo sistematica. Responsividade. Variabilidade. Divisdo intraespécie.



ABSTRACT

Forced swimming test (FST) is largely used as a predictor of antidepressant activity of
substances in humans. Expectations, generated by previous laboratory experience and
literature, indicate that treatment with antidepressants reduces the time of immobility in FST.
However, recently, our laboratory failed to replicate the data obtained in male Swiss mice
treated with monoaminergic antidepressants. In order to understand this occurrence, we
evaluate possible sources of FST variability in Swiss mice. We performed a systematic review
of the literature, a behavioral analysis of FST in different phases of the light / dark cycle, a
comparison between male and female Swiss mice in the FST and the tail suspension test, and
attempted to use novelty induced hypophagia (NIH) and novelty suppressed feeding (NSF) as
predictors of immobility in the FST, thus we could divide our animals into subgroups of high
and low immobility. In the systematic review, it was possible to see that there is probably a
publication bias due to the small amount of articles with negative results. In the behavioral
experiments it was observed that neither the phase of the cycle nor the sex of the animal
interferes with the result of FST. In addition, NIH is not a good predictor of FST whereas
NSF is a good predictor for males, but not for females. It has also been seen that when Swiss
male mice are divided into subgroups of high and low immobility by the median of the result
found in NSF done before FST, the high immobility group is responsive to fluoxetine while
the low immobility group is not. This result revealed that the intraspecies division was
probably masking our results. In the analysis of hippocampal neurogenesis of the different
intraspecies subgroups it was possible to note that there is probably a relationship between
subgroup responsiveness and neurogenesis, because the group of high immobility is the one
with the greatest neurogenesis. Therefore, NSF as a predictive test of FST is reliable for the
detection of monoaminergic antidepressants in male Swiss mice and probably the different
responsivities found in this protocol are closely linked to hippocampal neurogenesis.
However, the application of this behavioral model in females is not recommended, because

the subgrouping is not yet well established.

Keywords: Systematic review. Responsiveness. Variability. Intraspecies division.
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1 INTRODUCAO
1.1  NEUROPSICOFARMACOLOGIA BASICA DOS ANTIDEPRESSIVOS

O transtorno depressivo maior € um transtorno psiquiatrico muito comum,
caracterizado principalmente por anedonia persistente, falta de motivagdo, ansiedade e
tristeza. Além disso, esse transtorno vem sendo apontado como uma das principais causas de
problemas econdmicos ¢ de saude em todo o mundo, o que torna essencial a necessidade de
desenvolver novas terapias eficazes e seguras (Belzung, 2014; Levinstein e Samuels, 2014;
Belzung et al., 2015; Willner e Belzung, 2015).

O tratamento de primeira linha do transtorno depressivo maior ¢ a farmacoterapia com
antidepressivos, sendo que atualmente os farmacos mais utilizados tendem a aumentar a
funcdo monoaminérgica e, em consequéncia, a disponibilidade de serotonina e/ou
noradrenalina na fenda sinaptica (Belzung, 2014). No entanto, apenas um ter¢o dos pacientes
alcanga a remissdo completa apds a primeira terapia com antidepressivos e o inicio de seus
efeitos ¢ lento (aproximadamente 4-6 semanas) (Willner e Belzung, 2015). Os farmacos
recém-introduzidos na clinica, salvo poucas excegdes, tém sido apenas variagdes dos
medicamentos ja existentes, ou seja, ndo houve progresso substancial na identificacdo de
novos alvos para melhorar esses parametros clinicos (Belzung, 2014; Willner e Belzung,
2015).

A melhora na compreensao da psicofisiopatologia do transtorno depressivo maior nos
ultimos anos (Willner et al. 2013; Belzung et al. 2015) faz com que a resisténcia aos farmacos
utilizados possa ser melhor explicada, seja por fatores inespecificos ou relacionados a
patologia (Mrazek et al., 2011; Singh et al., 2012). Como a depressdo ¢ um transtorno
multifatorial complexa, ela ndo esta associada somente a falha no sistema monoaminérgico
mas também em alteragdes em outros sistemas de neurotransmissores (GABA, glutamato,
peptideos e canabindides), vias de sinalizacdo (BDNF, vias de sinaliza¢do intracelular
mediadas por proteinas quinase e Akt), hormdnios (eixo hipotalamo-hipodfise-adrenal),
plasticidade neural (neurogénese hipocampal, sinaptogénese hipocampal e cortical),
epigenética (acetilacao e metilacao de histonas) e fungao glial (déficit de astrocitos) (Krishnan
e Nestler, 2008; Tanti e Belzung, 2010; Willner et al., 2012). Assim, como a maioria das
alteragdes encontradas na depressdao ndo podem ser revertidas pelo aumento de monoaminas,
o desenvolvimento de novos farmacos focados em outros alvos terapéuticos pode ser um

caminho para novos antidepressivos.
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A pesquisa basica explora as possibilidades de novos alvos terapéuticos. Nesses
estudos, a utilizacdo de modelos animais vem se mostrando util para o estudo da depressao
(Willner et al. 2013), porém muitos compostos com resultados promissores na pesquisa basica
se mostraram ineficazes na clinica (Willner e Belzung, 2015). Além disso, ha o fato que
resultados repetidamente descritos na literatura podem ndo ser totalmente reproduziveis
(Suman et al., 2017; Kara et al. 2018; Ramos-Hryb et al. 2018). Tudo isso aumenta a sensa¢ao
de frustragao decorrente do fracasso de se ampliar o alcance do tratamento daquela populagao
que apresenta pouca ou nenhuma melhora clinica com os tratamentos tradicionais. Entdo
ficam as questdes: serd que os modelos animais utilizados sdo realmente adequados para
prever efeitos clinicos? O que pode estar ocorrendo com os animais para que apareca essa

disparidade de efeitos tanto na clinica quanto na prépria pesquisa basica?

1.2 MODELOS ANIMAIS EM NEUROPSICOFARMACOLOGIA E O TESTE DO
NADO FORCADO

Na 4area de psicofarmacologia, modelos animais podem ser definidos como
procedimentos utilizados em animais de laboratorios que geram mudangas comportamentais
que tentam corresponder a aspectos de transtornos psiquiatricos (Willner e Belzung, 2015).
Esses modelos podem ser utilizados para ajudar na compreensdao da neurobiologia e
fisiopatologia de algumas doengas, além de serem amplamente utilizados para avaliar o
potencial terapéutico de algumas moléculas. Um bom modelo animal deve ter pelo menos
algum dos trés tipos de validade: constructo/homologia, face/analogia e
preditiva/farmacologica (Willner, 1997; Nestler e Hylman, 2010).

A validade de constructo/homologia ¢ contemplada pelos modelos que recriam nos
animais os processos etioldgicos causadores da doengca em humanos. A validade de
face/analogia ¢ dada pela capacidade do modelo de mimetizar as caracteristicas anatdomicas,
bioquimicas, neuropatologicas ou comportamentais de uma patologia humana. A validade
preditiva/farmacologica ¢ atribuida aos modelos nos quais existe correspondéncia entre a
resposta ao tratamento no animal e na clinica (Willner, 1984; Nestler ¢ Hylman, 2010).

A criacdo de modelos validos de psicopatologias ¢ muito dificil, visto que as etiologias
dos transtornos sao muitas vezes desconhecidas e muitos sintomas utilizados em diagnosticos
psiquiatricos em humanos sdo subjetivos, como: delirios, tristeza, culpa e alucina¢des. Além
disso, quando existem correspondéncias razoaveis de alguns sintomas entre animais e

humanos, ela ¢ apenas aproximada (Willner, 1984; Krishnan e Nestler, 2008; Nestler e
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Hylman, 2010). Dentre estes sintomas podemos citar o comportamento social anormal, a
anedonia e a falta de memoria.

No caso especifico da depressdo do humor, os modelos animais, principalmente os
utilizados para avaliar atividade antidepressiva, comegaram a ser popularizados na década de
70 (Porsolt et al., 1977, 1978, 1979; Schechter e Chance, 1979). Porém, até os dias de hoje, a
reproducdo da totalidade do distirbio ¢ um grande desafio, pois mesmo sabendo mais a
respeito dos processos neurais envolvidos na patologia, sua etiologia e sintomatologia sao
muito variaveis, sendo ainda objetos de intensa pesquisa e especulacdo. Devido a essa
dificuldade, a maioria dos modelos animais possui boa validade preditiva, porém baixas
validades de face e constructo, como ¢ o caso do modelo de “desespero comportamental”
(Krishnan e Nestler, 2008).

O modelo de “desespero comportamental” ¢ baseado no fato de que animais terdo seu
comportamento inibido quando expostos a um estresse de carater incontrolavel e inescapavel,
que, geralmente, esta relacionado com o tempo de imobilidade dos animais. Tomando como
base esse modelo, alguns testes preditivos de atividade farmacoldgica de antidepressivos
foram criados, como ¢ o caso do teste do nado forcado (TNF) e do teste de suspensao pela
cauda (TSC) (Porsolt et al., 1977; Cryan et al., 2002; Nestler et al., 2002). Esses
procedimentos sdo melhores classificados como “testes de atividade farmacologica” do que
como modelos de depressdo propriamente ditos, pois possuem a limitacdo de recapitular uma
sindrome multidimensional de longa duragdo, como a depressao (Krishnan e Nestler, 2008).

O TNF, originalmente proposto por Porsolt em 1977, consiste na exposicdo de um
animal (rato ou camundongo) a um pequeno cilindro com 4dgua suficiente para impedir o
apoio das patas e da cauda no fundo e que impeca a fuga pela borda superior, ou seja, uma
situagdo supostamente aversiva e inescapavel. Esse teste em ratos ¢ composto por duas
sessoes de nado forgcado separadas por um intervalo de 24h (pré-teste e teste). O pré-teste € de
15 min e funciona como primeiro contato com o estressor, ja o teste ¢ de 5 min e nele ¢
mensurado o tempo que o animal fica imdvel, o que indica aquisicio do ‘“desespero
comportamental”. A aquisicdo do “desespero comportamental” aumenta o tempo de
imobilidade no teste em relagdao ao pré-teste, o que permite a visualizacdo da reducdo desse
comportamento quando administrados antidepressivos antes do teste (Porsolt et al., 1977a,
19770, 1978, 1979).

A administragdo de antidepressivos para camundongos antes do TNF também reduz

seu tempo de imobilidade, porém devido a algumas diferengas entre ratos e camundongos, o
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protocolo foi alterado para se adequar melhor a essa espécie. Em camundongos esse teste nao
requer o pré-teste e tem 6 min de duragdo. Porém, devido a baixa imobilidade nos 2 min
iniciais apenas os 4 min finais sdo mais comumente analisados (Porsolt et al., 1977b). Mesmo
sendo um teste muito utilizado para fazer triagens de substancias com potencial
antidepressivo, o TNF nao tem validade preditiva perfeita. Pode ser observado que a maioria
dos estudos apenas alcangou efeitos positivos quando foram utilizadas doses equivalentes
(calculo baseado no metabolismo de cada animal) maiores que as clinicamente recomendadas
para humanos (Lopez-Rubalcava e Lucki, 2000; Kilic et al., 2012), além de existir um
descompasso entre a necessidade de tratamento cronico na clinica e o efeito agudo dos
farmacos (Porsolt et al.,1977a; Gao e Cutler, 1994).

Entdo, para melhorar a validade preditiva do TNF, algumas altera¢des foram propostas
a fim de torna-lo mais eficaz e sensivel sem que perdesse sua praticidade (Detke et al., 1997;
Cryan et al., 2005; Lino-de-Oliveira et al., 2005; Vieira et al., 2008; Mezadri et al., 2011;
Costa et al., 2013). Porém, mesmo com as modificagdes, ainda podemos observar que muitas
vezes o resultado esperado ndo ¢ encontrado (Suman et al., 2017), o que pode estar
relacionado com pequenas divergéncias de protocolos. Ja foi verificado, por exemplo, que a
idade do animal (Bourin, et al., 1998), a linhagem (Dulawa et al., 2004) e o numero de
administracdoes da substancia a ser testada (Bourin et al., 1992) podem modificar certos
resultados. Além disso, fatores externos aos experimentos, como: clima, tempo, sexo ¢ humor
do experimentador, podem trazer variabilidade aos testes comportamentais contribuindo para

a falha da validade preditiva de procedimentos como o TNF (Einat et al., 2018).

1.3 FONTES DE VARIABILIDADE EM TESTES DE
NEUROPSICOFARMACOLOGIA

Um dos maiores problemas da ciéncia bdasica atualmente seria a “crise de
reprodutibilidade”, sendo mais de 50% dos trabalhos pré-clinicos publicados irreproduziveis
(Freedman et al., 2015). Esse fator atinge também os modelos e testes comportamentais
utilizados na psicofarmacologia, o que torna a sua reprodutibilidade incerta. Porém, sabe-se
que muitas vezes a reprodutibilidade estd conectada a variabilidade metodologica (Kafkafi et
al., 2016). A reprodutibilidade estd intimamente ligada com a validade externa ou
generalizagdo de um experimento, ou seja, at¢ que ponto os resultados podem ser
generalizados quando alguns fatores nos experimentos sao alterados. A validade externa pode

ser avaliada utilizando, por exemplo, técnicas de revisdes sistematicas e meta-analises de
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dados da literatura, ou mesmo por replicacdes sistematicas em que aspectos metodologicos do
experimento sao manipulados de maneira controlada (Kara et al., 2018).

As variagdes metodologicas podem gerar variabilidade nos dados experimentais
obtidos e, por consequéncia, estarem relacionados com a reprodutibilidade de modelos e
testes de neuropsicofarmacologia que ja estdo muito bem estabelecidos. Essas mudancas
podem ser as responsdveis pelos resultados negativos encontrados em diversos experimentos
comportamentais como no caso da nao reprodutibilidade do TNF encontrada pelo nosso
laboratorio (Suman et al., 2017).

Uma possivel fonte de variabilidade individual em experimentos com animais ¢ o
estado hormonal, principalmente dos hormdnios ciclicos. O exemplo mais estudado ¢ o do
ciclo estral nas fémeas, no qual os niveis de estrogénio e progesterona sao significativamente
diferentes ao longo do ciclo, e ja se sabe que, em alguns casos, esses hormonios podem
influenciar o comportamento (Milad et al., 2009). Outro exemplo do que vem sendo estudado,
porém em menor escala, ¢ a corticosterona, que tem um padrdo de secre¢do circadiana, o que
faz com que animais testados em diferentes hordrios tenham respostas distintas,
principalmente em diferentes fases do ciclo claro/escuro (Verma et al., 2009). Como a
produg¢do hormonal depende do estigio de desenvolvimento do organismo, animais de
diferentes idades podem ter respostas diferentes em testes comportamentais (Bourin et al.,
1998). Portanto a questdo hormonal deve ser levada em conta durante um experimento.

Outro fator importante que foi ignorado por muitos anos, mas que recentemente vem
recebendo mais atengdo, seria a questdo das diferencas sexuais (Bale, 2019). Em diversos
estudos foi visto uma grande diferenga entre os resultados obtidos de machos e fémeas, como
por exemplo: as fémeas apresentam menos comportamento de freezing e ndo manifestam o
desamparo aprendido (Dalla et al., 2008; Franceschelli et al., 2014; Bale e Epperson, 2017).
Sendo assim, se faz necessario o entendimento do comportamento das fémeas nos modelos e
testes animais utilizados em larga escala por laboratérios de pesquisa em psicofarmacologia.

Uma direcdo adicional que merece maior atencdo ¢ a diferenca entre animais da
mesma linhagem, mas de diferentes colonias, fornecedores ou mesmo geragdes. Essas
diferengas ja foram demonstradas na literatura (Jama et al., 2008; Shishkina et al., 2010;
Pitychoutis et al., 2011; Khemissi et al., 2014) e sdo geralmente atribuidas a diferenca na
origem da linhagem ou a outras mudancgas genéticas ao longo das geragdes. Porém, diferencas
fenotipicas podem ocorrer também entre camundongos da mesma linhagem, que podem

derivar de fatores epigenéticos (Einat et al., 2018).
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Além das fontes de variabilidade mencionadas acima, ja foi visto que fatores como a
forma de administragdo, periodo de administragdo da droga estudada e, até mesmo, o sexo do
experimentador podem influenciar de alguma maneira os resultados de modelos e testes de
neuropsicofarmacologia (Einat et al., 2018). Um estudo recente do nosso laboratério falhou
em reproduzir resultados muito descritos na literatura (Suman et al., 2018). Neste trabalho
(Suman et al., 2018), experimentadores do sexo masculino e feminino testaram o efeito de
varias doses de varios antidepressivos sobre o comportamento de camundongos Sui¢os no
TNF e ndo encontraram as grandes diferencas significativas com o controle que foram
encontradas em outros trabalhos (Bourin et al., 2005; Costa et al., 2013).

Os dados de Suman et al. (2018) foram discrepantes mesmo quando comparados a
estudos anteriores do mesmo grupo de pesquisa (Costa et al. 2013). Sabendo disso, nossa
primeira hipotese era que provavelmente alguma mudanca metodoldgica (fase do ciclo
claro/escuro ou sexo do animal) estaria relacionada com a dificuldade de reprodutibilidade do
TNF em camundongos Sui¢os nos estudos de Suman et al (2018). Além disso, pensamos
também que o TNF poderia ndo ser o teste ideal para avaliar efeitos antidepressivos em

camundongos Sui¢os nas atuais condi¢des experimentais do nosso laboratorio.

14  VARIABILIDADE INDIVIDUAL E DIVISAO EM SUBGRUPOS

Atualmente constata-se que, mesmo quando as mais diversas variaveis sdo controladas
(sexo, idade, peso, alojamento, linhagem), os animais experimentais apresentam grande
variabilidade comportamental entre si (Einat et al., 2018). A variabilidade individual faz com
que animais de um mesmo grupo experimental respondam de forma distinta quando expostos
ao mesmo teste comportamental, o que pode acabar mascarando o resultado experimental
esperado (Einat et al., 2018).

Um bom exemplo disso € a variabilidade no desempenho de camundongos Suicos no
TNF encontradas em um mesmo laboratério em um curto periodo de tempo (Costa et al., 2013
versus Suman et al., 2018). Nos estudos de Costa et al. (2013) e de Suman et al. (2018),
realizados com camundongos Suicos da mesma procedéncia, foram relatados valores de
média de tempo de imobilidade proéximos nos grupos controle (aproximadamente 220s em
Costa et. al. (2013) e 190s em Suman et al. (2018)), porém, nos grupos tratados com
antidepressivos os valores da média de imobilidade diferiram radicalmente. No caso da
fluoxetina 30 mg/kg, por exemplo, a média do tempo de imobilidade foi aproximadamente

150s em Costa et al. (2013) e em Suman et al. (2018) foi aproximadamente 235s. Essas
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grandes diferengas, mesmo em experimentos realizados por um mesmo grupo de pesquisa,
lancam duvidas sobre a validade externa do TNF e nos ajuda a observar que ¢ possivel que a
variabilidade individual possa estar mascarando os resultados do TNF.

Para minimizar os efeitos da variabilidade individual sobre uma dada variavel, alguns
procedimentos vém sendo utilizados, como: padronizagdes, aumento do nimero de animais
por grupo e estudos de meta-andlise (Lewejohann et al., 2011; Kara et al., 2018). Porém, ao
invés de tentar controlar a heterogeneidade dos animais, talvez fosse interessante considera-la
nos desenhos experimentais. Essa variabilidade poderia ser aproveitada para nos fornecer
resultados mais preditivos da resposta em humanos, ja que as pessoas também apresentam
grande heterogeneidade comportamental e de resposta a drogas. Além disso podemos utilizar
essa variacdo para obter melhores teorias da biologia responsavel pelas diferentes respostas
(Einat et al., 2018).

Mesmo sabendo que os animais apresentam grande variabilidade em suas respostas a
diferentes estimulos, ainda ndo se sabe o quio constante ¢ essa variabilidade (Einat et al.,
2018). Pode-se usar um critério post hoc para diminuir a heterogeneidade dentro do grupo?
Pode-se prever o comportamento em um teste baseado no comportamento em outra situagao?
Pode-se esperar alguma relacdo entre varidveis comportamentais, fisiolégicas ou bioquimicas
na resposta individual? Alguns dados sugerem que, pelo menos para varios estudos e
variaveis, a resposta para todas essas perguntas ¢ sim. Atualmente uma abordagem utilizada
para o estudo da variabilidade individual ¢ a sele¢do e criagdo de subgrupos com base em
alguma resposta especifica (Einat et al., 2018), como ¢ o caso da divisao post hoc de grupos
muito heterogéneos (Enriquez-Castillo, 2008; Suman et al., 2018) ou mesmo na divisdo de
animais em subgrupos mais ou menos responsivos a determinados testes utilizando
correlagdes (Jama et al., 2008).

No estudo de Suman et al. (2018), por exemplo, foi visto que camundongos Suigos
submetidos ao TNF podem ter respostas que se assemelham com duas distribuigdes normais
sobrepostas, 0 que permitiu separar os animais em subgrupos de alta e baixa imobilidade apo6s
a realizagdo do TNF. O efeito dos antidepressivos aparecia em um subgrupo de camundongos
e estava ausente no outro (Suman et al., 2018). Os resultados obtidos nesses experimentos
mostraram que o resultado baseado na média de todos os animais da amostra poderia estar
mascarado pela peculiaridade dos subgrupos (Enriquez-Castillo, 2008; Suman et al., 2018).

Esse tipo de andlise post hoc pode indicar a existéncia de subgrupos de animais.

Porém, pode ser questionado por se basear em critérios arbitrarios e estabelecidos apods a
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obten¢do dos dados. Além disso, a divisao dos subgrupos foi feita utilizando um parametro
calculado com dados de todos os animais experimentais (mediana), o que ndo considera a
contribui¢do da individualidade e desconsidera o efeito do tratamento previamente feito em
cada animal. Por exemplo, um grupo controle e um tratado com um antidepressivo hipotético
seriam divididos em alta e baixa imobilidade apds terem sido submetidos ao TNF, porém
sabemos que o esperado ¢ que o antidepressivo diminua a imobilidade, entdo provavelmente
teremos mais animais de baixa imobilidade pertencentes ao grupo experimental tratado do que
ao grupo controle. Isso provavelmente geraria um desbalango entre o nimero dos animais
experimentais de cada grupo e poderia estar mascarando os resultados de outra maneira, ja
que misturamos a variabilidade individual com o tratamento. Mas entdo o que poderia ser
feito para gerar subgrupos mais confidveis?

Um dos modos para tirar esse viés seria encontrar um critério de divisdo de subgrupos
que pudesse ser aplicado a priori. Assim, alguma correlagdo entre varidveis comportamentais,
fisiologicas ou bioquimicas poderia contribuir para prever o desemprenho do animal no teste
de interesse. Essa abordagem ja vem sendo estudada por alguns grupos encontrando
resultados satisfatorios (Jama et al., 2008; Shishkina et al., 2010; Pitychoutis et al., 2011;
Khemissi et al., 2014). No entanto, at¢é o0 momento, ndo ha um pardmetro para divisdo de
subgrupos que estivesse correlacionado com a imobilidade no TNF em camundongos.

Sabendo disso, nossa outra hipdtese ¢ que encontrando um teste comportamental
preditivo da imobilidade no TNF para camundongos Sui¢os possamos separar esses animais
em subgrupos de alta e baixa imobilidade de uma maneira eficiente. 4 priori, acreditamos que
algum desses subgrupos sdo menos responsivos aos antidepressivos do que outros, o que
poderd ajudar a entender trabalhos que ndo obtiveram resultados positivos ja descritos na
literatura com esse teste nessa linhagem e talvez, no futuro, a entender o porqué da resisténcia

a alguns antidepressivos.
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2  OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis fontes de variabilidade do teste do nado for¢ado (TNF) em
camundongos Sui¢os para entender melhor o que pode influenciar os resultados obtidos nesse

teste.

2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

e Fazer e analisar revisdo sistemdtica para estimar com que frequéncia ocorre na
literatura o relato de resultados negativos em camundongos Suic¢os, adultos, tratados
com fluoxetina via oral antes do TNF;

e Avaliar se a fase do ciclo claro/escuro em que € realizado o TNF influencia a resposta
comportamental de camundongos Sui¢os machos tratados ou ndo com fluoxetina;

e Comparar as respostas comportamentais de camundongos Suicos machos e fémeas
tratados ou ndo com fluoxetina no TNF;

e Analisar se a fase do ciclo estral em que ¢ realizado o TNF influencia a resposta
comportamental de camundongos Suigos fémeas tratadas ou nao com fluoxetina;

e Comparar as respostas comportamentais de camundongos Suicos machos e fémeas
tratados ou ndo com fluoxetina no TSC;

e Analisar se a fase do ciclo estral em que ¢ realizado o TSC influencia a resposta
comportamental de camundongos Sui¢os fémeas tratadas ou ndo com fluoxetina;

e Comparar as respostas comportamentais obtidas no TNF e no TSC de camundongos
Suicos machos e fémeas tratados ou nao com fluoxetina;

e Encontrar um teste comportamental preditivo da imobilidade no TNF para
camundongos Suicos para que possamos separar esses animais em subgrupos de alta e
baixa imobilidade de uma maneira eficiente;

e Avaliar e comparar as respostas comportamentais de camundongos Sui¢os machos e
fémeas tratados ou ndo com fluoxetina previamente separados em subgrupos de alta e
baixa imobilidade no TNF;

e Avaliar e comparar qualitativamente por imunohistoquimica a neurogénese
hipocampal de camundongos Suicos machos e fémeas previamente separados em

subgrupos de alta e baixa imobilidade antes do TNF.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REVISAO SISTEMATICA NO PUBMED
3.1.1 Palavras chave

Foi realizada uma busca na base de dados Pubmed (pesquisa avangada em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) utilizando como palavras chave: (forced swimming
test OR forced swimming tests OR forced swimming test, fst OR fst OR forced swim OR
Porsolt test OR Porsolt tests) AND (mice OR mouse OR mus OR musculus OR mus
musculus) AND (fluoxetine). A selecdo das palavras chave foi baseada nas diferentes
denominag¢des do TNF e de camundongo encontradas na literatura, além do nome mais

comum do farmaco escolhido.

3.1.2  Critérios de inclusao
e Estudos apresentando dados do TNF para camundongos Suicos tratados por via oral
com fluoxetina;
e Estudos com animais controle e tratados que ndo foram submetidos a por protocolo de

estresse ou nenhum outro modelo.

3.1.3 Critérios de exclusiao
e Estudos apresentando dados do TNF para camundongos nao Suigos
e Estudos apresentando dados de camundongos em outros testes que ndo o TNF;
e Estudos com animais controle que foram submetidos a protocolo de estresse ou outro
modelo;
e Estudos com outras vias de administragdo que nao a oral;
e Estudos com tratamento com outra droga que nao fluoxetina;

e Estudos escritos em lingua diferente de portugués e inglés.

3.1.4 Etapas de aplicacio dos critérios de inclusio e exclusio
Primeiramente foi realizado exame do resumo e posteriormente, se necessario, foi

analisada a sessdo do material e métodos do manuscrito completo.

3.1.5 Analise dos resultados
Todos os artigos selecionados, de acordo com os critérios estabelecidos, foram lidos

na integra, ¢ dele foram extraidos o autor, a dose, o tempo de tratamento, o sexo e n de
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animais, o peso ¢ a idade dos animais, se a foi leitura cega ou ndo, se os animais foram
distribuidos de forma aleatoéria ou nao, se o efeito foi significativo ou nao, pais dos autores e
horario do experimento.

A dose e o intervalo de tempo entre o tratamento ¢ o TNF mais utilizados foram

utilizados nos experimentos comportamentais.

3.2 ANIMAIS, CONDICOES DE ALOJAMENTO E TRATEMENTO

Foram utilizados camundongos Suigos machos (n=150) e fémeas (n=118)
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) que
foram alocados no biotério do Laboratorio de Neurobiologia do Comportamento apos o
desmame (21 dias), onde permaneceram até o inicio dos testes comportamentais (90 dias).

Todos os animais foram mantidos em grupos (minimo de 8 e maximo de
12 camundongos) em caixas-padrao (gaiolas plésticas, 50 x 30 x 10 cm cobertas com piso
coberto de serragem), area climatizada com temperatura controlada (21+2 °C), exaustdo e
acesso a agua e comida ad libitum em ciclo claro/escuro invertido de 12 h (luzes apagadas as
07:00 h e acesas as 19:00 h). Todos os protocolos e procedimentos experimentais aqui
apresentados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFSC)
(8080160217) (Anexo 1) e visaram minimizar o incomodo e o nimero de animais utilizados.

Os animais tratados receberam fluoxetina (Sigma-Aldrich) diluida em sacarose 10%
ou apenas sacarose 10% por via oral (gavagem). Foi adotada a sacarose 10% como diluente
da fluoxetina e, também, como tratamento do grupo controle, para seguirmos o padrao que
vinha sendo utilizado em nosso laboratério e que ja foi visto pelo nosso grupo que nao
interfere nos resultados obtidos em camundongos Suicos expostos ao TNF (Suman et al.

2018).

3.3 DETERMINACAO DO CICLO ESTRAL

Para que pudesse ser feita uma relacdo da fase do ciclo estral com o comportamento,
antes de cada teste comportamental, foi realizado lavado vaginal com salina 0,9% com
posterior observagcdo da morfologia celular em microscopio Optico para determinacao das
diferentes fases do ciclo. Essas fases (Figura 1) foram categorizadas da seguinte maneira
(Caligioni, 2009):

e Proestro: predominancia de células epiteliais nucleadas;
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e Estro: predomindncia de células cornificadas (sem nucleo visivel, formato
irregular e citoplasma granular);
® Metaestro: presenga de leucdcitos, células cornificadas e epiteliais nucleadas;

e Diestro: predominancia de leucocitos.

Figura 1: Fotomicrografias de secre¢do vaginal ndo corada de camundongos em (a) pro-estro,
consistindo predominantemente de células epiteliais nucleadas; (b) estro, com células
cornificadas anucleadas; (c) metaestro, constituido pelos trés tipos de células, leucdcitos,
células epiteliais cornificadas e nucleadas; e (d) diestro, consistindo predominantemente de
leucocitos. Células epiteliais nucleadas (N), leucécitos (L), célula cornificada (C).

Adaptada de Caligioni, 2009

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.4.1 Procedimentos gerais

Para a realizagdo do presente estudo os animais foram alocados em suas caixas de
maneira assistematica, onde um animal era aleatoriamente transferido da caixa de transporte
para uma caixa-viveiro padrao pelo experimentador, onde permaneceria em grupos de 8-12

animais. A alocacdo por tratamento foi feita de forma aleatéria por meio de sorteio, onde
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primeiramente o tratamento era numerado e sorteado e, posteriormente, cada animal era
numerado e sorteado para definirmos seu tratamento.

Para evitar viéses de confirmagdo, o tratamento dos animais e a analise do
comportamento foram feitos de forma cega. Para cegar o tratamento, as solucdes de
tratamentos foram feitas por um experimentador diferente do que realizava os testes
comportamentais e foram identificados com um coédigo desconhecido pelo responsavel pela
administracdo. Para cegar o registro comportamental, os videos eram renomeados por um
experimentador diferente do registrador.

Nenhum animal foi excluido das andlises, porém 3 animais de caixas diferentes
morreram de causas desconhecidas entre a alocagdo para grupos € o comego dos

experimentos.

3.4.2 Experimento 1 - Efeito da fluoxetina na resposta de camundongos Suicos
machos, alojados sob diferentes tipos de ciclo claro/escuro, no teste do nado
forcado
Os animais foram divididos de forma aleatorizada nos seguintes grupos (n=8/grupo):

Invertido CTR (animais alojados em salas que tinham suas luzes acesas as 19h e apagadas as

7h e que recebiam sacarose 10%), Invertido FLX (animais alojados em salas que tinham suas

luzes acesas as 19h e apagadas as 7h e que recebiam fluoxetina 20 mg/kg), Normal CTR

(animais que tinham suas luzes acesas as 7h e apagadas as 19h e que recebiam sacarose 10 %)

e Normal FLX (animais que tinham suas luzes acesas as 7h e apagadas as 19h e que recebiam

fluoxetina 20 mg/kg).

A via de administragdo foi oral (gavagem), todas as drogas foram diluidas em sacarose
10% e os tratamentos foram duplo cego (menos o ciclo, que foi cegado apenas na andlise, ja
que viamos o ciclo em que o animal estava antes do experimento).

Todos os animais 1h apds receberem seus determinados tratamentos (FLX ou CTR)
realizaram o TNF. Esse teste consistiu em inserir cada animal individualmente em um
recipiente cilindrico (24 cm de altura e 14 cm de diametro) com uma coluna de agua (£18cm),
a temperatura de 2442 °C, por um periodo de 6 min (adaptado de Porsolt et al. 1978). Cada
sessao foi gravada por webcam posicionada acima do recipiente para posterior analise dos
comportamentos utilizando o software EthoWatcher (Crispim Junior et al. 2012). Foram
mensurados laténcia, frequéncia e duragdo dos comportamentos:

e Nado: movimento horizontal das patas dianteiras com movimento pela cuba;
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e Escalada: movimento vertical das patas dianteiras, realizado tanto nas paredes
quanto no meio da cuba, com ou sem deslocamento;

e Imobilidade: auséncia de movimento ativo, sem deslocamento, com
movimentos apenas para manter a cabeca para fora d’agua.

Apds o teste os animais foram eutanasiados com uretana 35%.

3.4.3 Experimento 2 - Efeito da Fluoxetina na resposta de camundongos Suicos
machos e fémeas ao TNF e TSC

Os animais foram divididos de forma aleatorizada nos seguintes grupos (n=7 ou
8/grupo): M TNF CTR (machos submetidos ao TNF e que recebiam sacarose 10%), M TNF
FLX (machos que passaram pelo TNF e que recebiam fluoxetina 20 mg/kg), M TSC CTR
(machos submetidos ao TSC e que recebiam sacarose 10 %), M TSC FLX (machos que
passaram pelo TSC e que recebiam fluoxetina 20 mg/kg), F TNF CTR (fémeas que passaram
pelo TNF e que recebiam sacarose 10%), F TNF FLX (fémeas que passaram pelo TNF e que
recebiam fluoxetina 20 mg/kg), F TSC CTR (fémeas que passaram pelo TSC e que recebiam
sacarose 10 %) e F TSC FLX (fémeas que passaram pelo TSC e que recebiam fluoxetina 20
mg/kg). A via de administra¢do foi oral (gavagem), todos os farmacos foram diluidas em
sacarose 10% e os grupos foram duplo cego (menos o tipo de teste e o sexo do animal, que foi
cegado apenas na analise, j4 que colocavamos diferentes animais em diferentes testes e
sabiamos o sexo antes do teste).

Todos os animais 1h apds receberem seus determinados tratamentos (FLX ou CTR)
realizaram seus respectivos testes (TNF ou TSC). O TNF foi realizado seguindo o mesmo
protocolo do Experimento 1. J& o TSC consistiu em suspender cada animal a
aproximadamente 60 cm do piso por uma fita adesiva colocada a 1 cm da ponta de sua cauda
por um periodo de 6 min (adaptado de Bourin et al., 2005). Foram mensurados laténcia,
frequéncia e duragao dos comportamentos:

e Imobilidade: auséncia de movimentos bruscos, o animal pode fazer
movimentos leves com a cabeca e as patas sem que mexa o corpo;
e Mobilidade: movimentos mais bruscos do que os realizados na imobilidade.

Cada sessdo, de ambos os testes, foi gravada por webcam para posterior analise dos

comportamentos utilizando o software EthoWatcher (Crispim Junior et al., 2012). Apds os

testes os animais foram eutanasiados com uretana 35%.
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3.4.4 Experimento 3 — Possiveis testes preditivos do comportamento de camundongos

Suicos machos e fémeas no TNF

Os animais foram divididos de forma aleatorizada nos seguintes grupos (n=8 ou
9/grupo): M ASN (machos submetidos ao teste de alimenta¢do suprimida pela novidade
(ASN) antes do TNF), M HIN (machos submetidos ao teste de hipofagia induzida pela
novidade (HIN) antes do TNF), F ASN (fémeas submetidas ao ASN antes do TNF) e F ASN
(fémeas submetidas ao HIN antes do TNF). Todos os grupos foram analisados de forma cega.

Todos os animais passaram por seu respectivo teste comportamental (ASN ou HIN) 24
h antes do TNF. Apds o TNF os animais foram eutanasiados com uretana 35%.

O ASN consistiu de um teste no qual 24 h antes do ensaio, o alimento foi retirado da
caixa do camundongo e, no momento do teste, um unico pellet de ragdo foi colocado no
centro da caixa teste (caixa estranha para o animal), enquanto o camundongo foi colocado em
um canto da caixa. A laténcia para o animal comecar a comer (definido como o camundongo
mordendo o pellet com o uso das patas dianteiras) foi registrada por um periodo de 5 min
(adaptado de Snyder et al., 2011).

Ja o HIN consistiu de um treinamento nos trés dias que antecediam o teste, no qual os
animais foram apresentados a um alimento palatavel (Bis branco) por um periodo de 30 min
No momento do ensaio o mesmo alimento palatavel foi colocado no centro da caixa teste
(caixa estranha para o animal), enquanto o camundongo foi colocado em um canto. A laténcia
para comegar a comer (definido como o camundongo mordendo o alimento palatavel com o
uso das patas dianteiras) foi registrada por um periodo de 20 min (adaptado de Gamble-
George et al., 2013).

3.4.5 Experimento 4 — O ASN como teste preditivo para o comportamento de
camundongos Suicos machos e fémeas no TNF

Os animais foram divididos de forma aleatorizada nos seguintes grupos (n=20/grupo):
M CTR (machos que recebiam sacarose 10 %), M FLX20 (machos que recebiam fluoxetina
20 mg/kg), M FLX30 (machos que recebiam fluoxetina 30 mg/kg), F CTR (fémeas que
recebiam sacarose 10 %), F FLX20 (fémeas que recebiam fluoxetina 20 mg/kg) e F FLX30
(fémeas que recebiam fluoxetina 30 mg/kg). A via de administracdo foi oral (gavagem),
todos os farmacos foram diluidas em sacarose 10% e os grupos foram duplo cego (menos o

sexo do animal, que foi cegado apenas na analise, ja que sabiamos o sexo antes do teste).
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Todos os animais passaram pelo ASN 24h antes do TNF e receberem seus
determinados tratamentos lh antes do TNF (CTR ou FLX20 ou FLX30). Apds o TNF alguns
foram eutanasiados por dessangramento sob anestesia com uretana 35% (perfusdo
transcardiaca com solug¢do de sacarose 9,25% e fixagdo com solugdo de paraformaldeido 4%

em tampao fosfato) e outros foram eutanasiados apenas com uretana 35%.

3.5 IMUNOHISTOQUIMICA

Os animais do Experimento 4 que foram eutanasiados por dessangramento sob
anestesia tiveram seus cérebros removidos e fixados (24 h em solu¢do de paraformaldeido 4%
em tampao fosfato) e foram mantidos em sacarose 30% até o momento do congelamento. Os
cérebros foram congelados em gelo seco e incluidos em Tissue Tek® para serem cortados em
criostato Leica CM 1850® (sec¢des coronais de 50 pum coletadas em 5 compartimentos
seriados e armazenados em solugdo anticongelante a - 20 °C).

Com o intuito de estudar uma das fases da neurogénese, foi utilizado o marcador
doublecortina (DCX) (proteina expressa em neurdnios jovens e precursores neuronais por 2 a
3 semanas ap0s a diferenciacdo) (GLEESON et al., 1999).

A imunoistoquimica para a detec¢do dessa proteina foi realizada em cortes que
apresentavam a regiao do giro dentado do hipocampo e o anticorpo primario utilizado foi anti-
-DCX na dilui¢ao 1:2000; anticorpo desenvolvido em coelho (IgG, policlonal) (Anexo 2).

A andlise realizada nesse material foi qualitativa e desenvolvida por nés, sendo dado

um grau de intensidade para a quantidade de células marcadas e suas ramificagdes.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Statistica 8
(Stasoft, Tulsa, OK, USA). Para determinagdo de qual teste seria usado, a normalidade e a
homogeneidade da variancia de todos os dados foram analisadas pelos testes de Levene e de
Kolgomorov-Smirnov, respectivamente.

Como os dados comportamentais tiveram distribuicdo normal foram analisados por
ANOVA de 1 via no experimento 1, ANOVA de 2 nos experimentos 2 ¢ 4 ¢ ANOVA de
medidas repetidas na analise minuto-a-minuto do experimento 4. As andlises foram seguidas
pelo teste post-hoc de Duncan quando a ANOV A apontava alguma diferenca estatistica.

Também foi realizado o teste de correlagdo de Pearson no experimento 3 para avaliar a

correlagdo entre os comportamentos encontrados em um possivel teste preditivo e o TNF.
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Todos os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM) e o

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 REVISAO SISTEMATICA NO PUBMED

Em 02 de agosto de 2017 utilizou-se o Pubmed e a selecdo de palavras chave utilizada
para o TNF encontrou 10394 resultados, a para camundongo 1551033 e a fluoxetina 12614. Ja
a combinagdo mais relevante dos termos encontrou 428 (Tabela 1), dos quais apenas 27

publicacdes atendiam a todos os critérios de inclusao e exclusao.

Tabela 1: Total de publicagdes encontradas no Pubmed em 02/08/2017 utilizando as palavras
chave escolhidas para a revisdo sistematica.

Pesquisas realizadas Palavras chave Total de publicagoes
encontradas
#1 (forced swimming test OR 10394

forced swimming tests OR

forced swimming test, fst

OR fst OR forced swim OR

Porsolt test OR Porsolt tests)
#2 (mice OR mouse OR mus =1551033

OR musculus OR mus
musculus)

#3 Fluoxetine *12614
#4 #1 e #2 »3544
#5 #1e#3 =728
#6 #2 e #3 =1783
#7 #1,#2 e #3 =428

Dos 27 artigos foram extraidos o autor, ano de publicacao, dose, tempo de tratamento,
sexo, leitura cega ou ndo, distribuidos de forma aleatéria ou ndo, se o efeito foi significativo

ou ndo e o pais de origem (Tabela 2).
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Analisando os dados extraidos dos trabalhos selecionados na revisdo sistematica,

podemos observar que a dose mais utilizada para camundongos Suigos ¢ a de 20 mg/kg
(41,9%), seguida de 10 mg/kg (32,3%) e de 30 mg/kg (16,1%). Também foi possivel aferir

que apenas 22,2% afirmaram ter leitura cega, 25,9% aleatorizagdo e 3,7% ambos. Além disso
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¢ visivel que a maior parte dos artigos faz tratamento agudo (57,1%), utiliza apenas machos
(37%) e apresenta resultados ditos significativos (75,8%).

Além disso, foi extraido o pais de origem dos artigos, sendo o pais com mais artigos
que atendiam a todos os critérios a India (44,5%), seguido do Brasil (33,3%), da Nigéria
(11,1%), da China (3,7%), da Africa do Sul (3,7%) e do Paquistdo (3,7%).

4.2 EXPERIMENTO 1 - EFEITO DA FLUOXETINA NA RESPOSTA DE
CAMUNDONGOS SUICOS MACHOS, ALOJADOS SOB DIFERENTES TIPOS DE
CICLO CLARO/ESCURO, NO TESTE DO NADO FORCADO

Apesar da obtencao dos dados de laténcia e frequéncia de todos os comportamentos,
optamos por mostrar aqui somente a duragdo dos comportamentos por serem as medidas mais
comuns na literatura. Os dados de duragdo dos comportamentos foram expressos em segundos
e representados na forma da média do grupo mais EPM, sendo apenas analisados os 4 min
finais de cada sessdo.

O tratamento oral com fluoxetina 20 mg/kg nao modificou o tempo de imobilidade dos
camundongos Suicos machos no TNF comparado ao controle, independentemente do ciclo
claro / escuro [F(3, 28)=0,4532; p=0,717089]. Além disso também ndo foi notado diferenga
no nado [F(3, 28)=0,90067; p=0,453210] e na escalada [F(3, 28)=1,29810; p=0,294566]
(Figura 2) (dados ja publicados em Suman et al., 2018).

Figura 2: Duracdo da A) imobilidade, B) nado e C) escalada dos camundongos Suigos
machos administrados com 20mg/kg de FLX, e do grupo controle nos 4 min finais

(n=8/grupo). As barras representam a média + EPM.

A 24 C 240

180

Imobilidade (s)
-
5]

o
Escalada (s)
-

N
o

60

@
o

Adaptada de Suman et al., 2018.

43 EXPERIMENTO 2 - EFEITO DA FLUOXETINA NA RESPOSTA DE
CAMUNDONGOS SUICOS MACHOS E FEMEAS AO TNF E TSC
Apesar da obtencdo dos dados de laténcia e frequéncia de todos os comportamentos,

optamos por mostrar aqui somente a duracao dos comportamentos por serem as medidas mais
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comuns na literatura. Os dados de duragcdo dos comportamentos foram expressos em segundos
e representados na forma da média do grupo mais EPM, sendo apenas analisados os 4 min
finais de cada sessdo.

No TSC, o tratamento oral com fluoxetina 20 mg/kg ndo modificou o tempo de
imobilidade dos camundongos Sui¢os quando comparado ao controle [F(1,24)=0,1805;
p=0,674740], independentemente do sexo [F(1, 24)=0,9035; p=0,0,351317] e da interagdo
entre tratamento e sexo [F(1, 24)=1,4535; p=0,239718]. Também nao foi notada diferenca na
mobilidade [Fsexo(1, 24)=0,8994; p=0,352406] [Fuatameno(l, 24)=0,1821; p=0,673338]
[Fsexotratamento( 1, 24)=1,4412; p=0,241666] (Figura 3).

Figura 3: Duracdo da A) imobilidade e da B) mobilidade dos camundongos Sui¢cos machos e
fémeas administrados com 20mg/kg e do grupo controle no teste de suspencdo pela cauda
(TSC) nos 4 min finais (n=7/grupo). As barras representam a média + EPM.
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Ja no TNF, o tratamento com fluoxetina 20 mg/kg modificou o tempo de imobilidade
dos camundongos Suicos machos e fémeas quando comparado aos seus controles [Fsexo(1,
28)=0; p=1] [Fuaameno(l, 28)=14,3999; p=0,000727] [Fsexo*wratamento(l, 28)=1,2513;
p=0,272807]. Também foi notada diferenca no nado [Fsexo(1, 28)=0,0108; p=0,917895]
[Firatamento(1, 28)=10,7402; p=0,002799] [Fsexo*tratamento(1, 28)=0,7335; p=0,399037], porém
nao na escalada [Fsexo(1, 28)=0,331344; p=569467] [Firatamento(1, 28)=3,604953; p=0,067958]
[Fsexo*tratamento( 1, 28)=1,398823; p=0,246867] (Figura 4).
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Figura 4: Duracdo da A) imobilidade, B) nado ¢ C) escalada dos camundongos Suigos
machos e fémeas administrados com 20mg/kg de FLX, e do grupo controle no teste do nado
forcado (TNF) nos 4 min finais (n=8/grupo). As barras representam a média + EPM *p<0,05

em relacdo ao controle macho; #p<0,05 em relacdo ao controle fémea.
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Aparentemente a fase do ciclo estral das fémeas também nao interferiu nos resultados
obtidos, ndo modificando o tempo de imobilidade nem no TSC [Fse(l, 9)=0,34937;
p=0,569014]  [Fratameno(1,  9)=0,00998; p=0,922624] [Fuse*tratamento(1,  9)=0,60554;
p=0,456442] nem no TNF [Frs(l, 11)=1,4973; p=0,246645] [Fuatamento(1, 11)=5,9838;
p=0,032465] [Frase*tratamento( 1, 11)=1,2250; p=0,292006] (Figura 5).

Figura 5: Duracdo da imobilidade dos animais administrados com 20mg/kg e do grupo
controle no A) teste do nado for¢ado (TNF) e no B) teste de suspencdo pela cauda (TSC) nos
4 min finais (n=0-6/grupo — CTR diestro TNF=6; CTR Estro TNF=2; CTR Proestro TNF=0,
CTR MetaestroTNF=0; FLX Diestro TNF=5; FLX Estro TNF=2; FLX Proestro=1; FLX
Metaestro TNF=0; CTR Diestro TSC=3; CTR Estro TSC=3; CTR Proestro TSC=0; CTR
Metaestro TSC=1; FLX Diestro TSC=5; FLX Estro TSC=2; FLX Proestro TSC=0; FLX
Metaestro TSC=0). As barras representam a média + EPM.
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44 EXPERIMENTO 3 - POSSIVEIS TESTES PREDITIVOS DO COMPORTAMENTO
DE CAMUNDONGOS SUICOS MACHOS E FEMEAS NO TNF:

Como a duracdo da imobilidade ¢ o comportamento mais estudado e que mais nos
mostra a agdo de antidepressivos no TNF somente ela foi apresentada e correlacionada com os
dados dos possiveis testes preditivos. Além disso, todos os comportamentos foram expressos
em segundos e todos os testes, incluindo o TNF, foram analisados em sua totalidade.

O tempo registrado no HIN (Figura 6) foi similar entre os camundongos Suigos
machos e fémeas [t(14)=0,585878; p=0,708009]. Houve correlagdo moderada e nao
significante com o tempo de imobilidade registrado no TNF em camundongos Sui¢os machos
(r=-0,6790; p=0,12) e fémeas (r=0,53844, p=0,125871) (Figura 7). Os machos que tem maior
laténcia para comer no HIN apresentam menor tempo de imobilidade no TNF, j& as fémeas

que tem maior laténcia para comer no HIN apresentam maior tempo de imobilidade no TNF.

Figura 6: Laténcia para camundongos Sui¢os machos e fémeas comerem no teste de
hipofagia induzida pela novidade (HIN) (n=8/grupo). As barras representam a média + EPM.
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Figura 7: Correlacdo entre a imobilidade no teste do nado for¢ado (TNF) e o tempo para
comer no teste de hipofagia induzida pela novidade (HIN) em camundongos Suigos A)
fémeas e B) machos (n=8/grupo).
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O tempo medido no ASN (Figura 8) foi similar entre machos e fémeas [t(30)=-
1,16515; p=0,300070]. Houve correlacdo positiva, forte e significante com o tempo de
imobilidade medido no TNF em camundongos Sui¢os machos realizados em diferentes
periodos de tempo (dezembro e marco) (r=0,8219; p=0,012) e (r=0,8297, p=0,011) ou na
jun¢ao desses dados (r=0,7202; p=0,002), sendo que os animais que tem maior laténcia para
comer no ASN apresentam maior tempo de imobilidade no TNF. Ja em fémeas a correlagdo
entre os tempos no ASN e TNF foi negativa, moderada em um dos tempos e ndo significativa
(r=-0,6484; p=0,082) e fraca e ndo significativa no outro (r=-0,0939; p=0,825) e na juncao
desses dados a correlagdo passa a ser moderada e significativa (r=-0,5537; p=0,026), sendo
que os animais que tem maior laténcia para comer no ASN apresentam menor tempo de

imobilidade no TNF (Figura 9).

Figura 8: Laténcia para comer no teste de alimentacdo suprimida pela novidade (ASN)

(n=16/grupo). As barras representam a média + EPM.
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Figura 9: Correlacdo entre a imobilidade no teste do nado forgado (TNF) e o tempo para
comer no teste de alimentagdo induzida pela novidade (ASN) em A) fémeas no experimento
realizado em dezembro de 2017, B) fémeas no experimento realizado em marco de 2018, C)
todos as fémeas, D) machos no experimento realizado em dezembro de 2017, E) machos no
experimento realizado em marco de 2018 e F) todas os machos (n=8/grupo em A,.B, De E, e
n=16/grupo em C ¢ F).

360 B 3601 c 360
% ) )
u 3004 W w 300
E . £ 300- g .
o 240 ° o 2404 .
-
c L ] < c N L ]
§ 180 : § 2404 & § 180 . : A
S 120 = — I 120
] 2 180 » * g
g 60 £ g 604
0 T T T T 1 T T T T 1 0 T T T T 1
0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300
Tempo para comer no NSF (s) Tempo para comer no NSF (s) Tempo para comer no NSF (s)

o
m
m

©
@
o
¥
o
=]
=3
©
]
o
]

w 0 =
E 300 . E 240 e w3004 .

240 E
2 . . 2 1504 o/ o 240 s -
& 180+ . . 3 A £ 180+ oot
L] S 1201 ] »
2 1204 = T 4204 e
5 . 3 = b
0 go4 o 604 .g
E E g 6o

0 T T T T . 0 T T T T , T
0 50 100 150 200 250 0 60 120 180 240 300 - 0 EIIJ 15!] 15'] 2""] 3II]l]
Tempo para comer no NSF (s) Tempo para comer no NSF (s)

Tempo para comer no NSF (s)

4.5 EXPERIMENTO 4 - O ASN COMO TESTE PREDITIVO PARA O
COMPORTAMENTO DE CAMUNDONGOS SUICOS MACHOS E FEMEAS NO
TNF
Observando o resultado do Experimento 3, é possivel notar que o ASN ¢ um bom teste
preditivo do comportamento no TNF para camundongos Sui¢os machos ¢ um possivel teste
do comportamento no TNF para camundongos Suicos fémeas. Assim, no experimento 4 os
animais foram submetidos primeiramente ao ASN e, com base nos valores de seus tempos de
laténcia para comer, foram alocados em subgrupos de alta e baixa imobilidade antes do
tratamento e do TNF. Essa subdivisdo foi feita de acordo com a mediana de todos os animais
no ASN, seguindo um padrao parecido com o utilizado na divisdo post hoc em alguns estudos
(Enriquez-Castillo, 2008; Suman et al., 2018), sendo a mediana de machos 112,25s e a de
fémeas 123,635s.
Assim, os machos com maior laténcia para comer a ragdo no ASN foram alocados no
grupo de alta imobilidade, enquanto as fémeas com maior laténcia para comer a ra¢do no
ASN no grupo de baixa imobilidade, ou seja, houve concordancia com o experimento

anterior.
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Todos os dados de laténcia, frequéncia e duracdo (4 min finais) de todos os
comportamentos do TNF dos animais controle foram expressos em segundos e representados
na forma da média do grupo mais ou menos EPM, sendo apenas analisados os 4 min finais de

cada sessdo.

Tabela 3: Frequéncias, laténcias e duracdes de todos os comportamentos do teste do nado
forcado (TNF) dos animais controle nos 4 min finais.

Comportamento e grupo Frequéncia Laténcia Duracao
Nado

M alta imobilidade 4,09+6,28 28,23+8,72 39,51+6,28
M baixa imobilidade 5,12+0,58 20,80+17,51 87,79+12,39
F alta imobilidade 5,09+14,50 18,00+9,37 82,33+14,50
F baixa imobilidade 4,25+0,75 56,08+25,68 54,60+13,36
Escalada

M alta imobilidade 0,45+0,16 72,80+16,83 6,23+2.67

M baixa imobilidade 0,62+0,26 144,58+20,48 9,16+4,63

F alta imobilidade 0,64+0,45 84,20+9,12 9,15+6,24

F baixa imobilidade 0,25+016 100,65+18,07 5,88+3,86
Imobilidade

M alta imobilidade 4,73+0,59 15,64+4,98 194,19+5,76
M baixa imobilidade 5,00+0,37 21,1245,17 142,16+15,49
F alta imobilidade 4,45+\0,43 19,34+6,14 148,49+16,40
F baixa imobilidade 4,37+0,73 8,89+5,57 179,47+13,89

Todos os dados sdo expressos média £+ EPM (n=8-11/grupo; M alta imobilidade e F alta imobilidade=11; M
baixa imobilidade e F baixa imobilidade=8)

A andlise minuto a minuto da duragdo dos comportamentos nos animais controle dos
sub-grupos de alta e baixa imobilidade em camundongos Suicos machos apresenta diferenca
[Fsub-grupo(1, 14)=11,8308; p=0,003986] [Fsub-grupo*repetigio(5, 70)=1,8896; p=0,107126], sendo
mais evidente nos min 2 e 3. Isso mostra que a divisdo nos sub-grupos de alta e baixa

imobilidade no TNF para camundongos Suicos machos foi efetiva (Figura 10).
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Figura 10: Duracido da imobilidade minuto a minuto em machos do grupo controle de alta
(linha rosa, n=11) e baixa (linha azul, n=8) imobilidade no teste do nado forcado (TNF). Os
simbolos representam a média + EPM.
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J& a analise minuto & minuto da duragdo dos comportamentos nos animais controle dos
subgrupos de alta e baixa imobilidade em camundongos Suig¢os fémeas ndo apresentou
diferenca significativa [Fsub-grupo(1, 14)=1,0051; p=0,246645] [Fsub-grupo*repeticao(5, 70)=1,3390;
p=0,25812]. Além disso podemos observar que o grupo de alta imobilidade apresentou menos
imobilidade do que o de baixa imobilidade, o que mostra que a divisdo nos sub-grupos de alta

e baixa imobilidade no TNF para camundongos Suigos fémeas nao foi eficaz (Figura 11).

Figura 11: Duracdo da imobilidade minuto a minuto em fémeas do grupo controle de alta
(linha rosa, n=11) e baixa (linha azul, n=8) imobilidade no teste do nado forcado (TNF). Os
simbolos representam a média + EPM.
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Analisando a diferenga de machos controles e tratados com fluoxetina 20 mg/kg e 30
mg/kg ¢ possivel observar diferenga no tempo de imobilidade do TNF entre os tratamentos e
os controles nos camundongos Suicos machos do subgrupo de alta imobilidade [F(2,
26)=8,6333; p=0,001332], ja no subgrupo de baixa imobilidade ndo foi encontrada diferenga
significativa entre os grupos [F(2, 26)=2,0248; p=0,152324] (Figura 12).
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Figura 12: Duracao da imobilidade dos animais administrados com 20mg/kg e 30 mg/kg de
fluoxetina e do grupo controle no TNF em machos A) de alta imobilidade e B) de baixa
imobilidade. As barras representam a média + EPM (n=8-11/grupo; M CTR de alta
imobilidade=11; M FLX20 de alta imobilidade=9; M FLX30 de alta imobilidade=9; M CTR
de baixa imobilidade=8; M FLX20 de baixa imobilidade=11; M FLX30 de baixa
imobilidade=10). *p<0,05 em relagdo ao controle.
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J& na analise do tempo de imobilidade das fémeas no TNF podemos observar que
houve diferenga entre os animais tratados com fluoxetina 30 mg/kg no sub-grupo de alta
imobilidade [F(2, 26)=5,0659; p=0,013871], porém ndao houve nenhuma diferenga no sub-
grupo de baixa imobilidade [F(2, 27)=0,0938; p=0,910805] (Figura 13).

Figura 13: Duragao da imobilidade dos animais administrados com 20mg/kg e 30 mg/kg de
fluoxetina ¢ do grupo controle no TNF em fémeas A) de alta imobilidade e B) de baixa
imobilidade. As barras representam a média + EPM (n=8-11/grupo; F CTR de alta
imobilidade=11; F FLX20 de alta imobilidade=10; F FLX30 de alta imobilidade=9; F CTR de

baixa imobilidade=8; F FLX20 de baixa imobilidade=10; F FLX30 de baixa imobilidade=11).
*p<0,05 em relacao ao controle.
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Na figura 14 sdo apresentadas fotomicrografias da distribuicdo das células DCX-
positivas no giro dentado de camundongos Sui¢cos machos e fémeas controle dos sub-grupos

alta e baixa imobilidade (restante das imagens analisadas Anexo 3). Com analise qualitativa
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foi possivel que os machos de alta imobilidade apresentam mais células e mais arborizag¢do do

que os machos de baixa imobilidade, porém nas fémeas ndo foi notada diferenga (Tabela 4).

Figura 14: Imunohistoquimica para doublecortina (DXC) no hipocampo de camundongos
Suicos A) machos de alta imobilidade, B) baixa imobilidade, C) fémeas de alta imobilidade e

D) baixa imobilidade.
A B

Tabela 4: Andlise qualitativa da imunohistoquimica para DCX.
Grupos Quantidade de novas Ramificacoes das

células novas células

comprometidas com o0 | comprometidas com o

fenotipo neuronal fenotipo neuronal
Machos alta imobilidade +H+ +++
Machos baixa imobilidade + +
Fémeas alta imobilidade ++ ++
Fémeas baixa imobilidade ++ ++

+ existe pouco; ++ existe intermediario; +++existe muito.
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5 DISCUSSAO
5.1 REVISAO SISTEMATICA NO PUBMED

A realizagdo de revisoes sistematicas em modelos animais vem crescendo nos ultimos
anos, pois esse tipo de estudo pode ajudar a esclarecer o valor e as limitagdes da pesquisa em
modelos animais, podendo aumentar o valor translacional dos modelos utilizados e auxiliar na
selecdo de modelos mais adequados para pesquisas futuras € na implementacdo dos 3 R’s da
¢tica de pesquisa animal (replacement — substituicdo, reduction — reducdo e refinement —
refinamento) (Kara et al, 2018; de Vries et al., 2014).

Como nosso laboratério ja encontrou resultados negativos no TNF para camundongos
Suicos machos (Suman et al, 2017), algumas duvidas que a revisdo sistematica poderia
responder, foram feitas: “Existem outros trabalhos em camundongos Suicos com resultado
negativo para esse teste?”, “A dose de antidepressivo que utilizamos estava adequada?” e “O
que podemos ter feito de diferente para obtermos esse resultado?”. Para respondé-las foi feita
uma revisao sistematica com foco em camundongos Suicos tratados com fluoxetina que foram
submetidos ao TNF.

Considerando que o TNF ¢ muito utilizado na busca por novos antidepressivos, nossa
hipdtese para essa parte do estudo era que haveria um viés de publicacdo, sendo os resultados
positivos os mais encontrados devido a promocao dos resultados positivos e a supressao dos
resultados negativos. Além disso, esperavamos encontrar a dose mais utilizada na literatura
para poder utiliza-la nos experimentos comportamentais.

Os resultados parecem suportar nossa hipdtese, pois o baixo nimero de resultados
negativos encontrados gera duvida quanto a fidedignidade e a robustez dos dados da
literatura. Esse fendmeno ¢ denominado viés de publicacdo e € responsavel por muitos
resultados das literatura serem “inflados”, o que contribui para a reduc¢do da reprodutibilidade
dos estudos (Collins e Tabak, 2014).

A partir dessa revisdo foi visto que a dose de fluoxetina mais utilizada para os
camundongos Suicos no TNF ¢ a de 20 mg/kg, o que nos fez escolher essa dose para ser
utilizada nos experimentos comportamentais. Também foi observado que a maioria dos
experimentos foram realizados em machos, o que pode ser um grande problema para quando
determinados firmacos passarem a ser testados na pesquisa clinica, visto que a depressao
acomete mais mulheres do que homens (OMS, 2017).

Além disso a maioria dos experimentos ndo relatava se houve aleatorizacdo dos

animais ¢ nem o cegamento dos investigadores quanto a interven¢do que o animal recebeu
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e/ou sobre a andlise dos resultados obtidos. Esse fato talvez possa indicar a presenca de alguns
vieses nesses trabalhos, ja que tanto o cegamento quanto a aleatorizacao sao utilizados para

evita-los.

52 EFEITO DA FLUOXETINA NA RESPOSTA DE CAMUNDONGOS SUICOS
MACHOS, ALOJADOS SOB DIFERENTES TIPOS DE CICLO CLARO/ESCURO,
NO TESTE DO NADO FORCADO

Provavelmente devido a razdes de praticidade, o ciclo claro\escuro dos viveiros de
animais nos laboratorios geralmente seguem a norma da atividade humana, ou seja, as luzes
estdo acesas durante o dia e apagadas a noite. Porém, muitas vezes ndo ¢ levado em
consideragdo que os animais que utilizamos (ratos e¢ camundongos) sao noturnos e as
investigacdes comportamentais ocorrem, quase exclusivamente, na fase de repouso do ciclo
circadiano desses animais (Kelliher et al, 2000; Verma et al., 2009). Entdo como a fase
noturna do ciclo circadiano corresponde ao periodo ativo e responsivo do camundongo,
qualquer paradigma que seja dependente de respostas comportamentais robustas também deve
ser explorado nessa fase. Além disso, qualquer modelo animal que tente paralelizar uma
condi¢cdo humana e, de fato, tente alcancar a validade preditiva requer atencdo a imitagao
(Kelliher et al, 2000; Verma et al., 2009), por isso utilizamos o ciclo invertido no nosso
laboratorio.

Na revisao sistematica nao encontramos nenhum trabalho que afirmasse ter utilizado o
ciclo de iluminagdo invertido no viveiro dos animais, entdo resolvemos realizar uma
comparag¢do entre animais que passaram pelo TNF enquanto mantidos em viveiros com
diferentes fases do ciclo claro/escuro, pois essa poderia ser uma diferenca importante entre os
estudos de Costa et al. al. (2013) e Suman et al. (2018). Esse experimento revelou nao haver
influéncia da iluminacdo do alojamento sobre os comportamentos dos camundongos Suicos
machos no TNF, quando tratados ou ndo com fluoxetina. Em ambos os tipos de ciclo de
iluminacdo, os comportamentos dos animais do grupo controle ¢ do tratado com fluoxetina
foram similares, o que vai de acordo com um trabalho ja publicado em ratos (Verma et al.,
2009).

Esse resultado nos fez perceber que o ciclo de iluminagao no viveiro dos animais nao
era o principal responsavel pelos nossos resultados negativos, entdo passamos a pensar que
talvez o TNF ndo fosse o ideal para os nossos animais, entdo passamos para outro

experimento no qual utilizamos o TSC.
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53 EFEITO DA FLUOXETINA NA RESPOSTA DE CAMUNDONGOS SUICOS
MACHOS E FEMEAS AO TNF E TSC

Mesmo o TNF sendo muito utilizado para detectar efeitos de antidepressivos em
camundongos Suigos, como Vvisto na revisao sistematica, pensamos que talvez em nossas
condig¢des, animais pudessem nao ser sensiveis ao TNF. Isso devido ao fato de que a diferenga
entre animais da mesma linhagem, porém de colonias ou fornecedores diferentes ja foi
demonstrada (Einat et al., 2018). Essas diferencas sdo geralmente atribuidas a origem da
linhagem (Juetten e Einat, 2012), a outras mudangas genéticas ao longo das geragdes (Pena-
Oliver et al, 2014) ou ainda a fatores ambientais (Einat et al., 2018).

Sabendo disso, resolvemos conduzir um estudo para avaliar a resposta de
camundongos Sui¢os machos e fémeas tratados ou ndo com fluoxetina no TNF e no TSC,
para assim podermos observar se a falta de efeito observada estava relacionada com a resposta
ao farmaco ou se era devido ao teste, além de avaliarmos se havia diferenga sexual no
comportamentos desses animais. Além disso, existem evidéncias que o uso de antidepressivos
¢ mais comum em mulheres do que em homens (OMS, 2017). Portanto, modelos animais que
levem em consideragdo o sexo dos animais podem ter maior validade de construto que
aqueles que desprezam a relevancia desta variavel.

Com esse experimento pudemos observar que o sexo ndo interferiu no resultado
obtido, sendo os dados encontrados em fémeas e machos muito parecidos. Em relacao as
fémeas pudemos ver que a fase do ciclo estral parece ndo interferir no comportamento
apresentado, o que concorda com dados da literatura em ratas (Domingues et al., 2015).
Porém, o baixo numero de camundongas por fase do ciclo estral diminui a confiabilidade
desses resultados.

Esse experimento nos trouxe também uma grande surpresa, os camundongos machos,
assim como as fémeas, tiveram resposta positiva ao tratamento com fluoxetina no TNF. O que
nao era esperado devido aos nossos resultados anteriores (Suman et al., 2018). Além disso,
camundongos dos dois sexos ndo responderam como esperado no TSC, i.e., ndo houve
reducdo de imobilidade dos animais apos o tratamento com a fluoxetina.

Em meio a muitas dividas que surgiram, resolvemos comparar os grupos controle
responsivos (experimento 2) e os ndo responsivos (experimento 1) ao TNF. Nessa analise a
posteriori pudemos observar que os animais do grupo controle no experimento 2

apresentavam maior imobilidade do que os do experimento 1. Isso nos fez pensar que, por
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acaso, tenhamos recebido do fornecedor subgrupos diferentes de camundongos (responsivos e
nao responsivos) em cada experimento. Nos estudos de Suman et al. (2018) havia a suspeita
que os camundongos Sui¢os do Biotério da UFSC podiam ser encontrados em subgrupos de
baixa e alta imobilidade. A presenca de subgrupos poderia explicar também a inesperada
auséncia de efeito da fluoxetina sobre a imobilidade dos camundongos no TSC. Pensando
nisso resolvemos tentar encontrar um teste que pudesse ser preditivo do comportamento dos
camundongos machos e f€meas no TNF. Assim, teriamos um indicador que pudesse ser usado
para separar os animais de alta e baixa imobilidade e entender se os resultados discrepantes
entre os experimentos 1 e 2 ocorreram ao acaso ou se realmente ha uma divisdo intra-

linhagem.

54 POSSIVEIS TESTES PREDITIVOS DO COMPORTAMENTO  DE
CAMUNDONGOS SUICOS MACHOS E FEMEAS NO TNF

Muitos grupos de pesquisa vém tentando encontrar alguma correlagdo entre varidveis
comportamentais, fisioldégicas ou bioquimicas na resposta individual dos animais, para assim
poderem prever o desempenho de determinado animal no teste de interesse (Jama et al., 2008;
Shishkina et al., 2010; Pitychoutis et al., 2011; Khemissi et al., 2014). Antes do presente
estudo, ndo havia sido encontrado nenhum parametro para divisdo de subgrupos que estivesse
correlacionado com a imobilidade no TNF em camundongos Suicos.

Sabendo disso, pensamos que provavelmente os melhores testes preditores do TNF
seriam testes que também detectassem o efeito de antidepressivos, como o proprio TNF ou o
TSC. Porém, tanto o TNF como o TSC sdo considerados estressantes pensamos em testes em
que o animal ndo se estressasse tanto, por isso inicialmente utilizamos o HIN. O HIN consiste
em uma fase de treino no qual o animal aprende a comer um alimento palatavel (treinamento
por 3 dias de 30 min) e no dia do teste ¢ colocado junto com o alimento palatavel em uma
caixa diferente da que estd habituado (Almatroudi et al., 2018). No dia do teste ¢ aferido o
tempo entre a colocacdo do animal na caixa e ele comecar a comer (laténcia para comer). A
correlagdo entre a laténcia para comer no HIN e o tempo de imobilidade no TNF foi minima.
As razdes para a auséncia de correlagdo entre a laténcia para comer no HIN e a imobilidade
no TNF ndo sdo conhecidas. Porém, poderiamos considera-la natural uma vez que parte dos
comportamentos dos camundongos no HIN sdo adquiridos por treinamento que esta ausente
no TNF. Alternativamente, poderiamos considerar a realizacdo do HIN complexa e passivel

de erros experimentais, por causa das varias sessoes de treinamento.
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Devido a auséncia de achados no HIN, tentamos o ASN que ¢ mais simples de realizar
do que o HIN e tinhamos estrutura para a realizacdo. Apesar da necessidade de privacao
alimentar durante as 24 h que antecedem o teste, 0 ASN ¢ considerado pouco estressante para
os camundongos. Nesse teste, apos o periodo de privacdo alimentar, o animal ¢ colocado em
uma caixa diferente da caixa-viveiro com um pellet de ragao no meio da caixa. Como no HIN,
no ASN ¢ aferido o tempo entre a colocacdo do animal na caixa e ele comegar a comer
(laténcia para comer) (Samuels e Hen, 2011). Com as medidas nesse teste, observamos
correlagdo forte para camundongos Sui¢cos machos entre o tempo até o animal comer e o seu
desempenho no TNF, ja para os camundongos fémeas a correlagdo foi média. Outro achado
interessante do ASN como preditor do TNF ¢ que a correlagdo dos machos e fémeas foi
inversa, ou seja, os machos tem correlagdo positiva (diretamente proporcional) e as fémeas
correlacdo negativa (inversamente proporcional). Em outras palavras, camundongos machos
mais moveis no ASN sdo também mais moveis no TNF, enquanto que camundongos fémeas
mais moveis no ASN sao menos méveis no TNF.).

Com esses resultados promissores com o ASN, tivemos a ideia de utilizar a laténcia
para comer no ASN para dividir os camundongos em subgrupos de alta e baixa mobilidade
antes que recebessem tratamento com antidepressivos. Essa divisdo poderia nos indicar se a

divisdo intra-linhagem estaria realmente relacionada com a resposta ao farmaco no TNF.

55 O ASN COMO TESTE PREDITIVO PARA O COMPORTAMENTO DE
CAMUNDONGOS SUICOS MACHOS E FEMEAS NO TNF

Com o ASN como teste preditor do TNF e divisor de animais em alta e baixa
imobilidade, pensamos que algum dos subgrupos fosse menos responsivo aos antidepressivos
do que o outro, o que poderia ajudar a entender trabalhos que ndo obtiveram resultados ja
descritos na literatura com esse teste nessa linhagem.

Nesse experimento pudemos tirar a prova real de que a nossa divisdo realmente
funcionou para camundongos Suicos machos. Com uma analise minuto a minuto do
comportamento dos animais controle observamos que, os animais classificados como de baixa
imobilidade realmente tiveram menor tempo de imobilidade durante todo o TNF do que
aqueles classificados com alta imobilidade. Porém pudemos notar que nosso divisdo nao
funcionou muito bem para camundongos Sui¢os fémeas, pois o subgrupo que deveria ser o de
baixa imobilidade acabou apresentando maior imobilidade do que o subgrupo que deveria ser

de alta imobilidade.
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O tratamento com fluoxetina reduziu o tempo de imobilidade no subgrupo de
camundongos machos de alta imobilidade. Ou seja, os camundongos Suicos machos, de alta
imobilidade responderam como esperado ao tratamento com fluoxetina. Porém, os animais de
baixa imobilidade ndo foram responsivos ao tratamento com a fluoxetina, como no
experimento 1. Isso concorda com alguns dados da literatura em que apenas ratos de alta
imobilidade responderam aos antidepressivos no TNF (Jama et al., 2008).

Nossos achados em camundongos Sui¢os machos também foram interessantes, pois
divergiram dos dados encontrados recentemente em nosso grupo de pesquisa (Suman et al.,
2018). Com um método de divisdo post hoc, Suman et al. (2018) observaram que diferengas
entre os grupos de camundongos controle e fluoxetina diferiam no TNF apenas quando
classificados como de baixa imobilidade. Acreditamos que essa disparidade com Suman et al.
(2018) seja explicada pelo fato que nossa divisdo foi prévia e nao posterior ao TNF. A
divisdo post hoc pode ser questionada se levarmos em conta que para a divisdo dos subgrupos
foi usado um parametro (mediana) derivado de todos os grupos experimentais testados no
proprio TNF. Nesse trabalho, a selecdo dos animais foi feita usando um parametro
independente do TNF.

Em camundongos Suicos fémeas, a divisdo pela mediana da HIN ndo foi eficaz para
dividir os animais em subgrupos de alta e baixa imobilidade. Porém pudemos observar que a
dose de 30mg teve efeito nos animais com laténcia para comer maior que a mediana (animais
que supostamente deveriam ser de baixa imobilidade, porém apresentardao maior duracao de
imobilidade).

Nesse experimento foi analisada também uma das fases da neurogénese hipocampal
dos grupos controle de alta e baixa imobilidade de ambos os sexos, pois sabe-se que a agao
terapéutica dos antidepressivos tem relacdo causal com a neurogénese (Santarelli et al. 2003;
Tanti e Belzung, 2013). Com essa analise qualitativa vimos que os machos de alta
imobilidade apresentam maior nimero de neurdnios novos e mais ramificagdes nesses
neurdnios que os machos de baixa imobilidade, o que pode ser um dos fatores relacionados
com as diferentes respostas nesses subgrupos. Com isso acreditamos que os camundongos
machos de alta imobilidade sdo mais responsivos, pois apresentam mais neurogénese do que
os de baixa imobilidade. Também foi visto que os camundongos Suicos fémeas nao tiveram
um padrdo de neurogénese definido pelo seus subgrupos, o que mais uma vez pode nos

mostrar que nossa divisdo pelo ASN em fémeas ndo foi bem sucedida.
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Novos estudos devem ser realizados para averiguar se realmente a diferenga de
resposta em machos é devida a neurogénese, podendo ser feita uma andlise quantitativa.
Muitos marcadores poderiam ser estudados nos subgrupos de camundongos Suicos machos,
para assim talvez entendermos melhor os mecanismos de resisténcia a resposta antidepressiva
nesses animais e talvez no futuro ainda transpor esses achados para os humanos resistentes ao
tratamento. Além disso, seria muito interessante que houvesse novos estudos de testes
preditivos para os camundongos Suicos fémeas, visto que os testes que utilizamos nao foram
eficazes.

Portanto, os dados aqui encontrados sugerem que os camundongos Suicos
apresentam uma divisdo intra-espécie referente ao tempo de imobilidade no TNF, sendo o
ASN um bom teste preditor dessa divisio em machos. Ja para as fémeas, nem o HIN nem o
ASN parecem ser bons preditores da imobilidade no TNF. Levando em consideragdo também
os resultados encontrados na imunohistoquimica de camundongos Sui¢os machos dos grupos
controle de alta e baixa imobilidade, podemos dizer que em camundongos machos uma das
fases da neurogénese hipocampal estd relacionada com sua responsividade aos
antidepressivos.

Como conclusdo geral, podemos dizer que o modelo comportamental aqui apresentado
¢ confiavel para detec¢do de fluoxetina em camundongos Suicos machos e que provavelmente
as diferentes responsividades encontradas nesse protocolo estdo intimamente ligadas com a
neurogénese hipocampal. Porém, a aplicacdo desse modelo comportamental em fémeas nado ¢
recomendada, pois a divisdo em subgrupos ndo foi bem estabelecida. Desse modo, mais
estudos se fazem necessarios para investigar as vias relacionadas a resisténcia a resposta

antidepressiva, além de estudos para encontrar um teste preditor do TNF para fémeas.
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6 CONCLUSOES
6.1 CONCLUSAO GERAL

O ASN como teste preditor do TNF ¢ confidvel para deteccdo de antidepressivos
monoaminérgicos em camundongos Suicos machos e, provavelmente, as diferentes
responsividades encontradas nesse protocolo estdo relacionadas com a fase da neurogénese
vista com a doublecortina. Porém, a aplica¢do desse modelo comportamental em fémeas nao

¢ recomendada, pois a divisao em subgrupos nao foi bem estabelecida.

6.2 RESUMO DOS RESULTADOS

e Com a revisao sistematica foi possivel observar que provavelmente existe um viés de
publicacao, devido ao baixo nimero de resultados negativos encontrados, o que gera
duavida quanto a fidedignidade e a robustez dos dados da literatura.

e Percebemos com o experimento 1 que a fase do ciclo claro\escuro em que o TNF ¢
feito ndo interfere no seu resultado.

e Com o experimento 2 observamos que o sexo ndo interfere no resultado obtido nem no
TNF e nem no TSC, sendo os dados encontrados em fémeas e machos muito
parecidos.

e Além disso, em relacdo as fémeas, observamos que a fase do ciclo estral parece ndo
interferir nem no TNF e nem no TSC.

e Percebemos, com os experimentos 3 € 4 que o ASN ¢ um bom teste preditor do TNF
para camundongos Sui¢cos machos, porém ndo para fémeas, o que o torna um bom
divisor de grupos de alta e baixa imobilidade para camundongos Suicos machos.

e Com o experimento 4 foi possivel observar que os camundongos Sui¢os machos de
alta imobilidade s3o mais responsivos a fluoxetina que os de baixa imobilidade.

e A imunohistoquimica revelou que, provavelmente, as diferentes responsividades
encontradas nesse protocolo estdo relacionadas com uma das fases da neurogénese

hipocampal.
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ANEXO 2 - PROTOCOLO IMUNOHISTOQUIMICA

Verificar solucdes (PBS 0,1; 0,01 M) = Geladeira
Preparar Tampao A (PBST 0,25%) (Adicionar 1,25ml Triton em 500 ml PBS 0,1M)
Separar os cortes em PBS 0,1M ou PB 0,2M (6-8 cortes por grupo experimental,
tentando sempre representar em cada corrida imuno-histoquimica todos os grupos e
em igual nlimero.)
o Iniciar lavagens com Tampao A (Iml por pogo) 4x5 min
o Preparar Metanol 100% - 0,3%H>0> (Ter em conta que nosso H>O» j& € 30%,
portanto colocar Iml a cada 100 ml de Metanol).
Bloqueio da peroxidase endégena com Metanol100%-0,3% H>O> (30 min)
Lavar (Tampao A), 4x5 min
o Preparar BSA 2% em Tampao A (A cada 100 ml de Tampdo A adicionar 2g de
BSA (Bovine Serum Albumine). Preparar o dobro do volume necessario,
porque na incubagdo do Ac primario também usa.
Bloqueio das ligagdes inespecificas com BSA 2% (90 min)
Preparar as dilui¢des dos anticorpos (Para cFos em Pombos, 1:4000 em BSA2%).
Incubar Ac primario overnight (20-24 h) em camara fria em agitacdo, cuidando de nao

apoiar a placa diretamente no gelo para ndo congelar a amostra.

Iniciar lavagens com Tampao A, 4x5 min
Incubar Ac secundario (2 h) (diluir em Tampao A) (Ac secundario para cFos 1:1000
PBST).
Preparar o complexo ABC
o PBST
o A
o B
o Diluir 1:1000 o complexo AB, ndo cada substancia. Assim, para 1 ml de PBST
precisa-se 0,5 ul de A +0,5ul de B.
Lavar (Tampao A), 4x5 min
Incubar o complexo ABC (90 min)

Lavar (Tampao A), 4x5 min
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Lavar com PBS 0,1M 1x5 min
Preparar DAB (No escuro, cobrir o Becker com papel aluminio
o 1 comprimido da cartela dourada + 1 comprimido cartela prateada em 5 ml de
PBS 0,1M.
Incubar com DAB 4-5 min (no escuro, cobrir a placa com papel aluminio)
Interromper DAB com 1 lavagem de 10 min em PBS 0,1M frio (8°C)
Lavar (Tampdo A), 4x5 min
Estender as sec¢cdes em lamina gelatinizada usando PBS 0,01 M ou PB 0,2 M.
Deixar secar por entre 1 dia e 1 semana os cortes nas laminas para proceder a

diafanizar.
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ANEXO 3 - IMUNOHISTOQUIMICA DE TODOS ANIMAIS

Figura 15: Imunohistoquimica para doublecortina (DCX) no hipocampo de camundongos
Suicos fémeas de alta imobilidade. A, B, C, D, E ¢ F representam animais diferentes.
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Figura 16: Imunohistoquimica para doublecortina (DCX) no hipocampo de camundongos
Suicgos fémeas de baixa imobilidade. A, B, C, D, E ¢ F representam animais diferentes.
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Figura 17: Imunohistoquimica para double cortina (DCX) no hipocampo de camundongos
Suicos machos de alta imobilidade. A, B, C, D, E e F representam animais diferentes.
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Figura 18: Imunohistoquimica para doublecortina (DCX) no hipocampo de camundongos
Sui¢os machos de baixa imobilidade. A, B, C, D, E e F representam animais diferentes.
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