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RESUMO

Drosophila melanogaster ¢ usada na genética ha mais de 100 anos e, recentemente, vém sendo
usada na neurociéncia e na farmacologia. Moscas possuem estruturas neurobioldgicas
semelhantes as encontradas em vertebrados. Estudos indicam que elas também respondem ao
estresse, diminuindo a locomocao e a ingestao de alimento, ¢ que a reversao das sequelas do
estresse pode ser feita com farmacos antidepressivos. Neste trabalho, avaliou-se, por meio de
uma revisdo sistematica da literatura, como moscas D. melanogaster sao usadas para o estudo
de farmacos antidepressivos. Além disso, avaliou-se o comportamento de moscas machos e
fémeas expostas ao estresse cronico leve e ao tratamento com fluoxetina (FLX), e se a
FLX revertia as respostas induzidas pelo estresse. Por fim, avaliou-se qual o efeito do estresse
e do tratamento com FLX na neurotransmissdo serotoninérgica. Os resultados da revisdo
sistematica mostraram que ha maior prevaléncia de estudos em machos, o farmaco mais usado
¢ a FLX e os comportamentos mais estudados sdo locomocgao, copula e imobilidade. Na etapa
experimental deste trabalho, a locomogao e a preferéncia por sacarose foram avaliadas no
labirinto com raias € no campo aberto. No experimento 1, os animais foram expostos a um
protocolo de estresse cronico leve de 9 dias, com privagdo alimentar, inversdo de ciclo, frio e
calor. Nao houve efeito do estresse na locomocao e na preferéncia por sacarose, ou efeito do
sexo. Houve efeito do tempo do teste sobre a locomog¢ao com aumento da distancia percorrida
no final do teste comparado ao inicio. No experimento 2, os animais foram expostos ao estresse
cronico leve de 3 dias, com os mesmos estressores, além de um periodo adicional de privacdo
alimentar antes do teste de preferéncia por sacarose. Ainda, um grupo de cada sexo, apenas
privado de alimento foi adicionado. Nao houve efeito do estresse na locomog¢ao. Houve efeito
do sexo e do tempo do teste em todos os grupos, i.e., diminui¢do da locomoc¢ao nos periodos
finais do teste comparados aos iniciais. Houve efeito do sexo, da condi¢do experimental e do
tempo na preferéncia por sacarose. Machos estressados e machos privados de alimento
apresentaram preferéncia maior que machos controle (alimentados) nos primeiros periodos de
teste. Em fémeas, esse aumento foi observado apenas nas estressadas. Machos estressados e
privados de alimentos testados em grupos apresentaram diminui¢do da locomog¢ao e aumento
da preferéncia por sacarose. Em fémeas controle e estressadas houve aumento da preferéncia
por sacarose. No experimento 3, os animais foram expostos ao protocolo de estresse cronico
leve de 3 dias, e um ensaio de imuno-histoquimica para serotonina (5-HT) foi realizado com o
cérebro dos animais. Observou-se efeito em fémeas, com aumento de células 5-HT positivas
nas estressadas quando comparadas as controle e as privadas de alimento. No experimento 4,
os animais foram tratados com FLX 5 uM, 10 uM e 30 pM por 9 dias. Nao houve efeito do
tratamento na locomogao. Efeitos do tempo do teste, e interagdo entre os fatores tempo € sexo
foram observados na locomog¢ao, com aumento da distancia percorrida no final do teste quando
comparado ao inicio. Nao houve efeito do sexo, do tratamento ou do tempo do teste na
preferéncia por sacarose. No experimento 5, os animais foram tratados com FLX 10 mM por
24h, 48h 72h e seus cérebros usados num ensaio de imuno-histoquimica. Fémeas tratadas por
72h, hd um aumento de células 5-HT positivas, e o oposto foi observado em machos tratados
por 72h. No experimento 6, os animais foram expostos ao protocolo de estresse cronico leve de
3 dias e tratados com veiculo ou FLX 2,5 mM, 5 mM e 10 mM pelo mesmo periodo. Na
locomogao, observou-se efeito do sexo e do tempo entre animais tratados com FLX ou veiculo.
Na preferéncia por sacarose observou-se efeito apenas do tempo. Efeitos do tratamento nao
foram observados em ambos os desfechos. Sugere-se que fémeas sdo mais suscetiveis ao
estresse e ao tratamento com FLX do que machos.

Palavras-chave: Antidepressivos; Dimorfismo sexual; Serotonina.



ABSTRACT

Drosophila melanogaster has been used in genetics for over 100 years and has recently been
used in neuroscience and pharmacology. Flies have neurobiological structures similar to those
found in vertebrates. Studies indicate that they also respond to stress by reducing locomotion
and food intake, and the effects of stress can be reversed with antidepressant drugs. Here, we
evaluated how D. melanogaster flies are used to study antidepressant drugs through a
systematic literature review. In addition, we evaluated the behavior of male and female flies
exposed to mild chronic stress and treatment with fluoxetine (FLX), and whether FLX reversed
stress-induced responses. Finally, we evaluated the effect of stress and FLX treatment on
serotonergic neurotransmission. The systematic review results showed a higher prevalence of
studies in males; the most commonly used drug is FLX, and the most studied behaviors are
locomotion, copulation, and immobility. In the experimental stage of this study, locomotion
and sucrose preference were evaluated in the lane maze and the open field. In experiment 1, the
animals were exposed to a 9-day mild chronic stress protocol, with food deprivation, cycle
reversal, cold, and heat. There was no effect of stress on locomotion and sucrose preference, or
effect of sex. There was an effect of the test time on locomotion, with an increase in the distance
traveled at the end of the test compared to the beginning. In experiment 2, the animals were
exposed to 3-days mild chronic stress, with the same stressors, plus an additional period of food
deprivation before the sucrose preference test. Furthermore, a group of each sex, only food
deprived, was added. There was no effect of stress on locomotion. There was an effect of sex
and test time in all groups, i.e., decreased locomotion in the final periods of the test compared
to the initial ones. There was an effect of sex, experimental conditions, and time on sucrose
preference. Stressed males and food-deprived males showed a greater preference than control
(fed) males in the first test periods. In females, this increase was observed only in stressed
females. Food-deprived and stressed males tested in groups showed decreased locomotion and
increased sucrose preference. In control and stressed females, there was an increase in sucrose
preference. In experiment 3, the animals were exposed to the mild chronic stress protocol for
three days, and an immunohistochemical assay for serotonin (5-HT) was performed using their
brains. An effect was observed in females, with an increase in 5-HT-positive cells in stressed
females when compared to control and food-deprived females. In experiment 4, animals were
treated with FLX 5 pM, 10 uM, and 30 uM for nine days. There was no effect of treatment on
locomotion. Effects of test time and interaction between time and sex were observed in
locomotion, with increased distance traveled at the end of the test compared to the beginning.
There was no effect of sex, treatment, or test time on sucrose preference. In experiment 5,
animals were treated with FLX 10 mM for 24h, 48h, and 72h, and their brains were used in an
immunohistochemical assay. Females treated for 72h showed an increase in 5-HT positive cells;
the opposite was observed in males treated for 72h. In experiment 6, animals were exposed to
a 3-day mild chronic stress protocol and treated with vehicle or FLX 2.5 mM, 5 mM, and 10
mM for the same period. In locomotion, an effect of sex and time was observed between animals
treated with FLX or vehicle. In sucrose preference, only an effect of time was observed.
Treatment effects were not observed in either outcome. It is suggested that females are more
susceptible to stress and FLX treatment than males.

Keywords: Antidepressants; Sexual dimorphism; Serotonin.
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1 INTRODUCAO
1.1 Organismos modelo em pesquisa

Organismos modelo sdo espécies ndo humanas usadas para entender fendmenos bioldgicos
aplicaveis a outros organismos, geralmente aqueles que, de alguma forma, sdo mais complexos
que os originais (LEONELLI; ANKENY, 2013). O uso de diferentes organismos modelo, € o
advento de técnicas moleculares e genéticas, contribuiram para que novas descobertas
cientificas fossem realizadas (BROWN, 2021; ERICSSON et al., 2013). Sdo exemplos de
organismos modelo animais mamiferos (e.g. ratos € camundongos), € animais ndo- mamiferos,
como o peixe zebra (Danio rerio), o nematddeo (Caenorhabditis elegans) e a mosca-da-fruta
(Drosophila melanogaster) (LEONELLI; ANKENY, 2013).

Diferentes aspectos biologicos ou doencas humanas podem ser estudados nestes
organismos. Para 1sso, modelos animais sdo utilizados. Os modelos animais sao procedimentos
que, quando aplicados a animais de laboratorio, geram mudancas comportamentais ou
fisiologicas, que visam reproduzir em grande parte os aspectos da doenca estudada (WILLNER,
1990; MCGONIGLE; RUGGERI, 2014). Entretanto, no que se refere ao estudo de doencas
humanas e de potenciais alvos terapéuticos para essas doencas, a validade desses modelos deve
ser avaliada. A validade se refere ao quanto esses modelos sdo uteis para predizer quais
farmacos devem ou ndo alcangar a etapa de estudos clinicos em humanos (MCGONIGLE;
RUGGERI, 2014). Existe um conjunto de critérios proposto para avaliar modelos animais de
disturbios do sistema nervoso central, mas que podem ser uteis para modelos de outras areas
(WILLNER, 1984; MCGONIGLE; RUGGERI, 2014). Entre os critérios estao a validade de
face, que sdo as similaridades entre o modelo e a condi¢@o clinica sendo estudada; a validade
de construto, ou seja, se a biologia subjacente entre a doenca e o modelo da doenca ¢
semelhante; e a validade preditiva, que visa responder se o modelo identifica corretamente os
tratamentos, ¢ se tem resposta semelhante a agentes terapéuticos clinicamente eficazes
(MCGONIGLE; RUGGERI, 2014; WILLNER, 1984).

Os modelos animais sdo aplicados, na maioria das vezes, em animais vertebrados.
Entretanto, o uso destes animais vem sofrendo criticas do ponto de vista da ética e do bem-
estar animal, além de apresentar algumas desvantagens relacionadas ao custo financeiro e ao
espago necessario para criagdo, quando comparados a outros animais (HUET; DE HAAN,
2014). Com isso, ja existem iniciativas que visam diminuir o niimero de animais vertebrados
utilizados em pesquisa, € o conjunto dessas iniciativas ¢ conhecido como 3Rs (redugao,
refinamento e substituigdo) (RUSSELL, 1995). Os animais vertebrados podem ser substituidos

por ferramentas in silico ou in vitro, sendo estas consideradas substituicdes totais, pois nao
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utilizam nenhuma espécie animal, ou por animais invertebrados, sendo esta considerada uma
substitui¢do parcial (THE 3R). Os modelos in vivo, quando comparados as triagens de drogas
baseadas em modelos in vitro ou in silico, oferecem algumas vantagens. Estes modelos sdao
uteis para avaliar o efeito de drogas em um contexto fisioldgico, e fornecem informagdes
importantes como farmacocinética, farmacodinamica e a toxicidade de uma substancia
(BULTERIJS; BRAECKMAN et al, 2020). Entretanto, o uso de modelos in vivo em roedores
em etapas iniciais dos estudos demanda mais tempo e recursos financeiros, quando comparados
aos modelos in silico e in vitro. Assim, o uso de animais invertebrados como o C. elegans ¢ D.
melanogaster pode ser uma alternativa economicamente viavel nestes estudos. Essas espécies
tém como vantagem serem organismos menores, de facil manutencdo, e que requerem menos

recursos financeiros para criagdo (BULTERIJS; BRAECKMAN et al., 2020).

1.2 Drosophila melanogaster como organismo modelo para o estudo do estresse

D. melanogaster, popularmente conhecida como mosca-da-fruta, ¢ um organismo usado
em pesquisas de genética classica ha mais de cem anos (MORGAN, 1915). Ela esta relacionada
a descobertas marcantes no campo da genética e do desenvolvimento embrionario, como o
conceito de herancga genética ligada ao sexo (MORGAN, 1915; MORGAN et al., 1923), ¢ a
descoberta dos genes notch (MORGAN, 1917; POULSON, 1937) e hedgehog, descritos
também em humanos (BORGGREFE; OSWALD, 2009; NUSSLEIN-VOLHARD;
WIESCHAUS, 1980; ECHELARD et al., 1993).

O uso de D. melanogaster em pesquisas apresenta vantagens, como a facilidade de criagao,
o baixo custo de manutencdo, e o genoma totalmente descrito (JENNINGS, 2011). Na
farmacologia, as moscas podem ser usadas, por exemplo, em estudos de neoplasias
(GONZALEZ, 2013), disfungdes cardiovasculares (UGUR; CHEN; BELLEN, 2016),
inflamatorias (YOUNES et al., 2020), endocrinas (MUSSELMAN; KUHNLEIN, 2018), e
neuropsiquiatricas (JEIBMANN; PAULUS, 2009).

Em relagdo aos transtornos neuropsiquiatricos, a D. melanogaster vem sendo usada em
estudos de Alzheimer (TSUDA; LIM, 2018), Parkinson (ARYAL; LEE, 2019) e epilepsia
(LASKO; LUTHY, 2021). Alguns estudos também mostram o potencial uso de D.
melanogaster no estudo de outros transtornos, como a depressao (JIANG et al., 2017; MOULIN
etal.,2021).

Modelos animais de depressdo sdo frequentemente aplicados em roedores (HAO ef al.,
2019; WILLNER, 2017). Entretanto, os modelos de depressdo em roedores apresentam

limitagdes, como o tempo de exposicdo dos animais aos protocolos, o numero de animais
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necessarios e as taxas de mortalidade (HAO et al., 2019). Com isso, a padroniza¢do de novos
modelos animais de depressdo, utilizando outros organismos modelo, se faz cada vez mais
necessaria.

Em roedores, um dos modelos de depressao mais usado ¢ o de estresse cronico moderado
(HAO et al., 2019; WILLNER, 2017). Neste modelo, os animais sdo expostos a diferentes
estressores, como privacao alimentar, privacao de sono e alteracdes de temperatura, de forma
leve e cronica (HAO et al., 2019; WILLNER, 2017). As mudangas comportamentais de animais
de laboratdrio ap6s a exposicao a agentes estressores podem ser avaliadas utilizando testes de
procura e consumo de alimentos palataveis, e locomog¢ao. Roedores expostos a condi¢des de
estresse incontrolavel e inescapavel diminuem a fuga ou esquiva em resposta ao estimulo
estressor, e esta mudanca comportamental ¢ conhecida como desamparo aprendido
(VOLLMAYR; GASS, 2013). O desamparo aprendido ¢ utilizado como modelo para o estudo
da neurobiologia dos transtornos do humor e da psicofarmacologia dos antidepressivos
(SHERMAN; SACQUITNE; PETTY, 1982). Em laboratorio, animais submetidos a situagdes
estressantes sdo tratados com antidepressivos, a fim de observar os efeitos destes farmacos
sobre os seus comportamentos (LIU ef al., 2009). A reversdo de respostas comportamentais
induzidas pelo estresse em animais de laboratorio pode ser usada para predizer a atividade
antidepressiva de novos agentes farmacoldgicos (WILLNER, 2017). Um farmaco comumente
utilizado com este objetivo ¢ a fluoxetina (LAPMANEE et al., 2013; DOMINGUES et al.,
2019). A fluoxetina ¢ comumente utilizada para o tratamento de desordens psicoldgicas como
depressao, ansiedade e transtorno obsessivo-compulsivo (HAMILTON et al, 2016).

Estudos mostram que, assim como os roedores, as moscas também sdo capazes de
responder a diferentes situagdes de estresse, apresentando alteragdes comportamentais
comparaveis aquelas observadas em roedores, como o desamparo aprendido (BROWN et al,
1996; YANG et al., 2013), a diminuigdo na preferéncia por sacarose (ARAUJO et al., 2018;
2020; RAMOS-HRYB et al., 2020) e o aumento da imobilidade no nado for¢cado (ARAUIJO et
al., 2018; 2020; JIA et al. 2021; RAMOS-HRYB et al., 2020). Ainda, elas também sao
suscetiveis aos modelos de depressao induzidos por farmacos como levodopa, um precursor de
dopamina, e clorpromazina, um antagonista dopaminérgico (JIANG et al., 2017; MOULIN et
al., 2021).

Resultados preliminares indicam que as moscas também sdo sensiveis a situagdes
estressantes, como imobilizagdo e anestesia por CO> (ECKERT, 2017), e que podem alterar
seus comportamentos de busca por alimento quando submetidas a estas situagdes. Além disso,

um estudo prévio do laboratorio, mostrou que a privacdo alimentar também ¢ um fator de
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estresse que influencia nas respostas comportamentais de exploragdo do ambiente e de busca
por alimentos palataveis (ECKERT ef al. 2023). Em mamiferos, machos e fémeas apresentam
diferentes respostas comportamentais frente a estimulos estressores (YANG et al., 2013). D.
melanogaster também apresenta dimorfismos sexuais em alguns aspectos comportamentais,
como a locomo¢do (YANG et al., 2013; MAJEED et al., 2016). Entretanto, estudos com D.
melanogaster que avaliem as respostas comportamentais ao estresse em individuos de ambos

0s sexos ainda sao pouco recorrentes.

1.3 O papel da serotonina no comportamento: de vertebrados a invertebrados

A serotonina  (5-hidroxitriptoamina, 5-HT) € wuma importante monoamina
neurotransmissora tanto em vertebrados quanto em invertebrados. Essa monoamina foi
primeiramente identificada como a substancia dos extratos cerebrais que produziam
vasoconstricao periférica (RAPPORT, 1948). Posteriormente, mostrou-se que ela era idéntica
a uma substancia contratil isolada das células enterocromafins da mucosa gastrointestinal de
vertebrados (ERSPAMER; ASERO, 1952). J4& em invertebrados, a acdo da 5-HT foi
primeiramente estudada usando o tecido cardiaco de moluscos (TWAROG, 1953).
Posteriormente, Welsh e Morehead (1960) observaram a presenga de 5-HT no sistema nervoso
de diferentes invertebrados, como polvo e caranguejos.

Tanto nos animais vertebrados quanto nos invertebrados, a 5-HT tem diferentes efeitos no
sistema nervoso central e na periferia. Em mamiferos, essa monoamina tem um importante
papel em diferentes sistemas, como na regulagdo cardiovascular, respiracao e termorregulacao.
A 5-HT ¢ responsavel por regular o ritmo circadiano, o ciclo de sono, o apetite, a agressao, o
comportamento sexual e o aprendizado (MOHAMMAD-ZADEH; MOSES; GWALTNEY-
BRANT 2008).

Apesar da distincia filogenética entre vertebrados e invertebrados, o sistema
serotoninérgico ¢ conservado entre esses organismos (JENNINGS, 2011; TIERNEY, 2018).
Assim como em mamiferos, em moscas a serotonina ¢ um neurotransmissor envolvido em
diferentes comportamentos, como alimentacdo, sono, locomocgao, agressao, entre outros
(NICHOLS et al, 2002). Além disso, os mecanismos de armazenamento, liberacdo e
reciclagem destas moléculas sdo semelhantes entre moscas e mamiferos (O'KANE, 2011;
MARTIN; KRANTZ, 2014). Dentre os sete receptores serotoninérgicos descritos em
mamiferos, cinco receptores homoélogos ja foram descritos em D. melanogaster (CURRAN;

CHALASANI, 2012). Ainda, D. melanogaster possui um transportador de serotonina,
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conhecido como dSERT, que ¢ homdlogo ao transportador de serotonina de humanos (hSERT)

e de roedores (rSERT) (DEMCHYSHYN et al., 1994, Figura 1).

Figura 1. Conservagdo do sistema serotoninérgico entre mamiferos e D. melanogaster
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Legenda: TPH-1 e TPH-2 = triptofano hidroxilase, DTRHn = triptofano hidroxilase de Drosophila, DTPHU =
triptofano-fenilalanina hidroxilase de Drosophila, 5-HT = serotonina, MAO-A = enzima monoamina oxidase A,
VMAT = transportador vesicular de monoamina, dVMAT = transportador vesicular de monoamina de Drosophila,
SERT = transportador de serotonina, dSERT = transportador de serotonina de Drosophila. A enzima monoamina
oxidase ja foi detectada em D. melanogaster, mas em niveis baixos (DEWHURST et al., 1972), assim, ndo foi
representada na Figura 1 b. Figura adaptada de Curran; Chalasani (2012).

Além disso, a 5-HT também estd envolvida nas respostas dos organismos a estimulos
estressores. Em humanos e em animais de laboratério, esse neurotransmissor esta diminuido
quando estes organismos sdo expostos a situagdes de estresse (MAHAR et al., 2014). Ainda,
sugere-se que, em humanos, a diminui¢do nos niveis de 5-HT esteja atrelada ao
desencadeamento de sintomas depressivos (PANNU; GOYAL, 2023). Assim, atualmente, os
principais farmacos antidepressivos utilizados na clinica tém como mecanismo de acdo a
inibi¢do da recaptacdo de serotonina, aumentando a disponibilidade deste neurotransmissor na

fenda sinaptica (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica da neurotransmissdo serotoninérgica sob efeito ou nao

de farmaco antidepressivo inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina
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Legenda: ISRS = inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina. Figura criada pelo software Biorender ®.

Em D. melanogaster, a 5-HT também desempenha papéis importantes na resposta ao
estresse. Quando moscas sdo expostas a condi¢des estressantes, como aumento da temperatura
do ambiente, a 5-HT pode modular a locomog¢ao (MAJEED et al., 2016) ou a preferéncia por
sacarose (ARAUJO ef al. 2018;2020; RAMOS-HRYB et al., 2020). Em D. melanogaster
também ja foi demonstrada a diminui¢do de 5-HT em animais estressados, assim como €
observado em outros organismos (ARAUJO et al. 2018; RIES et al. 2017).

Desta forma, entende-se que estudar o papel do sistema serotoninérgico na resposta ao
estresse e no tratamento com farmacos antidepressivos em D. melanogaster ¢ de grande valia
para o desenvolvimento de novos modelos de depressao, a fim de reduzir o uso de vertebrados
em pesquisa. Algumas vantagens ja supracitadas, como o sistema serotoninérgico altamente
conservado nesta espécie, além de respostas comportamentais robustas, permitem o estudo dos
mecanismos atrelados aos efeitos do estresse, e de compostos com potencial acdo antidepressiva
nesses animais, de forma eficaz e mais rapida do que em outros organismos. Além disso, o fato
de, em humanos, mulheres serem os individuos mais acometidos com depressdo, também

mostra a importancia deste trabalho.
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1.4  Drosophila melanogaster como organismo modelo para o estudo de farmacos
antidepressivos

Atualmente, os principais fAirmacos usados para o tratamento do transtorno depressivo
maior em humanos sdo os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), como a
fluoxetina e o citalopram (FERGUSON, 2001; PEREZ-CABALLERO et al., 2019). Estes
farmacos t€ém como mecanismo de agao a inibi¢ao dos transportadores de serotonina, € sua agao
leva a um aumento da concentragdo deste neurotransmissor na fenda sindptica (RACAGNI;
POPOLI, 2010).

Estudos indicam que, assim como ¢ observado em mamiferos, a fluoxetina também tem
afinidade pelos transportadores de serotonina das moscas (dSERT) (COREY et al., 1994;
DEMCHYSHYN et al., 1994). Além disso, alguns estudos mostram que as moscas também
podem apresentar alteragdes comportamentais quando tratadas com estes farmacos (ARAUJO
etal.,2018;2020; RASTI et al., 2020; RIES et al., 2017), tornando-as organismos interessantes
a serem usados em pesquisas nesta area. Um estudo recente demonstrou que, quando o cordao
nervoso ventral de D. melanogaster ¢ exposto a diferentes farmacos antidepressivos da classe
dos ISRS ha alteragdes na concentracao de serotonina (DUNHAM; VENTON, 2022). O estudo
demonstrou que a paroxetina aumentou a liberagao de serotonina, a fluoxetina apenas retardou
a recaptagdo deste neurotransmissor, enquanto o citalopram e o escitalopram aumentaram a
liberagdo e retardaram a recaptacdo de serotonina (DUNHAM; VENTON, 2022).

Assim, a presenca de mecanismos neurobiologicos em D. melanogaster semelhantes aos
encontrados em vertebrados indica que essa espécie € suficientemente complexa para o estudo
da neurobiologia do humor e dos farmacos antidepressivos. Entretanto, a quantidade de estudos
nesta drea ainda ¢ escassa. Uma revisdo sistematica conduzida por nosso grupo de pesquisa
identificou apenas 12 publicacdes que avaliaram as respostas comportamentais de D.
melanogaster submetidas ao tratamento com farmacos antidepressivos (dados ndo publicados).
Ainda, essa revisdo identificou que o fdrmaco mais utilizado foi a fluoxetina, e que a maior
parte dos estudos foi realizada em moscas macho. Sabe-se que ha alta prevaléncia de mulheres
tratadas com antidepressivos em todo o mundo (MARASINE et al., 2021), demonstrando-se
assim a importancia do estudo da neurobiologia e psicofarmacologia destes farmacos também
em fémeas. O uso de fémeas como animais experimentais nos estudos de farmacos
antidepressivos ainda ¢ incipiente tanto em Drosophila, quanto em roedores. Percebe-se assim
a importancia do presente trabalho, que teve como intuito avaliar as respostas ao tratamento

com antidepressivo tanto em moscas machos como em fémeas.
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2 HIPOTESE
O estresse cronico leve diminui a preferéncia por sacarose € a neurotransmissao
serotoninérgica, € aumenta a imobilidade em D. melanogaster, e estas mudangas sao

revertidas com o tratamento com fluoxetina

3 OBJETIVO GERAL
Investigar se o estresse cronico leve e o tratamento com fluoxetina afetam as respostas
comportamentais e a neurotransmissao serotoninérgica de moscas D. melanogaster, € se estas

respostas sao sexualmente dimorficas.

3.1 Objetivos especificos

a) Avaliar como moscas D. melanogaster sio usadas para o estudo de farmacos
antidepressivos em estudos na literatura

b) Investigar se ha dimorfismo sexual nas respostas comportamentais das moscas submetidas
ao estresse cronico leve

c) Investigar se ha dimorfismo sexual nas respostas comportamentais das moscas submetidas
ao tratamento com fluoxetina

d) Investigar se hd dimorfismo sexual na neurotransmissdo serotoninérgica das moscas
submetidas ao estresse cronico leve

e) Investigar se ha dimorfismo sexual na neurotransmissdo serotoninérgica das moscas
submetidas ao tratamento com fluoxetina

f) Investigar se o tratamento com fluoxetina é capaz de reverter os efeitos induzidos pelo

estresse cronico leve

4 ESTRATEGIA DE ACAO

Para avaliar como o tratamento com farmacos antidepressivos em moscas D. melanogaster
¢ conduzido por outros grupos de pesquisa uma revisao sistematica da literatura foi conduzida

As moscas foram submetidas a protocolos de estresse cronico leve de 9 e 3 dias, com o
intuito de avaliar o efeito do estresse sobre os comportamentos de locomogao e preferéncia por
sacarose, ¢ se ha dimorfismo sexual nestes comportamentos. Para isso, o comportamento dos
animais foi avaliado no labirinto com raias (teste individual) e no campo aberto (teste em
grupos).

Para avaliar se ha efeito do tratamento com fluoxetina sobre o comportamento de

locomocgao e preferéncia por sacarose, e se este efeito ¢ sexualmente dimorfico, os animais
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foram tratados com as concentragdes de 5 pM, 10 uM e 30 puM durante 9 dias. O
comportamento dos animais foi avaliado no labirinto com raias (teste individual).

Para avaliar se ha efeito do estresse cronico de 3 dias ou do tratamento com fluoxetina 10
mM sobre a presenca de células serotonina positivas no cérebro de moscas, e se este efeito é
sexualmente dimorfico, o cérebro dos animais nestas condi¢des foi usado em um ensaio de
imuno-histoquimica.

Para avaliar se o tratamento com fluoxetina ¢ capaz de reverter os efeitos induzidos pelo
estresse, animais estressados por 3 dias e tratados com fluoxetina nas concentragdes 2,5 mM, 5
mM e 10 mM foram avaliados no labirinto com raias (teste individual).

Em todos os testes comportamentais foram avaliados os comportamentos de locomogao e
preferéncia por sacarose. O protocolo de estresse cronico leve foi adaptado de Araujo et al.
(2018;2020), e o tratamento com fluoxetina foi adaptado de Ries et al. (2017) e Ramos-Hryb
et al. (2020).

5 MATERIAL E METODOS
5.1  Revisio sistematica da literatura

O protocolo da revisdo sistematica foi elaborado de acordo com a ferramenta SYstematic
Review Center for Laboratory animal Experimentation (SYRCLE) (DE VRIES et al., 2015),
baseado em protocolos previamente publicados (DOS SANTOS et al., 2020; RAMOS-HRYB
et al, 2019). Apos estabelecido, o protocolo foi publicado na plataforma PROSPERO
(ECKERT et al., 2020).

5.1.1 Estratégia de busca

A estratégia de busca foi elaborada ap6s estudos pilotos usando combinagdes de palavras-
chave de protocolos publicados previamente (DOS SANTOS et al., 2020; RAMOS-HRYB et
al., 2019). As palavras-chave usadas na busca foram elaboradas seguindo a estrutura PICO (do
inglés Population, Intervention, Control e Outcome) sendo os termos relacionados a populacao
(Drosophila melanogaster ou flies #1), interven¢do (monoaminergic antidepressants #2) e o
desfecho primdrio (behavior #3). A busca foi realizada em quatro bases de dados (“Medline
(via PubMed)”, “Web of Science”, “Scopus” ¢ “EMBASE”).

As buscas foram realizadas de forma independente por dois revisores (FBE e FFT), e as
publicagdes obtidas em cada busca foram exportadas para uma biblioteca no gerenciador de

referéncias EndNote X7.
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5.1.2 Selecao dos estudos e critérios de inclusio e exclusiao

A triagem das publicagdes obtidas nas buscas ocorreu em trés etapas: 1- exclusao de
duplicatas, 2- andlise do titulo e resumo e 3- analise do texto completo. Os critérios de inclusao
dos estudos foram definidos previamente, e consistiram em: qualquer tipo de estudo controlado,
independente de randomizacao ou cegamento, usando D. melanogaster, independente do sexo,
linhagem, idade, gendtipo ou fendtipo; tratadas com antidepressivos por qualquer via de
administracao, dose, ou esquema de tratamento; comparadas com um grupo controle ndo-
tratado ou veiculo; submetidas a qualquer tipo de teste comportamental. Os critérios de exclusao
foram: duplicatas, revisdes, revisdes sistematicas, meta-analises, ndo-controlados, estudos com
outras espécies, com intervengdes nao incluidas na lista de palavras-chave ou co- tratamentos.
Nao houve restricdo de idioma, data de publicagdo, revista ou autor. A sele¢do foi realizada
dois revisores independentes (FBE e FFT), e as discrepancias entre estes revisores foram
checadas e resolvidas por um terceiro revisor (JMC). Os revisores ndo foram cegados para

autor, data ou revista dos artigos incluidos nesta revisao.

5.1.3 Extracio e analise dos dados qualitativos e quantitativos

Para analise qualitativa as seguintes informagdes foram extraidas de cada publicagdo
incluida: o nome dos autores e o ano de publicagdo; randomizagao ou cegamento; linhagem,
idade, sexo; farmaco, dose, tempo de tratamento, via de administracdo; tipo de teste
comportamental realizado e desfecho; outros tipos de intervencdo aplicados (e.g. estresse);
condicdes de alojamento dos animais. Qualquer analise ndo-comportamental foi considerada
desfecho secundario e incluida nesta revisao.

Para analise quantitativa as seguintes informagdes foram extraidas de cada publicacio
incluida: nimero de grupos experimentais, média, desvio ou erro padrdo da média, e tamanho
da amostra dos grupos experimental e controle. Quando os dados brutos ndo estavam
disponiveis no texto do artigo, a média e o desvio ou erro padrao da média foram extraidos
usando a ferramenta de medi¢gdo do Adobe Acrobat DC. Quando apenas a mediana e o
interquartil estavam disponiveis, estes dados foram extraidos, e a média e o desvio padrao foram
estimados (WAN et al., 2014). Dados quantitativos (média, desvio padrdo, e tamanhos de
amostra) foram usados para calcular os tamanhos de efeito de cada estudo (ES, g de Hedges),
os tamanhos de efeito combinados (CES, g de Hedges), e seus respectivos intervalos de
confianga (95%). Os dados foram agrupados de acordo com a idade dos animais (larvas ou
adultos) e desfechos primarios (testes de copula/acasalamento, teste de preferéncia por

sacarose, locomogao, teste do nado forgcado, e outros). Os dados foram entdo agrupados em
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subgrupos de acordo com o fairmaco administrado, a dose, o tempo de tratamento, a linhagem
ou a métrica usada para avaliar cada desfecho.

Todas as andlises foram realizadas no software R Studio utilizando os pacotes, “meta”,
“metafor” e “forestplot”. A diferenga média padronizada (Hedges g) foi usada para calcular o
ES e seus respectivos intervalos de confianga (95%) (BUTTON et al., 2013; RAMOS-HRYB
et al., 2019). Todos os dados foram calculados a partir do modelo de efeitos aleatorios, e os
estudos mais precisos (maiores tamanhos amostrais) tiveram um maior peso no modelo
(LAIRD; WARE, 1982; DERSIMONIAN; LAIRD, 1986; COHEN, 1992). Valores positivo de
ES ou do CES indicam um efeito a favor da intervengdo, enquanto valores negativos indicam

efeito a favor dos grupos controle.

5.2  Experimentos in vivo

5.2.1 Materiais e condi¢des de cultivo dos animais

Foram utilizados espécimes selvagens (Canton-S), machos e fémeas, da mosca Drosophila
melanogaster. Os estoques de animais foram obtidos do Stock Center Tucson, Arizona e do
Bloomington Stock Center, Estados Unidos da América, e foram criados nos Laboratdrios de
Neurobiologia do Comportamento- Universidade Federal de Santa Catarina ¢ Kaun-
Universidade Brown, Estados Unidos da América.

No laboratoério de Neurobiologia do Comportamento, os animais foram acondicionados
em frascos de vidro de 300 mL, vedados com uma rolha de espuma de densidade 28, e contendo
o meio de cultivo padrao utilizado no laboratorio, feito a base de farinha de milho. No interior
dos frascos foram colocados alguns granulos de levedura (Saccharomyces
cerevisiae,Fleischmann®) que tém por func¢ao fornecer nutri¢ao para as larvas de moscas. Além
disso, todos os frascos possuiam um papel filtro de aproximadamente 8 x 1,5 cm, que regula o
excesso de umidade do meio, e propicia um local para que as moscas pousem e copulem. No
laboratdrio Kaun, os animais foram acondicionados em frascos de plastico de 200 mL, contendo
meio de cultivo feito a base de farinha de milho e agar.

Os espécimes utilizados neste estudo eram adultos recém eclodidos, coletados de 6h-24h
apos eclodirem. Os animais experimentais coletados foram separados por sexo e alocado em
tubos de plastico (7,5 cm x 1,1 cm) com meio de milho. Para a coleta os animais foram
anestesiados no frio (Laboratorio de Neurobiologia do Comportamento) ou utilizando CO»
(Laboratdrio Kaun). Cada tubo continha de 8 a 10 animais, e era considerado como um animal
experimental (n=1), ou seja, apenas uma mosca de cada tubo era utilizada nos testes

comportamentais ou de imuno-histoquimica. Moscas com qualquer sinal de danos nas patas ou
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asas foram excluidas dos testes comportamentais. Outra mosca do mesmo tubo experimental
foi utilizada quando estes danos eram observados.

Os animais foram mantidos em um biotério com temperatura de + 24°C, 60% - 80% de
umidade relativa do ar e ciclo de 12h de iluminagdo (Laboratério de Neurobiologia do

Comportamento), ou 14h de iluminacao (Laboratério Kaun).

5.2.2 Ambientes de filmagem dos testes comportamentais

Os experimentos 1, 2 e 5 foram realizados no Laboratorio de Neurobiologia do
Comportamento. O ambiente de filmagem para estes experimentos consistiu em um aparato
plastico para suporte da camera, envolto por uma cortina pléstica preta, a fim de diminuir a
incidéncia de luz externa. Os aparatos utilizados nos testes foram suspensos por uma base de
sustentagdo de acrilico. A base possui 30 centimetros de comprimento e 4,5 cm de altura. Para
fixar os aparatos foram feitos pequenos furos na base de acrilico e inseridos apoios de plastico,
confeccionados com filamentos de plastico ABS (Acrylonitrile butadiene styrene) e auxilio de
impressora 3D (modelo GTMax3D Pro Core H4). Para a iluminagdo interna do ambiente de
filmagem, necessaria para permitir a melhor visualizacdo dos animais nos videos, um cordao
de lampadas de LED foi inserido nas laterais do banco e abaixo da base de sustentacdo do
aparato. A filmagem de todos os experimentos foi realizada com uma camera do tipo Digital

Microscope — Lenovo ® acoplada na parte superior do banco (Figura 3).

Figura 3. Ambiente de filmagem

Legenda: a) Camera. b) Suporte plastico para camera. c) Cortina pléstica preta. d) Aparato para teste
comportamental. e) Suporte de acrilico para aparato do teste comportamental. f) Corddo de diodo emissor de luz
para iluminagdo. Fonte: De autoria propria.

Os experimentos 3 e 4 foram realizados no laboratério Kaun e filmados em um ambiente

denominado “flyGram” (SCAPLEN et al., 2020). Este ambiente consiste em uma caixa plastica
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escura, uma camera USB e um espaco para a disposi¢do da arena abaixo da cdmera. A camera
utilizada nestes experimentos conta com filtro infravermelho, o que permitiu rastrear os

movimentos das moscas no escuro, apenas com o uso da luz infravermelha (Figura 4).

Figura 4. Ambiente de filmagem - flyGrAM

5 _ ﬁ-‘ "
Legenda: A. Caixa plastica. B. Ambiente com cémera, iluminagdo e aparato para teste comportamental. Fonte:
Laboratoério Kaun.

5.2.3 Teste de preferéncia por sacarose no labirinto com raias

Um aparato denominado “labirinto com raias” foi utilizado para este teste (ECKERT et
al., 2020, (Figura 5). O aparato foi confeccionado utilizando-se filamentos de plastico ABS
(Acrylonitrile butadiene styrene) com o auxilio de uma impressora 3D. Nas extremidades de
cada raia foram ofertadas solugdo de dgar 1% ou solugdo de sacarose (concentragdo de acordo
com o experimento) adicionadas a uma solucdo de agar para solidificar. Os animais podiam se
movimentar livremente pelo labirinto para escolher uma das solugdes, entretanto, devido ao

espago do mesmo, o voo foi um comportamento suprimido durante o teste.
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Figura 5. Labirinto com raias

0.3cem

Fonte: De autoria propria.

No piloto 3, e nos experimentos 1 e 2, os animais foram primeiramente anestesiados no
frio (-5°) por aproximadamente dois minutos, € em seguida colocados, individualmente, no
aparato. Esta foi tampada com uma placa de acrilico e colocada no ambiente de filmagem. Os
testes tiveram inicio com os animais ainda desacordados ¢ tiveram duracdo de
aproximadamente 50 minutos. No piloto 3 e nos experimentos 1 € 2, os comportamentos foram
analisados por um periodo de 40 minutos apds a recuperagao da anestesia de cada animal. A
partir do experimento 3, os animais foram inseridos na arena sem anestesia, usando um
aspirador entomolégico (Figura 6), e os comportamentos foram analisados por 40 min a partir

do inicio do video.

Figura 6. Aspirador entomoldgico

Fonte: De autoria propria.
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5.2.4 Teste de preferéncia por sacarose no campo aberto

Para esse teste foi utilizado um aparato contendo quatro arenas de 3,2 cm de diametro
(Figura 7). Em cada arena foram pipetadas solucdes de agar 1% ou sacarose 2M, adicionadas a
uma solucdo de agar para solidificar, em lados opostos. Com um aspirador entomoldgico, nove
a onze animais foram inseridos em cada arena, e esta foi tampada com placa de acrilico e
inserida no ambiente de filmagem. Os testes tiveram durag@o de 5 minutos. Os animais podiam
se movimentar livremente pela arena para escolher uma das solugdes, entretanto, devido ao

espaco da mesma, o voo foi um comportamento suprimido durante o teste.

Figura 7. Campo aberto

Fonte: De autoria propria.

5.2.5 Protocolo de imuno-histoquimica

Um ensaio de imuno-histoquimica foi realizado para avaliar a quantidade de células
serotonina-positivas no cérebro dos animais. O ensaio foi adaptado de Ries ef al. (2017) e de
Petruccelli et al. (2018). Foram utilizados cérebros inteiros de moscas de cada grupo
experimental. Os cérebros foram dissecados em solugdo de PBS sob um microscopio
estereoscopio, transferidos para tubos contendo 200 pL de solugdo PFA 2%
(paraformaldeido/PBS) e mantidos por até 24h em um rotador a 4° C. Apos esse periodo. as
amostras passaram por trés lavagens com PBTx-0,5% (0,5% PBS, Triton-X100), com
intervalos de 10 min entre elas. Durante os intervalos os tubos com as amostras foram mantidos
em um rotador a 25° C. Apos as trés lavagens, retirou-se a solugao de PBTx-0,5%, ¢ as amostras
foram incubadas com solucao bloqueadora (5% de soro de cabra em PBT 0,5%) por 1h em um
rotador a 25° C. Ao final do periodo de incubagdo, as amostras foram incubadas com os
anticorpos primarios (rabbit anti-5-HT, 1:400, Immunostar, catdlogo n® 20080; mouse anti-

BRP, Developmental Studies Hybridoma Bank, 1:30) por 48h em rotador a 4° C. Ap6s 48h, as
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amostras passaram por cinco lavagens com PBTx-0,5% (0,5% PBS, Triton-X100), com
intervalos de 10 min entre elas. Em seguida as lavagens, as amostras foram incubadas com os
anticorpos secundarios (anti-rabbit, Alex Fluor 488, 1:500; anti-mouse, Alex Fluor 647, 1:500)
por 24h em rotador a 4° C. Ao final da incubag@o com os anticorpos secundarios, as amostras
passaram por trés lavagens com PBTx-0,5% (0,5% PBS, Triton-X100), com intervalos de 10
min entre elas. Em seguida, os cérebros foram montados em 1dmina com glicerol 50%/PBS e
analisados em microscopia confocal.

As imagens foram obtidas em um microscopio invertido de fluorescéncia (Nikon CSU-
W1 SoRA, Téquio, Japao) disponivel no departamento de Biologia e Medicina, Universidade
Brown (Providence, EUA), com objetiva de ar de 20x. Foram utilizadas se¢des Z de 0,2 pm, e
os lasers utilizados foram determinados para cada canal (laser 488 nm para anti-5-HT e laser
640 para nc82), e mantidos constantes em todas as amostras avaliadas. As imagens foram
obtidas utilizando o software NIS-elements. A andlise das imagens foi realizada utilizando o
software Fiji (Imagel). Para a andlise, a ferramenta 'Max Intensity Projection' (projecdo de
intensidade maéxima) foi utilizada para combinar as se¢des Z em uma imagem 2D
representativa. A quantificagdo da expressdao de 5-HT foi realizada medindo a intensidade de
fluorescéncia nas imagens projetadas. As regides de interesse (ROIs) foram selecionadas

manualmente, e a intensidade média foi calculada para cada ROL.

5.3  Protocolos experimentais - Padronizacdes dos protocolos de estresse

5.3.1 Experimento piloto 1 - Padronizacdo do protocolo de estresse de privacao
alimentar

Este protocolo teve por objetivo avaliar qual o melhor método para realizar a privagao
alimentar. Para isso, um tempo de privagdo alimentar de 58h foi definido, baseado no tempo
estabelecido no protocolo de estresse cronico de Araujo et al. (2018). Os animais foram
divididos em trés grupos, sendo eles: agar 1%, papel filtro embebido em 200 pL de agua e papel
filtro embebido em 200 pL de solucao de sacarose 5%. Cada tubo continha inicialmente 2-5
animais (machos ou fémeas). Os animais foram mantidos nestas condi¢des por 58h.
Posteriormente foram transferidos para tubos contendo meio de milho onde permaneceram por
mais 58h, e em seguida eram colocados novamente nos tubos para privagdo alimentar,
totalizando duas exposicOes de 58h a tubos sem alimento. Ao final de cada etapa, foram

contabilizadas as mortes em cada grupo experimental.
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5.3.2 Experimento piloto 2 - Protocolo de estresse cronico leve de 10 dias

As moscas foram submetidas a um protocolo de estresse cronico de 10 dias, adaptado de
Araujo et al. (2018) (Figura 8). O protocolo incluiu quatro diferentes estressores: frio, calor,
privagdo alimentar e inversao de ciclo. As moscas foram designadas aleatoriamente para cada
grupo.

No estresse de frio, as moscas foram colocadas em tubos plasticos (7,5 cm x 1,1 cm)
contendo meio de milho. Estes tubos foram colocados num banho de gelo a aproximadamente
-5°C, onde permaneceram por 30 min. As moscas do grupo controle foram transferidas para
tubos com as mesmas condigdes, no mesmo ambiente, mas nao foram colocadas no banho de
gelo.

No estresse de privagdo alimentar, as moscas foram transferidas para tubos contendo 0,5
mL de solugdo de agar 1%, enquanto as moscas do grupo controle foram colocadas em tubos

plasticos contendo meio de milho. Os animais permaneceram nestas condigdes por 58h.

Figura 8. Protocolo de estresse cronico leve de 10 dias
Dia1| |[Dia2| |Dia3| |Dia4 |Dia5 |[Dia6/ Dia7| [Dia8| [Dia9| [Dia10
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lj *ﬁ B e B *& - B e *& )
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Frio-5°C  PA PA+ PA+IC  Calor Frio-5°C PA PA+ PA+IC  Frio -5°C
Calor 36°C 36°C Calor 36°C

Legenda: PA= privagao alimentar. IC= inversdo do ciclo. Fontes: Canva ® e Biorender ®.

No estresse de calor, as moscas foram colocadas em tubos contendo meio de milho ou 0,5
mL de solucdo de dgar 1%, quando este estresse sobrepunha o estresse de privacao alimentar.
Os tubos foram colocados em uma placa de acrilico, e esta foi imersa em um banho quente a
36° C (Figura 9). As moscas do grupo controle foram transferidas para tubos nas mesmas
condi¢des e mantidas em um ambiente a + 25°C. Os animais permaneceram nestas condi¢oes

por 4h.

Figura 9. Placa para o estresse de calor

Fonte: De autoria propria.
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No estresse de inversdo do ciclo as moscas foram colocadas em tubos plasticos contendo
meio de milho, e estes foram mantidos em uma caixa contendo corddo de luz de LED em toda
a parte interna (Figura 10). O ciclo de luz foi invertido, com luzes acesas as 18h e apagadas as
6h. Os animais do grupo controle foram transferidos para tubos com as mesmas condi¢des, mas
em um ambiente sem alteracdo no ciclo de luz, ou seja, luzes acesas as 6h e apagadas as 18h.
As moscas foram transferidas de um tubo para outro, sempre que possivel, usando o
geotropismo negativo, caracteristica desta espécie, para evitar outra fonte de estresse. Neste

experimento, cada tubo possuia, inicialmente, 5 moscas, machos ou fémeas.

Figura 10. Aparato para o estresse de inversao do ciclo

ESTE LADO
PARA CIMA

Fonte: De autoria propria.

5.3.3 Experimento piloto 3 - Padronizagao do protocolo de estresse cronico leve de 9 dias
Em virtude da alta mortalidade observada no experimento piloto 2 (ver se¢ao de resultados
6.1.2), o protocolo de estresse cronico leve foi modificado, consistindo em trés blocos
sequenciais com quatro fatores de estresse em cada bloco, mas sem sobreposi¢ao dos estressores
(Figura 9). O protocolo incluiu quatro diferentes fatores de estresse: frio, calor, privagdo
alimentar e inversao de ciclo. As moscas foram designadas aleatoriamente para cada grupo.
No estresse de frio, as moscas foram colocadas em tubos plasticos (7,5 cm x 1,1 c¢m)
contendo meio de milho. Estes tubos foram colocados num banho de gelo a aproximadamente
-5°C, onde permaneceram por 30 min. As moscas do grupo controle foram mantidas em tubos
com as mesmas condi¢des, no mesmo ambiente, mas nao foram colocadas no banho de gelo.
No estresse de privacao alimentar, as moscas do grupo estresse foram colocadas em tubos
plasticos contendo agar 1%, enquanto as moscas do grupo controle foram colocadas em tubos
plésticos contendo meio de milho. Os animais permaneceram nestas condi¢des por 24h.
No estresse de calor, as moscas foram colocadas em tubos contendo meio de milho. Os

tubos foram colocados em uma placa de acrilico e esta foi imersa em um banho quente a 36°C
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(Figura 9). As moscas do grupo controle foram transferidas para tubos nas mesmas condig¢des
e mantidas em um ambiente a £25°C. Os animais permaneceram nestas condigdes por 4h.

No estresse de inversdo de ciclo as moscas foram colocadas em tubos plasticos contendo
meio de milho e estes tubos foram mantidos em uma caixa confeccionada para este fim (Figura
11), com luzes acesas as 18h e apagadas as 6h. Os animais do grupo controle foram transferidos
para tubos com as mesmas condigdes, mas em uma caixa sem a altera¢ao no ciclo de luz, ou
seja, luzes acesas as 6h e apagadas as 18h.

As moscas foram transferidas de um tubo para outro, sempre que possivel, usando o
geotropismo negativo, caracteristica desta espécie, para evitar outra fonte de estresse. Neste

experimento, cada tubo possuia, inicialmente, 5 moscas, machos ou fémeas.

Figura 11. Protocolo de estresse cronico leve de 9 dias

|  Dia1 Dia2 | |Dia3 Dia 4 Dia 5 \ Dla 6 Dia 7 \ \ Dia 8 |Dia9
S —
NN ) c..c,, 4
Frio5°C PA  Calor 36°C  IC € Frio-5°C EA Calor 36°C  IC Frio -5°C A Calor 36°C  IC Ic

Legenda: PA= privagao alimentar. IC= inversdo do ciclo. Fontes: Canva ® e Biorender ®.

5.3.4 Experimento piloto 4 - Padronizaciao do protocolo de estresse de calor

Devido a alta taxa de mortalidade observada no experimento piloto 3 (ver se¢do de
resultados 6.2.3), principalmente nos dias em que os animais passavam pelo estresse de calor,
foi realizado um protocolo para avaliar qual a temperatura mais adequada para esse estressor.
Para isso, foram selecionadas, arbitrariamente, as temperaturas de 30°C e 33°C por serem
préoximas, mas mais baixas do que 36°C. O protocolo foi repetido trés vezes para cada, com
grupos diferentes de moscas. Os tubos foram retirados do banho quente a cada hora para avaliar

a taxa de mortalidade dos animais. Cada teste teve duracdo total de 4h.

5.4  Desenhos experimentais apos pilotos do protocolo de estresse

5.4.1 Experimento 1 — Respostas comportamentais apés protocolo de estresse crénico
leve de 9 dias

Em razao da mortalidade observada no experimento piloto 3 (ver secdo de resultados

6.2.3), o protocolo de estresse cronico leve foi ligeiramente modificado, sendo a temperatura

do estresse de calor alterada para 33°C, e o tempo de exposicao ao estresse de frio para 15 min

a aproximadamente —5°C. O protocolo consistiu em trés blocos sequenciais, com quatro
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diferentes fatores de estresse em cada bloco, nunca sobrepostos, incluindo frio, calor, privagdo
alimentar e inversao de ciclo. As moscas foram designadas aleatoriamente para cada grupo
(Figura 10).

No estresse de frio, as moscas foram colocadas em tubos plasticos (7,5 cm x 1,1 cm)
contendo meio de milho. Estes tubos foram entdo colocados no freezer a uma temperatura de
aproximadamente —5°C onde permaneceram por 15 min. As moscas do grupo controle foram
mantidas em tubos com as mesmas condicdes a temperatura de £25°C.

No estresse de privagdo alimentar, as moscas foram colocadas em tubos plasticos contendo
0,5 mL de solucao de agar 1%, enquanto as moscas controle foram colocadas em tubos plasticos
contendo meio de milho. Os animais permaneceram nestas condi¢des por 24h.

No estresse de calor, as moscas foram colocadas em tubos contendo meio de milho. Os
tubos foram colocados em uma placa de acrilico (Figura 8), e esta foi imersa em um banho
quente a 33°C. As moscas do grupo controle foram transferidas para tubos nas mesmas
condicdes e mantidas em um ambiente a £25°C. Os animais permaneceram nestas condi¢des
por 4h.

No estresse de inversao de ciclo, as moscas foram colocadas em tubos plésticos contendo
meio de milho e estes tubos foram mantidos em uma caixa confeccionada para este fim (Figura
10), com luzes acesas as 18h e apagadas as 6h, e temperatura de £25°C. Os animais do grupo
controle foram transferidos para tubos com as mesmas condigdes, mas em uma caixa sem a
inversao de ciclo de luz, ou seja, luzes acesas as 6h e apagadas as 18h.

As moscas foram transferidas de um tubo para outro, sempre que possivel, usando o
geotropismo negativo, caracteristica desta espécie, para evitar outra fonte de estresse. Cada tubo
possuia, inicialmente, 8 a 10 moscas, machos ou fémeas.

Os testes comportamentais foram realizados com todos os animais no décimo primeiro dia
do protocolo. Ao final dos experimentos, as moscas foram mantidas em um ambiente de -5°C
por 1h para eutanasia (Figura 12).

A cada dia experimental foram testadas no maximo 14 animais por grupo. Para atingir o
numero amostral calculado para cada grupo foram realizadas quatro baterias de testes, com n=
+11/grupo por bateria, totalizando ao menos n = 44 animais por grupo ao final dos

experimentos.
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Figura 12. Linha do tempo do experimento 1

Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia 5 Dia8 Dia 9 Dia 10 Dia 11
Estresse (& & ‘, ‘, I & g & e .
N \- . -~ ’ \‘ ~ . SN S —— A - N . e \\7_ 4
Sexagem Frio 5 C PA  Calor36°C IC |c Frio-5°C  PA  Calor36°C IC IC Frio-5°C PA  Calor36°C IC Ic Testes
comportamentais
Controle (¥ L ) "‘ ) { — 1\ } { ! } ) ‘ " ! ﬁ !
Sexagem

Legenda: PA=privacao alimentar. IC= inversdo do ciclo. As setas indicam as etapas de randomizacao dos grupos.
Fontes: Canva ® e Biorender ®.
5.4.2 Experimento 2 — Respostas comportamentais apos protocolo de estresse cronico
leve de 3 dias

Neste experimento as moscas foram divididas de acordo com o sexo (macho ou fémea), e,
em seguida, em trés condi¢des experimentais diferentes: controle (ndo-estressadas e
alimentadas), privadas de alimento (~20h prévias ao teste comportamental), e estressadas e
privadas de alimento (~20h prévias ao teste comportamental). As moscas do grupo estresse
foram submetidas ao protocolo de estresse cronico leve por 3 dias. Os testes comportamentais
foram realizados com todos os animais no quinto dia do protocolo (Figura 13). Neste
experimento, foram realizados o teste de preferéncia por sacarose de forma individual, no

labirinto com raias, € em grupos, no campo aberto.

Figura 13. Linha do tempo do experimento 2
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comportamentais
Legenda: PA= privacao alimentar. IC = inversdo de ciclo. As setas indicam as etapas de randomizagdo dos grupos.
Fontes: Canva ® e Biorender ®.
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5.4.3 Experimento 3 — Neurotransmissio serotoninérgica apos protocolo de estresse
cronico leve de 3 dias

Neste experimento as moscas foram divididas de acordo com o sexo (macho ou fémea), e
em seguida em trés condigdes experimentais diferentes: controle (ndo-estressadas e
alimentadas), privadas de alimento (~20h prévias ao protocolo de imuno-histoquimica), e
estressadas e privadas de alimento (~20h prévias ao protocolo de imuno-histoquimica). As
moscas do grupo estresse foram submetidas ao protocolo de estresse cronico leve por 3 dias.
No quinto dia do protocolo, as moscas foram mantidas em um banho de gelo a -5° C por 30 min
para eutandsia, e seus cérebros foram dissecados para os ensaios de imuno-histoquimica (Figura
14).

Figura 14. Linha do tempo do experimento 3
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Legenda: PA= privacdo alimentar. IC = inversdo de ciclo. Legenda: FLX = fluoxetina. A seta indica a etapa de

randomizag¢do dos grupos. Fontes: Canva ® e Biorender ®.

5.5 Padronizaciao do tratamento farmacologico

5.5.1 Experimento piloto 5 - Método de administracao do farmaco

Este piloto teve por objetivo padronizar o método de tratamento com hidrocloreto de
fluoxetina (Sigma-Aldrich ®). Para isso foi utilizada a dose mais alta definida para o
experimento 4 (30 uM). O farmaco foi dissolvido em agua destilada, e todas as solu¢des foram
coradas com corante alimenticio azul para que a solugao pudesse ser visivel no meio de cultivo,
e também no abdémen das moscas. A solugdo foi preparada no primeiro dia do protocolo, e

mantida em refrigerador a 4°C durante o experimento.
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As moscas foram divididas de acordo com o sexo (macho ou fémea), e em seguida em
duas condi¢gdes experimentais diferentes: controle (tratados com veiculo, agua destilada
adicionada ao meio de milho) e tratadas (fluoxetina 30 uM). As moscas foram divididas de
acordo com o sexo (macho ou fémea), ¢ em seguida em duas condigdes experimentais
diferentes: controle (tratados com veiculo) e tratadas (fluoxetina 10 mM). Os grupos foram
mantidos em tubos plasticos (7,5 cm x 1,1 cm) com 1g de meio de cultivo, e um pequeno furo
na parte inferior. O tratamento teve duragdo de 9 dias. Foram pipetados 10 uL de fluoxetina 30
uM ou 10 pL de agua destilada em cada tubo diariamente. Foram registradas a quantidade de
moscas vivas em cada tubo ao final do tratamento, a fim de avaliar se essa dose era toxica ou

ndo aos animais.

5.5.2 Experimento 4 — Respostas comportamentais apds tratamento com fluoxetina por
9 dias

As moscas foram divididas por sexo (macho ou fémea) assim que eclodiram e transferidas

para tubos plasticos contendo meio de milho. Em seguida, foram divididas de acordo com o

tratamento (controle (veiculo), fluoxetina 5 uM, 10 uM, ou 30 uM). O tratamento teve duracao

de 9 dias, e foi realizado conforme descrito no item 5.5.1. Os testes comportamentais ocorreram

no décimo primeiro dia do protocolo. Ao final dos experimentos, as moscas foram mantidas em

um ambiente a -5°C por 1h para eutanasia (Figura 15).

Figura 15. Linha do tempo do experimento piloto 4
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Sexagem Tratamento FLX (5, Testes
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Legenda: FLX = fluoxetina. As setas indicam as etapas de randomizacdo dos grupos. Fontes: Canva ® ¢ Biorender
®.
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5.5.3 Experimento S - Neurotransmissio serotoninérgica apds tratamento com
fluoxetina

Apos andlise dos resultados do experimento 4 (ver secao de resultados 6.2.9), optou-se por
modificar a concentracdo de fluoxetina usada. Assim, a concentragdo usada no experimento 5
foi de 10 mM. O farmaco foi primeiramente diluido em 4gua destilada e, em seguida,
adicionado ao meio de cultivo, e cada tubo recebeu 0,5 g do meio de cultivo.

As moscas foram divididas de acordo com o sexo (macho ou fémea), € em seguida em
duas condi¢des experimentais diferentes: controle (tratados com veiculo) e tratadas (fluoxetina
10 mM). Os animais foram tratados por trés dias. Ao final do tratamento, as moscas foram
mantidas em um banho de gelo a -5°C por 30 min para eutandsia, e seus cérebros foram
dissecados em tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline, PBS) 1% para os ensaios de

imuno-histoquimica (Figura 16).

Figura 16. Linha do tempo do experimento 5
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Legenda: FLX = fluoxetina. A seta indica a etapa de randomizagdo dos grupos. Fontes: Canva ® e Biorender ®.

5.6 Experimento 6 - Respostas comportamentais das moscas apos protocolo de estresse
cronico leve de 3 dias e tratamento com fluoxetina

Neste experimento, as moscas foram divididas de acordo com o sexo (macho ou fémea),
e em grupos estressados por 3 dias e tratados com fluoxetina (2,5 mM, 5 mM e 10 mM) ou
veiculo, e em um grupo nao estressado e tratado com veiculo. Os testes comportamentais foram
realizados com todos os animais no quinto dia do protocolo (Figura 17). Neste experimento, foi

realizado apenas o teste de preferéncia por sacarose no labirinto com raias.
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Figura 17. Linha do tempo do experimento 6
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Legenda: FLX= fluoxetina. PA = privacao alimentar. IC = inversdo de ciclo. As setas indicam as etapas de
randomizagdo dos grupos. Fontes: Canva ® ¢ Biorender ®.

5.7  Calculo amostral

O tamanho da amostra minima necessaria para cada experimento comportamental foi
calculado com o software Gpower 3.1.9.7. Os calculos foram realizados usando o menor
tamanho de efeito de interesse: Cohens’figual a 0,25, valor de alfa igual a 0,05 e 90% de poder
estatistico em uma ANOVA de duas vias. Em cada experimento os registros comportamentais
foram obtidos a partir de moscas independentes, avaliadas no teste de preferéncia por sacarose.
As limitagdes de recursos, principalmente relacionadas ao tempo de execugao dos experimentos
comportamentais, foram relevantes para a escolha do valor do tamanho de efeito e alfa usados
no calculo amostral. Os tamanhos de efeito escolhidos sdo intermediarios, mas menores ou
iguais ao limite inferior do intervalo de confianga de 95% dos tamanhos de efeito observados

na literatura para cada desfecho primario.

Experimento 1: Quatro grupos foram planejados (machos controle, fémeas controle,
machos estressados e fémeas estressadas). O tamanho amostral obtido foi de 176 moscas (n =
44 por grupo, 88 fémeas e 88 machos), por desfecho comportamental. Para o célculo amostral
foi utilizado um tamanho de efeito igual a 0,25.

Experimento 2: Seis grupos foram planejados (machos controle, machos privados de
alimento, machos estressados + privados de alimento, fémeas controle, fémeas privadas de

alimento, fémeas estressadas + privadas de alimento). O tamanho amostral obtido foi de 206
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moscas (n = 34 por grupo, 103 fémeas e 103 machos), por desfecho comportamental. Para o
calculo amostral foi utilizado um tamanho de efeito igual a 0,25.

Experimento 3: Seis grupos foram planejados (machos controle, machos privados de
alimento, machos estressados + privados de alimento, fémeas controle, fémeas privadas de
alimento, fémeas estressadas + privadas de alimento). O tamanho amostral foi de no minimo 6
animais por grupo, baseado em experimentos prévios do laboratorio Kaun.

Experimento 4: Oito grupos foram planejados (machos controle - FLX 0 uM, machos FLX
5 uM, machos FLX 10 uM, machos FLX 30 uM, fémeas controle- FLX 0 uM, fémeas FLX 5
uM, fémeas FLX 10 uM, fémeas FLX 30 pM). O tamanho amostral obtido foi de 231 moscas.
Entretanto, para balancear o nimero de moscas em cada grupo, um total de 240 moscas foram
utilizadas (n = 30 por grupo, 120 fémeas e 120 machos), por desfecho comportamental. Para o
calculo amostral foi utilizado um tamanho de efeito igual a 0,25.

Experimento 5: Quatro grupos foram planejados (machos controle, machos FLX 10 mM,
fémeas controle, fémeas FLX 10 mM). O tamanho amostral foi de no minimo 6 animais por
grupo, baseado em experimentos prévios do laboratério Kaun.

Experimento 6: Dez grupos foram planejados (machos nao estressados + FLX 0 mM,
machos estressados + FLX 0 mM, machos estressados + FLX 2,5 mM, machos estressados +
FLX 5 mM, machos estressados + FLX 10 mM, fémeas nao estressadas + FLX 0 mM, fémeas
estressadas + FLX 0 mM, fémeas estressadas + FLX 2,5 mM, fémeas estressadas + FLX 5 mM,
fémeas estressadas + FLX 10 mM). O tamanho amostral obtido foi de 231 moscas (n = 23 por
grupo, 115 fémeas e 115 machos), por desfecho comportamental. Para o célculo amostral foi

utilizado um tamanho de efeito igual a 0,25.

5.8  Analise dos testes comportamentais

Os dados coletados durante as filmagens foram analisados com os softwares ANY -maze
(https://www.any-maze.com/), para analises de testes individuais (labirinto com raias), e Trex
seguido de analises com cddigo em Python para andlise dos videos em grupo (campo aberto).
Para cada animal foram obtidos os comportamentos: distancia percorrida (m), velocidade (m/s),
tempo total na sacarose (s), tempo total na raia (s), tempo total no agar (s), tempo de mobilidade
na sacarose (s), tempo de mobilidade na raia (s), tempo de mobilidade no agar (s), tempo de

imobilidade na sacarose (s), tempo de imobilidade na raia (s), tempo de imobilidade no agar

(s).
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5.9  Cilculo do indice de preferéncia

O indice de preferéncia pela sacarose (Pindex) foi estimado da seguinte forma: 1 - o tempo
de mobilidade e de imobilidade na regido do dgar ou da sacarose foram somadas; 2 - a ocupagao
na zona sacarose (P sacarose) ou zona agar (P agar) foi calculada pela divisdo do tempo na zona
pelo tempo total (P sacarose ou 4gar = Tempo total na sacarose ou agar / (tempo na sacarose +
tempo no agar); 3 - a diferenca entre o P sacarose e o P agar foi calculada (Pindex = P sacarose
— P agar). O Pindex varia de 1 (preferéncia total pela zona com sacarose, ou seja, preferéncia

pela sacarose) a — 1 (aversao total & zona com sacarose, ou seja, aversao a sacarose).

5.10 Analise estatistica

Para os testes comportamentais, a duragdo da locomog¢do e da imobilidade foram
registradas para cada regido dos aparatos utilizados. No labirinto com raias foram consideradas
as regides da sacarose, da raia e do agar. No campo aberto, foram consideradas as regides da
sacarose e do agar. A preferéncia por sacarose (indice de preferéncia) foi considerada como
desfecho primario e a locomogao (distancia percorrida) como desfecho secundario. A hipotese
nula de que nao ha diferengas entre os sexos e entre as intervengdes foi testada para cada
experimento.

Todos os dados passaram pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para os
dados dos experimentos segmentados em periodos de 5 min, e que apresentaram distribui¢ao
normal aplicou-se ANOVA de duas vias (fatores sexo e tratamento/condi¢do experimental) com
medidas repetidas (fator tempo do teste) seguido de post-hoc de Tukey quando aplicavel. Para
os dados dos experimentos ndo segmentados e que apresentaram distribuicdo normal aplicou-
se ANOVA de duas vias (fatores sexo e condi¢ao experimental) seguido de post-hoc de Tukey
quando aplicavel. Além disso, foram obtidos os tamanhos de efeito de cada comparacao (eta
partial squared). Os tamanhos de efeito foram classificados da seguinte forma, de acordo com
Sawilowsky (2009): muito pequeno: 0,01-0,2; pequeno: 0,2-0,5; médio: 0,5-0,8; grande: 0,8-
1,2; muito grande: 1,2-2; enorme: acima de 2.

Para os dados que nao apresentaram distribuicdo normal foi aplicado o teste de Kruskal-
wallis (fator condicdo experimental). Quando aplicavel, o teste post-hoc de multiplas
comparagoes entre os rankings foi realizado.

As andlises foram realizadas no software Statistica 13®. Foram consideradas diferencas
estatisticamente significantes os resultados com valor de p < 0,05. Os dados foram expressos

como média + erro padrao da média (EPM).
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6 RESULTADOS
6.1  Dados obtidos na revisio sistematica da literatura
6.1.1 Analise qualitativa dos dados

Um fluxograma sumarizando as etapas de busca, triagem e selecdo dos artigos pode ser
observada na Figura 1. As buscas retornaram 12 publicagdes, que somaram 140 estudos
relevantes para extracao de dados qualitativos. Estudos foram definidos como cada comparacao
diferente entre os grupos controle e experimental, assim, uma mesma publica¢do pode contar

um ou mais estudos.

Figura 18. Fluxograma PRISMA
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Dentre os estudos incluidos, 15 foram conduzidos em larvas e 125 em adultos. Nos
estudos em larvas o sexo dos animais ndo foi especificado. Em relagdo ao sexo das moscas
adultas, 51 estudos usaram machos, 38 estudos usaram fémeas, 33 estudos usaram machos e
fémeas, e 3 estudos ndo especificaram o sexo dos animais. Em estudos com larvas, os farmacos
usados foram desipramina (k=8), fluoxetina (k=5) e imipramina (k=2). J4 em estudos com
adultos foram usados fluoxetina (k=105), citalopram (k=10), desipramina (k=6), amitriptilina

(k=2) e imipramina (k=2). Em estudos com larvas, o tempo de tratamento variou de 1h (k=1) a
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48h (k=14). Ja em estudos com adultos, o tempo de tratamento foi subdividido em cronico (48h
a 10 dias, k=49), intermediario (14h a 24h, k=11) ou agudo (10 min a 6h, k=11). Em 54 estudos
os animais foram tratados durante o periodo larval e testados quando adultos. Todos os estudos
usaram a via oral para a administracdo dos farmacos. Os desfechos comportamentais nos
estudos usando larvas foram locomocao (k=13) e alimentagao (k=2). Nos estudos com adultos,
os desfechos foram copula ou acasalamento (k=84), imobilidade (k=21), locomogao (k=10),

preferéncia por sacarose (k=5), preferéncia por luz (k=2), agressao (k=2) e escalada (k=1).

6.1.2 Analise quantitativa dos dados

O processo de triagem identificou 10 publicacdes relevantes para a extracao de dados
quantitativos, incluindo 5 estudos em larvas e 121 em adultos. O ES de cada estudo e o CES
entre eles foram calculados, entretanto, devido a heterogeneidade presente entre o desenho
experimental de cada estudo, o CES nao foi levado em consideracdo nas andlises e discussao
dos dados. Nesta se¢do s3o apresentados apenas os resultados quantitativos dos estudos
realizados em adultos para locomogao, preferéncia por sacarose, e desfechos secundarios (nao-
comportamentais), devido ao escopo dos experimentos realizados no presente estudo. Dentre
os estudos de cada desfecho, estes foram subdivididos de acordo com a dose ou o farmaco
administrado. Os resultados obtidos para estudos em larvas e demais desfechos
comportamentais em adultos podem ser observados nos Apéndices A a D.

Em relacdo a preferéncia por sacarose, pode-se observar que este comportamento foi
avaliado em cinco estudos (k = 5), provenientes de apenas trés publicacdes diferentes (Figura
2). Em todos os estudos os animais foram tratados com fluoxetina. Dentre os estudos em que
os animais foram previamente estressados, dois apresentaram tamanho de efeito positivo, ou
seja, aumento da preferéncia por sacarose (g =2,55[0,32; 4,79] e g = 3,37 [0,67; 6,07], Araujo
et al., 2018;2020), enquanto um estudo apresentou tamanho de efeito negativo, ou seja,
diminui¢do da preferéncia por sacarose (g =-0,34 [-1,15;0,47], Ramos-Hryb et al., 2020). Nos
estudos em que os animais ndo foram previamente estressados os tamanhos de efeito
observados também foram negativos (g = 2,55 [0,32; 4,79] e g = 3,37 [0,67; 6,07], Araujo et
al., 2018;2020).
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Figura 19. Grafico em floresta dos estudos que avaliaram a preferéncia por

sacararose em moscas adultas

Experimental Controle Efeito geral g 95%IC Peso Tempo de Desfecho, métrica

Autor, ano N MédiaSD N Média SD tratamento
Araujo, 2020 4 026005 4 042014 — -1.36 [-3.04; 0.31] 206% 10 dias indice de preferéncia
Araujo, 2018 4 034021 4 043015 042 [-183; 100] 217% 10 dias indice de preferéncia
# Araujo, 2018 4 023003 4 013004 +—=—— 255 [032; 479] 17.9% 10 dias ind\ce de preferéncia
# Araujo, 2020 4 024002 4 012004 ——— 337 [067;6.07] 158% 10 dias Indice de preferéncia
# Ramos-Hryb 2020 12 018 057 12 038 0.57 034 [1.15 047] 240% 6h indice de preferéncia

Random effects model
Prediction interval
Heterogeneity: 1° = 72% [31%; 89%], p < 0.01

0.54 [1.92; 2.99] 100.0%
[-5.78; 6.85]

Legenda: efeitos observados para cada estudo individual (quadrados cinzas), seus respectivos intervalos de
confianca (linhas horizontais) e o CES (losango azul). Estudos localizados a esquerda da linha vertical (auséncia
de efeito), indicam diminuicdo do comportamento, e estudos localizados a direita da linha indicam aumento do
comportamento. SD = desvio padrdo da média, N = tamanho amostral ¢ g = Hedges g. # indicam os estudos em
que as moscas foram previamente estressadas. Todos os estudos administraram fluoxetina e foram feitos em
moscas machos.

Em relacdo a locomocgdo, identificamos doze estudos que registraram desfechos
relacionados a locomogdo, e estes foram divididos em subgrupos baseados no farmaco
administrado. As andlises incluiram diferentes métricas para o mesmo desfecho, e.g.
velocidade, distancia percorrida, € nimero de cruzamentos, como indicado na Figura 20. Na
penultima coluna sdo apresentadas as informacgdes das doses e dos tempos de tratamentos de
cada estudo. Embora o tamanho efeito tenha sido positivo para o tratamento com fluoxetina
(CES = 0,05), o baixo tamanho amostral (k = 6) ndo confere poder estatistico suficiente para
concluir sobre a contribui¢do deste antidepressivo na locomogado dos animais. Além disso, esses
dados foram extraidos de apenas duas publicagdes, que apresentaram diferentes esquemas de
tratamento e protocolos de estresse. Assim como observado com a fluoxetina, o tamanho
amostral de estudos que realizaram tratamento com citalopram também ¢ baixo (k = 6) e, com

1sso, o efeito é inconclusivo.
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Figura 20. Grafico em floresta dos estudos que avaliaram a locomog¢ao em moscas adultas

Experimental Controle

Autor, ano NMédia SD NMédiaSD Efeito geral g 95%IC Peso Dotse (mM),  pesfecho, métrica
empo
Araujo et al,, 2018 4 394 098 4 499 188 061 [205 084] 43% ; 5 ;
Araujo etal. 2018 4 2368 548 4 2039 1052 059 [203 085 44% g-gl . }g g!as tgzgmggg ﬁf‘s:'gfffamems
#Ramos-Hrybetal, 2020 12 037 034 12 038 023 - .0.04 [084; 076] 95% 1 éh 155 Ccemneao ieotidade
# Ramos-Hryb etal, 2020 12 22350 198.80 12 198.80 127.00 = 0.14 [-0.66;, 094] 9.4% 10’ 6h Locomagdo, distancia
# Araujo et al., 2018 4 451 071 4 361 157 064 [-0.81; 209] 43% Om 10 dias Locomoqéoy vilotidads
# Araujo et al., 2018 4 2697 461 4 2104 855 075 [[0.72, 222] 42% el ¢ = o
X ) > 0.05 [-0.47; 0.56] 361% 0,01, 10dias Locomogdo, n® de cruzamentos
## Hibicke, 2022 16 4482 13.00 16 66.37 17.85 - -1.35 [212,-057] 97% 2.5, 5 dias Locomogdo, cruzamentos
Hibicke, 2022 16 1493 977 16 1926 1138 = 040 [-1.10; 0.30] 108% 0.3, 5dias Locomogao, cruzamentos
## Hibicke 2022 16 6063 1785 16 66.37 1785 . 031 [1.01; 0.38] 108% 1. 5dias Locomocao, cruzamentos
Hibicke, 2022 16 1667 892 16 1926 1138 = 025 [094; 045] 108% 25, 5 dias Locomocao, cruzamentos
Hibicke,2022 16 1830 1462 16 1926 1138 — 006 [-0.76; 063] 10.9% 1 5 dias Locomogao, cruzamentos
## Hibicke 2022 16 6609 1462 16 66.37 17.85 e 002 [0.71; 068] 10.9% 03, 5 dias Locomosc, ciuzamentos
. ¥ < -0.38 [-0.87; 0.11] 63.9%
Random effects model E -0.23 [-0.55; 0.09] 100.0%
Prediction interval — [-1.18; 0.73]
Heterogeneity: I = 18% [0%; 57%), p = 0.27
Test for subgroup differences: 1y = 2.37, df = 1 (p = 0.12) -4 2 0 2 4

Legenda: efeitos observados para cada estudo individual (quadrados cinzas), seus respectivos intervalos de
confianca (linhas horizontais) e o CES (losango azul). Estudos localizados a esquerda da linha vertical (auséncia
de efeito), indicam diminui¢do do comportamento, ¢ estudos localizados a direita da linha indicam aumento do
comportamento. SD = desvio padrdo da média, N = tamanho amostral e g = Hedges g. # indicam os estudos em
que as moscas foram previamente estressadas, ## indicam os estudos realizados em fémeas. Dados divididos em
subgrupos baseados no farmaco administrado: fluoxetina (FLX) ou citalopram.

Além dos desfechos comportamentais, os desfechos secundarios também foram avaliados
na revisdo sistematica. Estes foram observados em apenas duas publicagdes incluidas nesta
revisdo, e somaram oito estudos. Os desfechos observados foram o peso dos animais (k =4), e
os niveis de serotonina (5-HT) (k =2) e de dopamina (DA) (k = 2) no cérebro de moscas machos
controle ou tratadas com fluoxetina 10 uM por 10 dias, estressadas ou ndo (Tabela 1). Os dados
obtidos nesta revisao indicam que, independentemente das condigdes de estresse, o tratamento
com fluoxetina aumenta tanto os niveis de 5- HT (animais estressados g = 2,08 [1,34; 2,91],
animais nao estressados g = 3,75 [3,00; 4,88]), quanto de DA (animais estressados g = 5,46
[4,18; 6,95], animais ndo estressados g= 0,33 [-0,30; 0,97]) (ARAUJO et al. , 2018). Apesar de
apresentarem tamanhos de efeito positivos, estas sdo informagdes inconclusivas, visto que sao
provenientes de apenas dois estudos para cada desfecho. Por fim, os dados obtidos também
indicam um aumento do peso corporal em animais tratados com fluoxetina, independente da
condicdo de estresse (animais estressados g = 0,51 [-0,11; 1,16], animais ndo estressados g =

2,80 [1,96; 3,75]) (ARAUIO et al. , 2018).



Tabela 1. Desfechos secundarios avaliados na revisdo sistematica
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Autor, ano N E)li\l/}zgli;nent;l[) N D/(l;g)d?;role SD g 95 CI Desfecho
Ara‘;{)"lgt b 20 593 021 20 503 025 375  [277:4.88]  Niveis de 5-HT
A"a‘;{)"lgt b: 50 468 030 20 400 033 -171 [-441;0,13] Niveisde 5-HT #
Ara‘;{)"lgt b, 20 1581 046 20 1601 07 033 [0,30;097]  Niveisde DA
Ara‘;{)"lgt al: 50 1293 1,07 20 816 056 2,08 [134;291]  Niveis de DA #
Am‘;{)"lgt al; g 0003 00007 8 0002 00005 27 [1,96;3,75]  Peso corporal
Ara‘;{)"lgt als g 0,003 00004 8 0003 00005 051 [-0,11;1,16] Peso corporal #
A"a‘;{)"zgt al; 30006 00002 3 0,007 00005 -171 [-441;0,13]  Peso corporal
Am‘;{)"zg‘ ;3 0005 00002 3 0,005 00004 -1,03 [-328;0,70] Peso corporal #

Legenda: # indicam os estudos em que as moscas foram previamente estressadas. SD = desvio padrdo da média,
N = tamanho amostral ¢ g = Hedges g. Todos os estudos realizaram tratamento com fluoxetina 10 uM por 10 dias.

6.2  Dados obtidos nos experimentos in vivo

6.2.1 Experimento piloto 1 - Padronizacio do estresse de privacio alimentar

Este protocolo teve por objetivo avaliar qual o melhor método para realizar a privagao
alimentar, e qual a taxa de sobrevivéncia apds duas etapas de privagdo alimentar de 58h. Na
primeira bateria de testes, 19 moscas foram divididas em quatro tubos com agar 1% (n = 4-
5/tubo), 20 moscas divididas em trés tubos com papel filtro embebido em dgua (n = 5/tubo), e
17 moscas divididas em quatro tubos com solucdo de sacarose 5% (n = 2-5/tubo). Apos 58h,
dois animais de tubos contendo papel filtro embebido em 4dgua estava mortos. Os animais foram
entdo transferidos para tubos contendo meio de milho, onde permaneceram por 58h. Em
seguida, retornaram para tubos com as mesmas condi¢des, para mais 58h de privagdo alimentar.

Ap0s a segunda etapa de privacdo alimentar, 11 moscas acondicionadas em tubos contendo
agar 1%, e 17 moscas acondicionadas em tubos com papel filtro embebido em agua estavam
mortos. Dentre as moscas acondicionadas em tubos contendo solug¢do de sacarose nenhuma
morte foi contabilizada (Tabela 2). Entretanto, por considerarmos que a solucdao de sacarose
ndo consiste em uma privagao total de alimento, optamos por diminuir o tempo de privacao
alimentar nos experimentos posteriores, ¢ priva-las de alimento em tubos contendo solugao de

agar 1%, por este ser o segundo método com menor taxa de mortalidade.
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Tabela 2. Taxa de mortalidade no experimento piloto 1

Grupo 1" exposicao (58h) 2% exposicao (58h)
N° de mortes N° de mortes
Agar 0 11
Papel filtro com agua 2 17
Papel filtro com 0 0
sacarose

6.2.2 Experimento piloto 2 - Protocolo de estresse cronico leve de 10 dias

Neste piloto, as moscas foram submetidas a um protocolo de estresse cronico de 10 dias,
com quatro fatores de estresse: privacao alimentar, inversao de ciclo, calor e frio. Para os grupos
estressados, foram utilizadas 170 moscas, de ambos os sexos, separadas em 17 tubos (n = 10
moscas/tubo).

Durante a realizagdo deste piloto foi observada alta taxa de mortalidade. Do quarto ao
oitavo dia de protocolo foram perdidos 16 tubos. No nono dia de protocolo havia apenas uma
mosca viva.

Considerando que o protocolo continha fatores de estresse sobrepostos, € que este fator
poderia estar influenciando a taxa de mortalidade, optou-se por modificar o protocolo de
estresse cronico. Além disso, tendo em vista que a taxa de mortalidade era um fator importante
a ser observado, nos demais experimentos foi contabilizada a quantidade de animais mortos em
cada tubo, e ndo apenas a quantidade de tubos perdidos durante o protocolo. Além disso,
observou-se que ao realizar o estresse de frio utilizando um isopor com gelo (banho frio), ndo
era possivel manter a temperatura desejada de -5°C durante todo o periodo de estresse. Assim,

novas adaptacdes foram realizadas no protocolo, descritas no item 6.1.5.

6.2.3 Experimento piloto 3 - Padronizacio do protocolo de estresse cronico leve de 9 dias

Neste piloto foi realizado um protocolo de estresse cronico de 9 dias, com as modifica¢des
necessarias observadas no protocolo de 10 dias. Para isso, os animais foram submetidos a quatro
fatores de estresse, incluindo privacao alimentar, inversdo de ciclo, estresse de calor e de ftio,
sempre de forma individual, ou seja, sem sobreposicao dos fatores de estresse. Ao final deste
piloto foi observada uma alta taxa de mortalidade, principalmente quando as moscas eram

expostas ao estresse de calor (Tabela 3).
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Tabela 3. Taxa de mortalidade no experimento piloto 3

Grupo C E
N° inicial de moscas 136 115
Dia N° de mortes N° de mortes
1 1 1
2 3 79
3 0 0
4 0 1
5 6 7
6 12 3
7 5 7
*8 5 0
Total de mortes 27 98

Legenda: C = controle; E = estresse. *interrupgao do teste devido a falta de animais vivos.

6.2.4 Experimento piloto 4 - Padronizacio do protocolo de estresse de calor

Devido a alta mortalidade observada nos pilotos anteriores, principalmente quando
expostos ao estresse de calor, realizou-se um piloto com o intuito de modificar a temperatura
deste estressor. Para isso, foram realizados dois pilotos para temperatura de 30°C, e trés pilotos
para a temperatura de 33°C. Os animais permaneceram 4h no banho quente, ¢ a cada hora foram
contabilizadas as mortes em cada tubo.

Na primeira exposi¢do ao banho quente de 30°C havia 240 animais, divididos em 24 tubos
(10/tubo). Neste protocolo, foi contabilizada apenas 1 morte apos 4h de estresse. Na segunda
exposi¢ao, o protocolo foi iniciado com 232 moscas, divididas em 24 tubos (£ 6-10/tubo), foram
contabilizadas 4 mortes pelo calor. Além disso, dois tubos inteiros (n = 20 moscas) foram
perdidos devido a problemas durante a experimentagao.

Na primeira exposicdo ao banho quente de 33°C havia, inicialmente, 122 animais,
divididos em 14 tubos (n = 5-10/tubo). Foram contabilizadas ao total 10 mortes, sendo estas
nas primeiras 2h de teste. Além disso, um tubo inteiro foi perdido devido a problemas na
experimentacdo (n = 10). Na segunda bateria, havia, inicialmente, 170 animais, divididos em
18 tubos (n = 8-10/tubo). Dentre estes, foi contabilizada apenas uma morte em 4h de protocolo.
Na terceira bateria, havia, inicialmente, 143 animais, divididos em 16 tubos (n = 7-10/tubo), e
nenhuma morte foi observada em 4h.

Tendo em vista a baixa taxa de mortalidade observada a 33°C, e por ser a temperatura mais
proxima da observada no protocolo descrito na literatura (ARAUJO et al. 2018;2020), optou-
se por esta temperatura para realizar o estresse de calor de 4h no protocolo de estresse cronico

subsequente.
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6.2.5 Experimento 1 — Respostas comportamentais apos protocolo de estresse cronico
leve de 9 dias

Neste experimento foi realizado um protocolo de estresse cronico leve de 9 dias, baseado
no experimento piloto 3. Entretanto, foram realizadas as modificagdes necessarias relacionadas
a temperatura dos estresses de calor e ao tempo de exposi¢do ao estresse de frio. Ao final deste
experimento foi observada uma taxa de mortalidade reduzida em relagao aos pilotos anteriores
(Tabela 4). Estabeleceu-se assim o protocolo de estresse cronico leve para os experimentos
seguintes.

Tabela 4. Taxa de mortalidade no experimento 1

Grupo c E
MeF) MeF)
N° inicial de moscas 234 269
Dia N° de mortes N° de mortes
1 2 4
2 0 16
3 9 6
4 5 9
5 5 23
6 7 1
7 0
8 0 11
9 4 1
*10 2
Total de mortes 34 71

Legenda: C = controle; E = estresse; M = machos; F= fémeas. * Dia do teste comportamental.

Ao final do protocolo de estresse de 9 dias foi realizado o teste comportamental no
labirinto com raias. O indice de preferéncia por sacarose e a locomogao foram analisados.

Em relag@o a locomocao, ndo houve diferenca entre os grupos, tanto em relagdo ao sexo
(ANOVA com medidas repetidas: F (1,192) = 0,484, p = 0,48, tamanho de efeito = 0,002), quanto
em relagdo a condigdao experimental (ANOVA com medidas repetidas: F (1, 192) = 0,639, p =
0,424, tamanho de efeito = 0,003). Entretanto, pode-se observar uma diferenca no fator tempo
do teste, ou seja, houve diferenca na locomog¢do ao longo do teste (ANOVA com medidas
repetidas: F (7, 1344) = 21,48, p = 0,0001, tamanho de efeito = 0,1). Pode-se observar aumento
da locomogao entre os periodos 0-5 min quando comparado aos periodos 10-15 min a 35-40
min (Figura 21). Apesar da diferenga observada, o tamanho de efeito obtido ¢ considerado

muito pequeno.
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Figura 21. Efeitos do estresse cronico leve de 9 dias na locomogao
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Legenda: figuras a, c = machos, figuras b, d = fémeas. C = controle, E = estresse. Machos controle n =48, machos
estresse cronico n = 49, fémeas controle n = 51, fémeas estresse cronico n = 48. MédiaxEPM. ANOVA com
medidas repetidas seguido de post-hoc de Tukey. * = p<0,05 comparado ao periodo 0-5 min.

Os dados obtidos nos testes de ANOVA com medidas repetidas, e as comparagdes

realizadas no teste post-hoc para a locomog¢ao podem ser observados nas Tabelas 5 e 6.



55

Tabela 5. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a locomog¢ao — experimento

1

df F p n’p

Sexo 1,192 0,4847 0,487154 | 0,487154

Condicao experimental

(controle ou estressado)
Interacio entre os fatores
"condi¢ao experimental" 1,192 0,0095 0,922381 0,922381
e "sexo"
Tempo 7,1344 | 21,4820 0,000000 | 0,000000
Interagao entre os fatores |, 3., ' (7139 | (660286 = 0,660286

sexo" e tempo
Interacao entre os fatores
"condicdo experimental" | 7, 1344 0,9398 0,474448 0,474448
e "tempo"

Interacio entre os fatores
"condicdo experimental", 7, 1344 1,3423 0,226459 | 0,226459
"sexo'" e ""tempo"

1,192 0,6396 0,424830 | 0,424830

Legenda: df: graus de liberdade; n*p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito).

Tabela 6. Dados obtidos no teste post-hoc para a locomogao — experimento 1

Fator ou Comparacoes p (alfa 0,05)
interacio
(niveis)
0-5 min ¢ 10-15 min 0,000632
0-5 min ¢ 15-20 min 0,000032
Tempo 0-5 m@n e 20-25 m@n 0,000032
0-5 min e 25-30 min 0,000032
0-5 min e 30-35 min 0,000032
0-5 min e 35-40 min 0,000032

A anélise estatistica demonstrou que, para a preferéncia por sacarose, ndo ha efeito do sexo
(ANOVA com medidas repetidas: F (1,192) = 1,52, p = 0, 22, tamanho de efeito = 0,007), da
condicao experimental (ANOVA com medidas repetidas: F (1,192) = 0,20, p = 0,65, tamanho de
efeito = 0,001), e do tempo do teste (ANOVA com medidas repetidas: F (7, 1344) = 1,18, p =
0,30, tamanho de efeito = 0,006). Ainda, pode-se observar que, diferentemente da locomogao,
na preferéncia por sacarose ha uma grande variabilidade entre os animais de um mesmo grupo

(Figura 22).
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Figura 22. Efeitos do estresse cronico leve de 9 dias no indice de preferéncia por sacarose

a) Machos b) Fémeas
1.0 c 1.0, —cC
E E
5 0.5 s 0.5
3 i, 3
€ 0.0{ - = £ 0.0} e T
o o
05 -0.5
10— % o v & v o 10— o % & & o
s T T 8§ 9 9 9 3 e T T ¥ 9 9 9 3
wn o wn o n o wn wn o wn o L o wn
- - (] ~N (o] o - - N N Lar] ™
c) Tempo (min) d) Tempo (min)
1.0yv= 1= 77 == 1= +=- == .+ [C 1.09==- +- ;= -7 -- -- - =7 UC
UE . SR . . HEE
x 031" . 1. : : ;!
Q ! - i =
; T . . i
. : = * v i
' ) o i, byt
0.5] P 2o 05 -7 i L
1.0 “': C’ "° IC’ o 9 “" e -1.0 :-H c w O v c n o
c s s a3z S T % 8 9 9 @ F
© 228 &8 3 P22 QIS
Tempo (min) Tempo (min)

Legenda: figuras a, ¢ = machos, figuras b, d = fémeas. C = controle, E = estresse. Pindex = indice de preferéncia
por sacarose. Machos controle n = 48, machos estresse cronico n = 49, fémeas controle n = 51, fémeas estresse
crénico n = 48. MédiatEPM. ANOVA com medidas repetidas, p= <0,05.

Ainda, os dados obtidos no teste de ANOVA com medidas repetidas para a preferéncia

por sacarose podem ser observados nas Tabela 7.



57

Tabela 7. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a preferéncia por sacarose —

experimento 1

d.f F p n’p

Sexo 1,192 1,520658 0,219028 0,007858

Condicio experimental

(controle ou estressado)
Interacao entre os fatores
"condicdo experimental' e 1,192 0,626284 0,429698 0,003251
"sexo"
Tempo 7, 1344 1,181995 0,309898 0,006119
Interacio entre os fatores

""sexo'' e tempo
Interacio entre os fatores
"condi¢cdo experimental" e 7, 1344 0,216146 0,981786 0,001124
"tempoﬂ

Interacio entre os fatores
"condi¢do experimental", 7, 1344 0,312787 0,948467 0,001626

"sexo" e ""tempo"
Legenda: df: graus de liberdade; n?p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito).

1,192 0,200812 0,654571 0,001045

7, 1344 0,973814 0,448702 0,005046

6.2.6 Experimento 2 — Respostas comportamentais apos protocolo de estresse cronico
leve de 3 dias

Neste experimento, os animais foram submetidos a um protocolo de estresse de 3 dias e,
em seguida, foram realizados os testes comportamentais no labirinto com raias (individual) e
no campo aberto (grupo). O indice de preferéncia por sacarose e a locomog¢ao foram analisados.

Em relagdo a locomogdo, pode-se observar efeito do sexo (ANOVA com medidas
repetidas F (1, 400) = 5,86, p = 0,01, tamanho de efeito = 0,014), e do tempo do teste (ANOVA
com medidas repetidas F (7,2863) = 121,12, p < 0,0001, tamanho de efeito = 0,228). A analise
de post-hoc demonstrou que, independentemente da condigdo experimental, ha diminui¢ao da
locomogao no final do teste quando comparado aos primeiros 5 min. Apesar das diferengas
observadas, os tamanhos de efeito obtidos sdo considerados muito pequeno e pequeno,
respectivamente. Nao foram observadas diferencas entre os grupos em relacdo a condigdo
experimental (ANOVA com medidas repetidas F (2, 409) = 0,80, p = 0,44, tamanho de efeito =
0,003). Por fim, pode-se observar interacdo entre os fatores tempo e sexo (ANOVA com
medidas repetidas F (7, 2863) = 3,35, p = 0,001, tamanho de efeito = 0,081), e entre os fatores
sexo, condi¢do experimental e tempo (ANOVA com medidas repetidas F (14,2863) = 2,156, p =
0,007, tamanho de efeito = 0,01). Os tamanhos de efeito obtidos nas interagdes entre os fatores

sdo considerados muito pequenos (Figura 23).
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Figura 23. Efeitos do estresse cronico leve de 3 dias na locomogao
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Legenda: figuras a,c= machos, figuras b, d = fémeas. C= controle, PA= privado de alimento, E = estresse cronico
+ privados de alimento. Machos controle n = 63, machos privados de alimento n = 64, machos estresse cronico +
privados de alimento n = 66, fémeas controle n = 73, fémeas privadas de alimento n = 76, fémeas estresse cronico+
privadas de alimento n = 73. MédiaxEPM. ANOVA com medidas repetidas seguido de post-hoc de Tukey. * =
p<0,05 comparado ao periodo 0-5 min. Diferencas entre machos e fémeas foram observadas independente da
condi¢do experimental e do tempo do teste.

Os dados obtidos nos testes de ANOVA com medidas repetidas, bem como as

comparagdes realizadas no teste post-hoc podem ser observados nas tabelas 8 € 9.
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Tabela 8. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a locomog¢ao — experimento

2
d.f F p (alfa 0,05) n’p
Sexo 1,409 5,862 0,015905 0,014130
Condicao experimental
(controle, privado de alimento 2,409 0,804 0,448434 0,003914
ou estressado)
Interacio entre os fatores
"condi¢do experimental" e 2,409 0,445 0,641427 0,002169
HseXO"
Tempo 7,2863 121,127 0,000000 0,228486
Interagdo entre os fatores | yg03 3354 0.001442 | 0,008139
sexo" e tempo
Interacao entre os fatores
"condicdo experimental" e 14,2863 0,759 0,714777 0,003698
"tempO"
Interacao entre os fatores
"condicao experimental", 14,2863 2,156 0,007431 0,010431
"sexo" e "tempo"

Legenda: df: graus de liberdade; n?p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito).

Tabela 9. Dados obtidos no teste post-hoc para a locomogao — experimento 2

Fator ou
interacao Comparacoes
(niveis)

p (alfa
0,05)

0-5 min e 10-15 min 0,00032
0-5 min e 15-20 min 0,00032
0-5 min e 20-25 min 0,00032
Tempo 0-5 min e 25-30 min | 0,00032
0-5 min e 30-35 min 0,00032
0-5 min e 35-40 min 0,00032

Machos
0-5min e 10-15min | 0,000029
0-5mine 15-20 min | 0,000029
0-5 min e 20-25 min | 0,000029
0-5 min e 25-30 min | 0,000029
0-5 min e 30-35 min | 0,000029
Tempo e 0-5 min e 35-40 min | 0,000029

sexo

Fémeas
0-5min e 10-15min | 0,000029
0-5mine 15-20 min | 0,000029
0-5 min e 20-25 min | 0,000029
0-5 min e 25-30 min | 0,000029
0-5 min e 30-35 min | 0,000029




0-5 min e 35-40 min

0,000029

Tempo, sexo
e condicao
experimental

Machos estresse
0-5 min e 10-15 min
0-5 min e 15-20 min
0-5 min e 20-25 min
0-5 min e 25-30 min
0-5 min e 30-35 min
0-5 min e 35-40 min

Machos privados de
alimento
0-5 min e 10-15 min
0-5 min e 15-20 min
0-5 min e 20-25 min
0-5 min e 25-30 min
0-5 min e 30-35 min
0-5 min e 35-40 min

Machos controle
0-5min e 10-15 min
0-5 min e 15-20 min
0-5 min e 20-25 min
0-5 min e 25-30 min
0-5 min e 30-35 min
0-5 min e 35-40 min

Fémeas estresse
0-5 min e 30-35 min
0-5 min e 35-40 min

Fémeas privados de
alimento
0-5 min e 10-15 min
0-5 min e 15-20 min
0-5 min e 20-25 min
0-5 min e 25-30 min
0-5 min e 30-35 min
0-5 min e 35-40 min

Fémeas controle
0-5 min e 20-25 min
0-5 min e 25-30 min
0-5 min e 30-35 min
0-5 min e 35-40 min

0,000050
0,000050
0,000050
0,000050
0,000050
0,000050

0,000050
0,000050
0,000050
0,000050
0,000050
0,000050

0,000066
0,000050
0,000050
0,000050
0,000050
0,000050

0,044347
0,004413

0,000051
0,000050
0,000052
0,000050
0,000050
0,000050

0,000087
0,000052
0,000050
0,000050

60
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Em relagdo ao indice de preferéncia por sacarose, foi observado efeito do sexo (ANOVA
com medidas repetidas F (1,400) = 11,491, p=0,0007, tamanho de efeito = 0,027) e da condigao
experimental (ANOVA com medidas repetidas F (2,400) = 20,061, p <0,0001, tamanho de efeito
=0,09), com diferenca entre os machos controle e estressados ou privados de alimento, e entre
fémeas controle e estressadas. Também foi observado efeito do tempo do teste (ANOVA com
medidas repetidas F (7,2863) = 20,756, p < 0,0001, tamanho de efeito = 0,05), e interagdo entre
os fatores condicao experimental e tempo do teste (ANOVA com medidas repetidas F (14,2863)
= 3,223, p <0,0001, tamanho de efeito = 0,01). Apesar das diferencas observadas, os tamanhos
de efeito sdo considerados muito pequenos. Além disso, novamente foi observada uma grande
variabilidade entre animais do mesmo grupo para este desfecho (Figura 24). Os dados obtidos
nos testes de ANOVA com medidas repetidas, bem como as comparagdes realizadas no teste

de post-hoc podem ser observados nas tabelas 10 e 11.
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Figura 24. Efeitos do estresse cronico leve de 3 dias no indice de preferéncia por sacarose
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Legenda: figuras a,c=machos, figuras b, d = fémeas. C= controle, PA= privado de alimento, E = estresse cronico
+ privados de alimento. Machos controle n = 63, machos privados de alimento n = 64, machos estresse cronico +
privados de alimento n = 66, f€émeas controle n = 73, fémeas privadas de alimento n = 76, f€émeas estresse cronico
+ privadas de alimento n = 73. MédiatEPM. ANOVA com medidas repetidas seguido de post-hoc de Tukey. * =
p<0,05 comparado aos animais controle # = p<0,05 comparado aos periodos 0-5 min do mesmo grupo.
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Tabela 10. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a preferéncia por sacarose

— experimento 2

df F p (alfa 0,05) n’p
Sexo 1,409 11,4908 0,000767 0,027327

Condicao experimental

(controle, privado de alimento 2,409 20,0612 0,000000 0,089335
ou estressado)

Interacio entre os fatores

"condi¢do experimental" e 2,409 1,4816 0,228484 0,007193
HseXO"
Tempo 7,2863 20,7568 0,000000 0,048299

Interacio entre os fatores
""sexo'" e tempo
Interacao entre os fatores

7,2863 1,3400 0,227002 0,003265

"condicdo experimental" e 14,2863 3,2238 0,000043 0,015520
"tempo"

Interacao entre os fatores

"condicao experimental", 14,2863 1,4470 0,123107 0,007026

"sexo" e ""tempo"
Legenda: df: graus de liberdade; n?p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito).

Tabela 11. Dados obtidos no teste post-hoc para a preferéncia por sacarose — experimento 2

Fator ou
interacao Comparacoes p (alfa 0,05)
(niveis)
Condicao Controle e Privado de alimento 0,000046
experimental Controle e Estresse cronico 0,000022
0-5 min e 10-15 min 0,000632
0-5 min e 15-20 min 0,000032
0-5 min e 20-25 min 0,000032
Tempo 0-5 min e 25-30 min 0,000032
0-5 min e 30-35 min 0,000032
0-5 min e 35-40 min 0,000032
Estresse cronico
Tempo e 0-5 min e 25-30 min 0,000697
condicio 0-5 min e 30-35 min 0,001132
experimental 0-5 min e 35-40 min 0,000018
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Privacao alimentar

0-5 min e 20-25 min 0,003389
0-5 min e 25-30 min 0,000018
0-5 min e 30-35 min 0,000018
0-5 min e 35-40 min 0,000018

No teste realizado no campo aberto, em grupos, pode-se observar um efeito da condi¢ao
experimental na locomoc¢ao (ANOVA de 2 vias F (2,80) =16,512, p = 0,0001, tamanho de efeito
= 0,29), e uma interacdo entre os fatores condi¢do experimental e sexo (ANOVA de 2 vias F
(2,80) =6,803, p = 0,001, tamanho de efeito = 0,14). Machos privados de alimento e machos
estressados se locomovem por uma distancia menor quando comparados aos machos controle.
Além disso, as fémeas controle se locomovem por uma distdncia menor que os machos controle.
Entre as fémeas, ndo foi observado efeito do estresse cronico leve de 3 dias (Figura 25). Os
dados obtidos nos testes de ANOVA de 2 vias, bem como as comparagdes realizadas no teste

de post-hoc podem ser observados nas tabelas 12 e 13.

Figura 25. Efeitos do estresse cronico leve de 3 dias na locomogao no teste em grupo
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Legenda. C = controle, PA = privados de alimento, E = estressados + privados de alimento. Machos controle n =
14, machos privados de alimento n = 12, machos estresse cronico + privados de alimento n= 17, fémeas controle
n = 14, fémeas privadas de alimento n=14, fémeas estresse cronico + privadas de alimento n= 15. MédiazEPM.
ANOVA de 2 vias seguido de post-hoc de Tukey. * = p<0,05 comparado aos machos controle.
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Tabela 12. Dados obtidos na ANOVA de 2 vias para a locomog¢ao em grupos — experimento 2

df F p (alfa 0,05) n’p
Sexo 1,80 0,914 0,341907 0,011297
Condi¢ao experimental
(controle, privado de alimento 2,80 16,512 0,000001 0,292187
ou estressado)

Interacao entre os fatores

"condi¢cdo experimental" e 2,80 6,803 0,001868 0,145354
HseXO"

Legenda: df: graus de liberdade; n*p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito).

Tabela 13. Dados obtidos no teste post-hoc para a locomogao em grupos — experimento 2

Fator ou
interacao Comparacoes P
. (alfa 0,05)
(niveis)
Tratamento Controle e Privado de alimento 0,000046
Controle e Estresse cronico 0,000022
Machos Controle e Fémeas Controle 0,021292
Sexo x Machos Controle ¢ Machos Privado de 0,000145
Tratamento alimento
Machos controle e Machos Estresse cronico 0,000130

Em relagdo a preferéncia por sacarose, no teste em grupos, foi observado efeito do

tratamento entre as fémeas (H (2, N=43)=18,07131 p=0,0001), e entre os machos (H (2, N=

43) = 11,37860 p = 0,0034). Fémeas estressadas apresentaram o menor indice de preferéncia

quando comparadas as fémeas controle e as fémeas estressadas. Entre os machos, os animais

estressados apresentaram o maior indice de preferéncia quando comparado aos animais controle

e aos privados de alimento (Figura 26). Os dados obtidos no teste de Kruskal-wallis, bem como

as comparagdes realizadas no teste post-hoc podem ser observados nas tabelas 14 ¢ 15.
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Figura 26. Efeitos do estresse cronico leve de 3 dias no indice de preferéncia por sacarose no

teste em grupo
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Legenda: figuras a,c = machos, figuras b, d = fémeas. Pindex = indice de preferéncia por sacarose. C = controle,
PA = privados de alimento, E = estressados + privados de alimento. Machos controle n = 14, machos privados de
alimento n = 12, machos estresse cronico + privados de alimento n= 17, fémeas controle n = 14, fémeas privadas
de alimento n=14, fémeas estresse cronico + privadas de alimento n= 15. MédiaxEPM. Teste de Kruskal-wallis
seguido de post-hoc de multiplas comparagdes entre os rankings. * = p<0,05 comparado as fémeas privadas de
alimento. # p<0,05 comparado aos machos controle.

Tabela 14. Dados obtidos no teste de Kruskal-wallis para a preferéncia por sacarose no teste

em grupos — experimento 2

d,f

H

p (alfa 0,05)

Fémeas:
Condicao experimental
(controle, privado de
alimento ou estressado)

2,43

17,29939

0,0002

Machos:
Condi¢ao experimental
(controle, privado de
alimento ou estressado)

2,43

11,37860

0, 0034

Legenda: df: graus de liberdade
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Tabela 15. Dados obtidos no teste post-hoc para a preferéncia por sacarose no teste em grupos

— experimento 2

Fator ou Comparacoes p (alfa 0,05)
interacao
(niveis)
Fémeas
Privado de alimento e Controle 0,000860
Privado de alimento e Estresse cronico 0,000523
Tratamento
Machos
Controle e Estresse cronico 0,002533

6.2.7 Experimento 3 — Neurotransmissao serotoninérgica apos protocolo de estresse
cronico leve de 3 dias

Um ensaio de imuno-histoquimica foi conduzido para avaliar as possiveis alteragdes
ocasionadas pelo estresse cronico leve de 3 dias na quantidade de células serotonina (5-HT)
positivas no “corpo em leque”, regiao do complexo central do cérebro das moscas (Figura 27).

Pode-se observar efeito da condigdo experimental (ANOVA 2 vias F (2,65) = 5,45, p =
0,006, tamanho de efeito = 0,143775), e também da interagdo entre os fatores sexo ¢ condi¢ao
experimental (ANOVA 2 vias F (2, ¢5) = 6,20, p = 0,003, tamanho de efeito = 0,16). Fémeas
estressadas apresentam aumento de células 5-HT positivas quando comparadas aos seus
controles. Em machos, os animais privados de alimento apresentam aumento de células S-HT
positivas quando comparados aos animais estressados (Figura 27). Os dados obtidos na
ANOVA de 2 vias, bem como as comparagdes realizadas no teste post-hoc podem ser

observados nas tabelas 16 e 17.
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Figura 27. Efeitos do estresse cronico leve de 3 dias sob as células 5-HT positivas

@ 2000000, *
% 15000001 '
1000000-

500000

Intensidade
de fluoresc

C PA E C PA E
Fémeas Machos

Legenda: figura a) efeitos do estresse cronico leve de 3 dias sob as células 5S-HT positivas. C = controle, PA =
privados de alimento, E = estresse + privados de alimento. ANOVA de 2 vias seguido de post-hoc de Tukey,
Dados representados em Média+EPM * = p<0,05 comparado as fémeas controle. b) Representagdo do cérebro de
cada grupo experimental analisado por ensaio de imuno-histoquimica: I- fémea controle (n = 11), II- macho
controle (n = 6), III- fémea privada de alimento (n = 15), IV — macho privado de alimento (n = 13), V — fémea
estresse + PA (n = 17), VI- macho estresse + PA (n = 9). O retangulo tracejado indica a regido analisada (corpo
em forma de leque). 5-HT = serotonina (verde fluorescente). Escala 50 pm. Fonte: De autoria propria.

Tabela 16. Dados obtidos na ANOVA de 2 vias para o experimento 3

d.f F p (alfa 0,05) n’p
Sexo 1,65 0,0170 0,896678 0,000261
Condicao experimental
(controle, privado de alimento 2,65 5,4573 0,006443 0,143775
ou estressado)

Interacdo entre os fatores

"condicdo experimental" e 2,65 6,2013 0,003429 0,160235
HseXO"

Legenda: df: graus de liberdade

Tabela 17. Dados obtidos no teste de post-hoc para o experimento 3

Fator ou interacao (niveis) Comparacoes p (alfa 0,05)

Condicao experimental Controle e Estresse cronico 0,002968

(controle, privado de
alimento ou estressado)

Interacao entre os fatores Fémeas
"condicdo experimental" e Controle e Estresse cronico 0,002228

"sexo"
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6.2.8 Experimento piloto 5 — Método de administracio do farmaco

Neste experimento piloto, os animais receberam tratamento diario de 10 uL de fluoxetina
na concentragao de 30 uM, a fim de avaliar a sobrevivéncia dos animais e padronizar o método
de administragdo do farmaco. Os dados de mortalidade dos grupos controle e tratados para
ambos os sexos foram agrupados e podem ser observados na Tabela 18. Pode-se observar que
a mortalidade entre os animais tratados foi mais alta apos os periodos em que eram alocados
em tubos contendo meio agar (a fim de similar o periodo de privagdo alimentar aplicados no
protocolo de estresse de 9 dias). Entretanto, ap6s esse experimento concluimos que o tratamento
com fluoxetina ndo era toxico aos animais.

Tabela 18. Taxa de mortalidade no experimento piloto 5

Grupo C FLX 30 pM
N inicial de moscas 231 226
Dia N° de mortes N° de mortes
1 0 0
2 0 *0
3 0 2
4 0 1
5 0 *17
6 0 0
7 0 0
8 0 *17
9 1 0
Total 1 37

Legenda: C = controle. FLX = fluoxetina. *mantidas em meio agar por 24h.

6.2.9 Experimento 4 — Respostas comportamentais apds tratamento com fluoxetina por
9 dias

Neste experimento, machos e fémeas foram tratados com veiculo ou fluoxetina nas
concentragdes 5 uM, 10 uM e 30 uM durante 9 dias. Apds esse periodo, os animais foram
testados no labirinto com raias, e a preferéncia por sacarose € a locomog¢ao foram avaliados.
Em relacdo a locomogdo, foi observado efeito do tempo do teste (ANOVA com medidas
repetidas F (7, 1694) = 20,485, p < 0,0001, tamanho de efeito = 0,09) e uma intera¢ao dos fatores
tempo e sexo (ANOVA com medidas repetidas F (7, 1694) = 2,497, p = 0,015, tamanho de efeito
=0,01). Pode-se observar que em machos, independentemente do tratamento, ha aumento da
locomogao entre os periodos 15 a 40 min de teste, quando comparados aos periodos 0 a 5 min.
Em fémeas, independentemente do tratamento, essa diferenca entre os periodos iniciais e finais
do teste ¢ observada apenas apds 25 min (Figura 28). Apesar das diferencas encontradas, os

tamanhos de efeito obtidos nestas analises sao considerados muito pequenos. Por fim, efeitos
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do tratamento nao foram observados neste desfecho (ANOV A com medidas repetidas F (3, 242)
= 2,324, p = 0,128, tamanho de efeito = 0,003). Os dados obtidos na ANOVA com medidas
repetidas, bem como as comparagdes realizadas no teste post-hoc podem ser observados nas

tabelas 19 e 20.

Figura 28. Efeitos do tratamento com fluoxetina por 9 dias na locomocgao
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Legenda: figuras a,c = machos, figuras b, d = fémeas. C = controle (tratamento com veiculo), 5 = tratamento com
fluoxetina 5 uM, 10 = tratamento com fluoxetina 10 pM, 30 = tratamento com fluoxetina 30 M. Machos controle
n =25, machos 5 uM n =29, machos 10 uM n =25, machos 30 uM n = 27, fémeas controle n = 32, fémeas 5 uM
n = 29, fémeas 10 uM n=32, fémeas 30 uM n = 28. MédiatEPM. ANOVA com medidas repetidas seguido de
post-hoc Tukey. * = p<0,05 comparado aos periodos 0-5 min, independente do tratamento.



Tabela 19. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a locomogao —

experimento 4

d,f F p (alfa n’p
0,05)
Sexo 1,242 23242 0,128684 | 0,009513
Tratamento
(Veiculo, FLX 5 uM, FLX 10 | 3,242 02359 | 0871280  0,002916
uM e FLX 30 M)
Interacao entre os fatores | 5, ) 14100 | 0240445 | 0,017179
tratamento" e "'sexo
Tempo 7,1694 | 204856 | 0,000000 | 0,095278
Interagdo entre os fatores o0, | 54975 (014887 | 0,010215
sexo" e "tempo
Interagdo entre os fatores | ) o0, (487 | 0784219 | 0,009196
tratamento" e ''tempo
Interacao entre os fatores
"tratamento ", "sexo" ¢ | 21,1694 = 055827 | 0932314  0,007172
"tempo"

Legenda: df: graus de liberdade; n?p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito). FLX = fluoxetina.

Tabela 20. Dados obtidos no teste post-hoc para a locomogao — experimento 4

Fator ou
interacio Comparacoées planejadas p (alfa 0,05)
(niveis)
0-5 min e 15-20 min 0,029475
0-5 min e 20-25 min 0,001431
Tempo 0-5 min e 25-30 min 0,000032
0-5 min e 30-35 min 0,000032
0-5 min e 35-40 min 0,000032
Fémeas
0-5 min e 30-35 min 0,019066
0-5 min e 35-40 min 0,006842
Sexo x Machos
Tempo 0-5 min e 15-20 min 0,002946
0-5 min e 20-25 min 0,001005
0-5 min e 25-30 min 0,000030
0-5 min e 30-35 min 0,000029

0-5 min e 35-40 min

0,000029
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Em relagdo a preferéncia por sacarose, ndo foi observado efeito do sexo (ANOVA com
medidas repetidas F (1, 242) = 0,620, p = 0,431, tamanho de efeito = 0,002), e do tratamento
(ANOVA com medidas repetidas F (3,242) = 0,803, p = 0,492, tamanho de efeito = 0,009). Além
disso, efeitos do fator tempo também nado foram observados (ANOVA com medidas repetidas
F (7, 1604y = 1,372, p = 0,212, tamanho de efeito = 0,005) (Figura 29). Os dados obtidos na

ANOVA com medidas repetidas podem ser observados na tabela 21.

Figura 29. Efeitos do tratamento com fluoxetina por 9 dias no indice de preferéncia por

sacarose
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Legenda: figuras a,c = machos, figuras b, d = fémeas. C= controle (tratamento com veiculo), 5 = tratamento com
fluoxetina 5 uM, 10 = tratamento com fluoxetina 10 pM, 30 = tratamento com fluoxetina 30 uM. Machos controle
n =25, machos 5 uM n = 29, machos 10 uM n = 25, machos 30 uM n = 27, fémeas controle=32, fémeas 5 pM n
=29, fémeas 10 uM n = 32, fémeas 30 uM n = 28. MédiatEPM. ANOVA com medidas repetidas, p<0,05.
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Tabela 21. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a preferéncia por sacarose

— experimento 4

d,f F p (alfa n’p
0,05)
Sexo 1,242 0,620687 0,431563 0,002558
Tratamento
(Veiculo, FLX 5 uM, FLX 10 3,242 0,803574 0,492939 0,009863
puM e FLX 30 nM)

Interacgio entre os fatores
"tratamento' e "sexo"
Tempo 7, 1694 1,372505 0,212740 0,005640
Interacio entre os fatores
""sexo' e tempo
Interacao entre os fatores
"condi¢cdo experimental" e 21, 1694 1,150124 0,287461 0,014057
"tempo"

Interacio entre os fatores
"condi¢do experimental", 21,1694 1,470938 0,077352 0,017908
"sexo" e ""tempo"

3,242 0,238395 0,869528 0,002947

7, 1694 0,654713 0,710634 0,002698

Legenda: FLX= fluoxetina. df: graus de liberdade; n?>p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito).

6.2.10 Experimento S5 — Neurotransmissdo serotoninérgica apos tratamento com
fluoxetina

Este experimento teve como objetivo avaliar se o tratamento com fluoxetina alteraria a
quantidade de células serotonina (5-HT) positivas no cérebro de machos e fémeas. Para isso, os
animais foram tratados com veiculo ou com fluoxetina na concentracio 10 mM durante 24h,
48h e 72h. Em seguida, um ensaio de imuno-histoquimica foi conduzido. Pode-se observar
efeito do tratamento (ANOVA de 2 vias F (3,76) =4,5409, p = 0,005, tamanho de efeito =0,151),
e efeito da interacdo entre os fatores sexo e tratamento (ANOVA de 2 vias F (3,76) = 14,9590, p
= 0,00, tamanho de efeito = 0,371262).

Em fémeas, pode-se observar um aumento na quantidade de células 5-HT positivas no
grupo tratado com fluoxetina por 72h, quando comparados aos seus controles. Os demais
periodos de tratamento ndo apresentaram diferencas em relagdo ao grupo controle, mas sim em
relagdo ao grupo tratado por 72h. Em machos, ha uma diminuicao de células 5-HT positivas em
animais tratados com fluoxetina por 72h e 48h, quando comparados aos machos controle. Além
disso, a andlise estatistica demonstrou que ha diferencas entre os sexos em animais controle.
Fémeas controle apresentam quantidades menores de células 5-HT positivas quando
comparadas aos machos. Entre os animais tratados com fluoxetina por 72h, machos apresentam

uma quantidade menor de células 5-HT positivas quando comparados as fémeas (Figura 30).
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Os dados obtidos na ANOVA de 2 vias, bem como as comparagdes realizadas no teste post-hoc

podem ser observados nas tabelas 22 e 23.

Figura 30. Efeitos do tratamento com fluoxetina por 24h, 48h e 72h nas células 5-HT

positivas
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Legenda: figura a) Efeito do tratamento com fluoxetina por 24h, 48h e 72h nas células 5-HT positivas C = controle
(tratamento com veiculo. FLX = fluoxetina. ANOVA de 2 vias seguido de post-hoc de Tukey, Dados representados
em MédiatEPM, * = p<0,05 comparado as fémeas FLX 72h, # = p<0,05 comparado aos machos controle. Figura
b) Representagdo do cérebro de cada grupo experimental analisado por ensaio de imuno-histoquimica: I — fémea
controle (n = 22), II — macho controle (n = 13), IIl — fémea FLX 24h (n = 10), IV — macho FLX 24h (n=13), V -
fémea FLX 48h (n = 8), VI — macho FLX 48h (n = 8), VII — fémea FLX 72h (n = 7), VIII — macho FLX 72h (n =
6). O retangulo tracejado indica a regido analisada (corpo em forma de leque). 5-HT = serotonina (verde
fluorescente). Escala 50 um. Fonte: De autoria propria.

Tabela 22. Dados obtidos na ANOVA de 2 vias para o experimento 5

df F p (alfa 0,05) n’p
Sexo 1,76 2,7547 0,101091 0,034978
Tratamento
(Veiculo ou FLX 24h, FLX 48h, 3,76 4,5409 0,005557 0,151999
FLX 72h)
Interagdo entre os fatores 3,76 | 149590 | 0,000000 | 0371262
tratamento" e "'sexo

Legenda: df: graus de liberdade. FLX = fluoxetina.
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Tabela 23. Dados obtidos no teste post-hoc para o experimento 5

Fator ou interacio Comparacoes p (alfa
(niveis) 0,05)
Tratamento
(Veiculo, FLX 24h, FLX Controle e FLX 48h 0,019445
48h, FLX 72h)
Machos
Controle e FLX 72h 0,001047
Controle e FLX 48h 0,000291
Fémeas
Interacao entre os fatores FLX 72h e Controle 0,001137
"tratamento' e "'sexo" FLX 72h e FLX 24h 0,002235
FLX 72h e FLX 48h 0,004613
Machos e fémeas controle 0,007288
Machos e fémeas 72h 0,000146

Legenda: FLX = fluoxetina.

6.2.11 Experimento 6 — Respostas comportamentais das moscas apés protocolo de
estresse cronico leve de 3 dias e tratamento com fluoxetina

Neste experimento, os animais foram divididos em grupos estressados por 3 dias e
tratados com fluoxetina (2,5 mM, 5 mM e 10 mM) ou veiculo, e em um grupo nao estressado e
tratado com veiculo. Apdés o protocolo, a locomogdo e preferéncia por sacarose foram
analisadas. Entre os animais estressados e tratados com fluoxetina ou veiculo, pode-se observar
um efeito do sexo (ANOVA com medidas repetidas F (1,196) = 6,535, p = 0,01, tamanho de
efeito = 0,03), e do tempo do teste (ANOVA com medidas repetidas F (7,1372) = 19,056, p =
0,000, tamanho de efeito = 0,09). Apesar da diferenca encontrada, os tamanhos de efeito obtidos
sao considerados muito pequenos. Efeitos do tratamento nao foram observados (ANOVA com
medidas repetidas F (3,196) = 0,893, p = 0,44, tamanho de efeito = 0,01). Entre os animais
estressados e tratados com veiculo e os animais ndo estressados e tratados com veiculo pode-se
observar efeito da condigdo experimental (ANOV A com medidas repetidas F (1,102) = 16,246,
p = 0,000, tamanho de efeito = 0,13), do tempo (ANOVA com medidas repetidas F (7,714) =
27,54, p > 0,000, tamanho de efeito = 0,21), além de uma interagao entre estes fatores (ANOV A
com medidas repetidas F (7,714) = 2,51, p > 0,01, tamanho de efeito = 0,02) (Figura 31). Os
dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas em animais estressados, bem como as

comparagoes realizadas no teste post-hoc podem ser observados nas tabelas 24 e 25.
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Figura 31. Efeitos do tratamento com fluoxetina e do estresse cronico leve de 3 dias

na locomocao
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Legenda: figuras a,c = machos, figuras b,d = fémeas. C = controle (ndo estressados e tratados com veiculo), VEH
= estressados e tratados com veiculo, 2,5= estressados e tratados com fluoxetina (FLX) 2,5 mM, 5 = estressados e
tratados com FLX 5 mM, 10 = estressados e tratados com FLX 10 mM. Machos controle n = 23, machos
estressados n = 22, machos FLX 2,5 mM n= 23, machos FLX 5 mM n = 22, machos FLX 10 mM n = 22, fémeas
controle n = 27, fémeas estressadas n = 29, fémeas FLX 2,5 mM n = 32, fémeas FLX 5 mM n = 32, fémeas FLX
10 mM n =26. ANOVA com medidas repetidas seguida de post-hoc de Tukey. * = p <0,05 comparado aos animais
controle no mesmo periodo. # p<0,05 comparado aos periodos 0-5 min, independente do grupo. Diferengas entre
machos e fémeas foram observadas em animais estressados independentemente do tratamento.
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Tabela 24. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a locomo¢do em animais

estressados — experimento 6

d,f F p n’p
Sexo 1,196 6,535 0011332 0,032268
Tratamento
(veiculo, FLX 2,5 mM, FLX5 | 3,196 0.893 0445682 | 0,013486
mM, FLX 10 mM)
Interacdo entre os fatores |5 |5 1,464 0225623 | 0,021918

"tratamento" e "sexo"
Tempo 7, 1372 19,056 0,000000 0,088609
Interacao entre os fatores

" " o« v 7, 1372 0,920 0,490146 0,004670
sexo" e “tempo
Interagdo entre os fatores |, (5., | () 559 0,949170 | 0,008380
tratamento" e "tempo
Interacio entre os fatores
"tratamento'', "sexo" e 21,1372 0,617 0,908975 0,009359

"tempO"

Legenda: df: graus de liberdade; n?p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito); FLX = fluoxetina.

Tabela 25. Dados obtidos no teste post-hoc para a locomog¢ao em animais estressados —

experimento 6

Fator ou Comparacoes p (alfa 0,05)
interacio
(niveis)
0-5 min e 15-20 min 0,000102
0-5 min e 20-25 min 0,000032
Tempo 0-5 min e 25-30 min 0,000032
0-5 min e 30-35 min 0,000032
0-5 min e 35-40 min 0,000032

Em relacao a preferéncia por sacarose, pode-se observar efeito do tempo entre os animais
estressados e tratados com fluoxetina ou veiculo (ANOVA com medidas repetidas F (7, 1372) =
9,33, p = 0,00, tamanho de efeito = 0,04). Apesar da diferenca, o tamanho de efeito observado
¢ considerado muito pequeno. Nao foram observados efeitos do sexo (ANOVA com medidas
repetidas F (1,196) = 0,368, p = 0,54, tamanho de efeito = 0,001) e do tratamento (ANOVA com
medidas repetidas F (3, 196) = 2,325, p = 0,07, tamanho de efeito = 0,03). Entre os animais
estressados e tratados com veiculo, e os animais ndo estressado e tratados com veiculo ndo

foram observados efeitos do sexo (ANOVA com medidas repetidas F (1,102) = 0,02, p > 0,86,
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tamanho de efeito = 0,00), da condicao experimental (ANOV A com medidas repetidas F (1,102)
= 3,33, p > 0,07, tamanho de efeito = 0,03), e do tempo do teste (ANOVA com medidas
repetidas F (1,102) = 1,29, p > 0,25, tamanho de efeito = 0,01) (Figura 32). Os dados obtidos na
ANOVA com medidas repetidas em animais estressados, bem como as comparagdes realizadas

no teste post-hoc podem ser observados nas tabelas 26 e 27.

Figura 32. Efeitos do tratamento com fluoxetina e do estresse cronico leve de 3 dias no indice

de preferéncia por sacarose
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Legenda: figuras a,c = machos, figuras b,d = fémeas. C = controle, VEH = estressados e tratados com veiculo, 2,5
= estressados e tratados com fluoxetina (FLX) 2,5 mM, 5 = estressados e tratados com FLX 5 mM, 10 = estressados
e tratados com FLX 10 mM. Machos controle n = 23, machos estressados n = 22, machos FLX 2,5 mM n= 23,
machos FLX 5 mM n =22, machos FLX 10 mM n =22, fémeas controle n =27, fémeas estressadas n =29, fémeas
FLX 2,5 mM n = 32, fémeas FLX 5 mM n = 32, fémeas FLX 10 mM n = 26. ANOVA com medidas repetidas
seguida de post-hoc de Tukey. * p<0,05 comparado aos periodos 0-5 min para os grupos de animais estressados,
independente do tratamento.
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Tabela 26. Dados obtidos na ANOVA com medidas repetidas para a preferéncia por sacarose

em animais estressados — experimento 6

d,f F p n’p
Sexo 1,196 0,36779 0,544914 0,001873
Tratamento
(Veiculo, FLX 2,5 mM, FLX 3,196 2,32563 0,076059 0,034373
5 mM, FLX 10 mM)

Interacio entre os fatores
"tratamento" e "sexo"
Tempo 7,1372 9,33928 0,000000 0,045482
Interacio entre os fatores
"sexo'" e “tempo”
Interacio entre os fatores
"tratamento' e '"tempo"
Interacao entre os fatores
"tratamento", "'sexo" e 21,1372 0,64572 0,886689 0,009787
"tempo'!
Legenda: df: graus de liberdade; n?p= eta quadrado parcial (tamanho de efeito); FLX = fluoxetina.

3,196 2,61028 0,052685 0,038418

7, 1372 0,51511 0,823703 0,002621

21,1372 0,56596 0,941865 0,008588

Tabela 27. Dados obtidos no teste post-hoc para a preferéncia por sacarose em animais

estressados — experimento 6

Fator ou Comparacoes p (alfa 0,05)
interacio
(niveis)
0-5 min e 20-25 min 0,010404
Tempo 0-5 m%n e 25-30 m?n 0,000032
0-5 min e 30-35 min 0,000315
0-5 min e 35-40 min 0,000037
7 DISCUSSAO

7.1  Uso de D. melanogaster para o estudo de farmacos antidepressivos: revisiao
sistematica da literatura

A etapa teorica do presente trabalho examinou como D. melanogaster ¢ usada em estudos
que avaliam as respostas comportamentais € nao-comportamentais desses animais ao
tratamento com farmacos antidepressivos. Para isso, uma revisao sistematica da literatura foi
conduzida.

A revisdo sistematica identificou apenas cinco estudos descrevendo o teste de preferéncia
por sacarose no estudo de farmacos antidepressivos em D. melanogaster. Este foi um resultado

inesperado tendo em vista que, em experimentos com roedores, o teste de preferéncia por
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sacarose ¢ amplamente usado para avaliar os comportamentos de anedonia induzidos por
estresse, € o potencial efeito de fArmacos antidepressivos em reverter estes comportamentos
(LIU et al., 2018). Dentre os estudos avaliados na revisdo, todos usaram fluoxetina, em
diferentes concentragdes. O tempo de tratamento variou de 6h, nos estudos de Ramos- Hryb et
al. (2020), a 10 dias nos estudos de Araujo et al. (2018; 2020). Dentre os cinco estudos
incluidos nesta revisdo, trés submeteram os animais a protocolos de estresse, cronico ou agudo,
e todos os animais foram submetidos a um periodo de privagdo alimentar de ao menos 90 min
antes do inicio dos testes comportamentais (ARAUJO et al., 2018; 2020, RAMOS-HRYB et
al., 2020). Além das diferentes concentragdes e tempos de tratamento, os testes de preferéncia
também foram realizados de maneiras distintas. Nos estudos de Araujo ef al. (2018; 2020) o
teste foi realizado em grupos de 30 moscas machos, e a preferéncia foi calculada com base no
consumo medio de sacarose pelo grupo de moscas apds 6h. Ja no estudo de Ramos-Hryb et al.
(2020), o sexo das moscas nao foi distinguido, e a preferéncia por sacarose foi avaliada de forma
individual em um teste de um min. Apesar de os resultados da meta-analise indicarem um efeito
positivo para a preferéncia por sacarose em animais previamente estressados, estas informagdes
sdo consideradas inconclusivas, visto que sao dados provenientes de apenas dois estudos.

Os testes de locomogao, como o teste de campo aberto, sdo usados tanto em estudos com
roedores (KRAEUTER et al., 2019) quanto em D. melanogaster (SOIBAM et al., 2012). Esse
teste ¢ util na avaliagdo dos mecanismos envolvidos nas respostas motoras, bem como, nas
respostas comportamentais destes animais frente a diferentes tratamentos. Nesta revisdo,
identificamos doze estudos que registraram desfechos relacionados a locomogao. O tamanho
de efeito obtido para o tratamento com fluoxetina foi positivo, entretanto o baixo tamanho
amostral ndo confere poder estatistico suficiente para concluir sobre a influéncia deste
antidepressivo na locomogao dos animais. Além disso, esses dados foram extraidos de apenas
duas publicagdes, que apresentaram diferentes esquemas de tratamento e protocolos de estresse.
O tamanho amostral de estudos que realizaram tratamento com citalopram também foi baixo e,
com isso, o efeito obtido ¢ considerado inconclusivo. Isso indica que estudos ainda sdo
necessarios para se obter conclusdes mais assertivas sobre o efeito dos firmacos antidepressivos
nos comportamentos de locomog¢ao em D. melanogaster. Nos estudos de Araujo ef al. (2018),
machos de D. melanogaster foram tratados com fluoxetina 10 uM durante 10 dias, e a
locomogdo foi avaliada em um teste de campo-aberto durante um min. Os autores ndo
observaram diferenca no niimero de cruzamentos ou na velocidade entre os animais controles

e tratados.
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No estudo de Hibicke; Nichols (2022), moscas machos ¢ fémeas foram tratadas com trés
concentragdes diferentes de citalopram (0,3 mM, 1 mM e 2,5 mM) durante cinco dias, e
avaliadas em um aparato de monitoramento de atividade durante este periodo. Os autores
observaram que, administrando uma concentracao de 2,5 mM, ha uma diminuicdo da atividade
locomotora em fémeas, mas ndo em machos. Esta diferenca ndo foi observada com as
concentragdes de 0,3 mM e 1 mM em ambos os sexos. Vale ressaltar que, apesar de os animais
estarem no mesmo ambiente recebendo o tratamento durante os cinco dias, os autores ndo
apresentaram os dados da locomogao segmentados para cada dia desse periodo, apresentando
apenas a média de cruzamentos/hora/dia. Logo, o efeito do tratamento com citalopram sobre o
comportamento de locomog¢ao em um periodo menor que o de cinco dias ¢ desconhecido.

Além dos comportamentos, nesta revisao também foram avaliados desfechos secundarios.
Analises ndo comportamentais foram observadas em apenas duas publicacdes incluidas nesta
revisdo, somando oito estudos. Os desfechos observados foram o peso dos animais, e os niveis
de 5-HT e de DA no cérebro de moscas machos tratadas com fluoxetina 10 uM por 10 dias ou
nao tratadas, e estressadas cronicamente ou ndo. Os dados obtidos na revisdo indicaram que o
tratamento com fluoxetina aumenta os niveis de 5- HT e DA, independentemente das condigdes
de estresse (ARAUJO et al., 2018). Apesar de os estudos apresentarem tamanhos de efeito
positivos, estas sdo informagdes inconclusivas, visto que sdo provenientes de apenas dois
estudos para cada desfecho. Os dados obtidos também indicam um aumento no peso corporal
dos animais tratados com fluoxetina no estudo de Araujo ef al. (2018) em moscas nao-
estressadas. Entretanto, o mesmo nao foi observado nos estudos de Araujo et al. (2020), apesar
de apresentarem protocolos semelhantes de tratamento e avaliacdo do desfecho. Novamente,
estas sdo informagdes inconclusivas, visto que sdo provenientes de apenas quatro estudos.

De modo geral, os dados obtidos nesta revisao demonstram que ainda hd uma lacuna de
conheicmento nesta area, € que mais estudos sdo necessarios para elucidar como moscas
respondem ao tratamento com fdrmacos antidepressivos. Ainda, as andlises mostram que ha
uma falta de padronizagdo nos estudos presentes na literatura, indicando a necessidade de
padronizar a forma que esses animais sao tratadados, e como sdo realizados os testes

comportamentais.

7.2 Respostas de D. melanogaster ao estresse cronico leve e ao tratamento com fluoxetina
A etapa experimental deste trabalho teve por objetivo desenvolver um protocolo de

estresse cronico leve e de tratamento com farmaco antidepressivo em D. melanogaster, ¢ avaliar
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as repostas comportamentais de machos e fémeas expostos a estas condi¢des. Os principais

resultados foram esquematizados e podem ser observados ao final desta secao (Figura 33).

O protocolo de estresse cronico leve foi baseado no descrito por Araujo et al. (2018). Os
autores descreverem um protocolo de estresse cronico de 10 dias incluindo, entre outros fatores,
a privagao alimentar. Para isso, os animais foram mantidos em recipientes contendo apenas
papel filtro embebido em solugdo de sacarose 5%. Entretanto, por ndo considerarmos esta uma
forma de priva-los totalmente de alimento, optamos por, primeiramente, realizar um piloto a
fim de avaliar qual o melhor método de privacao alimentar. Para isso, utilizamos trés métodos
diferentes: solucdo de dagar 1% (WANG et al, 2014), papel embebido em agua
(NECKAMEYER; NIETO, 2015; RAMOS-HRYB et al., 2020), e papel embebido em solucao
de sacarose (ARAUJO et al, 2018). Apesar de o método com solucdo de sacarose ter
apresentado a menor taxa de mortalidade, consideramos que este ndo seria um método de
privacdo total de alimento e, assim, o método de solugdo de dgar 1% foi usado nos experimentos
seguintes. A privacao alimentar como Unica fonte de estresse ¢ amplamente estudada, e ja foi
usada em diversos trabalhos (WANG et al., 2014; NECKAMEYER; NIETO, 2015; YANG, et
al., 2015; EDMUNDS; WIGBY; PERRY, 2021; ECKERT et al, 2023). Nestes estudos
observou-se que, quando privados de alimento, hd aumento da agressividade em machos
(EDMUNDS; WIGBY; PERRY, 2021), aumento da locomog¢ao (YANG, et al., 2015), bem
como aumento da procura por alimento (EDMUNDS; WIGBY; PERRY, 2021).

Em relagdo ao estresse de calor, iniciamos utilizando a temperatura de 36°C, conforme
usado no protocolo de Araujo et al. (2018). Entretanto, observamos que havia alta taxa de
mortalidade apds exposicao das moscas a esta condigdao. Assim, um experimento piloto em que
os animais foram expostos a trés diferentes temperaturas, préximas a 36° C, foi realizado. Como
resultado observamos que a temperatura de 33°C seria a mais adequada para o nosso protocolo
de estrese. Na literatura, o estresse de calor em D. melanogaster ¢ amplamente realizado, e
diferentes desfechos sao analisados (KLEPSATEL et al., 2016; KLEPSATEL; WILDRIDGE;
GALIKOVA, 2019). Quando expostas apenas a temperaturas elevadas, superior a 29°C as
reservas de lipidios diminuem nestes animais (KLEPSATEL et al., 2016; KLEPSATEL;
WILDRIDGE; GALIKOVA, 2019).

O piloto 3 teve como objetivo reproduzir o protocolo de estresse cronico de 10 dias
descrito por Araujo et al. (2018), com animais de ambos os sexos. Entretanto, observou-se que
0s animais nao sobreviviam até¢ o décimo dia do protocolo. A alta taxa de mortalidade pode

estar relacionada a sobreposicdo de estressores em determinados dias, ou seja, os animais



83

passavam por um longo periodo de privagdo alimentar e, concomitantemente, eram expostos ao
estresse de calor. Ainda, em nosso protocolo os animais ndo eram expostos a privacao alimentar
com solucdo de sacarose, mas sim com solu¢ao de agar. Sabe-se que, quando moscas sao
expostas a altas temperaturas, hd diminuicao das reservas energéticas (KLEPSATEL et al.,
2016; KLEPSATEL; WILDRIDGE; GALIKOVA, 2019). Essa diminuicdo das reservas
energéticas pelo estresse de calor, somada a privacao alimentar por 58h, pode ter levado a alta
taxa de mortalidade observada neste piloto. Apesar do protocolo ja ter sido realizado em dois
trabalhos descritos na literatura (ARAUJO et al., 2018; 2020), os autores ndo descrevem se
houve alta taxa de mortalidade. Assim, criamos um protocolo de estresse, ainda utilizando os
mesmos fatores de estresse, mas sem sobreposi¢do do estressores € com menor tempo de
privacao alimentar.

Apesar de diferentes fatores de estresse como a privagdo alimentar, o calor, e frio serem
amplamente estudadas em D. melanogaster, a unido de diferentes fatores de estresse ¢ pouco
presente na literatura, tendo sido observada em apenas trés estudos (ARAUJO et al., 2018;2020;
RAMOS-HRYB et al., 2020), demonstrando assim a importancia do presente estudo. Quando
as moscas foram submetidas a um protocolo de estresse cronico leve de 9 dias, sem a
sobreposi¢do de estressores, € com alteragdes nos protocolos de frio e calor, observou-se uma
diminui¢do na taxa de mortalidade. Assim, foi possivel a realizag¢do dos testes comportamentais.
Em relacdo a locomog¢do, ndo foi observada diferenca entre os grupos, tanto em relacdo a
condicdo experimental, quanto em relagdo ao sexo. Entretanto, pode-se observar aumento da
locomogdo apds 10 min de teste no labirinto com raias em machos e fémeas, independentemente
da condigdo experimental (estressados ou controle). O aumento da locomogao apds 10 min pode
estar relacionado ao fato de que, antes do teste, os animais foram anestesiados no frio. Assim,
apesar de o registro dos comportamentos ter iniciado apds os animais apresentarem os primeiros
sinais de recuperacao da anestesia, a baixa locomogao nos primeiros periodos do teste pode ter
sido afetada pela anestesia. O estudo de MACMILLAN et al. (2017) mostra que, quando
comparado a outros métodos de anestesia, como o CO> e isoflurano, moscas fémeas
anestesiadas no frio apresentam locomog¢ao menor do que os demais grupos, mesmo l1h apos o
fim da anestesia.

Efeitos do estresse sob a locomog¢do ndo foram observados nos estudos que realizaram
protocolo de estresse cronico de 10 dias (ARAUJO et al.,, 2018;2020). Entretanto, no estudo de
Ramos-Hryb et al. (2020), em que os animais foram expostos a um estresse variavel por 24h,
0s autores observaram aumento da locomog¢dao nos animais estressados, considerada uma

hiperatividade em resposta ao estresse. Sugere-se assim que a hiperatividade pode estar
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relacionada ao tipo de estresse aplicado, € ao tempo em que os animais sdo expostos a estas
condicoes.

Na preferéncia por sacarose, ndo foi observada diminui¢ao da preferéncia em animais
estressados, como era esperado de acordo com estudos da literatura (ARAUJO et al., 2018;
2020; RAMOS-HRYB et al., 2020). Este resultado sugere que o estresse cronico leve de 9 dias
ndo influencia de forma significativa o comportamento alimentar destes animais. Entretanto,
fatores como a auséncia de um periodo de privagdo alimentar prévios ao teste, como realizado
em outros estudos, pode ter afetado a observagdo de efeito do estresse na preferéncia por
sacarose. Nos estudos de Araujo et al. (2018;2020) os animais foram privados de alimento por
6h antes do teste de preferéncia por sacarose. No estudo de Ramos-Hryb et al. (2020), o
protocolo de estresse teve duracao de 24h e um dos fatores de estresse era a privagdo alimentar
por 6h. Assim, os animais ndo estavam alimentandos horas antes do teste. Além disso, a
concentragdo da solugdo de 5% sacarose usada nesse experimento pode ter sido insuficiente
para atrair os animais a procurarem o alimento. Apesar de ter sido a mesma concentragao usada
no estudo de Araujo et al. (2018; 2020), em nosso estudo nao foi suficiente para observamos
algum efeito, possivelmente pelo tempo de teste usado em nosso estudo, quando comparado ao
da literatura. No estudo citado, o teste de preferéncia por sacarose teve duragdo de 6h, o que
pode ter contribuido para os resultados encontrados (ARAUJO et al., 2018; 2020). No estudo
de Ramos-Hryb ef al. (2020), o teste de preferéncia por sacarose teve duracdo de apenas 1 min,
entretanto, a concentracdo de sacarose usada foi de 2M. Desta forma, a concentragao de
sacarose foi modificada nos experimentos subsequentes, € um periodo de privagcdo alimentar
prévio ao teste comportamental foi inserido no protocolo.

No experimento seguinte, os animais foram expostos a um protocolo de estresse cronico
leve de 3 dias, com os mesmos estressores usados no protocolo anterior. Neste experimento, a
concentracdo da solucao de sacarose nos testes foi modificada para 2M. Ainda, os animais
foram privados de alimento por 20h antes do teste, e foram inseridos no labirinto com raias com
um aspirador entomologico, ao invés da anestesia no frio. Em relagdo a locomocgdo, foram
observadas diferencas entre machos e fémeas, independentemente da condi¢ao experimental,
sendo que machos apresentam maior locomogao que as fémeas. Além disso, pode-se observar
efeitos do tempo do teste na locomogao, ou seja, em todos os grupos uma diminui¢do da
locomocgdo ao longo do teste, principalmente apds os primeiros 10 min, ao contrario do
observado no experimento 1. Possivelmente, por ndo sofrerem os efeitos da anestesia no ftio,
eles usam os primeiros periodos de teste para explorar o novo ambiente. Estudos mostram que,

quando expostos a novos ambientes as moscas tendem a explora-lo no inicio e apresentarem



85

um platd ao longo do teste (CONNOLLY, 1967; SOIBAM et al., 2012). Ainda, mesmo estando
sob privagao alimentar, ndo foi observada alteracdo na locomocao dos animais estressados e
dos privados de alimento quando comparados aos animais controle. Estudos demonstram que a
privagdo alimentar promove a locomocgao, tanto em roedores (DIETRICH et al., 2015), quanto
em D. melanogaster (ISABEL et al., 2005; LEE; PARK, 2004; YANG et al., 2015). Ainda, a
hiperatividade também j4 foi descrita no trabalho de Ramos-Hryb ef al. (2020) em animais
submetidos a estresse variavel. E possivel que estes animais se locomovam tanto quanto os
animais controle por, além de um comportamento inato de explorar novos ambientes, também
estejam em busca de outras fontes de alimento. Entretanto, no estudo de Araujo et al.
(2018;2020), quando submetidos a estresse variavel cronico, incluindo a privagdo alimentar,
essa alteracao na locomocgao nao foi observada.

Em relacdo ao indice de preferéncia por sacarose, foram observados resultados
interessantes neste experimento. Tanto machos privados de alimento quanto machos
estressados apresentaram aumento da preferéncia por sacarose em relagdo aos machos controle
(alimentados), nos primeiros 15 min de teste. Ainda, esses mesmos grupos apresentaram
diminui¢do da preferéncia por sacarose apds 20 min, quando comparado ao inicio do teste. Isso
ndo ¢ observado nos demais grupos do mesmo sexo. Entre as fémeas, apenas as do grupo
estressado apresentaram indice de preferéncia por sacarose maior quando comparadas as
fémeas controle. Apesar de fémeas privadas de alimento também apresentarem indice de
preferéncia maior que as controles, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes. Ainda, apesar das fémeas estressadas apresentarem maior indice ao longo do
teste, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes comparadas as privadas
de alimento. Ainda, diferengas sexuais também foram observadas, independentemente da
condigdo experimental e do periodo do teste.

Ao contrario do observado em outros estudos com D. melanogaster, em que machos
apresentam uma diminui¢do da preferéncia por sacarose quando comparados aos animais
privados de alimento (RAMOS-HRYB et al, 2020; ARAUJO et al., 2018; 2020), nossos
resultados indicam uma possivel compensagao ao estresse de trés dias, tanto em machos quanto
em fémeas. O aumento no indice de preferéncia por sacarose pode refletir uma busca por fontes
rapidas de energia, para compensar o gasto energético sofrido durante o protocolo de estresse.
Os dados também indicam que, o estresse cronico leve somado a privacdo alimentar afeta mais
as fémeas do que os machos. Apesar dos dados ndo apresentarem significancia estatistica,
fémeas estressadas apresentam indice de preferéncia maior que as privadas de alimento, o que

ndo ¢ observado em machos, em que animais estressados e animais privados de alimento
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apresentam indices similares de preferéncia por sacarose. Estudos sugerem que, em D.
melanogaster, a corazonina, um neuropeptideo paralogo ao hormodnio liberador de
gonadotrofina em mamiferos (TTAN et al., 2016), ¢ liberada durante estresse nutricional, e age
no “corpo gordo”, conhecido como o figado desses animais, aumentando a busca e a ingestao
de alimento (ZANDAWALA et al., 2021; KUBRAK et al, 2016). Ainda, o estudo de
Hermanns et al. (2022) mostra que, moscas tratadas com sacarose 5% ap6s exposicao a estresse
cronico de vibragdao, aumentam o comportamento de escalada, sugerindo que a sacarose pode
agir como uma forma de reverter os prejuizos causados pelo estresse. Por fim, a grande
variabilidade entre os animais de um mesmo grupo, pode indicar uma resposta individualizada
ao estresse. Estudos mostram que, mesmo quando criados em ambientes com as mesmas
condi¢des, moscas podem apresentar comportamentos heterogéneos (KAIN ef al, 2012;
BUCHANAN; KAIN; DE BIVORT, 2015; MUELLER et al., 2022).

Quando submetidos ao mesmo protocolo de estresse, mas testados em grupos, pode-se
observar que machos privados de alimento e machos estressados se locomovem por uma
distancia menor do que os animais controle, o que nao foi observado em fémeas. Essa diferenca
pode estar relacionada ao fato que, quando em grupos, moscas D. melanogaster se comportam
de forma diferente de quando sozinhas (ROOKE et al., 2020).

Em relagdo ao indice de preferéncia por sacarose, machos testados em grupos apresentam
o mesmo padrdo de comportamento de quando testados individualmente. Entre as fémeas,
quando testadas em grupos, as privadas de alimento diminuem a preferéncia ao longo do teste,
diferentemente de quando testadas individualmente. Em contrapartida, as fémeas controle
apresentam aumento do indice de preferéncia, semelhante as fémeas estressadas. Uma possivel
explicag¢do para o aumento da preferéncia por sacarose em fémeas controle ¢ a busca por um
local propicio para ovoposicdo. O estudo de Schwartz er al. (2012) mostra que, quando
expostas a um meio com sacarose comparado a um meio de agar, as moscas preferem o meio
de sacarose para ovopositar. Sabe-se que em moscas estressadas a ovoposi¢do ¢ suprimida
(MEISELMAN; KINGAN; ADAMS 2018). Assim, ¢ provavel que o aumento da preferéncia
por sacarose em fémeas estressadas ndo esteja relacionado a ovoposi¢cdo, como nas fémeas
controle, mas sim ao aumento da busca por alimento induzida pelo aumento de corazonina
(ZANDAWALA et al., 2021; KUBRAK et al, 2016), o que deve ainda ser confirmado
experimentalmente.

Para avaliar qual o papel do sistema serotoninérgico sobre as respostas de moscas
submetidas ao estresse cronico leve de 3 dias, um ensaio de imuno-histoquimica foi realizado

utilizando cérebros inteiros de machos e fémeas dos grupos controle, privados de alimento e
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estressados. Foi avaliada a regido do corpo em forma de leque, regido do complexo central do
cérebro de moscas. O complexo central do cérebro de D. melanogaster apresenta papéis
importantes em comportamentos como o aprendizado, a locomocgao e a orientagao visual. Essa
regido ¢ dividida em quatro estruturas principais e interconectadas: o corpo elipsoide, o corpo
em forma de leque, os nodulos e a ponte protocerebral (KAHSAI et al, 2012; KAHSAI,
WINTHER, 2011). O corpo em forma de leque ¢ a maior regido do complexo central no cérebro
destes animais. Estudos demonstram que neurdnios presentes nesta regido estao envolvidos na
formagao de memoria visual (LI et al, 2009), controle do sono (DONLEA et al, 2014), e
controle de comportamentos sociais (CAO et al., 2022). A presencga de serotonina nesta regido
jé& havia sido descrita anteriormente (VALLES; WHITE, 1988; KAHSAI; WINTHER, 2011),
e foi também observada no presente estudo.

Os resultados indicam que, apesar de ndo apresentar significancia estatistica, ha um
aumento de células serotonina positivas em machos privados de alimento, quando comparados
aos animais controle e aos animais estressados, entretanto essa diferenca nao ¢ estatisticamente
significante. Sabe-se que em machos estressados por 10 dias hd diminui¢do de serotonina
quando comparados aos animais privados de alimento (ARAUJO et al., 2018), semelhante ao
observado em nosso estudo. Entretanto ndo € possivel confirmar se ha também uma diminuig¢ao
na quantidade de serotonina liberada. Para isso, um ensaio de cromatografia liquida seria
necessario.  Em fémeas, as moscas estressadas apresentaram aumento de células serotonina
positivas quando comparadas aos grupos controle e privados de alimento. Em outro estudo, que
também realizou ensaio de imuno-histoquimica, os autores observaram diminuicao da
sinalizacdo de serotonina no mushroom body, outra regido do cérebro de moscas, ndo analisada
no presente estudo (RIES et al., 2017). Sabe-se que a serotonina estd envolvida na locomogao,
alimentacdo, copula, entre outros comportamentos (NICHOLS et al., 2002). Assim, quando
esses dados sdo comparados ao resultado do comportamento no teste de preferéncia por
sacarose vemos que, fémeas estressadas apresentam aumento de células serotonina positivas,
ao passo que também mostram um aumento na busca pela sacarose. Essas respostas podem
estar relacionadas a um mecanismo de compensagao provocado pelo estresse, € as condigdes
de estresse parecem afetar mais as fémeas do que os machos. Por fim, uma limitacdo do nosso
estudo € que o ensaio de imuno-histoquimica marca células serotonina positivas, entretanto,
com este ensaio ndo ¢ possivel saber se este neurotransmissor estd de fato sendo liberado, ou o
estresse esta apenas afetando sua sintese.

Moscas machos e fémeas foram tratadas com fluoxetina nas concentragdes 5 uM, 10 uM

e 30 uM durante 9 dias, e posteriormente os comportamentos de locomogao e preferéncia por
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sacarose foram avaliados. Em relacdo a locomogao, pode-se observar efeito do tempo e uma
interacdo entre os fatores tempo e sexo, machos e fémeas, independente do tratamento,
locomovem-se por uma distancia maior apds 15 ou 25 min de teste, respectivamente. Uma
possivel explicagdo para essa diferenga é o fato que os animais sdo anestesiados no frio antes
do teste. Apesar dos videos iniciarem apOs 0s animais apresentarem os primeiros sinais de
recuperagdo da anestesia, o fato deles se locomoverem menos no inicio do teste pode estar
relacionado ainda aos efeitos da anestesia, e ainda, pode indicar que as fémeas foram mais
afetadas pela anestesia do que os machos. No estudo de Araujo ef al. (2018), em animais
tratados por 10 dias com fluoxetina na concentragdo de 10 pM, sem prévia exposi¢do ao
estresse, também nao foi observado efeito do tratamento sobre a locomoc¢ao. No estudo de
Hibicke; Nichols (2022), fémeas tratadas com citalopram 2,5 mM por 5 dias, sem serem
previamente estressadas, apresentaram diminui¢do da locomog¢ao. Ainda, no estudo de Rasti et
al. (2020), em que os animais foram tratados com fluoxetina na concentragdo de 20 mM por
24h, os animais apresentaram diminui¢do da laténcia para imobilidade no teste do nado forgado,
em ambos 0s sexos. Assim, pode-se observar que quando tratadas com concentragdes mais altas
do farmaco, as moscas apresentam alteragdes na atividade locomotora, mesmo se nao forem
expostas a um estresse prévio. Em relagdo a preferéncia por sacarose, ndo foram observados
efeitos tanto do tempo, do sexo e do tratamento. Ainda, no estudo de Araujo et al. (2018)
também nao foram observados efeitos no indice de preferéncia por sacarose em machos tratados
com fluoxetina 10 uM, sem prévia exposi¢ao ao estresse.

Para avaliar qual o efeito do tratamento com fluoxetina no sistema serotoninérgico, um
ensaio de imuno-histoquimica foi realizado. Os animais foram tratados com fluoxetina 10 mM
por 24h, 48h ou 72h e, em seguida, seus cérebros foram dissecados e usados no ensaio. Pode-
se observar que, em fémeas ha um aumento de células serotonina positivas em animais tratados
por 72h, e o oposto foi observado nos machos. Pode-se dizer que o fairmaco provoca efeito
nestes animais, estimulando a producdo de células produtoras deste neurotransmissor em
fémeas, e inibindo essa produ¢do em machos. Entretanto, com este experimento nao ¢ possivel
afirmar que ha aumento ou diminui¢do da liberagdo de serotonina no cérebro destes animais.
A diferenga entre machos e fémeas tratados com fluoxetina por 72h indica que pode haver um
dimorfismo sexual na resposta a firmacos antidepressivos em D. melanogaster, € que o efeito
da fluoxetina ¢ tempo dependente. No estudo de Araujo ef al. (2018), ndo foram observadas
diferencas nos niveis de serotonina entre moscas machos tratadas com fluoxetina 10 pM quando
comparadas aos animais nao tratados. Em ratos, diferentes respostas comportamentais ao

tratamento com fluoxetina ja foram descritas, entretanto, estas respostas nao estao associadas a
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funcdo dos transportadores de serotonina (DOMINGUES et al., 2020). Ainda, a influéncia do
tratamento com fluoxetina em roedores tem respostas variadas, podendo aumentar a sintese
(STENFORS; ROSS, 2002) ou diminui-la (CARLSSON; LINDQVIST,1978; STENFORS;
YU; ROSS, 2001). Assim, para avaliar se o tratamento com fluoxetina também influencia a
liberagdo ou recaptagdo nestes animais, de forma sexualmente dimorfica, outros estudos
poderiam ser conduzidos, avaliando por exemplo a fung¢ao do transportador de serotonina.

A fim de avaliar se o tratamento com fluoxetina seria capaz de reverter os efeitos do
estresse em machos e fémeas, animais expostos ao protocolo de estresse cronico leve de 3 dias
foram tratados com fluoxetina nas concentragdes 2,5 mM, 5 mM e 10 mM, concomitante ao
protocolo de estrese. Em seguida, foram submetidos ao teste no labirinto com raias. Em relagao
a locomogao, pode-se observar efeito do sexo, independentemente do tratamento. Além disso,
também foi observado efeito do tempo do teste entre animais estressados e tratados com
fluoxetina ou veiculo. Observou-se diferenga entre os periodos finais do teste quando
comparados aos primeiros 10 min. Esses resultados corroboram com os observados no estudo
de Ramos-Hryb et al. (2020), em que os animais estressados e tratados com fluoxetina 10 mM
apresentam diminuicao da locomog¢ao no periodo final do teste, quando comparado ao inicial.
Entretanto, assim como no presente estudo, diferengas entre animais tratados ¢ ndo tratados
com fluoxetina também ndo foram observadas. No estudo de Araujo ez al. (2018) também nao
foi observado efeito do tratamento sobre a locomogao. Ries et al. (2017) observaram aumento
do comportamento de escalada em animais submetidos a estresse de vibracdo por 3 dias e
tratados com fluoxetina 10 mM. Assim, sugere-se que, o aumento da atividade locomotora ¢
dependente do tipo de estresse ao qual os animais sdo expostos, € também ao teste usado para
avaliar a atividade locomotora. Ou seja, quando testados em campo aberto ou no labirinto com
raias, o aumento da atividade locomotora nao foi observado, diferentemente de quando
analisados em um teste vertical de escalada.

Em relagdo a preferéncia por sacarose, ndo foram observados efeitos do tratamento ou do
sexo. Efeitos do tempo foram observados, com diferengas entre os periodos iniciais aos finais
do teste. Nos estudos de Araujo ef al. (2018; 2020), machos expostos a estresse cronico de 10
dias diminuem a preferéncia por sacarose, ¢ esta alteragdo também nao ¢ revertida pelo
tratamento com fluoxetina na concentragao de 10 uM. Ainda, no estudo de Ramos-Hryb et al.
(2020) também nao foi observado efeito do tratamento com fluoxetina 10 mM na preferéncia

por sacarose.
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Figura 33. Desenho esquematico representando os principais resultados obtidos
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Legenda: FLX= fluoxetina, Sugar= sacarose, 5S-HT = serotonina. Simbolos com “E” representam os grupos
estressados + privados de alimento. Simbolos de “proibido alimento” representam os grupos privados de alimento.
Simbolos de igualdade representam auséncia de diferenga em relagdo aos grupos controle. Setas representam
aumento ou diminuicdo em relacdo aos grupos controle. Simbolos de diferenca representam diferenga entre os
SeX0s.

8 CONSIDERACOES FINAIS E LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar de ja existirem estudos na literatura que avaliam o comportamento de D.
melanogaster expostas a protocolos de estresse cronico variavel, este ¢ o primeiro estudo que
propdem esta andlise também em fémeas. Outros estudos ja& avaliaram as respostas
comportamentais de fémeas de D. melanogaster, mas expostas a um unico fator de estresse.
Ainda, este também ¢ o primeiro estudo que avalia as respostas de fémeas submetidas ao
estresse cronico e ao tratamento com fluoxetina.

Este ¢ o primeiro estudo que propdem avaliar a quantidade de células serotonina positivas
no cérebro de moscas machos e fémeas, estressadas ou ndo, bem como de moscas tratadas com
fluoxetina. Apesar de pioneiro, com nossos experimentos nao foi possivel confirmar se ha ou
nao mais liberagdo de serotonina no cérebro de fémeas estressadas, e de fémeas tratada com
fluoxetina por 72h. Para isso, outros estudos deveriam ser realizados, avaliando por exemplo a
quantidade de serotonina no cérebro destes animais por ensaio de cromatografia liquida. Ainda,
para avaliar se o sistema serotoninérgico tem papel crucial nas respostas comportamentais de
animais expostos ao estresse ou ao tratamento com fluoxetina, ou a ambos, seria necessario a

utilizagdo de moscas mutantes com aumento ou deplecdo da sintese de serotonina.
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Por fim, outros testes comportamentais poderiam ser realizados, a fim de avaliar se o
estresse cronico leve e o tratamento com farmaco fluoxetina alteram o comportamento destes
animais em outros contextos, como por exemplo, no teste de escalada ou nos comportamentos

de copula.

9 CONCLUSOES

a) Para responder ao primeiro objetivo, uma revisao sistematica da literatura foi conduzida.
Com os dados obtidos nesta revisdo pode-se observar que os estudos nesta area ainda sao
bastante escassos. Dentre os estudos existentes, a maior parte utilizou moscas adultas e machos
como animal experimental. A fluoxetina foi o firmaco mais utilizado nos estudos, e a inica via
oral foi a inica via de tratamento encontrada nos estudos. Foi observado uma discrepancia entre
os estudos em relagdo ao tempo de tratamento e concentracdo usada. Os comportamentos
estudados mais prevalentes foram a locomocdo, a preferéncia por sacarose, a copula, e a
imobilidade. Além disso, apenas oito estudos avaliaram desfechos ndo comportamentais.

b) Para responder ao segundo objetivo, moscas machos ¢ fémeas foram expostas ao
estresse cronico leve de 9 e 3 dias. Quando expostas ao estresse cronico leve de 9 dias, ndo ha
dimorfismo sexual tanto em relagdo a locomogao, quanto a preferéncia por sacarose. Efeitos do
periodo do teste sobre a locomogdo, com aumento da distincia percorrida, foram observados
independentemente do grupo experimental. Quando submetidas ao estresse cronico leve de 3
dias nao se observam efeitos do estresse sobre a locomog¢ao. Pode-se observar efeitos do sexo,
independentemente da condicdo experimental. Além disso, efeitos do periodo do teste foram
observados em todos os grupos, com diminui¢ao da locomocgao ao longo do teste. Em relagao
a preferéncia por sacarose, pode-se observar que machos estressados e machos privados de
alimento apresentam preferéncia maior que machos controle (alimentados) na maior parte do
teste. Em fémeas, esse aumento foi observado apenas nos animais estressados. Ainda, efeitos
do sexo também foram observados. Quando expostas ao estresse cronico leve de 3 dias e
testadas em grupos, machos privados de alimento e machos estressados apresentam diminui¢ao
da locomog¢ao quando comparados aos animais controle. Entre as fémeas, ndo ha diferenca
entre os grupos. Observou-se ainda apenas que fémeas controle se locomovem por uma
distancia menor que machos controle. Em relagdo a preferéncia por sacarose, pode-se observar
que machos estressados apresentam aumento da preferéncia por sacarose em relacdo aos
animais controle e privados de alimento. Em fémeas, h4 aumento da preferéncia em animais

estressados e controle, em relagdo as fémeas privadas de alimento.
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c) Para responder ao terceiro objetivo, moscas machos e fémeas foram tratadas com
fluoxetina nas concentragdes 5 uM, 10 uM e 30 uM durante 9 dias. Na locomog¢ao, ndo foram
observados efeitos do tratamento, apenas efeitos do tempo do teste, e interagcao entre os fatores
tempo e sexo, com aumento da distancia percorrida no final do teste quando comparado ao
inicio. Na preferéncia por sacarose nao foram observados efeitos do sexo, do tratamento ou do
tempo do teste.

d) Para responder ao quarto objetivo, machos e fémeas foram expostos ao estresse cronico
leve de 3 dias, e seus cérebros usados em ensaio de imuno-histoquimica. Observou-se respostas
diferentes em machos e fémeas, com aumento de células serotonina positivas em fémeas
estressadas, mas nao em machos.

e) Para responder ao quinto objetivo, machos e fémeas foram tratadas com fluoxetina 10
mM por 24h, 48h e 72h. Observou-se respostas distintas entre machos e fémeas. H4 aumento
de células serotonina positivas em fémeas tratadas com fluoxetina 10 mM por 72h, e o oposto
foi observado em machos.

f) Para responder ao sexto objetivo, machos e fémeas foram expostos ao estresse cronico
leve de 3 dias e, concomitantemente, ao tratamento com fluoxetina nas concentragoes 2,5 mM,
5 mM e 10 mM. Em relagdo a locomogdo, observou-se efeito do sexo em animais estressados
e tratados com fluoxetina ou veiculo. Ainda, efeitos do tempo do teste também foram
observados, com diminui¢do da locomocgao nos periodos finais do teste quando comparados aos
iniciais, independentemente do tratamento. Ainda, diferencas entre os animais estressados € nao
estressados, independente do sexo, também foram observadas. Em relacdo a preferéncia por
sacarose, observou-se apenas efeito do tempo entre os animais estressados tratados com

fluoxetina ou veiculo.
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APENDICE A - Grafico em floresta dos estudos realizados em larvas

Experimental Controle Efeito geral g 95%IC Peso Dose(mM) Desfecho, métrica Linhagem
Autor, ano N Média SD N Média SD
Majeed, 2016 10 1167 826 16 5094 860 <=— -4.49 [6.03;-295] 159% 10 Locomecgao, contragdes do corpo Pbac Trh
Majeed, 2016 10 46.35 28.16 16 123.15 2544 —— -281 [-3.95;-166] 189% 10 Alimentac&o, movimento da boca Pbac Trh
Majeed, 2016 20 78.71 28.44 25 14462 2544 —- -242 [3.20;-163] 21.7% 10 Alimentag@o, movimento da boca  Selvagem
Majeed, 2016 20 2285 1168 25 50.24 11.94 - -2.28 [[3.04;-1.51] 21.8% 10 Locomogdo, contragdes do corpo Selvagem
Silva, 2014 15 53.50 36.92 15 85.76 14.21 i -1.12 [-1.90;-0.34] 21.7% 0.1 Locomogéo, disténcia percorrida Selvagem
Random effects model i -2.51 [-3.94; -1.07] 100.0%
Prediction interval —————— [-6.23; 1.21]

1 T 1 1

Heterogeneity: P=71% [449%; 90%], p < 0.01
-4 -2 0 2 4

Legenda: efeitos observados para cada estudo individual (quadrados cinzas), seus respectivos intervalos de
confianca (linhas horizontais) e o CES (losango azul). Estudos localizados a esquerda da linha vertical (auséncia
de efeito), indicam diminui¢do do comportamento, ¢ estudos localizados a direita da linha indicam aumento do
comportamento. Pbac Trh= moscas mutantes com diminui¢do na sintese de serotonina. SD = desvio padrao da
média, N = tamanho amostral ¢ g = Hedges.
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APENDICE B - Grafico em floresta dos estudos realizados em adultos para o desfecho

imobilidade no teste de nado for¢cado
Experimental Controle

Autor, ano N Média SD N MédiasD Efeito geral g 95% IC Peso Dose (mM), Desfecho, métrica
tempo
drug =FLX
# Araujo , 2018 4 5642 17.88 4 14073 1788 «*— 410 [717;-103] 1.0% 0,01, 10 dias Imobilidade, tempo
# Araujo, 2020 4 14774 2654 4 18255 1363 e 143 [312; 025 18% 0,01, 10 dias Imebilidade, tempo
Araujo , 2018 4 4784 1001 4 5998 1859 —i— 071 [217, 076) 2.0% 0,01, 10 dias Imebilidade, tempo
Araujo , 2018 4 2279 B95 4 2784 881 —ir— 049 [-192; 093] 21% 0,01, 10 dias Imobilidade, laténcia
Rasti, 2020 20 088 13820 167 178 = 049 [112; 014) 27% 20, 20-24h Imebilidade, laténcia
Rasti, 2020 20 109 14120 167 178 = 036 [098; 027) 27% 10, 20-24h Imebilidade, laténcia
Rasti, 2020 20 118 18120 167 178 . B 027 [090; 035] 27% 5, 20-24h Imebilidade, laténcia
#Araujo , 2018 4 096 041 4 107 043 —— 022 [161;1.18] 21% 0,01, 10 dias Imebilidade, n° de houts
##Rasti, 2020 20 066 14920 097 211 E & 017 [079; 0.46] 27% 20, 20-24h Imobilidade, laténcia
##Rasti, 2020 20 076 14320 097 211 - 0.11 [0.73; 051] 28% 10, 20-24h Imebilidade, laténcia
##Rasti, 2020 20 089 11320 097 211 - 005 [067; 057] 28% 5, 20-24h Imobilidade, laténcia
### Rasti, 2020 20 070 14720 052 144 = 3 012 [0.50; 0.74] 28% 10, 30 min Imobilidade, laténcia
### Rasti, 2020 20 075 17520 052 144 . u 0.14 [0.48; 0.76] 2.8% 20, 30 min Imobilidade, laténcia
### Rasti, 2020 20 104 13920 052 144 - 036 [0.27, 098] 27% 5, 30 min Imobilidade, laténcia
Araujo, 2020 412120 2045 4 103.04 4169 —E— 048 [0.94; 1.90] 21% 0,01, 10 dias Imobilidade, tempo
Araujo , 2018 4 108.80 1331 4 B7.35 4043 B 062 [-083; 207] 21% 0,01, 10 dias Imebilidade, duragao
Araujo , 2018 4 150 029 4 118 018 -—— 114 [044; 273] 19% 0,01, 10 dias Imobilidade, n® de bouts
# Araujo , 2018 4 2279 503 4 1370 434 —— 168 [0.10; 347] 18% 0,01, 10 dias Imebilidade, laténcia
# Araujo , 2018 410290 1649 4 2519 16.49 ——— 409 [102; 716] 10% 0,01, 10 dias Imebilidade, duragao
Random effects m b -0.01 [.0_54; 0_52] 42.6%
drug = De r
Rasti, 2020 18 334 06823 366 086 - 040 [102; 023] 27% 6, 30 min Imobilidade, laténcia
Rasti, 2020 17 342 07823 366 086 - 028 [091; 035] 27% 1,5, 30 min Imobilidade, laténcia
Rasti, 2020 24 345 07823 366 086 E 3 025 [0.83; 032] 28% 3, 30 min Imobilidade, laténcia
###Rasti, 2020 25 375 10527 391 094 : 3 016 [0.70; 0.39] 28% 6, 30 min Imobilidade, laténcia
##Rasti, 2020 22 382 07027 391 094 = 3 011 [067; 046) 28% 3, 30 min Imobilidade, laténcia
## Rasti, 2020 20 426 09727 391 094 # 0.36 [0.17, 0.89) 28% 1,5, 30 min Imobilidade, laténcia
Random effects model . . - -0.12 [-0.41; 0.17] 16.7%
drug = Citalopram
Hibicke, 2022 7 1233 301 7 2113 467 —a— 210 [348,071] 21% 1, 5 dias Imobilidade, bouts
Hibicke, 2022 7 1241 175 7 2112 524 —— 209 [347,070] 21% 1, 5 dias Imobilidade, bouts
Hibicke 2022 7 1016 300 7 1943 597 — -184 [315-052] 22% 1, 5dias Imobilidade, tempo
Hibicke,2022 7 1044 184 7 1952 629 —— -183 [3.15,052] 22% 1, 5 dias Imobilidade, tempo
#4# Hibicke 2022 7 1094 365 7 1698 365 —— 155 [2.79;030] 22% 1, 5 dias Imobilidade, bouts
## Hibicke, 2022 7 1059 380 7 1660 380 —l— 148 [271,025 22% 1, 5 dias Imabilidade, bouts
## Hibicke, 2022 7 895 418 7 1263 382 — 086 [197, 025 24% 1, 5 dias Imobilidade, tempo
## Hibicke 2022 7 865 530 7 1241 465 = 071 [[1.80; 0.39] 24% 1, 5 dias Imobilidade, tempo
Hibicke, 2022 7 1924 400 7 2113 467 ——r— 041 [-147; 066] 24% 1, 1 dia Imobilidade, bouts
Hibicke, 2022 7 1868 498 7 1043 597 —— 013 [1.18, 092) 24% 1,1 dia Imobilidade, tempo
## Hibicke,2022 7 1761 599 7 1698 365 —— 012 [093; 117] 24% 1,1 dia Imobilidade, bouts
## Hibicke 2022 7 58753137 7 5501 2320 —— 0.13 [0.92, 1.18] 24% 1,1 dia Imobilidade, laténcia
Hibicke, 2022 7 6874 2320 7 4750 2320 e 0.86 [0.25; 1.97] 24% 1,1 dia Imobilidade, laténcia
##Hibicke 2022 7 1655 399 7 1241 465 = 089 [022; 201] 23% 1,1 dia Imobilidade, tempo
## Hibicke,2022 7 9374 4016 7 56.09 27.91 — 1.02 [0.12; 216] 23% 1, 5 dias Imobilidade, laténcia
## Hibicke,2022 7 9249 3803 7 5501 23.20 - 111 [004; 227] 23% 1, 5 dias Imobilidade, laténcia
Hibicke,2022 7 90.62 1654 7 47.50 2320 —a— 200 [064; 336] 21% 1, 5 dias Imobilidade, laténcia
Hibicke, 2022 7 91.37 1400 7 49.00 1229 —=—— 301 [134 468] 19% 1, 5 dias Imobilidade, laténcia
Random effects mode - -0.22 [-0.94; 0.50] 40.7%
Random effects model . . - -0.12 [-0.47; 0.24] 100.0%
Prediction interval —— [-2.37; 2.14)
Heterogeneity: 1 =63% [49%; 73%], p < 0.01
Test for subgroup differences: 1; =027, df =2 (p =0.87) -4 -2 0 2 4

Legenda: efeitos observados para cada estudo individual (quadrados cinzas), seus respectivos intervalos de
confianca (linhas horizontais) e o CES (losango azul). Estudos localizados a esquerda da linha vertical (auséncia
de efeito), indicam diminui¢do do comportamento, ¢ estudos localizados a direita da linha indicam aumento do
comportamento. FLX= fluoxetina, # indicam os estudos em que as moscas foram previamente estressadas, ##
indicam estudos realizados em fémeas, ### indicam estudos realizados sem distingdo do sexo. SD = desvio padrio
da média, N = tamanho amostral e g = Hedges g.
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APENDICE C - Grifico em floresta dos estudos realizados em adultos para outros

desfechos
Experimental _ Controle
Autor, ano N Média SD N Média SD Efeito geral g 95% IC Peso  Dose (mM),
. tempo
# Araujo et al, 2018 3 513 100 31238 391 % 203 [-447,041] 144% 0,01, 10 dias
Araujo et al,, 2018 3 349 043 3 335 149 —a— 010 [-1.50; 1.71 193% 0,01, 10 dias
i = ﬁ OG-t 0d—4+2-531—33.7%
Araujo et al., 2018 6 78.37 1548 6 81.93 10.00 —— 025 [-139; 089 220% 0,01, 10 dias
# Araujo et al, 2018 6 7644 904 6 5161 1644 ; 173 [032;313] 205% (001 10 dias
. - - BT1E 5% Y
#Riesetal, 2017 21 4519 813 18 2783 834 - 207 [127;286] 238% 10, 14h
Random effects model . . -?-»: 0.52 [-1.43; 2.47] 100.0%
Prediction interval ! [-4.48; 5.52]
Heterogeneity: 1 = 80% [52%; 91%], p < 0.01 ‘ ' : : '
Test for subgroup differences: y; = 7.25, df = 2 (p = 0.03) -4 -2 0 2 4

Legenda: efeitos observados para cada estudo individual (quadrados cinzas), seus respectivos intervalos de
confian¢a (linhas horizontais) ¢ o CES (losango azul). Estudos localizados a esquerda da linha vertical (auséncia
de efeito), indicam diminui¢do do comportamento, ¢ estudos localizados a direita da linha indicam aumento do
comportamento. Todos os estudos realizaram tratamento com fluoxetina. # indicam os estudos em que as moscas
foram previamente estressadas. mean agression score = nimero de embates em teste de agressividade; % time =
tempo de permanéncia no lado claro em teste de claro-escuro; % climbing = teste de escalada. SD = desvio padrao
da média, N = tamanho amostral ¢ g = Hedges g.

APENDICE D - Tabela de dados extraidos dos estudos que avaliaram o desfecho

copula/acasalamento

Autor, ano g 95% IC Métrica
Nazari, 2006 0,2736 [-0,6080; 1,1553] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,8666 [-0,0597; 1,7930] Laténcia de corte
Nazari, 2006 18264 [ 0,7460; 2,9068] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,6194 [-0,2829; 1,5218] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,66 [-0,2458; 1,5657] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,4171 [-0,4712; 1,3054] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,2954 [-1,1778; 0,5871] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,4216 [-1,3101; 0,4670] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0 [-0,8765; 0,8765] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,8652 [-0,0610; 1,7913] Laténcia de corte
Nazari, 2006 11022 [ 0,1464; 2,0580] Laténcia de corte
Nazari, 2006 17422 [ 0,6785; 2,8058] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,3218 [-0,5617; 1,2054] Laténcia de corte
Nazari, 2006 16168 [0,5772; 2,6565] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,6639 [-0,2422; 1,5700] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,1634 [-1,0417; 0,7150] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,1634 [-1,0417; 0,7150] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,1634 [-0,7150; 1,0417] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,4781 [-0,4138; 1,3701] Laténcia de copula

Nazari, 2006 0,2686 [-0,6129; 1,1500] Laténcia de copula
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Nazari, 2006 0,3533 [-0,5317; 1,2383] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,1277 [-1,0053; 0,7500] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,368 [-1,2537; 0,5177] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,1709 [-1,0495; 0,7076] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,2229 [-0,6570; 1,1028] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,0646 [-0,9414; 0,8122] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,2354 [-0,6449; 1,1157] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,7596 [-0,1554; 1,6747] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0808 [-0,7962; 0,9578] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,1381 [-0,7397; 1,0159] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,3008 [-1,1835; 0,5819] Laténcia de copula
Nazari, 2006 13354 [ 0,3447; 2,3262] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,9668 [-1,9049; -0,0287] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,3039 [-0,5789; 1,1867] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,1109 [-0,9882; 0,7665] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,5062 [-1,4000; 0,3876] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,4547 [-0,4358; 1,3452] Duragao de copula
Nazari, 2006 12415 [ 0,2655; 2,2175] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,6856 [-0,2224; 1,5936] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,4949 [-1,3880; 0,3981] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,3298 [-1,2137; 0,5541] Duragao de copula
Nazari, 2006 -10177 [-1,9622; -0,0731] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,2482 [-1,1289; 0,6325] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,1116 [-0,7658; 0,9889] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,0643 [-0,9411; 0,8125] Duragao de copula
Nazari, 2006 -14440 [-2,4527; -0,4352] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,06 [-0,8168; 0,9367] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,7719 [-0,1443; 1,6882] Duragao de copula
Nazari, 2006 0 [-0,8765; 0,8765] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,3782 [-0,5080; 1,2644] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,2009 [-1,0802; 0,6783] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,1545 [-0,7236; 1,0327] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,3091 [-1,1921; 0,5739] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,1625 [-0,7158; 1,0409] Duragdo de copula
Nazari, 2006 -0,5367 [-1,4326; 0,3593] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,7932 [-0,1252; 1,7117] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,6646 [-0,2415; 1,5708] Laténcia de corte

Nazari, 2006 -0,5335 [-1,4293; 0,3622] Laténcia de corte

Nazari, 2006 11294 [ 0,1698; 2,0890] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,3365 [-0,5477; 1,2207] Laténcia de corte

Nazari, 2006 -0,2954 [-1,1778; 0,5871] Laténcia de corte

Nazari, 2006 -0,2954 [-1,1778; 0,5871] Laténcia de corte

Nazari, 2006 -0,4216 [-1,3101; 0,4670] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,07 [-0,8069; 0,9468] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,1569 [-0,7213; 1,0351] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,6855 [-0,2225; 1,5935] Laténcia de corte
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Nazari, 2006 0,1073 [-0,7700; 0,9846] Laténcia de corte

Nazari, 2006 27913 [ 1,4874; 4,0952] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0 [-0,8765; 0,8765] Laténcia de corte

Nazari, 2006 -0,1705 [-1,0490; 0,7080] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0 [-0,8765; 0,8765] Laténcia de corte

Nazari, 2006 -0,1634 [-1,0417; 0,7150] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,4602 [-0,4306; 1,3511] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,0189 [-0,8954; 0,8577] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,3224 [-1,2060; 0,5611] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,2475 [-1,1282; 0,6332] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,2581 [-0,6229; 1,1392] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,2503 [-0,6305; 1,1311] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0193 [-0,8572; 0,8958] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,2502 [-1,1310; 0,6306] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,0362 [-0,9129; 0,8404] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,3441 [-0,5405; 1,2287] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0083 [-0,8683; 0,8848] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,0319 [-0,9085; 0,8447] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -24363 [-3,6521; -1,2205] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,1362 [-0,7416; 1,0140] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,7138 [-1,6244; 0,1969] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,5569 [-0,3406; 1,4543] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0795 [-0,7974; 0,9565] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,1963 [-0,6828; 1,0755] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,8075 [-0,1124; 1,7275] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,8423 [-0,0813; 1,7660] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,2259 [-1,1059; 0,6541] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,2048 [-0,6745; 1,0842] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,8624 [-1,7882; 0,0635] Duracao de copula
Nazari, 2006 -0,7336 [-1,6461; 0,1789] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,8564 [-1,7816; 0,0688] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,5142 [-0,3802; 1,4086] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,6027 [-0,2983; 1,5037] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,2632 [-0,6180; 1,1445] Duragdo de copula
Nazari, 2006 0,49 [-0,4027; 1,3828] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,1773 [-0,7014; 1,0560] Duragao de copula
Nazari, 2006 0,6917 [-0,2169; 1,6003] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,5943 [-0,3060; 1,4946] Duragao de copula
Nazari, 2006 14615 [ 0,4497; 2,4733] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,467 [-0,4243; 1,3582] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,5784 [-1,4775; 0,3206] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,6671 [-0,2393; 1,5735] Duragao de copula
Nazari, 2006 0 [-0,8765; 0,8765] Laténcia de corte

Nazari, 2006 0,8469 [-0,0772; 1,7711] Laténcia de corte

Nazari, 2006 14871 [ 0,4708; 2,5033] Laténcia de corte

Nazari, 2006 10380 [ 0,0908; 1,9852] Laténcia de corte
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Nazari, 2006 0,4775 [-0,4144; 1,3695] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,7534 [-0,1610; 1,6678] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0 [-0,8765; 0,8765] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,2676 [-1,1490; 0,6138] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,7385 [-1,6514; 0,1745] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,5484 [-0,3484; 1,4452] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,7139 [-0,1968; 1,6245] Laténcia de corte
Nazari, 2006 10727 [ 0,1209; 2,0244] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0 [-0,8765; 0,8765] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,7346 [-0,1780; 1,6471] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,1469 [-1,0249; 0,7311] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,0844 [-0,9614; 0,7927] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,0934 [-0,9705; 0,7838] Laténcia de corte
Nazari, 2006 -0,3513 [-1,2362; 0,5336] Laténcia de corte
Nazari, 2006 0,9296 [-0,0040; 1,8632] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,1224 [-0,7551; 1,0000] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,6005 [-0,3003; 1,5013] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,1499 [-0,7281; 1,0280] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0555 [-0,8213; 0,9322] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0963 [-0,7809; 0,9734] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,1405 [-1,0183; 0,7374] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,1592 [-1,0375; 0,7190] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0165 [-0,8601; 0,8930] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,4002 [-0,4872; 1,2876] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,6958 [-0,2131; 1,6048] Laténcia de copula
Nazari, 2006 13831 [ 0,3846; 2,3817] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,0121 [-0,8644; 0,8887] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,6555 [-1,5609; 0,2499] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,4794 [-1,3715; 0,4126] Laténcia de copula
Nazari, 2006 0,2267 [-0,6533; 1,1067] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,3247 [-1,2083; 0,5590] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,2805 [-1,1624; 0,6014] Laténcia de copula
Nazari, 2006 -0,0356 [-0,9122; 0,8410] Duracao de copula
Nazari, 2006 -0,1211 [-0,9987; 0,7564] Duragdo de copula
Nazari, 2006 0,4235 [-0,4652; 1,3121] Duracao de copula
Nazari, 2006 0,3935 [-0,4935; 1,2806] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,3955 [-1,2826; 0,4917] Duracao de copula
Nazari, 2006 -0,7757 [-1,6924; 0,1409] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,4198 [-1,3083; 0,4687] Duracao de copula
Nazari, 2006 -0,3286 [-1,2124; 0,5553] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,1558 [-1,0340; 0,7224] Duracao de copula
Nazari, 2006 -0,5383 [-1,4344; 0,3578] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,4143 [-1,3024; 0,4739] Duracao de copula
Nazari, 2006 -0,5527 [-1,4498; 0,3445] Duragao de copula
Nazari, 2006 -0,0488 [-0,9255; 0,8279] Duracao de copula

Nazari, 2006 0,4146 [-0,4736; 1,3027] Duragao de copula
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Araujo, 2018 -1,2368 [-3,11;0,26] Duragdo de copula
Araujo, 2018 1,903982 [0,29:;4,09] Duracao de copula#
Araujo, 2018 -1,29477 [-3,19;0,21] Duracao do
acasalamento
Araujo, 2018 0,542861 [-0,91;2,16 Duracao do
acasalamento#
Araujo, 2018 0,884697 [-0,58;2,62] Laténcia de copula
Araujo, 2018 -2,77137 [-5,46; -0,92] Laténcia de copula#

Legenda: todos os estudos realizaram tratamento com fluoxetina. # indicam os estudos em que as moscas foram
previamente estressadas. Orientation, tapping, wing vibration, scissoring, licking, circling, extruding e decampig
= comportamentos especificos relacionados a copula. g = Hedges g.
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