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RESUMO

Os antidepressivos com diferentes mecanismos de agdo diminuem a ansiedade € o humor
deprimido, que estdo frequentemente relacionados a restauragdo da neurogénese hipocampal.
A teoria neurogénica associa a eficacia clinica dos antidepressivos a restauracao da neurogénese
hipocampal que estaria deficiente nos distirbios neuropsiquiatricos. No entanto, evidéncias
controversas indicam que nem sempre os antidepressivos aumentam a neurogénese hipocampal,
ou ainda que, nem todos os efeitos comportamentais dos antidepressivos requereriam a
restauracdo da neurogénese hipocampal para ocorrer. As evidéncias isoladas parecem
insuficientes para permitir conclusdes confidveis sobre a relacdo entre os antidepressivos e a
neurogénese do hipocampo adulto. As revisdes sistematicas e meta-analises sdo consideradas
boas estratégias para produzir conclusdes mais claras e confiaveis por compilar e sintetizar uma
grande quantidade de dados disponiveis na literatura. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
relacdo da neurogénese hipocampal adulta com o efeito dos farmacos antidepressivos sobre o
comportamento de roedores de laboratorio. Para isso, elaboraram-se protocolos de revisao
sistematica e meta-analise para responder duas perguntas de pesquisa: 1- os antidepressivos
aumentam a neurogénese no hipocampo de roedores de laboratério adultos? 2- os
antidepressivos que aumentam a neurogénese no hipocampo também revertem os fendtipos
deprimido ou ansioso dos roedores de laboratorio adultos em testes comportamentais?
Identificou-se nas bases virtuais (Medline via Pubmed, Web of Science e Scopus via Periddicos
Capes), 66 ou 43 publicagdes relevantes para a revisdo sistematica 1 e 2, respectivamente. Duas
avaliadoras independentes extrairam varios parametros qualitativos e quantitativos (média, erro
ou desvio padrdo, tamanho amostral dos grupos controle e interven¢do) de cada estudo. A
qualidade dos estudos foi investigada usando ferramenta “Risk Of Bias”, Syrcle. As diregdes e
magnitudes dos tamanhos dos efeitos (CES) foram estimadas em meta-andlises globais e
estratificadas sob um modelo para efeitos aleatérios. A heterogeneidade foi estimada pelo
calculo de 2. A plotagem do funil e trim-and-fill foram usadas para avaliar o risco de viés de
publicacdo. A estatistica Kappa de Cohen, feita no software Python, foi usada para avaliacao
da for¢a de concordancia inter-observadores e indicaram discordancias fortes entre as
observadoras na primeira revisao que, no entanto, foram melhoradas na segunda. O risco dos
vieses de selecdo, desempenho, detecgdo e relato foi avaliado como incerto na maior parte dos
estudos. CES foram positivos e significantes nas duas meta-analises porém, grande com alta
heterogeneidade na primeira (n = 526, CES = 0,81; IC 95% = 0,71- 0,92, > <70%) e médio
com heterogeneidade moderada na segunda (n = 199, CES = 0,49; IC 95% = 0,33 - 0,65; > >
70%). Viés de publicacdo indica que os tamanhos de efeito reais podem ser menores que os
aqui estimados. A magnitude dos CES variou com a estratificacdo dos dados em subgrupos.
CES em camundongos, machos e ndo estressados foram maiores que em ratos, fémeas e
estressados, variando dentre as linhagens. CES para fluoxetina, imipramina e desipramina
foram significantes e variaram de médio a muito grande dependendo da exposi¢do, ou ndo, dos
animais aos testes comportamentais. Estimativas de CES para os demais compostos foram
inconsistentes ou inconclusivos. CES de Ki-67 foi maior que BrdU e DCX em animais expostos
aos testes comportamentais € o oposto foi visto quando testes comportamentais ndo foram
sistematicamente aplicados. Os efeitos préd neurogénicos dos antidepressivos foram
positivamente relacionados aos efeitos comportamentais em testes avaliando a neofobia, porém
ndo naqueles avaliando as respostas dos roedores ao estresse. Estudos futuros investigardo as
relagdes de causa-efeito entre os efeitos neurogénicos e comportamentais dos antidepressivos.

Palavras-chaves: Antidepressivos. Neurogénese hipocampal adulta. Roedores de laboratoério.



ABSTRACT

The antidepressants reduce anxiety and depressed behaviors, which are often related to the
restoration of hippocampal neurogenesis. The neurogenic theory associates the clinic efficacy
of the antidepressants to the restoration of the neurogenesis in the hippocampus, which would
be deficient in the neuropsychiatric disorders. However, controversial evidence demonstrates
that sometimes the antidepressants are not capable of increase hippocampal neurogenesis. They
also indicate that some of the behavior effects promoted by the antidepressants would not
depend on the restoration of the hippocampal neurogenesis to occur. Disconnected evidence
seems insufficient to allow reliable conclusions about the relation between the antidepressants
and the hippocampal neurogenesis in the adult brain. Systematic reviews and meta-analysis are
considered good strategies to produce more evident and reliable conclusions. They are capable
of that by compile and synthesize a great amount of data available in the literature. The aim of
this project was to evaluate the relationship between the adult hippocampal neurogenesis and
the antidepressant effects in rodents behavior. In order to do that, systematic review and meta-
analysis protocols were elaborated to answer two questions: 1- Do the antidepressants increase
the hippocampal neurogenesis in laboratory adults rodents?; and 2- Are the antidepressants that
increase the hippocampal neurogenesis also capable of revert the adults rodents depressed or
anxious phenotypes in the behavioral tests? In the virtual bases (Medline via Pubmed, Web of
Science e Scopus via Periddicos Capes) were identified 66 or 43 relevant publications for the
systematic review 1 and 2, respectively. Two independent evaluators extracted several
qualitative and quantitative parameters (mean, error or standard deviation, sample size) from
each study. The qualities of the studies were investigated using the tool “Risk of Bias”, Syrcle.
The combined effects sizes (CES) were estimated in global meta-analysis and stratified under
a model for random effects. The calculation of I? estimated the heterogeneity, funnel and trim-
and-fill plots were used for the calculation of the risk of publication bias. Cohen’s Kappa
statistic in the Python was used to evaluate the concordance’s strength inter-observers. The
analysis indicated strong discordances between the two evaluators in the first review; however,
they were improved in the second review. The risk of selection, performance, detection and
report bias were evaluated as uncertain in the majority of the studies. CES were positives and
significant in both meta-analysis, but, big with high heterogeneity in the first (n = 526, CES =
0,81; IC 95% = 0,71 - 0,92, I < 70%) and medium with moderate heterogeneity in the second
(n=199, CES =0,49; IC 95% = 0,33 - 0,65; I> > 70%). The publication bias indicated that the
real effect size can be smaller than the ones estimated in this study. The CES’ magnitude varied
with the data stratification in subgroups. The CES in mice, male and non-stressed were bigger
than rats, female and stressed, varying between strains. CES for fluoxetine, imipramine and
desipramine were significant and varied from medium to big depending if the animals were
exposed, or not, to behavioral tests. CES’ estimates for the other antidepressant were
inconsistent or inconclusive. CES for Ki-67 was higher than for BrdU and DCX in animals
exposed to behavioral analysis. The opposite was observed when behavioral tests were not
applied. The antidepressants pro-neurogenic effects were positively related to the behavioral
effects in test evaluating neophobia, but not in those who evaluated the rodents response to
stress. Future studies will investigate the cause-effect relationship between the neurogenic and
behavioral effects from the antidepressants.

Keywords: Antidepressants. Adult hippocampal neurogenesis. Laboratory rodents.
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1. INTRODUCAO

1.1  Farmacos antidepressivos

Os antidepressivos sdo intervengdes farmacologicas atuais efetivas no tratamento de
inumeros distarbios neuropsiquiatricos (LANNES, 2018), como a depressao (KANNER, 2016)
e a ansiedade (WEHRY et al., 2015). A neurobiologia da depressao ¢ frequentemente atribuida
as alteracdes nos circuitos de serotonina e noradrenalina no encéfalo que, consequentemente,
sdo considerados os neurotransmissores responsaveis pela agdo dos farmacos antidepressivos
(VERDOUX; TOURNIER E BEGAUD, 2009; DUSI et al., 2015). Isto ¢, os antidepressivos
atuam, na maioria das vezes, inibindo a recaptacdo ou o metabolismo de neurotransmissores
monoaminérgicos aumentando a disponibilidade sinaptica de serotonina, dopamina e
noradrenalina (PLANCHEZ, SURGET e BELZUNG, 2020). Sao conhecidas diversas classes
de antidepressivos que atuam aumentando a concentragdo sinaptica de monoaminas,
classificadas em antidepressivos de primeira geracdo, antidepressivos de segunda geragao, bem
como, antidepressivos atipicos (LUO, 2018; PROTTI et al., 2020).

As primeiras terapias farmacologicas surgiram, por acaso, na década de 1950.
Inicialmente, foram desenvolvidos farmacos com propriedades voltadas ao tratamento da
tuberculose (iproniazida) e psicoses (imipramina) (CZEH e BENEDETTO, 2013).
Posteriormente, estes fairmacos demonstraram aumentar a disponibilidade de serotonina e
noradrenalina na fenda sinaptica, resultando em efeitos antidepressivos conhecidos atualmente
(CZEH ¢ BENEDETTO, 2013). A iproniazida foi classificada como um inibidor da monoamina
oxidase e a imipramina como um antidepressivo triciclico, ambos, considerados antidepressivos
“classicos” ou de primeira geragao (LUO, 2018; PROTTI et al., 2020). Embora eficazes,
farmacos como a iproniazida e imipramina causam uma série de efeitos colaterais (MOORE,
BEIDLER e HONG, 2018) e sao pouco tolerados pelos pacientes (MILLAN, 2004).

A partir dos anos 80, surgiram os antidepressivos que constituem a “nova geracao” e
os “atipicos”, tdo eficazes quanto os antidepressivos cldssicos, porém, com menos efeitos
adversos. Destacamos fAirmacos como a fluoxetina e o citalopram, mais comumente prescritos,
com menos efeitos colaterais graves e efetividade semelhante aos outros medicamentos
(MOORE, BEIDLER e HONG, 2018), que atuam aumentando a concentragcdo sinaptica de

serotonina (KANNER, 2016). FArmacos como a venlafaxina e a duloxetina, sdo considerados
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antidepressivos “atipicos”, de maior janela terapéutica e menos propensos de efeitos colaterais
em casos de superdosagens (MENKES, 2011). Outros antidepressivos considerados “atipicos”
sdao agonistas melatonérgicos, representados pela agomelatina, e antagonistas serotonérgicos
seletivos: a mirtazapina, um antidepressivo que aumenta a concentracao sinaptica de serotonina
e noradrenalina; a reboxetina, que aumenta a concentra¢do sinaptica de noradrenalina; a
nefazodona, que aumenta a concentracao sindptica de serotonina, noradrenalina e dopamina e
a bupropiona, um antidepressivo que aumenta a concentragcdo sinaptica de norepinefrina e
dopamina (PROTTI et al., 2020). A venlafaxina mostrou ser bem efetiva no tratamento de
depressdo, transtornos de panico, ansiedade social e ansiedade generalizada. E o seu metabolito
ativo ¢ o responsavel pela acdo sobre a neurotransmissdo serotonérgica e noradrenérgica
(STRAWN et al., 2018).

Os antidepressivos que aumentam as quantidades de monoaminas liberadas pelos
potenciais de agdo no terminal pré-sinaptico (HILLHOUSE e PORTER, 2015) por interacao
com as enzimas metabdlicas, inibindo reversivel ou irreversivelmente a degradacdo dos
neurotransmissores (RACAGNI e POPOLI, 2008), foram classificados como inibidores da
monoamina oxidase. Ja a acdo farmacoldgica dos antidepressivos triciclicos, “de segunda
geracdo” e “atipicos” ¢ dependente da interagdo com proteinas transportadoras que fazem a
recaptagdo pré-sinaptica de neurotransmissores, € com as diferentes proteinas receptoras
(VAISCHNAVI et al., 2004; HILLHOUSE e PORTER, 2015). Os antidepressivos triciclicos
como a clomipramina, imipramina, desipramina, por exemplo, interagem com as proteinas
transportadoras de diferentes monoaminas, inibindo sua recaptacdo dos neurotransmissores de
maneira pouco seletiva, e também bloqueiam receptores a; e a2 adrenérgicos pos-sinapticos,
receptores muscarinicos ou H; pos-sinapticos (VAISCHNAVI et al., 2004; HILLHOUSE e
PORTER, 2015).

Os antidepressivos como a fluoxetina, paroxetina, escitalopram dentre outros, sdo
classificados como inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina por serem mais potentes €
seletivos para o transportador de serotonina (STRAWN et al., 2018), possuem afinidade de
ligacdo minima aos receptores a1, o2 € 3, Hi, muscarinicos e D> pos-sindpticos (HILLHOUSE
e PORTER, 2015) ou serotonérgicos poés-sinapticos (VAISCHNAVI et al., 2004). Os
antidepressivos “atipicos” afetam uma variedade de sitios receptores que variam de um farmaco
para o outro (HORST e PRESKORN, 1998; CAPPETTA et al., 2018). Por exemplo, o

metabolito ativo do antidepressivo venlafaxina, a desvenlafaxina, inibe os transportadores

16



serotonérgicos e noradrenérgicos, no entanto, em maior poténcia no segundo transportador
(STRAWN et al., 2018).

A agdo dos antidepressivos sobre os componentes das sinapses mediadas pelas
monoaminas ocorrem logo apds a administracdo dos farmacos. Porém, a laténcia necessaria
para que o efeito antidepressivo seja perceptivel € de, geralmente, algumas semanas indicando
que, além da regulagdo de neurotransmissores (serotonina, dopamina e noradrenalina), existem
outros mecanismos subjacentes ao efeito terapéutico (LINO DE OLIVEIRA et al., 2020;
PLANCHEZ, SURGET e BELZUNG, 2020). Os antidepressivos exercem efeitos
neuroprotetores ou neuromoduladores na restauracdo de estruturas encefalicas, inicialmente
prejudicadas em individuos deprimidos (OHIRA et al., 2013). Existem evidéncias de que os
compostos com agao antidepressiva possam exercer inimeras agoes no nivel celular e molecular
no encéfalo e em outros sistemas, o que pode explicar, pelo menos em partes, a
complexibilidade do mecanismo de agao destes firmacos (RACAGNI e POPOLI, 2008; YU e
CHEN, 2010; MARIC e ADZIC, 2013; GOLDBERG et al., 2014; WILLNER; SCHEEL-
KRUGER e BELZUNG, 2013; LINO DE OLIVEIRA et al., 2020)

1.2 Mecanismos de agdo dos antidepressivos

Envolvidas em diferentes mecanismos de a¢do dos antidepressivos, as monoaminas,
como a noradrenalina, sdo sintetizadas predominantemente em neuronios localizados no locus
coeruleus, e a projecao desses neurdnios se da para o tegumento do tronco cerebral lateral,
hipocampo, amigdala, tilamo e neocortex (VON BOHLEN UND HALBACH e
DERMIETZEL, 2006). A dopamina por sua vez, ¢ sintetizada na regido da substancia negra e
(ZALD, 2015) e na area do tegumento ventral com projecdes para o nucleo accumbens e o
cortex pré-frontal (HAMON e BLIER, 2013). As conexdes diretas e indiretas entre os neurdnios
serotonérgicos, dopaminérgico e noradrenérgicos sao mediadas por autoreceptores localizados
nos interneurdnios GABAérgicos, e estdo envolvidos com as acdes farmacologicas dos
antidepressivos (HAMON e BLIER, 2013).

A serotonina ¢ sintetizada pela enzima triptofano-hidroxilase em células
enteroenddcrinas especializadas na mucosa gastrointestinal (células enterocromafinas), em
neurdnios serotoninérgicos no Sistema Nervoso Central (SNC), ilhotas pancreaticas, glandulas
mamarias e tecido adiposo (MARTIN et al., 2017). A agdo dos antidepressivos que atuam sob

receptores de serotonina sao conhecidos por inibir a recaptacao nos neuronios do nucleo rafe e
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aumentar a transmissao sinaptica, resultando em niveis aumentados em todo o SNC (YOHN,
GUERGUES e SAMUELS, 2017; KHUSHBOO, 2017). No entanto, evidéncias sugerem a
participacao de mecanismos complexos na eficacia dos antidepressivos, como a ativagao de
receptores 5-HTia somatodendriticos (HAMON e BLIER, 2013; YOHN, GUERGUES e
SAMUELS, 2017).

Os receptores 5-HT1a somatodendriticos atuam aumentando a condutancia ao potéssio,
hiperpolarizando e, consequentemente, reduzindo a taxa de disparo de neurdnios serotonérgicos
e piramidais no cértex e hipocampo, inibindo o efeito imediato dos antidepressivos (HAMON
e BLIER, 2013; YOHN, GUERGUES ¢ SAMUELS, 2017). O tratamento crénico com esses
farmacos faz com que ocorra dessensibilizacdo de receptor 5-HTia somatodendriticos
reduzindo o efeito inibitorio de liberacdo de serotonina pelas terminagdes nervosas. Ou seja,
ocorre uma recuperagao do disparo das células serotonérgicas no nucleo dorsal da rafe, e um
aumento de serotonina extracelular maior no tratamento cronico do que apos a administracao
unica (HERVAS et al., 2001; CELADA et al., 2004; YOHN, GUERGUES ¢ SAMUELS,
2017). Estudos identificaram ‘“anormalidades" mnos receptores monoaminérgicos,
especificamente na alteragdo do estado de sensibilizagdo causada pelo tratamento cronico com
antidepressivos (RACAGNI e POPOLI, 2008). A dessensibilizagdo dos receptores 5-
HTia somatodendriticos foram induzidas pela agdo terapéutica, bem como, a recuperacdo no
disparo das células serotonérgicas (BLIER e DE MONTIGNY, 1994). Além disso, evidéncias
sugerem que em roedores sem o receptor 5-HTia ndo ha repostas comportamentais ou
neurogénicas aos farmacos que atuam aumentando a concentragdo sinaptica de serotonina
(fluoxetina) e desta forma, sugerem a participacdo de receptores 5-HTia na estimulagdo da
neurogénese hipocampal adulta e na sinalizagdo para o efeito comportamental dos
antidepressivos (SANTARELLI et al., 2003; HOLICK et al., 2008).

Inicialmente, o aumento dos niveis de serotonina e noradrenalina nas sinapses, causado
pelos inibidores da enzima monoamina oxidase e antidepressivos triciclicos levou a hipotese
das monoaminas estarem envolvidas com a fisiopatologia da depressdo (TAYLOR et al., 2005).
A participagdo do sistema serotonérgico € necessaria para a eficacia de alguns antidepressivos
(HAMON e BLIER, 2013), como os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina que atuam
no aumento desta monoamina nas sinapses (TAYLOR et al., 2005), e ¢ confirmada em estudos
de deplecdo do triptofano (SHOPSIN et al., 1975; GORDON e HEN, 2004, RUHE, MASON e
SCHENE, 2007), que sao responsaveis pelas alteragdes das atividades encefalicas, como a

amigdala, uma regido reguladora do humor (HET ROT; MATHEW e CHARNEY, 2009). Além
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disso, a teoria das monoaminas afirma que, pacientes deprimidos ou estressados possuem
alteragdes negativas na densidade de neur6nios GABA na regido do cortex pré-frontal e
occipital quando comparados a pacientes saudaveis (MACIAG et al., 2010, RAJKOWSKA et
al., 2007), possivelmente relacionadas a disfun¢do nos neurotransmissores de monoaminas
(DELGADO, 2006).

Uma vez que o mecanismo de agdo destes farmacos estariam envolvidos com os
transportadores de monoaminas ou receptores, a modulacdo da quantidade de serotonina e
noradrenalina na fenda sindptica pode ser explicada pelos compostos quimicos de acao
inibitéria na recaptagdo ou metabolismo destas monoaminas (LIU et al., 2017), como a
reserpina (HILLHOUSE e PORTER, 2015). A reserpina ¢ um anti-hipertensivo capaz de
“depletar” os niveis de monoaminas no cérebro (isto ¢, serotonina e catecolaminas) através da
inibi¢do do transportador de monoamina vesicular e, a0 mesmo tempo, causar sintomas
depressivos nos pacientes fornecendo evidéncias da participagdo das monoaminas na
depressao (HILLHOUSE e PORTER, 2015). A reversdao dos quadros depressivos por sua vez,
pode ser mediada por inibidores da MAO ou na recaptacdo de monoaminas (ACHOR et al.,
1955; SCHILDKRAUT, 1965). No entanto, esta hipotese € inconsistente ao explicar porque a
inducdo de deplecao de serotonina ou noradrenalina ndo resultam em quadros depressivos em
individuos saudéveis (DELGADO ¢ MORENO, 2000; HAMON e BLIER, 2013), enquanto
sugerimos que a eficacia dos antidepressivos requer respostas adaptativas, ligadas a ativacao
das vias do segundo mensageiros e inicio de interacdes complexas entre diferentes sistemas de
neurotransmissores (CELADA et al., 2004).

Outras evidéncias promissoras a respeito do conhecimento do mecanismo de a¢do dos
antidepressivos vem sendo identificadas em pesquisas nas éareas das ciéncias bésicas
(EBMEIER; DONAGHEY e STEELE, 2006), como a participacdo da neuroplasticidade em
processos dinamicos para a formagdo de novas cé€lulas neuronais no hipocampo adulto. As
evidéncias cientificas sugerem que a capacidade de modificacdao e adaptacdo do SNC podem
ter relacdo com a eficacia dos antidepressivos (NASCIMENTO-CASTROA; GIL-
MOHAPELB e BROCARDO, 2017). Sendo assim, a teoria da neuroplasticidade afirma que, a
deficiéncia na producdo, conectividade e transmissdo neuronal sdo caracteristicas comuns em
doengas como alzheimer, esquizofrenia e depressio (LEWIS e GONZALEZ-BURGOS, 2008).
E, o tratamento com antidepressivo € capaz, por si s0, de modificar expressdes génicas, como
na ativagao de cascatas de sinalizagdo, fatores de transcrigao, alteracdes epigenéticas e ativagao

ou repressdo de diferentes genes (RACAGNI e POPOLI, 2008). As modificacdes das
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transmissoes sindpticas envolvidas com os efeitos antidepressivos e a plasticidade sinaptica
envolvem alteragdes da funcao dendritica, extensao de neurites, remodelamento sinaptico e
potenciacao de longo prazo (LTP) (ALTMAN e DAS, 1965; CHAKRABORTY et al., 2007;
RACAGNI e POPOLI, 2008), que definem a capacidade dos neurénios de se adaptarem frente
a estimulos intrinsecos e extrinsecos (WAINWRIGHTE e GALEA, 2013), como o estresse, por
exemplo.

Em condi¢des de estresse, a desregulacao do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA)
libera excessivamente hormodnios glicocorticoides que sdao responsaveis por prejudicar as
funcdes cerebrais, resultando principalmente a diminui¢do da proliferagdo e maturagdo de
células-tronco neurais (FITZSIMONS et al., 2016). De fato, o hipocampo ¢ vulneravel a
toxicidade do estresse (MONGEAU; HAMON e LANFUMEY, 2011) e a atividade excessiva
do eixo HPA esté relacionada a diminui¢do do volume hipocampal em condi¢des envolvendo
estresse cronico ou agudo em roedores (SCHOENFELD et al, 2017, BELLEAU;
TREADWAY e PIZZAGALLI, 2019). Em humanos, a diminui¢ao do hipocampo ¢ perceptivel
em pacientes com sintomas depressivos (BELLEAU; TREADWAY e PIZZAGALLI, 2019), e
a remissdo acontece com a restauracdo da fun¢do do eixo HPA (MONGEAU; HAMON e
LANFUMEY, 2011).

A deficiéncia de monoaminas na fenda sindptica ou a expressdo aumentada de
hormoénios glicocorticoides, niveis de neurdnios diminuidos na regido do hipocampo também
foram associados ao desenvolvimento e manutencdo de sintomas depressivos (LEE et al.,
2013). Tal teoria afirma que, a perturbacdo da neurogénese diminui o numero de neurdnios no
SNC, bem como déficits cognitivos significativos sdo observados (LEE et al., 2013),
justificando a necessidade da neurogénese na eficdcia dos antidepressivos (ELIWA et
al., 2017). O embasamento da teoria neurogénica da depressdo ¢ reforcado quando condi¢des
de estresse cronico, estresse leve cronico imprevisivel ou estresse social, sdo capazes de
diminuir significativamente os niveis de neurdénios no SNC (LUCASSEN et al., 2016;
WILLNER, 2017; PATEL et al., 2019; PLANCHEZ; SURGET e BELZUNG, 2020). E, ¢
consensual que a perda morfoldgica destas células € um dos principais fatores que predispoem

sintomas depressivos (LIU et al., 2017).

1.3 A neurogénese hipocampal adulta como mecanismo de ag¢do para os antidepressivos
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Até o final do século XX, neurologistas defendiam fielmente a doutrina estabelecida
por Ramon y Cajal que, em adultos, os caminhos nervosos eram fixos e incapazes de serem
reconstituidos, reorganizados ou ocorrer proliferagdo no cérebro adulto (COLUCCI-
D’AMATO, BONAVITA e PORZIO, 2006; TAKAGI, 2016). Esse dogma foi quebrado
especialmente entre os anos 1960 e 1990 quando a neurogénese adulta foi comprovada. Desde
entdo, varios mecanismos neurobioldgicos ou sindromes clinicas ganharam novos desenhos na
insercao de terapias farmacologicas (COLUCCI-D’AMATO, BONAVITA e PORZIO, 2006).

O processo de formacgdo de novas células granulares excitatdrias acontece no giro
dentado, cujos axonios sdo responsaveis por formar uma fibra musgosa capaz de se comunicar
com a regido CA3 do hipocampo. Ou seja, recebem informagdes do cortex entorrinal e enviam
a sua proje¢ao axonal ao longo do trato musgoso para a area CA3, onde terminam em grandes
estruturas ricas em sinapses e interneurénios (KEMPERMANN; SONG e GAGE, 2015). Estas
células precursoras sdo encontradas numa regido entre a camada celular granular e o hilo, a
zona subgranular, e sdo elas, as responsaveis por revestirem os ventriculos laterais e enviarem
novos neurdnios para o bulbo olfativo via corrente migratoria rostral do hipocampo
(WAINWRIGHTE e GALEA, 2013).

Inicialmente as células precursoras radiais do tipo glia (I) astrociticas, expressam
marcadores células-tronco neurais PCNA, Ki-67, MCM2, Nestin, GFAP e Sox2/Pax6, e ddo
origem a células progenitoras intermediarias gliais (Il.), marcadas por PCNA, Ki-67, MCM2,
Nestin podendo vir a expressar GFAP e/ou Sox2/Pax6 (KEMPERMANN; SONG e GAGE,
2015). Em sequéncia, expressam células neuronais (IIy) marcadas por PCNA, Ki-67, MCM2,
Mashl, DCX, PSA-NCAM, NeuroD, podendo vir a expressar Prox, que evoluem para
neuroblastos e podem ser marcados por PCNA, Ki-67, MCM2, Nestin Mash1, DCX, PSA-
NCAM, NeuroD, Prox1 podendo vir a expressar NeuN (KEMPERMANN; SONG e GAGE,
2015). No estagio de maturacdao, € possivel identificar cé€lulas granulares imaturas pelos
marcadores DCX, PSA-NCAM, NeuroD, Proxl, NeuN e Calretinina, enquanto que o0s
neurdnios completamente maduros e prontos para estender os seus dendritos para a camada
molecular e a regido CA3 podem ser marcados por Proxl, NeuN e Calbindin
(KEMPERMANN; SONG e GAGE, 2015, LINO DE OLIVEIRA et al., 2020). Esse processo
tem duragdo de algumas semanas antes de se tornarem indistinguiveis das células granulares

mais antigas (KEMPERMANN; SONG e GAGE, 2015).
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Figura 1 — Neurogénese hipocampal

. NEURONIOS IMATUROS NEURONIOS MADUROS

Nestin Prox1
GFAP DCX
Sox2 NeuN/Fox3
Mash1
Tbr2
Ki-67

Legenda: Formacgao de novas células neuronais no hipocampo. Adaptado de Vaculik (2015). Ilustragdo elaborada
pela autora, icones disponiveis em flaticon.com.

A formacao de novas células neuronais vem sendo amplamente investigada na eficacia
dos antidepressivos em roedores de laboratdrio, devido as caracteristicas comportamentais,
neuroquimicas e farmacoldgicas semelhantes as encontradas em pacientes deprimidos (CZEH,
FUCHS e SIMON, 2016; HAO et al., 2019). Alguns critérios de semelhanca a condi¢do humana
como similaridade entre o fen6tipo comportamental e o perfil clinico desempenham papéis
essenciais na exploragdo de mecanismos envolvidos em distirbios neuropsiquiatricos, bem
como, as melhorias clinicas pos-tratamento, ou piora (quando sabidamente ineficazes); fatores
comprovadamente prejudiciais no humor em humanos e bases neurobioldgicas semelhantes
com animais (WILLNER, 1984; CZEH, FUCHS e SIMON, 2016). A escolha de modelos
apropriados busca identificar genes mais suscetiveis a ocorréncia da depressao, e, desenvolver
e aplicar terapias especificas, como a estimulacdo ou ablagdo da neurogénese, descrevendo
alteragdes moleculares, patogénese e mecanismos biologicos da depressdo com base nas
manifestagdes observadas em animais (HAO et al., 2019).

A teoria neurogénica pode ser promissora no desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos, no entanto, sao necessarias investigacdes meticulosas e aprimoradas ao que diz
respeito as demais evidéncias (EISCH e PETRIK, 2012). Em pesquisas clinicas, por exemplo,
ha necessidade de informagdes a respeito do nivel e a regulacdo da neurogénese em cérebros
de humanos deprimidos, isso porque a neurogénese € a depressao trilham caminhos inversos,
enquanto a neurogénese diminui com o avanco da idade, ocorre um aumento na predisposi¢ao
a varios distlirbios, incluindo a depressao (KNOTH et al., 2010). Além disso, embora os
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avancos técnico-cientificos tém demonstrado viabilidade na compreensdao de diversos
mecanismos envolvidos na neurogénese, sao necessarios maiores avangos estruturais e
funcionais entre humanos e animais de laboratorios, visto que, in vivo, as pesquisas encontram-
se ainda com muitas limitacdes (EISCH e PETRIK, 2012).

Frequentemente, estudos na area da neurogénese associam a a¢do terap€utica dos
antidepressivos a forma¢ao de novos neurénios no hipocampo adulto (SANTARELLI et al.,
2003; MALBERG ¢ DUMAN, 2003, BOLDRINI et al., 2012). Métodos genéticos e
radiologicos (testes funcionais) constataram que os efeitos comportamentais dos
antidepressivos podem ser mediados pela manipulagdo (ablagio ou estimulacdo) da
neurogénese em roedores adultos (SANTARELLI et al., 2003) e em humanos (BOLDRINI et
al., 2012). Em humanos, evidéncias sugerem que os antidepressivos sdo capazes de aumentar
em 50% o numero de células progenitoras neurais em divisdo, no entanto, sdo necessarios
amplos estudos clinicos para determinar se o aumento da proliferacdo celular esta associado a
melhora dos sintomas depressivos (BOLDRINI et al., 2012). Além disso, as mulheres possuiam
mais células progenitoras em divisdo do que os homens, tornando-os consistentes com muitos
achados observados em roedores (BOLDRINI et al., 2012). Além disso, estudos semelhantes
afirmam que a neurogénese hipocampal, regulada por estimulos ambientais e farmacologicos,
¢ influenciada positivamente pelo exercicio, ambiente enriquecido e aprendizado, e prejudicada
pela exposi¢do ao estresse e glicocorticoides (MALBERG e DUMAN, 2003).

Recentemente, resultados interessantes mostraram que a auséncia de neurogénese ¢
capaz de provocar sintomas semelhantes a depressdo em ratos, € curiosamente, sdo revertidos
pela fluoxetina (MATEUS-PINHEIRO et al., 2013). O efeito da fluoxetina ja fora comprovado
em estudos anteriores com camundongos (DAVID et al., 2009). E que, a longa laténcia para o
aparecimento do efeito terapéutico estaria relacionada ao estagio de formacdao de novos
neurdnios (MICHELLI et al., 2018). Entretanto, existem inimeras controvérsias ao fato de que
todos os antidepressivos requerem de neurogénese hipocampal adulta para exercerem os seus
efeitos (SANTARELLI et al., 2003; SURGET et al., 2008, PLANCHEZ, SURGET e
BELZUNG, 2020), bem como, que a ablagdo ou inibicdo da neurogénese no hipocampo adulto,
por si sO, induziria sintomas depressivos (SURGET et al., 2008, SURGET et al., 2011;
PLANCHEZ; SURGET e BELZUNG, 2020). Apesar da ablacdo da neurogénese hipocampal
desencadear quadros depressivos em estudos com roedores (SYNDER et al., 2011; MATEUS-

PINHEIRO et al., 2013), parece nao ser suficiente para induzir conclusdes claras e precisas,
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mas poderia ser interpretada como fator de risco, assim como o estresse (PLANCHEZ;
SURGET e BELZUNG, 2020).

Diante destas controvérsias, e com base em dados de estudos controlados e/ou
randomizados disponiveis na literatura, o nosso interesse foi estimar a relagdo da neurogénese
no hipocampo de roedores adultos, com o efeito dos fdrmacos antidepressivos sobre o
comportamento. Para isso, adotamos métodos que possuem bons niveis em evidéncias na
hierarquia de pesquisas cientificas, as revisdes sistematicas e meta-analises (SCHOOLER,
2014), capazes de compilar e sintetizar informagdes quantitativas e produzir resultados precisos
e confiaveis (BURKE et al., 2017). Estes estudos sdo preocupados com a eficacia e adequagao
das intervengdes (GOPALAKRISHNAN e GANESHKUMAR, 2013), e consideradas
ferramentas populares em pesquisas clinicas — nos tltimos anos ganhando espago em pesquisas
pré-clinicas e ciéncias basicas, através da CAMARADES — considerados estudos seguros para
intervengdes na area da saude (VESTERINEN et al., 2014). Deste modo, apresentamos dois
amplos estudos de revisdes sistematicas e meta-analises, na tentativa de compreender se os
antidepressivos “aumentam”, “diminuem” ou “ndo interferem” na neurogénese hipocampal
adulta, bem como, se essa ocorréncia difere de acordo com as classes de antidepressivos; e, se
ha correlagdo entre os efeitos comportamentais e neurogénicos de antidepressivos em modelos
animais.

Sendo assim, a nossa hipotese ¢ que os antidepressivos aumentam a neurogénese
hipocampal adulta, no entanto, se diferem entre o mecanismo de a¢do; e que, o efeito

comportamental destes farmacos ¢ ora dependente, ora independente da neurogénese adulta.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

Avaliar a relacdo da neurogénese hipocampal adulta com o efeito dos farmacos

antidepressivos sobre animais de laboratério em testes comportamentais.

1.4.2 Objetivos Especificos

a) Criar e tornar publicos os protocolos de revisdo sistemdatica e meta-analise.

b) Realizar a revisdo sistemdtica ¢ meta-analise de acordo com o protocolo previamente
elaborado para responder como a neurogénese hipocampal adulta pode ser influenciada pelo
tratamento com farmacos antidepressivos.

c) Realizar a revisdo sistematica e meta-analise de acordo com o protocolo previamente
elaborado para responder como a neurogénese hipocampal adulta pode influenciar o efeito

comportamental de firmacos antidepressivos.

d) Criar e tornar publicos os bancos de dados contendo as bibliografias obtidas nas revisoes

sistematicas 1 e 2.

e) Selecionar a partir do banco de dados, as bibliografias relevantes para as meta-analises 1 e

2.

f) Extrair das bibliografias relevantes os dados necessarios para as meta-analises 1 e 2.

g) Realizar as meta-analises e divulgar os seus resultados para o publico nacional e

internacional.
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2. METODOLOGIA
2.1 Protocolo SYRCLE para revisao sistematica e meta-analise

Neste trabalho foi utilizado o protocolo SYRCLE para elaboragdo das revisdes
sistematicas e meta-analises 1 e 2, publicado na plataforma Open Science Framework (OSF)
(https://osf.io/jsaev//) em 27 de junho de 2019. O termo SYRCLE se refere a identificagao do
Centro de Revisdo Sistematica para Experimentacdo Animal de Laboratorio (SYRCLE) que
desenvolve, aplica e dissemina métodos para pesquisas baseadas em intervengdes em animais.
As suas metodologias preveem uma padronizacao de forma justificada, rigorosa e de alto valor
translacional, por meio de guias de passo a passo, com instrugdes detalhadas para minimizar
viés de publicagdo e identificar estudos relevantes (SYRCLE, 2020). O plano de cada revisao
(Figura 2) inclui as seguintes etapas: 1 — Pesquisa/pergunta; 2 — Escolha de estratégia de
pesquisa; 3 — Escolha de bases bibliograficas; 4 — Escolha dos critérios de inclusdo e exclusao;
5 — Planejamento da extracdo de dados e 6 — Planejamento da meta-andlise; todas as etapas das
revisdes sistemadticas estdo apresentados nas sessdes de resultados num fluxograma PRISMA

(MOHER et al., 2009).

Figura 2 — Etapas para revisdo sistematica 1 e 2

Processo de Revisio Sistematica
? Y @ [E
e & g 2 E 1

Pergunta para Estratégia de Bases virtuais Critérios de  Extracdo de MA
RS busca inclusdo dados

Legenda: principais etapas para a revisao sistematica. RS = Revis@o Sistematica; MA = Meta-Analise. Ilustracdo
elaborada pela autora, icones disponiveis em flaticon.com.

2.2 Ferramenta PICO

A definicdo da palavra PICO constitui-se das iniciais das palavras “Population”,
“Intervention”, “Comparison” e “Outcomes” proveniente da lingua inglesa, em portugués os

termos referem-se a populacdo, intervencdo, comparagdo e desfechos. A utilizagdo desta
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ferramenta ¢ util na definicdo de perguntas de pesquisas para revisdes sistemadticas, sendo
considerada inclusive, a base mais confiavel para uma estratégia de busca (COOKE; SMITH e
BOOTH, 2012).

Para a revisao sistematica 1, definimos que as populagdes de interesse sdo os roedores
de laboratdrio (ratos e camundongos adultos de qualquer linhagem ou sexo), a intervengao ¢é
qualquer antidepressivo a ser comparado com veiculo ou salina e as quantificacdes dos
marcadores de neurogénese no hipocampo adulto sdo os desfechos de interesse. Para a revisao
sistemadtica 2, as mesmas defini¢des da ferramenta PICO aplicadas para a revisao sistematica 1
foram usadas, com a adi¢do de desfechos de interesse em diferentes testes comportamentais. A

palavras-chaves selecionadas a partir das defini¢des PICO sdo apresentadas nas tabelas 1 e 2.

2.3 Estratégia de busca, identificacdo e armazenamento dos estudos

As buscas pelos estudos foram selecionadas de forma arbitraria a partir das bases
virtuais Medline via plataforma Pubmed (pesquisa avancada, http://www.ncbi.nlm.nih), Web
of Science e Scopus (via plataforma "Periodicos Capes" em
https://www.periodicos.capes.gov.br), utilizando combinac¢des de palavras-chaves de estudos
pilotos, revisdo sistematica 1 (Tabela 1) e revisdo sistematica 2 (Tabela 2). Estudos pilotos tem
como objetivo selecionar a melhor estratégia de busca (combinacdo de palavras-chaves) para o
desfecho de interesse, € podem ser consultados no apéndice A — Estudo Piloto 1 e apéndice B
— Estudo Piloto 2, também disponivel no link (https://osf.i0/xud4w6/) e (https://osf.i0/xhvdn/)
na plataforma OSF, na versdo em inglés.

As palavras-chaves selecionadas para a revisdo sistematica 1 foram “antidepressants”
[e] “neurogenesis” [e] “hippocampus” [e] [ou] “BrdU” [ou] “Ki-67" [ou] “DCX” (em inglés),
publicados entre 01 de agosto de 2003 (data de publicagdo do estudo de Santarelli), até a data
da busca em 18 de junho de 2019. Os marcadores de neurogénese foram escolhidos de forma
arbitraria, com o objetivo de investigar os estagios iniciais, intermedidrios e finais da formagao

de novos neurdnios no hipocampo de roedores adultos.
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Tabela 1 — Palavras-chaves para a pesquisa no banco de dados Medline (via Pubmed) revisao

sistematica 1

“Neurogenesis” [MeSH]
“Hippocampus” [MeSH]

“BrdU” [MeSH]
“Ki-67” [MeSH]
“DCX” [MeSH]

((((((((ssr1) OR (ssris) OR (selective serotonin reuptake inhibitor) OR (selective
serotonin reuptake inhibitors) OR (selective serotonin re-uptake inhibitor) OR (selective
serotonin re-uptake inhibitors) OR (selective serotonin reuptake inhibitors) OR (selective
serotonin-reuptake inhibitor) OR (fluoxetine) OR (citalopram) OR (escitalopram) OR
(fluvoxamine) OR (paroxetine) OR (sertraline) OR (dapoxetine) OR (snri) OR (ssris)
OR (serotonin and noradrenaline reuptake inhibitors) OR (serotonin and noradrenaline
reuptake inhibitor) OR (serotonin and noradrenaline re-uptake inhibitors) OR (serotonin
and noradrenaline re-uptake inhibitor) OR (serotonin-noradrenaline reuptake inhibitors)
OR (serotonin and norepinephrine reuptake inhibitors) OR (serotonin and
norepinephrine reuptake inhibitor) OR (serotonin and norepinephrine re-uptake
inhibitors) OR (serotonin and norepinephrine re-uptake inhibitor) OR (serotonin-
norepinephrine reuptake inhibitors) OR (duloxetine) OR (levomilnacipran) OR
(sibutramine) OR (bicifadine) OR (venlafaxine) OR (desvenlafaxine) OR (milnacipran)
OR (tramadol) OR (TCA) OR (tcas) OR (tricyclic antidepressant) OR (tricyclic
antidepressants) OR (tricyclic anti-depressant) OR (tricyclic antidepressants) OR
(amitriptyline) OR (butriptyline) OR (clomipramine) OR (desipramine) OR (dosulepin)
OR (doxepin) OR (imipramine) OR (iprindole) OR (lofepramine) OR (melitracene) OR
(nortriptyline) OR (opipramol) OR (protriptyline) OR (trimipramine) OR (sari) OR
(saris) OR (serotonin antagonist and reuptake inhibitor) OR (serotonin antagonist and
reuptake inhibitors) OR (serotonin antagonist and re-uptake inhibitor) OR (serotonin
antagonist and reuptake inhibitors) OR (etoperidone) OR (lorpiprazole) OR
(mepiprazole) OR (lubazodone) OR (nefazodone) OR (trazodone) OR (NRI) OR (nris)
OR (noradrenaline reuptake inhibitor) OR (noradrenaline reuptake inhibitors) OR
(noradrenaline re-uptake inhibitor) OR (noradrenaline re-uptake inhibitors) OR
(norepinephrine reuptake inhibitor) OR (norepinephrine reuptake inhibitors) OR
(norepinephrine re-uptake inhibitor) OR (norepinephrine re-uptake inhibitors) OR
(atomoxetine) OR (reboxetine) OR (viloxazine) OR (ndri) OR (ndri) OR (norepinephrine
dopamine reuptake inhibitor) OR (norepinephrine dopamine reuptake inhibitors) OR
(norepinephrine dopamine reuptake inhibitor) OR (norepinephrine dopamine reuptake
inhibitors) OR (norepinephrine dopamine reuptake inhibitor) OR (norepinephrine
dopamine reuptake inhibitors) OR (norepinephrine dopamine reuptake inhibitor) OR
(norepinephrine dopamine reuptake inhibitors) OR (norepinephrine and dopamine
reuptake inhibitor) OR (norepinephrine and dopamine reuptake inhibitors) OR
(norepinephrine and dopamine re-uptake inhibitor) OR (norepinephrine and dopamine

#1
#2

#3
#4
#5
#6
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reuptake inhibitors) OR (noradrenaline dopamine reuptake inhibitor) OR (noradrenaline
dopamine reuptake inhibitors) OR (noradrenaline dopamine re-uptake inhibitor) OR
(noradrenaline dopamine re-uptake inhibitors) OR (noradrenaline dopamine reuptake
inhibitor) OR (noradrenaline dopamine reuptake inhibitors) OR (noradrenaline
dopamine re uptake inhibitor) OR (noradrenaline dopamine reuptake inhibitors) OR
(noradrenaline and dopamine reuptake inhibitor) OR (noradrenaline and dopamine
reuptake inhibitors) OR (noradrenaline and dopamine re-uptake inhibitor) OR
(noradrenaline and dopamine re-uptake inhibitors) OR (bupropion) OR
(dexmethylphenidate) OR (methylphenidate) OR (ndra) OR (nras) OR (norepinephrine
dopamine releasing agent) OR (norepinephrine dopamine releasing agents) OR
(norepinephrine-dopamine releasing agent) OR (norepinephrine-dopamine releasing
agents) OR (norepinephrine and dopamine releasing agent) OR (norepinephrine and
dopamine releasing agents) OR (noradrenaline dopamine releasing agent) OR
(noradrenaline dopamine releasing agents) OR (noradrenaline dopamine releasing agent)
OR (noradrenaline-dopamine releasing agents) OR (noradrenaline and dopamine
releasing agent) OR (noradrenaline and dopamine releasing agents) OR (amphetamine)
OR (dextroamphetamine) OR (dextromethamphetamine) OR (lisdexamfetamine) OR
(teca) OR (texas) OR (tetracyclic antidepressant) OR (tetracyclic antidepressants) OR
(tetracyclic antidepressant) OR (tetracyclic anti-depressants) OR (amoxapine) OR
(maprotiline) OR (mianserin) OR (mirtazapine) OR (maoi) OR (maois) OR (monoamine
oxidase inhibitor) OR (monoamine oxidase inhibitors) OR (isocarboxazid) OR
(moclobemide) OR (phenelzine) OR (pirlindole) OR (selegiline) OR (tranylcypromine)
OR (antidepressant) OR (antidepressants) OR (antidepressant) OR (anti-
depressants))))))

Referéncias para as palavras-chaves: McCann et al., (2014) ¢ Ramos-Hryb et al., (2019).

As palavras-chaves selecionadas para a revisdo sistematica 2 foram “antidepressants”
[e] “neurogenesis” [e] “hippocampus” [e] [ou] “BrdU” [ou] “Ki-67" [ou] “DCX” [e] “terms for
behavioral tests” (em inglé€s), e publicados até 31 de janeiro de 2020. As palavras-chaves para
a#l, #2, #3, #4, #5 e #6 estdo descritas na tabela 1. Os termos para os testes comportamentais
— teste de nado forgado, medo condicionado, campo aberto, alimentacdo suprimida por
novidade, labirinto em cruz elevado, por exemplo — foram selecionados a partir da mengao em
publicacdes incluidas na primeira revisao sistematica (revisao sistematica 1), e estdo detalhados
na tabela 2. As palavras-chaves escolhidas para a revisao sistemadtica 2 t€ém como objetivo a
obtencao de estudos com evidéncias dos tipos “correlacional”. Denominamos “correlacionais”
as evidéncias obtidas a partir de estudos investigando a neurogénese hipocampal do animal
experimental e a capacidade de um antidepressivo modificar o comportamento,

concomitantemente (por exemplo [MALBERG e DUMAN, 2003)).
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Tabela 2 — Palavras-chaves para a pesquisa no banco de dados Medline (via Pubmed) revisao
sistemadtica 2
("forced swimming test" OR "forced swimming tests" OR "forced swimming test, fst" #7

OR fst OR "forced swim" OR "Porsolt test" OR "Porsolt tests" OR “fear conditioning”
OR “learning” OR “consolidation” OR “acquisition” OR “elevated plus maze” OR
“plus-maze” OR “open field” OR “OFT” OR “light dark” OR "Novelty suppressed
feeding" OR "Tail suspension test" OR "Morris water maze test" OR "Splash test" OR
“water maze test” OR ““ mater maze” OR "Novelty-induced Hypophagia" OR “Novel
location recognition test” OR “Rotarod Performance test” OR “resident-intruder” OR
“Sucrose preference test” OR “Barnes maze test”)
Referéncias para as palavras-chaves: Carneiro et al., (2018) e Mohammada et al., (2016).

2.4 Preparagao do banco de referéncias e sele¢ao de estudos relevantes

Para todas as referéncias importadas ao gerenciador de referéncias EndNote X7 e o
banco de dados (Microsoft Office) foi aplicada uma lista de critérios de inclusdo e exclusdo.
Foram incluidos todos os tipos de publica¢des contendo estudos controlados (exceto revisoes,
revisdes sistematicas ou meta-analises) com qualquer tipo de desenho experimental (com ou
sem aleatorizacdo ou cegamento), voltado a investigagdo dos efeitos de qualquer
antidepressivo, sobre parametros de medidas de neurogénese: BrdU (5-Bromo-2'-
deoxyuridine), Ki-67 e DCX (doublecortin), medidos tanto em protocolos de proliferagdo como
de sobrevivéncia, no hipocampo de ratos e camundongos adultos, comparado a qualquer tipo
de grupo controle (tratado ou nao tratado com veiculo ou salina). Nao houve restricao de
linguagem. Animais de qualquer sexo, linhagem, qualquer via, dose e cronograma de
tratamento para administragdo de medicamentos, foram elegiveis. Ainda, na revisao sistematica
2 em particular, adicionamos como critério de inclusdo os estudos que reportavam
necessariamente testes comportamentais, como descritos na tabela 2.

Foram elegiveis para revisdo sistematica 1 os dados de publicacdes desde agosto de
2003 (meés e ano da publicagao do artigo de Santarelli et al., 2003) até junho de 2019, més e ano
da pesquisa em bancos de dados. A revisdo sistematica 1 foi dividida em 4 subgrupos de
publicacdes: 1 — Publicagdes entre os anos 2019-2014 (18 de junho de 2019 a 19 de junho de
2014); 2 — Publicagdes entre os anos 2014-2009 (18 de junho de 2014 a 19 de junho de 2009);
3 — Publicagdes entre os anos 2009-2004 (18 de junho de 2009 a 19 de junho de 2004); e, 4 —
Publicag¢des entre os anos 2004-2003 (18 de junho de 2004 a 01 de agosto de 2003). Para cada

subgrupo de publicacdes construimos uma planilha no Excel. Na revisao sistematica 2 foram
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elegiveis dados de publicacdes até¢ 31 de janeiro de 2020, sem restricdo de data inicial. A
aplicacdo dos critérios seguiu trés etapas para selecao: 1 — Titulo do trabalho; 2 — Resumo do
trabalho; 3 — Texto completo. O texto completo foi analisado quando nao foi possivel decidir
com base nas informagdes contidas no titulo ou resumo, e elegivel quando constava a
informacdo de interesse, independentemente da localizagdo no texto. As etapas de selegdo e
triagem foram realizadas de forma independente por dois avaliadores (JAB e TM), os impasses
serdo resolvidos por um terceiro avaliador (CLO). A primeira rodada de analise excluiu
revisdes, revisdes sistematicas, meta-analises e duplicatas, a segunda rodada de analises excluiu
0s experimentos com co-tratamentos, quando ndo foi possivel identificar estudos com
administracao unica de antidepressivos. Estudos que reportavam administragcdes Unicas de

antidepressivos mesmo em protocolos que envolviam co-tratamentos nao foram descartados.

2.5 Extracao de dados e preparacdo dos bancos de dados

Para as avaliag¢des qualitativas da literatura e andlises de subgrupos foram extraidas de

cada publicacdo as seguintes informagdes (Quadro 1):

Quadro 1 — Informagdes extraidas de cada publicacdo incluida nos estudos

Informacdes bibliograficas Autoria, ano, revista, volume e nimero
Design experimental Randomizagdo; cegamento; analise estatistica
Animais experimentais Espécie, linhagem e sexo
Antidepressivos Tipo, dose, nimero de inje¢des por dia, duracao do
tratamento
Marcadores moleculares Tipo, protocolos para detecgdo, protocolos para injecao
de BrdU, sobrevivéncia ou proliferagao
Testes comportamentais * Medidas de comportamento e protocolo de estresse

Legenda: * Revisdo Sistematica 2. Elaborado pela autora.

Para analise quantitativa, dois revisores extrairam dados dos marcadores moleculares
de neurogénese no hipocampo adulto (BrdU, Ki-67, DCX e co-marcacdes de BrdU-NeuN ou
outro marcador de neurdnios maduros e nova glia BrdU-GFAP ou outro marcador de glia),
escolhidos arbitrariamente de acordo com o protocolo de revisdo sistematica e meta-analise. As
estimativas de proliferacao celular ocorreram com a quantificagdo de células onde se detecta

BrdU. Para o protocolo de “proliferacdo” consideramos o tempo de 2 a 24 horas entre as
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injecdes de BrdU e a coleta cerebral, e para o protocolo de “sobrevivéncia” consideramos o
tempo entre 11 dias a 4 semanas (LINO DE OLIVEIRA et al., 2020). A estimativa de novos
neurdnios ocorreu com a quantificagao de células onde se detectam a co-marcacao de BrdU-
NeuN (ou BrdU e outro marcador de neur6nios maduros). O numero de neur6nios imaturos
veio das quantificagdes da imunoreatividade para DCX. As medidas poderiam ser feitas
usando-se métodos estereologicos ou nao-estereologicos. Os desfechos comportamentais
extraidos dos estudos incluidos na revisao sistematica 2 foram dependentes do tipo de teste
comportamental, como descrito a seguir: tempo de imobilidade nos testes de nado for¢ado ou
suspensao pela cauda, laténcia para comer no teste de alimentagdo suprimida pela novidade ou
hipofagia induzida por novidade, distancia percorrida no teste de campo aberto, preferéncia
pela sacarose, comportamento de congelamento ou imobilidade no teste de medo condicionado
ao contexto, frequéncia de limpeza e duragdo do jejum no teste de respingo, tempo gasto no
quadrante no teste de labirinto aquatico de Morris e exploragdo dos bragos abertos e fechados
no teste de labirinto em cruz elevado.

Para cada desfecho de interesse extraimos dados referentes ao nimero amostral de
animais (N), média (M), desvio padrao (SDM) ou erro padrao da média (SEM) dos grupos
controle e experimental. Quando disponivel um intervalo (ndo exato) do nimero amostral (por
exemplo, “5 — 7 animais por grupo”), tomamos a decisdo otimista, considerando o tamanho
amostral maior relatado, e, ajustamos o numero amostral do grupo controle pelo nimero de
comparagoes em nossos resultados (o que justificard a auséncia de nimeros inteiros para o
grupo controle nos resultados das revisoes sistematicas adiante).

As extragdes de dados para a meta-analise foram feitas utilizando um software de regra
digital do Adobe para medir os resultados nos graficos. Quando ausentes as informacdes de
interesse no texto ou material suplementar disponiveis, enviamos um e-mail ao autor
correspondente da publicagdo. Sem sucesso, passados 30 dias corridos apds o envio,
consideramos a publicagdo como excluida “por auséncia de informagdo”. Uma planilha do

Excel foi estruturada contendo os dados extraidos dos estudos relevantes.

2.6 Qualidade interna de estudos relevantes — Ferramenta RoB da Syrcle

Em nossos estudos, a avaliagdo do risco de viés foi realizada pela ferramenta “Risk of
Bias” ou RoB da Syrcle (RoB). A ferramenta RoB da Syrcle para estudos de intervencao em

animais foi desenvolvida a partir da ferramenta RoB da Cochrane (ensaios clinicos) e ajustada
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para aspectos particulares de viés, com o objetivo de aumentar a transparéncia e aplicabilidade
ao estabelecer consisténcia e evitar discrepancias na avaliagdo da qualidade metodologica
(HOOIJMANS et al., 2014).

A ferramenta RoB da Syrcle consiste de um questionario que contém dez entradas ou
“perguntas de sinalizagdo” que indicam os riscos dos vieses de selecdo, desempenho, detec¢ao
e relatorio (HOOIIMANS et al., 2014), e utilizada aqui devido as intervengdes em animais.
Adaptamos de Hooijmans (2014) oito perguntas de sinalizagdo que sdo aplicaveis ao nosso

b3

estudo e atribuimos julgamentos individuais — “sim”, “ndo” ou “incerto” —, com interpretagao

b AN1Y

“baixo”, “alto” ou “incerto” risco de viés, respectivamente, ¢ apresentadas a seguir:

1 — A sequéncia de alocacio dos animais foi gerada e aplicada adequadamente? O viés de
selecdo esta relacionado aos métodos utilizados para gerar a sequéncia de alocagdo e, se estes
sdo suficientes para permitir uma avaliagdo comparativa entre 0s grupos.

2 — Os grupos foram semelhantes na linha de base? Constitui um risco de viés de selegao
quando ndo ha semelhancas entre os grupos base (controle vs. tratado) no inicio do tratamento
ou do protocolo experimental.

3 — A alocacio foi adequadamente ocultada? Risco de viés de selecao ¢ evitado quando se
utiliza um método capaz de ocultar a sequéncia de alocagdo, impedindo a influéncia direta e
premeditada pelo pesquisador.

4 — Os animais foram aleatoriamente alojados durante o experimento? O risco de viés de
desempenho ¢ avaliado por meio de medidas adotadas para abrigar os animais de forma
aleatoria no biotério.

5 — O tratamento foi cego durante o experimento? Risco de viés de desempenho ocorre caso
seja de conhecimento do pesquisador a interven¢do administrada em cada animal.

6 — Os animais foram selecionados aleatoriamente para avaliacdo dos resultados? Risco
de viés de detecgdo esta sujeito quando os animais ndo sdo selecionados de forma aleatoria para
avaliagdo dos resultados.

7 — O avaliador de resultados foi cego? Risco de viés de detec¢do acontece quando o
avaliador de resultados tem conhecimento sobre qual grupo pertence o animal que esteja
avaliando. Para a pergunta de sinalizacdo 6 e 7, a situacdo ideal é a geracdo de uma sequéncia
de ntimeros aleatdrios que impossibilite o avaliador de identificar o grupo pelo qual o animal

pertence ou, um segundo avaliador seja responsavel por esta etapa.
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8 — Os dados de desfecho foram adequadamente abordados? Risco de viés de relatorio

acontece quando sao relatados apenas resultados que favorecem o objetivo da pesquisa.

Outras ferramentas também tem conquistado espago na avaliacdo da qualidade interna
de estudos em pesquisas cientificas, como a ferramenta QUADRAS (Avaliagdo da Qualidade
dos Estudos Diagnosticos de Precisao) (WHITING et al., 2011) e ferramenta CAMARADES
(AUBOIRE et al., 2018). Utilizamos a ferramenta CAMARADES em nosso estudo voltada
para o design experimental animal adaptada de Macleod et al., (2004). Neste caso, extraimos
dados de relatério das espécies e linhagem; descricdo do método de medidas de
comportamentos; relato da idade, peso e relatério experimental; descricao das condig¢des
experimentais de criagdo e alojamento de animais; fenotipos de interesses (estressado? ndo-
estressado?); nimero de animais por grupo experimental, bem como valores de média, erro ou
desvio padrao da média; calculos do tamanho da amostra; marcadores moleculares e método de
detec¢do (método estereoldgico de medidas? método ndo-estereoldgico de medidas?); método
de quantificacdo celular; cegamento (ou ndo) das medidas dos resultados; mengao de tratamento
(ou ndo) e randomizacdo (ou ndo) dos animais (MACLEOD et al., 2004). Varios itens se
sobrepdem a ferramenta RoB da Syrcle para investigagao de riscos de viés, embora ndo avaliada

diretamente.

2.7 Analises de concordancias inter-observadores

Para aumentar a confianga nos dados usados nas meta-analises, os dados foram extraidos
por dois observadores independentes. A medicdo da extensdo em que dois observadores
independentes atribuem a mesma denominagdo a mesma varidvel, i.e. concordam, ¢
denominada confiabilidade (MCHUGH, 2012). Tradicionalmente, essa medicdo acontecia
utilizando o percentual de concordancia observada que, posteriormente, foi substituido pela
ferramenta Kappa de Cohen (k) que leva em conta as concordancias ao acaso (COHEN, 1960).
Os indices de concordancias entre os observadores indicam a precisdo de um determinado
estudo, bem como a extensio da similaridade entre observadores ou em observacdes
independentes (MOUSSA, 1985). Para McHugh, estudos bem projetados devem incluir
procedimentos que medem as concordancias entre pesquisadores (MCHUGH, 2012).

Em nosso estudo, calculamos a for¢a de concordancia k com linguagem de programacgao

Python, que permite desenvolver aplicativos com licenga de coddigo aberto, que hospeda
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moédulos e comandos de linguagens. O download pode ser realizado pelo link
https://www.python.org/downloads/, na versdo 3.8. Inicialmente, validamos o algoritmo
seguindo as orientacdes de Lehner a partir de uma tabela com 30 observagdes inter-
observadores em 6 categorias (LEHNER, 1998). Em sequéncia, calculamos a concordancia
observada, concordancia ao acaso e Cohen Kappa para cada parametro do nosso estudo.

O Kappa de Cohen ¢ considerado uma estatistica robusta para testes de confiabilidade
inter-observadores (MARSTON, 2010). Os valores para x sao calculados utilizando a

proporc¢ao total de concordancias entre os observadores (Po), e a propor¢ao de concordancia ao

acaso (Pkg).
Kappa de Cohen (x):
Po — Pg
K=——
1-Pg
Concordancia entre os observadores (Po):
Concordancias

Py = — - —
O ™ Concordancias + Discordancias

Concordancia ao acaso (PE):

PlePZK

PE:

Concordancias + Discordancias

As formulas para o Kappa de cohen (k), concordancias entre os observadores (Po) e a
proporcao de concordancia ao acaso (Pg) foram adaptadas de Marcolan (2017) e Eckert (2019).
No software, as analises de concordancias foram realizadas pelo pacote denominado “notebook
Jjupyter”, que da acesso a um ambiente computacional web para criagdo de documentos na
plataforma jupyter. Inicialmente, construimos uma matriz de confusao que identifica o nimero
de concordancias entre os observadores (expressos na linha diagonal da matriz) e a partir destes
valores, o algoritmo tem a funcdo de calcular a propor¢do total de concordancia inter-

35



observadores (observador 1 e 2). A concordancia observada (Po) ¢ dada pelo ntimero de
concordancias em relacdo ao niimero total de entradas/observacdes ou a somatoria do nimero
de concordancias e discordancias. A proporcao total de concordancia inter-observadores ¢
utilizada para os célculos da propor¢do de concordancia ao acaso, considerando a proporgao
total de concordancia das linhas e colunas, conhecida por matriz inversa. A concordancia ao
acaso (Pg) tem Pix como sendo a ocorréncia de um observador para uma determinada
observagao e Pox como sendo a ocorréncia de um segundo observador para a mesma observagao,
e n como sendo o nimero de entradas/observagdes. O Kappa de Cohen ¢é calculado pela
execucdo de uma sequéncia de codigo de linguagem com a fungdo de subtrair a concordancia
observada (Po) da concordancia ao acaso (Pg) e, posteriormente, dividir por 1 (-) concordancia
ao acaso (Pg). Um exemplo dos codigos de linguagem utilizados nestes calculos esta

exemplificado na figura 3.
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Figura 3 — Cédigo de linguagem Python para constru¢do de matriz de confusao e célculos do

Kappa de Cohen
def calcula matrix confusao(df,list categoria ):
linha = []
for categoria in list categoria:
linhas = []

for categoria_2 in list_categoria:
linhas.append(compare_colunas(df, categoria, categoria_2))

linha.append(linhas)
return linha

def calcula proporcao_concordancia(df, list categoria):
matrix_confusao = calcula _matrix_confusao(df, list categoria)
gnt_colunas = len(matrix_confusao[@])
tamanho_amostra = len(df['Juliana’])
soma = @
for i in range(qnt_colunas):
for j in range(gnt_colunas):
r_diagonal = i ==j
if r_diagonal:
soma = soma + matrix confusao[i][]]

return soma/tamanho_amostra

def probabilidade acaso(soma_probabilidade linha, soma probabilidade coluna):
soma = ©
for i, valor_1 in enumerate(soma_probabilidade linha):
for j, valor_2 in enumerate(soma_probabilidade coluna):
rij=1-==j
if r i j:
soma = soma + valor 1% valor 2
return soma

concordancia ao_acaso = probabilidade acaso(soma_probabilidade linha, soma probabilidade coluna)
print(concordancia ao_acaso)

def calcula kappa cohen(concordancia observada, concordancia ao acaso):
numerador = concordancia observada -concordancia aoc_acaso
denominador = 1 - concordancia_ao_acaso
kappa = numerador / denominador
return kappa

O indice Kappa tem intervalos definidos variando de 0 a 1, sendo 0 o grau de
discordancia que pode ser esperada a partir do acaso, € 1 representa uma concordancia perfeita
entre os observadores. Cohen (1960) sugeriu que a interpretagdo ocorresse da seguinte forma:
valores < 0 indicariam auséncia de concordancia; 0,01-0,20 concordancia zero a leve; 0,21-0,40
como razoavel; 0,41-0,60 como moderada; 0,61-0,80 como substancial e 0,81-1,00 como quase
acordo perfeito (Quadro 2). Cohen ressalva que a concordancia perfeita raramente ¢ alcangada

e valores abaixo de 0 sdo possiveis, mesmo que improvaveis (MARSTON, 2010), e a
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padronizagdo destes valores facilitariam a interpretagdo em diversos estudos (MCHUGH,
2012).

Quadro 2 — Valores de referéncia para interpretacao do Kappa de Cohen

Kappa Forca de concordéancia
<0 Menor que ao acaso
0,00- 0,20 Leve
0,21-0,40 Razoavel
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Substancial
0,81-0,99 Quase perfeito

Fonte: adaptado de Landis e Koch (1977).

O percentual de concordancia ou concordancia observada embora sejam facilmente
calculados e diretamente interpretaveis, ndo considera a possibilidade de os observadores
concordarem ao acaso (LEHNER, 1960; MCHUGH, 2012). Quando aplicavel, o acordo
minimo de concordancia aceitavel entre os observadores deve ser de 80% (MCHUGH, 2012).
Em estudos na 4rea da satde, uma for¢a de concordancia de Kappa de Cohen pode ser aceitavel
a partir de 0,41 (MCHUGH, 2012).

Em nossos estudos, calculamos as concordancias observadas entre dois observadores
considerando o acordo minimo aceitdvel de Mchugh (2012), e concordancias Kappa de Cohen
arbitrariamente, ou seja, consideramos aceitaveis os valores com for¢a de concordancia
“substancial” a “quase perfeita”. Valores que estavam abaixo ou acima da margem de
concordancias selecionadas serdo avaliadas por um terceiro observador. Em ambas as analises
de concordéancias devemos observar que acordos diferentes de 1.0, acordo perfeito, sao medidas
que representam as concordancias e as discordancias entre os observadores; e, quanto maior o
valor de discordancias, menor deve ser a confianca depositada nos resultados do estudo

(MCHUGH, 2012).

2.8 Construgao e realizagao da meta-analise

Um estudo de meta-andlise fornece estimativas menos tendenciosas e mais precisas do
efeito de uma intervencao sobre um desfecho de interesse e quando conduzida adequadamente,

¢ considerada uma evidéncia decisiva, pois ocupa o mais alto nivel na hierarquia de evidéncias
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cientificas (LEE, 2018). E, portanto, ¢ um método padrio mais eficiente e eficaz para resumir
os resultados de muitos estudos controversos. Calculos pela Diferenga da Média Padronizada e
expresso Hedges'g com os limites de confianca superior e inferior de 95% foram incluidos para
estimar o tamanho de feito combinado na meta-analise. Um modelo estatistico para efeitos
aleatdrios foi elegivel, assumindo que o tamanho do efeito sumario ¢ uma estimativa da média
de uma distribuicao de efeitos reais, nao um tamanho de efeito compartilhado comum idéntico
para todos os estudos (DERSIMONIAN e KACKER, 2007; BORENSTEIN et al., 2009).

Estimativas robustas para quantificar o tamanho de efeito dos antidepressivos sobre a
neurogénese no hipocampo adulto foi realizada aplicando um modelo estatistico de efeitos
aleatorios. Utilizamos para interpretacao as defini¢cdes atribuidas por Sawilowsky (2009), que
considera os valores para tamanho de efeito como muito pequeno de 0,01 a 0,2; efeito pequeno
de 0,2 a 0,5; efeito médio de 0,5 a 0,8; efeito grande de 0,8 a 1,2; efeito muito grande de 1,2 a
2; e efeito imenso maior ou igual a 2 (SAWILOWSKY, 2009), e consideramos o efeito como
estatisticamente significativo os valores que possuem limite inferior do intervalo de confianca
em 95% maior que 0 (efeito nulo), e efeito como sendo inconclusivo quando esse intervalo de
confianca em 95% inclui o efeito nulo (NAKAGAWA e CUTHILL, 2007; LINO DE
OLIVEIRA et al., 2020).

2.8.1 Software R Studio

O software R Studio foi utilizado para construcao de graficos e analises estatisticas para
tamanho de efeito combinado (CES) e estimativas de viés de publicagdo. Trata-se de um
ambiente de desenvolvimento integrado para o R, com linguagem de programacao de codigo
aberto baseado no conceito de software livre que pode ser utilizado sem custos de licenca,
disponivel em edi¢des comerciais e executado na area de trabalho Windows, Mac e Linux. O
download pode ser realizado via link https://www.r-project.org/about.html. No R, existe uma
area de trabalho chamada de “console”, local onde sdo encontradas as ferramentas disponiveis,
como o pacote metafor criado por Wolfgang Viechtbauer, considerado atualmente um dos
pacotes do R mais abrangentes para se realizar meta-andlises (VIECHTBAUER, 2010;
KOVALCHIK, 2013). O pacote meta também pode ser utilizado, embora contenha
sobreposi¢do nos métodos fornecidos e separa fungdes de modelagem por tipo de terminal. O

pacote rmeta possui apenas modelagem de efeitos aleatorios e sem funcdes de modelagem de
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meta-regressdo, o que pode ser bom para alguns propdsitos. No entanto, a confiabilidade de
todos estes pacotes (meta, rmeta e metafor) sao boas (KOVALCHIK, 2013).
Em nosso estudo utilizamos o pacote metafor e uma sequéncia de codigos de

programacao salvos na extensao R, denominados scripts (Figura 4).

Figura 4 — Script para construcao de graficos e analises estatisticas para tamanho de efeito
combinado e estimativas de viés de publicagdao no R Studio

# Localizacao dos dados #
getwd()

# Inserir data frame #
read.csv2("meta.csv", header=T)

# Salvar objeto#
dados <-read.csv2("meta.csv", header=T)

# calculo de tamanho de efeito utilizando a Média da Dieferenca Padronizada #
smd_meta = escalc(measure="sMD", m2i=mean.CTRL, mli=mean.ADT, sd2i=SDM.CTRL, sdli=SDM.ADT, n2i=N.CTRL,
nli=N.ADT, data-dados)

# Resumo dos dados #
smd_meta

# Modelo para efeitos aleatorios #
smd_rem = rmaCyi,vi, method = "REML", data=smd_meta)

# vizualizacao dos dados #
summary (smd_rem)

# Construcdo de graficos de floresta #
forest(smd_rem)

# Construcdo de graficos de funil #
funnel (smd_rem)

# Construcdo de graficos de trim-and-fill #
trimfill(smd_rem)

# Analise de subgrupos #

smd_meta = escalc(measure="sMD", m2i=mean.CTRL, mli=mean.ADT, sd2i=SDM.CTRL, sdli=SDM.ADT, n2i=N.CTRL,
nli=N.ADT, data=dados[dados$Type.ADT == "Antidepressiwvo",])

smd_rem = rma(yi,vi, method = "REML", data=smd_meta, slab=paste(authors, ".,", year, "(", exp, ")"))
summary (smd_rem)

# Andalise de parametros de um subgrupo #
smd_meta = escalc(measure="SMD", m2i-mean.CTRL, mli-mean.ADT, sd2i=SDM.CTRL, sdli=SDM.ADT, n2i=N.CTRL,

nli=N.ADT, data=dados[dados$Behaviour.test == "TNF" & dados$ADT.and.Behavior == "Sem efeito",])
smd_rem = rmaCyi,vi, method = "REML", data=smd_meta, slab=paste(authors, ".,", year, "(", exp, ")"))
(Top Level) = R Script =

2.8.2 Grafico de Floresta

O gréafico de floresta ¢ a representacdo grafica dos resultados da meta-analise
(SEDGWICK, 2015). Os dados sao interpretados a partir de uma coluna alinhada a esquerda,
representando os estudos incluidos na andlise e identificados pelo autor, ano de publicagdo e o

nimero do experimento (estudo). Tais estudos sdo combinados para célculo de tamanho de
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efeito (Effect Size) considerando um intervalo de confianca (IC) em 95% e alinhados a direita.
A linha vertical sélida no centro do grafico neste estudo, especificamente, ¢ chamada de “linha
sem efeito” — ou seja, um risco relativo de 0, indicando nenhuma diferenca entre o grupo
controle (sem intervencao) e o grupo tratado (intervengdo com antidepressivos). Como os dados
referentes ao controle sdo apresentados primeiro, seguidos pelos dados do tratamento com
antidepressivos, os valores constantes no lado direito da linha de sem efeito favorecem a
intervengdo, enquanto os dados que constam no lado esquerdo da linha de sem efeito
desfavorecem a intervengdo. Além disso, cada estudo ¢ representado um quadrado preto com
seus respectivos IC de 95%, associados a uma linha horizontal e o tamanho do quadrado ¢
relativo ao peso do estudo para a meta-analise global. O tamanho de efeito total ou combinado

(CES) ¢ representado na parte inferior do grafico, por um losango preto.

2.8.3 Heterogeneidade (/?)

Heterogeneidade ¢ o termo utilizado para descrever a variabilidade entre estudos.
Também chamada de heterogeneidade estatistica, trata-se da varia¢ao no efeito do tratamento
além do acaso e ¢ importante na identificacao de falhas metodoldgicas que podem superestimar
efeitos de tratamentos (ISRAEL e RICHTER, 2011). A heterogeneidade estatistica pode ser
examinada e quantificada usando testes estatisticos, um deles ¢ a estatistica do I quadrado (),
que calculam a propor¢dao de dispersdo observada dos resultados de diferentes estudos
relevantes e € interpretado pela porcentagem da variabilidade total em um conjunto de tamanho
de efeito, devido a variabilidade entre os estudos (DEEKS et al., 2008; ISRAEL e RICHTER,
2011). A porcentagem de heterogeneidade varia entre 0% e 100%, um valor em 0% ¢ indicativo
que ndo ha variabilidade observada entre os estudos, enquanto, que os valores proximos a 100%
indicam diferencga significante (HIGGINS et al., 2003). Algumas propostas de interpretacao de
heterogeneidade diferenciam entre heterogeneidade baixa valores de 25%, moderada em 50%
e alta em 75% (HIGGINS et al., 2003; THAKKINSTIAN et al., 2005; LEE, 2018). Outros
autores classificam de 0% a 40% nao importante, 30% a 60% heterogeneidade moderada, 50%
a 90% como substancial, e 75% a 100% como consideravel (DEEKS et al., 2008; ISRAEL e
RICHTER, 2011).

Testes de heterogeneidade sdo semelhantes aos testes tradicionais de hipoteses
estatisticas considerando a hipdtese nula, que indica homogeneidade estatistica ou variagao

minima; e a hipotese alternativa, que indica heterogeneidade estatistica ou variagdao
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consideravel (SEDGWICK, 2015). A heterogeneidade também infere se hé possibilidades de
os efeitos dos tratamentos serem diferentes entre os subgrupos do estudo, que poderia impactar
no tamanho de efeito combinado total (DELGADO-RODRIGUEZ ¢ SILLERO-ARENAS,
2018). Quando houver influéncia significativa da heterogeneidade nos estudos, uma meta-
analise de subgrupo avalia o impacto. Para isto, avaliamos dados de espécies, linhagem, sexo,
tipo de marcador molecular para neurogénese, tempo de administracdo de antidepressivos
(agudos, subagudos, cronicos), dose, escores de qualidade e protocolos para proliferagao e

sobrevivéncia de novas células neuronais.

2.8.4. Qualidade interna — Graficos de funil e analise trim-and-fill

Viés de publicagdo pode ser definido como um “erro sistematico” na condugdo de um
estudo, capaz de comprometer a qualidade metodoldgica e a confiabilidade de um resultado.
Na area da satude, as ferramentas de avaliacdo de riscos de viés sao amplamente recomendadas
para avaliagdo de estudos, como em revisdes sistematicas e meta-analises, pois sao
metodologias consideradas confidveis na tomada de decisdes. Um alto nivel de qualidade
metodoldgica esta presente em revisdes sistematicas devido aos protocolos pré-estabelecidos e,
que, apresentam menores riscos de vieses, e, portanto, consideradas procedentes de estudos
primarios de boa qualidade, enquanto que, um maior grau de incerteza € encontrado em revisoes
que incluiram estudos de baixa qualidade, podendo gerar um efeito prejudicial na validade de
seus resultados. E recomendavel que os dados de riscos de viés sejam avaliados em duplicata e
apresentados em tabelas ou figuras tnicas (TRICCO et al., 2013).

A avaliagdo de risco de viés pode ser baseada em graficos de dispersdo ou graficos de
funil, em que uma estimativa de efeito de cada estudo € plotada em relacdo a uma medida de
tamanho ou precisao (DEEKS et al., 2008; LEE, 2018). E um método simples, de interpretacao
mais precisa e segura quando a plotagem ¢ proveniente de um ntimero elevado de estudos. As
caracteristicas de interpretagdo sdo baseadas nas estimativas de efeito sendo que estimativas
pequenas preencherdo a parte inferior do grafico enquanto estimativas de efeito maior tendem
a aparecer na parte mais estreita do funil, a linha central do grafico representa o CES. Na
auséncia de viés de publicagdo observa-se um funil invertido em que todos os estudos se
situariam simetricamente em torno do CES, ja a assimetria ¢ indicativa de um viés de publicag¢ao
(LEE, 2018). A assimetria encontrada em graficos de funil pode ser explicada pela baixa

qualidade metodoldgica (publicacdo restrita aos pequenos estudos, mas com grande tamanho
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de efeito, enquanto que, pequenos estudos sem um efeito significativo e grande estariam
ausentes), a heterogeneidade e o acaso (STERNE et al., 2001).

O método estatistico ndo paramétrico trim-and-fill ou “aparar e preencher”, tem como
objetivo identificar e corrigir a assimetria do grafico de funil utilizado na investigacdo de viés
de publicacdo (DUVAL e TWEEDIE, 2000). Baseado neste principio, utilizamos o método na
tentativa de estimar o nimero de estudos que estariam ausentes nas meta-analises globais 1 e
2, bem como em subgrupos que mostram exercer efeitos significativos sobre o resultado final.
Além disso, verificamos o viés de publicacdo temporal para as publicacdes incluidas nos
subgrupos da revisao sistematica 1, descritos no item 2.4). A construcao de graficos de funil ou
trim-and-fill ¢ obtida por meio dos cddigos “funnel(smd rem)” e “trimfill(smd rem)”. O
codigo “funnel(trimfill(smd rem))” d4 origem a um gréfico de funil incluindo os estudos
ausentes, enquanto o cddigo “forest(trimfill(smd rem)) constroi um grafico de floresta
incluindo o tamanho de efeito dos estudos ausentes incluindo o tamanho de efeito combinado

(CES) ajustado.
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3. RESULTADOS REVISAO SISTEMATICA 1

3.1 Fluxograma PRISMA

Todas as etapas de estratégia de busca, triagem, elegibilidade e sintese qualitativa para
meta-analise da revisao sistematica 1 estdo representados no fluxograma PRISMA (Figura 5).
A estratégia de busca identificou n = 1.249 publicagdes relevantes no Pubmed, n = 1.167
publicacdes relevantes no Scopus e n = 243 publicagdes relevantes na Web of Science. Desta
forma, arbitrariamente selecionamos para este estudo as publicacdes relevantes identificadas
pelo Pubmed. Dos registros selecionados, n = 54 publica¢des foram excluidas por tratar-se de
revisoes; n = 62 publicagdes eram estudos de co-tratamento; e n = 1.052 publicagdes nao
reportavam tratamento com antidepressivos. Ainda, a partir da busca total de publicagdes
relevantes, n = 1195 houve a necessidade de avaliar o texto completo e em n = 54 foi possivel
tomar uma decisdo baseada nas informagdes contidas no titulo ou resumo. Além disso, na
somatoria total das publicacdes relevantes n = 1.166 foram excluidos, ¢ n = 83 foram
selecionados para analise qualitativa. Entretanto, uma segunda avaliagdo foi realizada para
garantir que os critérios de inclusdo seriam seguidos rigorosamente, e n = 17 publicagdes foram

excluidas. O nimero de publicacdes relevantes incluidas na meta-anéalise foi de n = 66.
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Figura 5 — Fluxograma PRISMA para a revisdo sistematica 1

Publicacdes identificadas através da busca via Pubmed (n)
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Adaptado de Mobher, Liberati, Tetzlaff e Altman. O grupo PRISMA (2009).

Todos os estudos elegiveis estdo disponiveis no apéndice C - Publicagdes incluidas na
revisdo sistematica 1. Para o subgrupo de artigos publicados entre os anos 2019 e 2014 (Tabela
3) incluimos n = 25 publicacdes e n = 241 estudos, contendo varias linhagens de ratos ou
camundongos, machos ou fémeas (n = 3 publicacdes com protocolos mistos), tratados com
fluoxetina, imipramina ou amitriptilina, reportando protocolos de uCMS ou stress cronico, e/ou

testes comportamentais.
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Tabela 3 — Resultados da revisao sistematica 1 das publica¢des entre 2019 e 2014

N N Tipo Dose Duragao Teste
Publicacao Ano Est. Marcador Sexo Espécie Linhagem Ctrl Exp ADT Mg/Kg Trat. Estresse  comportamental
(dias)
Albon et al 2017 1 Ki-67 M C  C5S7BL6) 8 s ™ g6 21 Crénico NR
2 Ki-67 M C  C57BL6J 8 g ™ g6 21 Crénico NR
3 DCX M C  C57BL6J 8 s ™ g6 21 Crénico NR
4 DCX M C  C57BL6J 8 s ™ g6 21 Crénico NR
Alves et al 2017 1 BrdU M R Wistar 2 4 Flx 10 14 uCMS rep. NR
2 BrdU M R Wistar 2 4 Imi 10 14 UCMStep. NR
3 BrdUNetN M R Wistar 2 4 Fk 10 14 UCMStep. NR
4  BrdUNetN M R Wistar 2 4 Imi 11 14 UCMStep. NR
5 Ki-67 M R Wistar 2 4 Fk 10 14 UCMSrep. NR
6 Ki-67 M R Wistar 2 4 Imi 11 14 UCMSrep. NR
7 DCXKi67 M R Wistar 2 4 Fk 10 14 UCMSrep. NR
8 DCXKi67 M R Wistar 2 4 Imi 11 14 UCMSrep. NR
9 BrdU GFP M R Wistar 2 4 Fk 10 14 UCMSrep. NR
10 BrdU GFP M R Wistar 2 4 Imi 11 14 UCMSrep. NR
Amellemetal 2017 1  DCXGFP  MeF ¢ csBUE) 6 6 X 18 28 NR NSF
2 DCXGFP MeF c  osmBLE 6 6 X 18 28 NR NSF
3 DCXGFP MeF c  csBUE) 6 6 X 18 28 NR NSF
Brookeretal 2017 1 BrdU MeF c  osmBLe) 4 4 X 10 14 NR EM; CA; TSC
Xixia Chuetal 2016 1 BrdU M C  C57BLI6) 5 s Pl 20 35 NR TNF; MCC
Dong et al 2016 1 BrdU M c  osmBLEl 15 16 X 120 30 NR NR
Gemmeletal 2019 1 DCX F R SD 6 6 10 NR uCMS NR
2 DCX M R SD 6 6 10 NR uCMS NR
Aarthi et al 2017 1 DCX M R SD ;7 7 K 10 2 NR NR
2 DCX M R SD ;7 7 K 10 2 NR NR
3 DCX M R SD 7 7 i 10 2 NR NR
4 DCX F R SD ;7 7 K 10 2 NR NR
5 DCX F R SD 7 7 i 10 2 NR NR
6 DCX F R SD 7 7 i 10 2 NR NR
7 DCX M R SD 7 7 i 10 2 NR NR
8 DCX F R SD 7 7 i 10 2 NR NR
Grassmé et al 2015 1 BrdU NR C C57BL/6J 2 6 Ami 180 g/L 9 NR NSF
2 BrdU NR C CS7BLEI 2 6  Ami 180gL 9 NR NSF
R SD FIx 0,001
Jiaojie Hui et al 2015 1 BrdU NR 0,83 5 uM 2 NR NR
2 BrdU NR R SD 083 5 X ooium 2 NR NR
3 BrdU NR R SD 083 5 ™ oiuMm 2 NR NR
4 BrdU NR R SD 083 5 X M 2 NR NR
5 BrdU NR R SD 083 5 X joum 2 NR NR
6 BrdU NR R SD 083 5 X ouMm 2 NR NR
7 GFAP NR R SD 6 6 ™ M 1 NR NR
8 BrdU NR R SD s s XM 1 NR NR
9 BrdU NR R SD 6 s ™ oum 1 NR NR
YukiImotoetal ~ 2015 1 BrdU M C WT 5 s Fi 22 21 NR NR
2 BrdU M ¢ KO 5 s Fi 2 21 NR NR
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Flx

2 BrdU F € osmLe s 8 10 28 NR NR
23 BrdU F € csmBLer s g 10 28 NR NR
24 BrdU F € csmLer s g 10 28 NR NR
25 BrdU F € csmBLer s g 10 28 NR NR
26 BrdU F € csmBLer s g 10 28 NR NR
27 BrdU F € csBLer 8 g 10 28 NR NR
28 BrdU F € csmBLer s g 10 28 NR NR
29 BrdU F € csmBLer s g 10 28 NR NR
30 BrdU F € s s g X 10 28 NR NR
31 BrdU F € csmBLer s g 10 28 NR NR
32 BrdU F € csBLer 8 g 10 14 NR NR
33 BrdU F € csmBLer s g 10 14 NR NR
34 BrdU F € s s g X 10 14 NR NR
35 BrdU F € csBLer s g i 10 14 NR NR
36 BrdU F € csBLer s g i 10 14 NR NR
37 BrdU F € csBLer s g i 10 14 NR NR
38 BrdU F € csBLer s g i 10 14 NR NR
39 BrdU F € osmBUe 8 8 Fix 10 14 NR NR

Legenda: Est. = Numero do estudo; N Ctrl = Numero de animais do grupo controle (ajustado); N exp = Numero
de animais do grupo experimental; M = Macho; F = Fémea; R = Rato; C = Camundongo; WT = Wild Type vérios;
KO = knockout varios; SD = Sprague—Dawley; Flx = Fluoxetina; Ami = amitriptilina; Imi = imipramina; TNF =
Nado for¢ado; TSC = Teste de suspensdo pela cauda; MCC = Medo condicionado ao contexto; CA = Campo
aberto; NSF = Teste de alimentacdo suprimida pela novidade; EM = Labirinto elevado; LA = Labirinto aquatico;
ST = Teste Splash; DA = Desamparo apreendido; NR = Nao reporta.

Para o subgrupo de artigos publicados entre os anos 2014 e 2009 (Tabela 4) incluimos
n = 26 publicacdes e n = 184 estudos, contendo diferentes linhagens de ratos ou camundongos,
machos ou fémeas, tratados com os antidepressivos venlafaxina, desvenlafaxina, fluoxetina,
paroxetina, imipramina, duloxetina, desipramina ou agomelatina. Publicagdes deste subgrupo

também reportaram protocolos de uUCMS e/ou testes comportamentais.

Tabela 4 — Resultados da revisao sistematica 1 das publica¢des entre 2014 e 2009

N N Tipo Dose Duracio Teste
Publicacdo  Ano  Est. Marcador Sexo Espécie Linhagem Ctrl Exp ADT Mg/Kg Trat. Estresse comportamental
(dias)
Asokanetal 2014 1 BrdU M R LE 1,5 6 Venl. 0,5 16 NR NR
2 BrdU M R LE 1,5 6 Venl. 5 16 NR NR
3 BrdU M R LE 1,5 6 Desvenl. 0,5 16 NR NR
4 BrdU M R LE 1,5 6 Desvenl. 5 16 NR NR
5 BrdU M R LE 1,5 6 Venl. 0,5 16 NR NR
6 BrdU M R LE 1,5 6 Venl. 5 16 NR NR
7 BrdU M R LE s 6 Desvenl s 16 NR NR
8 BrdU M R LE 15 6 Desvenl 5 16 NR NR
9  DCXDCXNeuN M R LE s 6 Vet 0.5 16 NR NR
10 DCXDCXNeuN M R LE s 6 Vet 5 16 NR NR
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11 DCXDCXNeuN M R LE s 6 Desvenl g 16 NR NR
12 DCXDCXNeuN M R LE 15 ¢ Desvenl 5 16 NR NR
13 BrdU NeuN M R LE s 6 Vel 0,5 16 NR NR
14 BrdU NeuN M R LE s 6 Vel 5 16 NR NR
15 BrdU NeuN M R LE s 6 pesvenl 16 NR NR
16 BrdU NeuN M R LE 15 ¢ Desvenl 5 16 NR NR
17 BrdU M R LE s 6 Vel 0,5 16 NR NR
18 BrdU M R LE s 6 Vel 5 16 NR NR
19 BrdU M R LE s 6 pesvenl s 16 NR NR
20 BrdU M R LE 15 ¢ Desvenl 5 16 NR NR
21 BrdU M R LE s 6 Vel 0,5 16 NR NR
2 BrdU M R LE s 6 Vel 5 16 NR NR
23 BrdU M R LE s 6 pesvenl g 16 NR NR
24 BrdU M R LE 15 6 Desvenl 5 16 NR NR
Diazetal 2012 1 BrdU M c WT 36 Flx 3 30 NR NSF
2 BrdU M ¢ WT 3006 Prx 2 30 NR NSF
3 BrdU M ¢ WT 8 8 Flx 3 30 NR NSF
4 BrdU M ¢ WT 4 8 Flx 3 30 NR NSF
5 BrdU M ¢ WT 35 7 Flx 3 30 NR NSF
Eom & Jope 2009 1 BrdU M ¢ WT 2,5 10 Flx 10 21 NR NR
2 BrdU M ¢ KO 25 10 Flx 10 21 NR NR
Ferre'Coy etal 2013 1 BrdU M € CcsBUer 4 8 Flx 20 4 NR TSC
2 BrdU M € CcsBUer 4 8 Flx 20 15 NR 8¢
3 Ki-67 M € CcsBLEI 45 9 Flx 20 4 NR 8¢
4 Ki-67 M C CsBLGT 45 9 Flx 20 15 NR 8¢
5 Ki-67 M C csBUGT 4 4 Flx 20 15 NR 8¢
6 Ki-67 M C CsBLGT 45 9 Flx 20 4 NR 8¢
7 Ki-67 M C CsBLGT 45 9 Flx 20 15 NR 8¢
Hodesetal 2010a 1 BrdU F € MRLMPS 333 10 Flx 2,5 26 NR TSC; HIN
2 BrdU F € MRLMpI 333 10 Flx 5 26 NR TSG HIN
3 BrdU F € MRLMPS 333 10 Flx 10 26 NR TS HIN
Hodesetal 2010b 1 BrdU M € MRLMpI 5 10 Flx 5 21 NR NR
2 BrdU M € MRUMpI 5 10 Flx 10 21 NR NR
3 BrdU F € MRUMpI 5 10 Flx 5 21 NR NR
4 BrdU F € MRUMpI 5 10 Flx 10 21 NR NR
5 BrdU M € MRUMpI 5 10 Flx 5 21 NR NR
6 BrdU M € MRUMpI 5 10 Flx 10 21 NR NR
7 BrdU F € MRUMpI 5 10 Flx 5 21 NR NR
8 BrdU F € MRUMpI 5 10 Flx 10 21 NR NR
Hodesetal 2009 1 BrdU M R SD 15 15 Flx 5 14 NR NR
2 BrdU F R SD 15 15 Flx 5 14 NR NR
3 BrdU M R SD 14 14 Flx 5 14 NR NR
4 BrdU F R SD 14 14 Flx 5 14 NR NR
5 BrdU F R SD 2 12 Flx 5 14 NR NR
6 BrdU F R SD 8 8 Flx 5 14 NR NR
7 BrdU F R SD 2 12 Flx 5 14 NR NR
8 BrdU F R Sb 8 8 Flx 5 14 NR NR
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9 BrdU F R Sb 8 8 Flx 5 14 NR NR
10 BrdU M R SD 77 Flx 5 14 NR NR
1 BrdU F R SD 77 Flx 5 14 NR NR
12 BrdU M R Sb 12 12 Flx 5 14 NR NR
13 BrdU F R SD 8 8 Flx 5 14 NR NR
14 BrdU M R SD 9 9 Flx 5 14 NR NR
15 BrdU F R SD 8 8 Flx 5 14 NR NR
16 BrdU M R SD 8 8 Flx 5 14 NR NR
17 BrdU F R Sb 9 9 Flx 5 14 NR NR
Huangetal 2012 1 BrdU NeuN M C C57BL/6J 1 4 Flx 16 28 NR CA; NSF
2 DCX M C C57BL6J 1 4 Flx 16 28 NR CA; NSF
Kitamura etal 2011 1 BrdU M R Wistar 1,25 5 Imi 10 14 NR NR
2 BrdU M R Wistar 125 5 Imi 10 14 NR NR
Klompetal 2014 1 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
2 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
3 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
4 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
5 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
6 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
7 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
8 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
9 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
10 Ki-67 M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
11 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
12 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
13 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
14 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
15 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
16 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
17 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
18 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
19 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
20 DCX M R Wistar 4 8 Flx 5 21 NR NR
Leeetal 2011 1 BrdU NR c WT 4 4 Prx 10 28 NR NR
2 BrdU NR ¢ GPI20 4 4 Prx 1 28 NR NR
3 BrdU NeuN NR ¢ WT 4 4 Prx 12 28 NR NR
4 BrdU NeuN NR ¢ GPI20 4 4 Prx 13 28 NR NR
5 BrdU Tbr2 NR ¢ WT 4 4 Prx 14 28 NR NR
6 BrdU Tbr2 NR ¢ GPI20 4 4 Prx 15 28 NR NR
Lyonsetal 2011 1 Ki-67 M R LH 175 7 Flx 10 40 NR TRL
2 BrdU M R LH 15 6 Flx 10 40 NR TRL
Marlattetal 2010 1 BrdU F € csmBLer 12 6 Dix 2 28 NR CA
2 BrdU F € csmBLer 12 6 Dix 6 28 NR CA
3 BrdU F C osBUET 12 6 Dix 18 28 NR CA
4 BrdU F € csmBLer 12 6 Flx 18 28 NR CA
5 BrdU NeuN F C osBUET 2 6 DIx 6 28 NR CA
6 BrdU NeuN F C  csBUe 2 6 Flx 18 28 NR CA
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Marlatt etal 2013 1 BrdU F ¢ C57BL/6] 25 10 Flx 18 30 NR LA
2 BrdU F C CcsBLEr 25 10 Flx 18 333 NR LA
C FIx LA
3 BrdU NeuN F C57BL/6J 2,5 10 18 333 NR
Mendez- C FIx CA; EM; NSF,
Davidetal 2014 1 Ki-67 M C57BL/6J 125 5 18 28 NR ST; TSC
C FIx CA; EM; NSF,
2 DCX M C57BL/6J 125 5 18 28 NR ST; TSC
C Flx CA; EM; NSF,
3 DCX M C57BL/6J 125 5 18 28 NR ST; TSC
C FIx EM; TSC; NSF;
Nolletetal 2012 1 Ki-67 NR BALB/c] 4 8 20 210 uCMS TNF
C FIx uCMS EM; TSC; NSF;
2 Ki-67 NR BALB/cJ 4 8 20 210 TNF
Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
3 Ki-67 NR C BALB/c] 4 8 20 210 TNF
C FIx uCMS EM; TSC; NSF;
4 Ki-67 NR BALB/c] 4 8 20 210 TNF
C FIx uCMS EM; TSC; NSF;
5 DCX NR BALB/cJ 4 8 20 210 TNF
C Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
6 DCX NR BALB/cJ 4 8 20 210 TNF
C Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
7 DCX NR BALB/c] 4 8 20 210 TNF
C Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
8 DCX NR BALB/cJ 4 8 20 210 TNF
C Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
9 BrdU NeuN NR BALB/c] 4 8 20 210 TNF
C Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
10 BrdU NeuN NR BALB/c] 4 8 20 210 TNF
C Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
11 BrdU NeuN NR BALB/cJ 4 8 20 210 TNF
C Flx uCMS  EM; TSC; NSF;
12 BrdU NeuN NR BALB/c] 4 8 20 210 TNF
Ohira & C FIx
Miyakawa 2011 1 Ki-67 M C57BL/6] 5 5 15 21 NR NR
2 Ki-67 M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 42 NR NR
3 Ki-67 M ¢ C57BLI6G) 5 5 Flx 15 63 NR NR
4 Ki-67 M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 21 NR NR
5 Ki-67 M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 42 NR NR
6 Ki-67 M ¢ C57BLI6G) 5 5 Flx 15 63 NR NR
7 BrdU M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 21 NR NR
8 BrdU M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 42 NR NR
9 BrdU M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 63 NR NR
10 BrdU M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 21 NR NR
11 BrdU M ¢ C57BLI6G) 5 5 Flx 15 2 NR NR
12 BrdU M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 63 NR NR
13 BrdU NeuN M ¢ C57BL/6] 5 5 Flx 15 42 NR NR
14 BrdU NeuN M ¢ C57BLI6) 5 5 Flx 15 63 NR NR
15 BrdU NeuN M ¢ C57BL/6J 5 5 Flx 15 42 NR NR
16 BrdU NeuN M ¢ C57BL/6J 5 5 Flx 15 63 NR NR
Pechnick etal 2011 1 BrdU M ¢ C57BL/6] 1,66 5 Imi 10 21 NR TNF
2 BrdU M ¢ C57BL/6J 1,66 5 Desi 20 21 NR TNF
3 BrdU M ¢ C57BL/6] 1,66 5 Flx 10 21 NR TNE
4 BrdU DCX M ¢ C57BL/6] 1,66 5 Imi 10 21 NR TNE
5 BrdU DCX M ¢ C57BL/6J 1,66 5 Desi 20 21 NR TNE
C Flx TNF
6 BrdU DCX M C57BL/6] 1,66 5 10 21 NR
Sachsetal 2013 1 BrdU M ¢ WT 9 9 Flx 20 21 NR NSF; TSC
2 BrdU M ¢ Tph2KIl 9 9 Flx 20 21 NR NSF; TSC

54



3

4

5

6

7

8

9
10

11
12
13
14

Soumier et al 2009 1
2

3

4

5

6

Duman etal 2009 1
2

3

Yuxiu Su et

al 2009 1

2

3

Bonassoli etal 2012 1
2

3

4

5

6

Wangetal 2011 1
2

Yanpallewar

etal 2010 1

2

3

4

5

Zhou et al 2011 1

BrdU
BrdU
DCX
DCX
BrdU
BrdU
BrdU NeuN
BrdU NeuN
BrdU
BrdU
DCX
DCX
BrdU
BrdU
BrdU
BrdU
BrdU
BrdU
BrdU
BrdU
BrdU

BrdU
BrdU
BrdU
BrdU
BrdU
DCX
DCX
DCX
BrdU
DCX
DCX

BrdU
BrdU
DCX
DCX
DCX

BrdU

LT £ X E£EEEXEXEEEEEEE E£EEKEEEEKEEEEEREEREEEREEREEEREEREEREEzERE

M

~ ® XA @ @ XXX XX IR OOOOOOOOOOOOO

~ ® ®F ® X OO OO OOOO0O

C

WT
Tph2K1
WT
Tph2K1
WT
Tph2K1
WT
Tph2K1
WT
Tph2K1
WT
Tph2K1
Wistar
Wistar
Wistar
Wistar
Wistar

Wistar
SD

SD
SD
SD

SD
SD

Swiss
Swiss
Swiss
Swiss
Swiss
Swiss
C57BL/6J
C57BL/6J

Wistar
Wistar
Wistar
Wistar
Wistar

C57BL/6J

11

NN N 0 o 0 o 0 o

w

2,5
1,66
1,66
1,66
1,66
1,66
4
4

3,33
3,33
3,33
3,33
1,66

4

A N O O XX 0 o0 0 X©

N LY Y Y Y Y Y - =) N

12

Flx
Flx
Flx
Flx
Flx
Flx
Flx
Flx
Flx
Flx
Flx
Flx

Ago
Ago
Ago
Ago
Ago

Ago
Flx

FIx
FIx
FIx

Flx
Flx
Imi
Imi
Imi
Imi
Imi
Imi
Flx
Flx

Tmi

Tmi
Imi

Imi

Imi

Flx

5
20
20
20
20
20
20
10
10

20
20
20
20
20

10

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
8
15
21
8
15
21
21
21
21

14
28
28
14
14
14
14
14
14
30
30

7
21
7
21
21

28

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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crénico

NSF; TSC
NSF; TSC
NSF; TSC
NSF; TSC
NSF; TSC
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NSF; TSC
NSF; TSC
NSF; TSC
NSF; TSC
NSF; TSC
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NR
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NR
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TSC
TSC
TSC
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TNF; LB

NSF
NSF
NSF
NSF
NSF

TSC; TNF; CA;
PS

Legenda: Est. = Numero do estudo; N Ctrl = Numero de animais do grupo controle (ajustado); N exp = Numero
de animais do grupo experimental; M = Macho; F = Fémea; R = Rato; C = Camundongo; LE = Long Evans; SD
= Sprague-Dawley; WT = Wild Type varios; KO = knockout varios; Venl. = Venlafaxina; Desvenl. =
Desvenlafaxina; Flx = Fluoxetina; Desi = Desipramina; Imi = imipramina; Prx = Paroxetina; DIx = Duloxetina;

Ago = Agomelatina; TNF = Nado for¢cado; HIN = Hipofagia induzida por novidade; TSC = Teste de suspensao
pela cauda; MCC = Medo condicionado ao contexto; CA = Campo aberto; NSF = Teste de alimentagdo suprimida
pela novidade; EM = Labirinto elevado; LA = Labirinto aquatico; SI = Isolamento social; PS = Preferéncia pela
sacarose; LB = Labirinto de Barnes; TRL = Teste de reconhecimento de localizagdo; ST = Teste Splash; NR =

Nao reporta.
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Para o subgrupo de artigos publicados entre os anos 2009 e 2004 (Tabela 5) incluimos
n = 13 publicagdes e n = 94 estudos, contendo varias linhagens de ratos ou camundongos
machos, tratados com fluoxetina, imipramina ou desipramina e submetidos a testes

comportamentais.

Tabela 5 — Resultados da revisao sistematica 1 das publicacdes entre 2009 e 2004

N N Tipo Dose  Duracio Teste
Publicagio  Ano Est. Marcador Sexo Espécie  Linhagem Ctrl Exp ADT mg/Kg trat. Estresse comportamental
AlAhmed & 2008 1 (@)
Herbert Ki-67 M R LH 5 5 Flx 10 14 NR HIN
2 Ki-67 M R SD 5 5 Flx 10 14 NR HIN
3 Ki-67 M R LH 5 5 Flx 10 14 NR HIN
4 Ki-67 M R SD 5 5 Flx 10 14 NR HIN
Hodesetal 2009 1 BrdU M c MRLMpJ 5 10 Flx 25 21 NR NR
2 BrdU M C MRLMpJ 5 10 Flx 5 21 NR NR
3 BrdU M C MRLMpJ 5 10 Flx 10 21 NR NR
4 BrdU M C MRLMpJ 5 10 Desi 25 21 NR NR
5 BrdU M C MRLMpJ 5 10 Desi 5 21 NR NR
6 BrdU M C MRLMpJ 5 10 Desi 10 21 NR NR
! BrdU M C CSTBL/6) 5 10 Flx 5 21 NR NR
8 BrdU M C CSTBL/6) 5 10 Flx 10 21 NR NR
? BrdU M C CS7BL/6) 5 10 Desi 5 21 NR NR
10 BrdU M C CS7BL/6) 5 10 Desi 10 21 NR NR
1 BrdU M C MRLMpJ 9 9 Flx 5 21 NR NR
12 BrdU M C MRLMpJ 9 9 Flx 5 21 NR NR
13 BrdU M C MRLMpJ 17 18 Desi 5 21 NR NR
14 BrdU M C MRLMpJ 17 18 Desi 5 21 NR NR
15 BrdU M C MRLMpJ 5 10 Desi 5 21 NR NR
16 BrdU M C MRLMpJ 5 10 Flx 5 21 NR NR
17 BrdU M C CS7BL/6) 5 10 Desi 5 21 NR NR
18 BrdU M C CS7BL/6) 5 10 Flx 5 21 NR NR
Baluetal 2009 1 BrdU M C C57BL/6) 10 10 Flx 5 21 NR NR
2 BrdU M C C57BL6) 10 10 Flx 5 21 NR NR
3 BrdU M C C57BL6) 10 10 Flx 5 7 NR NR
4 BrdU M C C57BL6) 10 10 Flx 5 14 NR NR
5 BrdU M C C57BL/6) 10 10 Flx 5 21 NR NR
Czéhetal 20071 BrdU M R Wistar 1,66 6  Flx 10 28 NR NR
2 BrdU M R Wistar 2 6 Flx 10 28 NR NR
3 BrdU M R Wistar 1,66 6 Flx 10 28 NR NR
4 BrdU M R Wistar 2 6 Flx 10 28 NR NR
Encinas etal 2006 1 BrdU NR C NR 8 8§  Flx 10 15 NR NR
2 BrdU NR C NR 8 8 Flx 10 15 NR NR
3 BrdU NR C NR 8 8 Flx 10 15 NR NR
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4 BrdU NR C NR 8 8  Flx 10 15 NR NR
> BrdU NR C NR 8 8  Flx 10 15 NR NR
6 BrdU NR C NR 8 8  Flx 10 15 NR NR
7 BrdU NR C NR 8 8  Flx 10 15 NR NR
8 BrdU NR C NR 8 8  Flx 10 15 NR NR
? BrdU NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
10 BrdU NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
i BrdU NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
12 BrdU NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
13 BrdU NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
14 BrdU NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
B BduNeN  NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
16 BauNeN  NR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
7 BuNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
B BUNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
P BruNeN MR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
20 BuNeN MR C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
2 BuNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
2 BUNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
2 BUNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
2 BUNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
3 BUNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
26 BUNeN R C NR 6 6  Flx 10 15 NR NR
Eom & Jope 2009 1 BrdU M C WT 333 10 Flx 10 21 NR NR
2 BrdU M C KI 333 10 Flx 10 21 NR NR
Guretal 2007 1 BrdU NR C WT 8 8  Desi 125 38 NR TSC; EM; HIN
_ 2 BrdU NR C WT 8 8  Desi 125 38 NR TSC; EM; HIN
Holick etal = 2008 1 BrdU M C BALB/cJ 6 5 Fix 18 28 NR TNF; HIN
2 DCX M C BALB/cJ 6 5 Flx 18 28 NR TNF; HIN
Ibictal 2008 1 BrdU M C NR 6 6 Fix 10 15 NR SL, LA
2 BrdU M C NR 7 7 Fix 10 15 NR SI LA
3 BrdU M C NR 6 6  Flx 10 15 NR SI LA
4 BrdU M C NR 7 7 Flx 10 15 NR SI LA
> BrdU M C NR 6 6 Flx 10 15 NR SL LA
6 BrdU M C NR 7 7 Flx 10 15 NR SL LA
Koetal 2007 1 BrdUDAP  NR C C57BL/6] 4 10  Flx 10uM 2 NR NR
2 BdUDAP  NR c C57BLI6] 4 10 Desi 10uM 2 NR NR
3 BudUGFP MR C C57BLI6] 2 5 Flx  10uM 2 NR NR
* BuUGEP MR C C57BLI6) 2 5 Desi 10uM 2 NR NR
Milleretal 2008 1 BrdU M C DBA/2J 4 5 Flx 18 21 NR NR
2 129S1/Sv1
BrdU M C mJ 12 12 Flx 18 21 NR NR
3 BrdU M C A/J 5 5 Flx 18 21 NR NR
4 BrdU M C SWR/J 6 6  Flx 18 21 NR NR
Pechnick etal = 2008 1 BrdU M C C57BL6) 17 17 Flx 10 21 NR TNF
Wangetal 2008 1 BrdU M C SVEVI29 3 6  Flx 18 5 NR NSF
2 BrdU M C SVEv129 3 6 Flx 18 28 NR NSE
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NSF

3 DCX M C SvEv129 3 6 Flx 18 5 NR
4 NSF
DCX M C SvEv129 3 6 Flx 18 28 NR
> DCX M C SvEv129 3 6 Flx 18 5 NR NSF
6 DCX M C SvEv129 3 6 Flx 18 28 NR NSF
7 DCX M C SvEv129 3 6 Flx 18 5 NR NSF
8 DCX M C SvEv129 3 6 Flx 18 28 NR NSF
? BrdU M C SvEv129 6 6 Flx 18 21 NR NSF
10 NSF
BrdU M C SvEv129 6 6 Flx 18 30 NR
i BrdU NeuN M C SvEv129 6 6 Flx 18 21 NR NSF
12 BrdU NeuN M C SvEv129 6 6 Flx 18 30 NR NSF
13 BrdU DCX NSF
NeuN M C SvEv129 6 6 Flx 18 21 NR
14 NSF
BrdU DCX M C SvEv129 6 6 Flx 18 21 NR
15 BrdU DCX NSF
NeuN M C SvEv129 6 6 Flx 18 30 NR
16 NSF
BrdU DCX M C SvEv129 6 6 Flx 18 30 NR
Legenda: Est. = Numero do estudo; N Ctrl = Niimero de animais do grupo (ajustado); N exp = Namero de animais
do grupo experimental; M = Macho; F = Fémea; R = Rato; C = Camundongo; LH = Lister-Hooded; SD = Sprague—
Dawley; WT = Wild Type varios; KI = Knockin vérios; Flx = Fluoxetina; Desi = Desipramina; TNF = Nado
forcado; HIN = Hipofagia induzida por novidade; TSC = Teste de suspensdo pela cauda; MCC = Medo
condicionado ao contexto; CA = Campo aberto; NSF = Teste de alimentacao suprimida pela novidade; EM =
Labirinto elevado; LA = Labirinto aquatico; SI = Isolamento social; NR = Nao reporta.

Por fim, para o subgrupo de artigos publicados entre os anos 2004 e 2003 (Tabela 6) foi
incluido n = 1 publicagdo e n = 7 estudos, contendo camundongos machos, tratados com
fluoxetina ou imipramina, expostos a situagdes de uCMS e/ou testes comportamentais.

Tabela 6 — Resultados da revisdo sistematica 1 das publicacdes entre 2004 ¢ 2003

N N Tipo Dose  Duragio Teste
Publicagdo  Ano Est. Marcador Sexo Espécie Linhagem Ctrl Exp ADT mg/Kg trat. Estresse comportamental
(dias)

Santarelli etal - 2003 1 BrdU M C  WIeKO 10 10 Fx 10 5 uCMS  NSF; MCC; CA
2 BrdU M C WT e KO 10 10 Flx 10 11 uCMS NSF; MCC; CA

3 BrdU M C WT e KO 10 10 Flx 10 28 uCMS NSF; MCC; CA

4 BrdU M C WT 4,5 9 Flx 10 28 uCMS NSF; MCC; CA

> BrdU M C WT 4,5 9 Flx 20 28 uCMS NSF; MCC; CA

6 BrdU M C KO 4,5 9 Flx 10 28 uCMS NSF; MCC; CA

! BrdU M C KO 4,5 9 Imi 20 28 uCMS NSF; MCC; CA

Legenda: Est. = Numero do estudo; N Ctrl = Numero de animais do grupo controle (ajustado); N exp = Numero
de animais do grupo experimental; M = Macho; C = Camundongo; WT = Wild Type varios; KO = knockout varios;
FIx = Fluoxetina; Imi = Imipramina; MCC = Medo condicionado ao contexto; CA = Campo aberto; NSF = Teste
de alimentagdo suprimida pela novidade.
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3.2 Qualidade das publicagdes

A ferramenta RoB da Syrcle identificou baixos riscos de viés de selecdo nas
publicacdes de Brooker et al., (2017), Baomei et al., (2016) e Samuels et al., (2015)
considerando os trés itens “alocagdo aleatoria”, “alocagdo ocultada” e a “linha de base”; bem
como, nas publicagdes Gur et al., (2007), Ibi et al., (2008), Lyons et al., (2011), Marlatt et al.,
(2010), Marlatt et al., (2013), Albon et al., (2017), Alves et al., (2017), Gemmel et al., (2019),
Aarthi et al., (2017), Grassmé et al., (2015), Bo Jiang et al., (2015a), Possamai et al., (2015) e
Yu et al., (2017) para pelo menos dois destes itens. Altos riscos de viés de selecdo foram
identificados nas publicagdes de Dong et al., (2016) e Zhou et al., (2016). As demais
publicag¢des (Tabela 7), atendem o item de “linha de base”, entretanto os itens “alocacao
aleatoria” ¢ “alocacdo ocultada” sdo “incertos”.

As publicagdes incluidas nesta revisdo apresentam riscos de viés de desempenho
“incertos”, com excecdo de Gur et al., (2007), Lyons et al., (2011) e Yu et al., (2017) que
apresentam baixos riscos de viés de desempenho para os itens “alojamento aleatério” e
“tratamento cego durante o experimento”; as publicacdes de Ibi et al., (2008), Marlatt et al.,
(2010), Marlatt et al., (2013), Albon et al., (2017), Alves et al., (2017), Brooker et al., (2017),
Gemmel et al., (2019), Aarthi et al., (2017) e Bo Jiang et al., (2015a) cumprem apenas o item
que corresponde ao alojamento aleatorio, enquanto as publicacdes de Santarelli et al., (2003),
Pechnick et al., (2008), Pechnick et al., (2011), Grassmé et al., (2015), Khemissi et al., (2014),
Samuels et al., (2015) e Baomei et al., (2016) cumprem apenas o item que corresponde ao
tratamento cego durante o experimento. As publicacdes de Dong et al., (2016) e Zhou et al.,
(2016) possuem alto risco de viés de desempenho para ambos os itens avaliados, bem como
Possamai et al., (2015), devido a mengao a auséncia de cegamento do pesquisador durante o
experimento.

Os riscos de viés de deteccio sdo baixos nas publicacdes de Czéh et al., (2007), Ibi et
al., (2008), Hodes et al., (2009), Lyons et al., (2011), Pechnick et al., (2011), Yuxiu Su et al.,
(2009), Bonassoli et al., (2012), Wang et al., (2011), Gemmel et al., (2019), Khemissi et al.,
(2014), Possamai et al., (2015), Samuels et al., (2015) e Tamura Y et al., (2016). As publicagdes
AlAhmed, (2008), Asokan et al., (2014), Klomp et al., (2014), Marlatt et al., (2010), Ohira,
(2011) e Soumier et al., (2009) mencionaram apenas a avaliagdo aleatoria dos resultados
adequadamente, enquanto as publicacdes de Santarelli et al., (2003), Balu et al., (2009), Gur et

al., (2007), Holick et al., (2008), Miller et al., (2008), Pechnick et al., (2008), Wang et al.,
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(2008), Eom e Jope, (2009), Kitamura et al., (2011), Nollet et al., (2012), Duman et al., (2009),
Yanpallewar et al., (2010), Zhou et al., (2011), Brooker et al., (2017), Grassmé¢ et al., (2015),
Yuki et al., (2015), Bo Jiang et al., (2015b), McAvoy et al., (2015), Sachs e Caron, (2015),
Tyler et al., (2014), Baomei et al., (2016) e Yu et al., (2017), mencionam a avaliagdo cega dos
resultados. Altos riscos de viés sdo novamente evidenciados nas publicagdes de Dong et al.,
(2016) e Zhou et al., (2016). O risco de viés de relatorio que corresponde ao item de desfechos

adequados foi baixo em todas as publicagdes incluidas, exceto em Duman et al., (2009), que foi

incerto.
Tabela 7 — Ferramenta RoB da Syrcle para a revisao sistematica 1
Risco de viés

Selegdo Desempenho Detecgéo Relatério

Publicacdes entre Alocagdo Linhade  Alocagdo Alojamento Tratament Avaliagdo Avaliagdo  Desfechos

2003 a2009/2009 a  adequada base ocultada aleatorio o cego aleatodria dos cega adequados

2014 € 2014 a 2019 resultados

Santarelli et al., 2003 Incerto Sim Incerto Incerto Sim Incerto Sim Sim
AlAhmed 2008 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Incerto Sim
Hodes et al., 2009 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Balu et al., 2009 Incerto S Incerto Incerto Incerto Incerto S Sim
Czéh et al., 2007 Incerto Sim Incerto heare TicEhe Sim Sim Sim
Encinas et al., 2006 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Eom e Jope, 2009 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Gur et al., 2007 Sim Sim Incerto Sim Sim Incerto Sim Sim
Holick et al., 2008 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Ibi et al., 2008 Sim Sim Incerto Sim Incerto Sim Sim Sim
Ko et al., 2007 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Miller et al., 2008 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Pechnick et al., 2008 Incerto Sim Incerto Incerto Sim Incerto Sim Sim
Wang et al., 2008 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Asokan et al., 2014 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Incerto Sim
Diaz et al., 2012 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Eom & Jope, 2009 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Ferres et al., 2013 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Hodes et al., 2010? Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Hodes et al., 2010b Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Hodes et al., 2009 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim Sim
Huang et al., 2012 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Kitamura et al., 2011 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Klomp et al., 2014 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Incerto Sim
Lee et al., 2011 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Lyons et al., 2011 Sim Sim Incerto Sim Sim Sim Sim Sim
Marlatt et al., 2010 Sim Sim Incerto Sim Incerto Sim Incerto Sim
Marlatt et al., 2013 Sim Sim Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim
Mendez et al., 2014 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
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Nollet et al., 2012
Ohira, 2011
Pechnick et al., 2011
Sachs et al., 2013
Soumier et al., 2009
Duman et al., 2009
Yuxiu Su et al., 2009
Bonassoli et al., 2012
Wang et al., 2011
Yanpallewar et al., 2010
Zhou et al., 2011
Albon et al., 2017
Alves etal., 2017
Amellem et al., 2017
Brooker et al., 2017
Xixia Chu et al., 2016
Dong et al., 2016
Gemmel et al., 2019
Aarthi et al., 2017
Grassmée et al., 2015
Jiaojie et al., 2015
Yuki et al., 2015
Bo Jiang et al., 2015a
Bo Jiang et al., 2015b
Bo Jiang et al., 2017
Khemissi et al., 2014
McAvoy et al., 2015
Possamai et al., 2015
Sachs & Caron, 2015
Samuels et al., 2015
Tamura Y et al., 2016
Tyler et al., 2014
Baomei et al., 2016
Yu et al., 2017
Zhou et al., 2016
Qi-Gang et al., 2016

Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Sim Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Incerto
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Sim Sim Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim
Sim Sim Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Sim Sim Sim Sim Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Sim Sim
Sim Sim Incerto Sim Incerto Sim Sim Sim
Sim Sim Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim
Sim Sim Incerto Incerto Sim Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Sim Sim Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Sim Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Sim Sim Incerto Incerto - Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Sim Sim Sim Incerto Sim Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Sim Sim Sim Incerto Sim Incerto Sim Sim
Sim Sim Incerto Sim Sim Incerto Sim Sim
Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Legenda: resultados da ferramenta RoB da Syrcle para a revisdo sistematica 1 (dados da pesquisadora JAB). A

primeira coluna faz uma mengao as publicagdes incluidas e o ano de publicagdo. As colunas subsequentes reportam

oito perguntas de sinalizagdo avaliadas a partir dos estudos incluidos para investigar diversos riscos de viés, sdo

elas: 1- alocag@o adequada (viés de selecdo); 2- grupos semelhantes a linha de base (viés de selego); 3- alocagdo

ocultada (viés de selegdo); 4- alojamento aleatorio (viés de desempenho); 5- tratamento cego durante o

experimento (viés de desempenho); 6- aleatorizagdo para avaliagdo de resultados (viés de detecgdo); 7- avalicao

cega (viés de detecgdo) e, 8- desfechos adequadamente abordados (viés de relatorio). Os dominios estabelecidos

para avaliar risco de viés sdo classificados como “alto

EEINNT3

incerto” e “baixo risco”, de acordo com Hooijmans et
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al., (2014). Sempre que o autor menciona o procedimento adequadamente, atribuimos julgamento “sim” e o risco
de viés ¢é baixo; sempre que o autor ndo deixa claro como foi realizado, atribuimos julgamento “incerto” e o risco
de viés ¢ incerto; e, sempre que o autor menciona que nao realizou ou constatamos ndo foi capaz de evitar viés,

atribuimos julgamento “n0”, que corresponde a risco alto de viés.

3.3 Concordancia inter-observadores dos dados qualitativos — Kappa de Cohen ()

Indices para concordancia observada (Po), concordancia ao acaso (Pr) e Kappa de
Cohen (x) de avaliagdes inter-observadores foram calculados no pacote jupyter notebook do
Python. As variaveis qualitativas dos subgrupos antidepressivo, sexo, espécie, marcador de
neurogénese hipocampal, protocolo de estresse, testes comportamentais e protocolo de
proliferagdo ou sobrevivéncia; bem como, as varidveis quantitativas dos subgrupos dose de
antidepressivo, numero de injegdes e dose do marcador BrdU estdo apresentados na tabela 8§, e

foram interpretados de acordo com Lehner (1960) e Landis e Koch (1977).

Tabela 8 — Analises de concordancias de dados inter-observadores para a revisao

sistematica 1

Po P K LICk 95% LSCx 95%
Antidepressivos 0,76 0,48 0,53 0,46 0,60
Sexo 0,79 0,44 0,62 0,56 0,68
Espécies 0,79 0,46 0,62 0,55 0,68
Marcadores 0,95 0,32 0,93 0,90 0,96
Stress 0,72 0,61 0,27 0,17 0,37
Dose de ADT 0,77 0,13 0,73 0,69 0,77
Injecdes de BrdU 0,54 0,19 0,44 0,39 0,49
Dose de BrdU 0,71 0,13 0,66 0,61 0,70
Ferramenta RoB 0,88 0,48 0,77 0,70 0,83
Testes comportamentais 0,61 0,19 0,52 0,47 0,57
Proliferacao/ sobrevivéncia 0,58 0,13 0,51 0,46 0,56

Legenda: Po= concordancia observada; Pr= concordancia ao acaso; k = Kappa de Cohen; LICk 95% = limite
inferior ao intervalo de confianga de Kappa; LSCk 95% = limite superior ao intervalo de confianca de Kappa;
ADT = antidepressivo. Elaborado pela autora.
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3.4 Dados quantitativos e meta-analise

A revisdo sistematica 1 apresentou CES positivo em 0,81 (CES = 0,81) e
estatisticamente significativo, os limites do intervalo de confianga (IC 95%) em 0,71 a 0,92.
Devido ao grande niimero de estudos incluidos e a extensdo do grafico de floresta, escolhemos
ndo apresentar aqui o resultado da meta-andlise global (n = 526 estudos). Deste modo,
disponibilizamos uma versaio em pdf na plataforma OSF, disponivel no link
(https://osf.io/tzbxk/) e, apresentamos aqui, os graficos de florestas e resultados das meta-
analises para os subgrupos de publicagdes que compreendem os anos de 2019 a 2014; 2014 a
2009 e 2009 a 2003, respectivamente. OBS: ¢ importante utilizar a fungcdo zoom nos gréaficos

de florestas apresentados a seguir para melhor resolucao.
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Figura 6 — Grafico de floresta e resultado da meta-analise para as publicagdes de
201922014

Autor, ano de publicagdo e experimento ES 95% (IC)
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Legenda: Grafico de floresta e resultado da meta-analise das publica¢des de 2019 a 2014. Os efeitos observados
para cada estudo individual (quadrados pretos) com seus respectivos intervalos de confianga (linhas horizontais) e
o efeito da meta-analise de cada subgrupo (losangos pretos). Estudos localizados a esquerda da linha central (0),
aqui representa a auséncia de efeito e indicam a diminui¢éo da neurogénese no hipocampo adulto pelo tratamento
com antidepressivos. Enquanto que, os estudos localizados a direita da linha central indicam o aumento da
neurogénese no hipocampo apos o tratamento com antidepressivos. ES = Effect Size (tamanho de efeito); 95% IC
= intervalo de confianga de 95%; RE model = modelo de efeitos aleatdrios; Stardardized Mean Difference= Média
da diferenca padronizada. OBS: ¢ importante utilizar a fungdo zoom para melhor resolugao.
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ES 95% (IC)

Figura 7 — Gréfico de floresta e resultado da meta-analise para as publicagdes de
2014 a 2009
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para cada estudo individual (quadrados pretos) com seus respectivos intervalos de confianga (linhas horizontais) e
o efeito da meta-analise de cada subgrupo (losangos pretos). Estudos localizados a esquerda da linha central (0),
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Figura 8 — Grafico de floresta e resultado da meta-analise para as publicagdes de
2009 a 2003

Autor, ano de publicagdo e experimento ES 95% (IC)
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Legenda: Grafico de floresta e resultado da meta-analise das publica¢des de 2009 a 2003. Os efeitos observados
para cada estudo individual (quadrados pretos) com seus respectivos intervalos de confianga (linhas horizontais) e
o efeito da meta-analise de cada subgrupo (losangos pretos). Estudos localizados a esquerda da linha central (0),
aqui representa a auséncia de efeito e indicam a diminui¢do da neurogénese no hipocampo adulto pelo tratamento
com antidepressivos. Enquanto que, os estudos localizados a direita da linha central indicam o aumento da
neurogénese no hipocampo apos o tratamento com antidepressivos. ES = Effect Size (tamanho de efeito); 95% IC
= intervalo de confianga de 95%; RE model = modelo de efeitos aleatdrios; Stardardized Mean Difference= Média
da diferenca padronizada. OBS: ¢ importante utilizar a fun¢do zoom para melhor resolucao.

Um total de n = 6.733 animais foram incluidos entre os grupos controles, que receberam
veiculo ou salina ou grupos tratados, que receberam a intervengdo farmacoldgica com
antidepressivo. Os animais que receberam a intervengdo farmacologica somam n = 3.871
animais, ratos ou camundongos, enquanto os que receberam veiculo ou salina somam um total
de n = 2.863 animais. A fluoxetina esta presente em n = 422 estudos incluidos; em sequéncia
aparece a imipramina presente em n = 35 estudos e a desipramina em n = 15 estudos. A
venlafaxina e a desvenlafaxina possuem n = 12 estudos. A paroxetina, a agomelatina, a

duloxetina e a amitriptilina também sdo relatados, no entanto, em um nimero menor de estudos.

3.5 Qualidade dos estudos incluidos na meta-analise

A analise trim-and-fill identificou n = 67 estudos ausentes na analise global e possiveis
indicios de vieses de publicagdo (Figura 9). A heterogeneidade dos n = 526 estudos incluidos
resultou em valores para tau? (heterogeneidade total) ou que indicam a extensdo entre os efeitos
observados dos diferentes estudos de 0.9677 (SE = 0.0883); raiz quadrada de tau em de 0.9837;
P> (heterogeneidade total/variabilidade total) em 70,58%; e valores de H? (variabilidade
total/variabilidade da amostra) em 3,40. A heterogeneidade acima de 70% adquire
interpretacdo de “substancial” a “consideravel” (DEEKS et al., 2008; ISRAEL e RICHTER,
2011), tornando necessaria uma investigacdo por subgrupos por meio de meta-analise
estratificada. A correcdo pela andlise trim-and-fill resultou em uma variagdo pequena para
heterogeneidade (70,58% para 78,43%), embora o tamanho de efeito, inicialmente com
magnitude de efeito considerado grande (CES = 0,81) tenham reduzido para magnitude média
(CES = 0,54), entretanto, mantiveram-se estatisticamente significativos e a favor da

intervengao.
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Figura 9 — Grafico de funil e analise trim-and-fill global para revisao sistematica 1
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Legenda: grafico de funil (A) e andlise trim-and-fill (B) indicando a presenca de viés de publicagdo. Os
graficos sdo apresentados neste estudo diretamente do software R Studio, por esta razdo, os termos estdo
descritos em inglés. O termo “studies” significa estudos; “filled studies” sdo os estudos ausentes na analise;
“standard error” ¢ a denominag@o para erro padrdo; e, “standadized mean difference” significa diferenca da
média padronizada. Os tamanhos dos efeitos (pontos pretos) sdo calculados a partir de n = 526 estudos e
plotados contra seus erros padrdo, criando um grafico de funil assimétrico (linhas pretas pontilhadas). A analise
trim-and-fill indicou que n = 67 estudos sdo necessarios para criar assimetria no grafico de funil. O tamanho
de efeito combinado variou de CES = 0,81 para CES = 0,54. Estudos que possuem menor erro padrdo estao
plotados na parte superior do eixo y (eixo das ordenadas), enquanto o eixo x (eixo das abcissas) mostra o
tamanho de efeito de cada estudo e o efeito combinado (linha central ou linha do valor estimado do tamanho
do efeito global); pontos pretos representam os estudos incluidos na anélise e os pontos brancos representam
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os estudos ausentes. A plotagem de funil e trim-and-fill para a investiga¢do de viés de publica¢do temporal
estdo disponiveis no apéndice E deste trabalho.

3.6 Anadlises estratificadas para subgrupos

Estratificamos os dados dos subgrupos “marcadores de neurogénese” (BrdU, DCX, Ki-
67, BrdU NeuN, DCX Ki-67, BrdU DCX, DCX DCX/NeuN, BrdU DAP, BrdU GFAP, DCX
GFP e BrdU Tbr2), “animais” (ratos € camundongos), “linhagens de ratos” (Wistar, Long
Evans, Sprague-Dawley e Lister-Hooded), “linhagens de camundongos” (C57BL/6J, BALB/cJ,
DG-1A, Wild Type, MRL/MpJ, Knockout, SVEv129, Tph2KIl, Swiss e camundongos sem
identificacdo para linhagem “NR”), “sex0” (fémea ou macho) e “antidepressivos” (fluoxetina,
imipramina, desipramina, venlafaxina, desvenlafaxina, paroxetina, agomelatina, duloxetina e
amitriptilina).

Neste estudo, os camundongos somam um total de n = 5.229 animais em n = 387
estudos, sendo que, n = 2.915 animais estdo alocados no grupo que receberam intervengao
farmacoldgica, ou seja, tratado com antidepressivo, e n = 2.314 animais alocados no grupo que
receberam veiculo ou salina, ou seja, o grupo controle. Os ratos somam um total de n = 1.504
animais em n = 139 estudos, sendo n = 956 animais alocados no grupo que receberam
intervengdo farmacologica e n = 548 animais no grupo controle, que receberam veiculo ou
salina. As investigagdes quantitativas para o efeito antidepressivo identificaram n = 382 estudos
e cerca de n = 4.831 animais para o subgrupo machos; e, n = 78 estudos e n = 1.160 animais
para o subgrupo fémeas. Bem como, n =5 estudos em protocolos mistos (machos e fémeas, que
somam n = 56 animais e n = 61 estudos sem meng¢do ao sexo utilizado (NR), que representa
cerca de n = 687 animais.

As principais linhagens de ratos investigadas em nosso estudo sdo Wistar (n = 67
estudos e n = 669 ratos), Long Evans (n = 24 estudos e n = 180 ratos) e Sprague-Dawley (n =
19 estudos e n = 619 ratos); e as linhagens de camundongos sdao C57BL/6J (n = 133 estudos e
n = 2.346 camundongos), BALB/cJ (n = 31 estudos € n = 370 camundongos), DG-1A (n =24
estudos e n = 384 camundongos, Wild Type varios (n = 24 estudos e n = 339 camundongos),
MRL/MpJ (n =23 estudos e n = 386 camundongos), Knockout vérios (n =21 estudos e n =407
camundongos) e SVEv129 (n = 16 estudos e n = 168 camundongos). Protocolos de estresse
estdo presentes em n = 53 estudos e cerca de n = 620 animais, enquanto protocolos que nao

reportam estresse representam n = 473 estudos e n = 6.113 animais.
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Na tabela a seguir, apresentamos as sinteses quantitativas de estratificagdes de

subgrupos de acordo com a populagdo para a revisao sistematica 1.

Tabela 9 — Sintese quantitativa de estratificagdes em subgrupos para Populacao

N N CES LIC LSC %
estudos | animais 95% 95% heterogeneidade
Total 526 6.733 0,81 0,71 0,92 70,58
Subgrupo espécie dos animais
Ratos 139 1.504 0,23 0,07 0,39 46,73
Camundongos 387 5.229 1,0 0,88 1,12 72,33
Subgrupo sexo dos animais
Machos 382 4.831 0,80 0,67 0,93 73,17
Fémeas 78 1.160 0,57 0,39 0,76 53,98
Mistos 5 56 -0,07 | -0,95 0,81 60,54
NR 61 687 1,30 1,03 1,57 55,42
Subgrupo linhagens de ratos
Wistar 67 669 0,06 —-0,22 0,33 57,31
Long Evans 24 180 -0,01 -0,38 0,37 0,00
Sprague-Dawley 19 619 0,32 -0,13 0,77 45,55
Lister-Hooded 4 36 1,03 0,28 1,79 0,00
Subgrupo linhagens de camundongos
C57BL/6J 133 2.346 1,50 1,26 1,73 78,47
BALB/cJ 31 370 0,69 0,30 1,09 66,68
DG-1A 24 384 1,11 0,89 1,32 0,00
Wild Type varios 24 339 1,16 0,82 1,50 45,89
MRL/MpJ 23 386 0,96 0,48 1,44 76,18
Knockout varios 21 407 0,13 -0,10 0,35 0,00
SvEv129 16 168 0,74 0,15 1,34 66,54
Tph2KI 144 -0,47 - 0,87 -0,08 2591
Swiss 41 0,98 0,23 1,74 0,00
NR 32 422 1,05 0,81 1,28 22,15
Subgrupo protocolo de estresse
Estresse 53 620 0,55 0,25 0,85 64,50
Nao-estresse 473 6.113 0,84 0,73 0,95 71,13

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianga de 95%; N = Tamanho da amostra; NR = Nao reporta.
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Valores de heterogeneidade (/#) em 0,00 foram visualizados em meta-analises que
utilizaram estudos de uma unica publicacdo, ou possuiam a populagdo, a intervencdo e o
desfecho, semelhantes entre si.

Nas intervencdes (Tabela 10), as investigacdes do tamanho de efeito dos
antidepressivos utilizaram predominantemente a fluoxetina, identificada em n = 422 estudos e
cerca de n = 5.796 animais. A imipramina foi identificada em n = 35 estudos e cerca de n =318
animais, a desipramina em n = 15 estudos e cerca de n = 241 animais, a venlafaxina e a

desvenlafaxina foram identificadas em n = 12 estudos e cerca de 90 animais em cada subgrupo.

Tabela 10 — Sintese quantitativa de estratificagdes em subgrupos para Intervengado

N N CES LIC LSC %
estudos | animais 95% 95% heterogeneidade
Total 526 6.733 0,81 0,71 0,92 70,58
Subgrupo tipos de antidepressivos
Fluoxetina 422 5.796 0,89 0,77 1,00 73,40
Imipramina 35 318 0,47 0,08 0,87 50,79
Desipramina 15 241 0,58 0,22 0,93 35,48
Venlafaxina 12 90 0,04 -0,49 0,57 0,00
Desvenlafaxina 12 90 0,05 -0,58 0,47 0,00
Paroxetina 7 57 2,37 1,66 3,07 0,00
Agomelatina 6 96 0,79 0,05 1,53 66,35
Duloxetina 4 29 0,27 -0,66 1,21 0,00
Amitriptilina 2 16 1,01 -0,76 2,78 51,68

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianca de 95%; N = Tamanho da amostra.

Para os desfechos (Tabela 11), as células neuronais foram marcadas principalmente
pelo marcador molecular BrdU (n = 261 estudos e n = 3.608 animais), DCX (n = 142 estudos
e n = 1.840 animais), Ki-67 (n= 51 estudos e n = 572 animais) e BrdU NeuN (n = 40 estudos
e n =426 animais). Em protocolos de proliferacao na regiao do hipocampo adulto de roedores
foram identificados em n = 305 estudos e cerca de n = 4.383 animais, enquanto o protocolo de
sobrevivéncia fora identificado em n = 112 estudos e cerca de n = 1.206 animais. Ainda, n =
109 estudos nao relataram (NR) investigagdes de proliferagdo ou sobrevivéncia, € somam cerca

de n = 1.144 animais.

73



Tabela 11 — Sintese quantitativa de estratificacdes em subgrupos para Desfecho

N N CES LIC LSC %
estudos | animais 95% 95% heterogeneidade
Total 526 6.733 0,81 0,71 0,92 70,58
Subgrupo marcadores de neurogénese
BrdU 261 3.608 0,87 0,75 0,99 61,34
DCX 142 1.840 1,00 0,78 1,22 76,30
Ki-67 51 572 0,13 -0,28 0,53 77,44
BrdU NeuN 40 426 0,83 0,43 1,23 68,11
DCX Ki-67 8 46 0,44 -1,00 1,87 74,41
BrdU DCX 2 62 2,18 1,16 3,20 0,00
DCX DCX/NeuN 4 30 -0,00 | -1,10 1,10 28,55
BrdU DAP 2 28 1,35 0,45 2,24 0,00
BrdU GFP 5 58 -0,83 | -1,46 | - 0,20 0,00
DCX GFP 3 36 -0,50 | -1,51 0,52 54,58
BrdU Tbr2 2 16 3,13 1,66 4,59 0,00
Subgrupo protocolo de proliferacio e sobrevivéncia
Proliferagao 305 4.383 1,05 0,92 1,19 73,02
Sobrevivéncia 112 1.206 0,83 0,61 1,05 61,91
NR 109 1.144 0,07 -0,11 0,25 47,18

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianga de 95%; N = Tamanho da amostra; NR = Nao reporta.

As andlises de trim-and-fill identificaram estudos ausentes nas estratificacoes dos
subgrupos de ratos (n = 5 estudos ausentes); camundongos (n = 71 estudos ausentes); nas
linhagens Sprague-Dawley (n = 5 estudos ausentes), C57BL/6J (n = 28 estudos ausentes),
BALB/cJ (n = 3 estudos ausentes), DG-1A (n = 6 estudos ausentes) e Wild Type vérios (n =5
estudos ausentes). Para o protocolo de ‘“ndo-estresse” (n = 67 estudos ausentes); nos
antidepressivos fluoxetina (n = 68 estudos ausentes) e desvenlafaxina (n = 1 estudo ausente); o
marcador molecular de neurogénese BrdU (n = 37 estudos ausentes), bem como, DCX (n =15
estudos ausentes) e BrdU NeuN (n = 5 estudos ausentes). O protocolo de proliferagdo (n = 58
estudos ausentes) e sobrevivéncia (n = 12 estudos ausentes). Na tabela a seguir, apresentamos

uma “corre¢ao” pelo viés de publicagdo para o tamanho de efeito combinado para estes estudos.
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Tabela 12 — Analises trim-and-fill das estratificagdes dos subgrupos

Subgrupos Estudos ausentes | CES ajustado LIC 95% LSC 95%
Populacio
Subgrupo espécie dos animais
Ratos 5 0,16 -0,01 0,34
Camundongos 71 0,65 0,51 0,78
Subgrupo linhagem de ratos
Sprague-Dawley 5 -0,05 - 0,89 0,79
Subgrupo linhagem de camundongos
C57BL/6] 28 1,05 0,79 1,31
BALB/cl 3 0,51 0,09 0,94
DG-1A 6 1,00 0,80 1,19
Wild Type vérios 5 0,93 0,56 1,31
Subgrupo protocolo de estresse
Nao-estresse 67 0,54 0,42 0,67
Intervencio
Subgrupo tipos de antidepressivos
Fluoxetina 68 0,55 0,42 0,69
Desvenlafaxina 1 -0,14 - 0,64 0,37
Desfecho
Subgrupo marcador de neurogénese
BrdU 37 0,63 0,49 0,76
DCX 15 0,74 0,49 0,99
BrdU NeuN 5 0,58 0,15 1,00
Subgrupo protocolo de proliferagdo e sobrevivéncia

Proliferacao 58 0,68 0,53 0,84
Sobrevivéncia 12 0,62 0,38 0,85

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianca de 95%.
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4. DISCUSSAO REVISAO SISTEMATICA 1

Nesta revisao sistematica e meta-analise, os resultados mais importantes foram as
estimativas de aumento estatisticamente significativo da neurogénese hipocampal adulta pelo
tratamento com farmacos antidepressivos, num efeito global grande de 0,81 (CES = 0,81).
Além disso, a alta heterogeneidade dos estudos e as estratificagdes em subgrupos possibilitaram
observar que os antidepressivos interferem na neurogénese hipocampal em diferentes graus
dependendo das particularidades da populagdo, da intervencao e dos desfechos estudados.

Com relagdo a populacdo, o aumento da neurogénese hipocampal adulta parece ter
sido influenciada pela espécie de animal experimental incluida em nosso estudo. Embora em
ambas as espécies os antidepressivos tenham efeitos positivos sobre a neurogénese, os estudos
que utilizaram camundongos como animal experimental possuem tamanho de efeito maior
(CES = 0,65) do que os estudos que utilizaram ratos (CES = 0,16). Os machos representam o
sexo mais comumente utilizado nos experimentos, entretanto, machos e fémeas apresentaram
tamanho de efeito positivo e estatisticamente significativos, embora o CES dos machos tenha
sido maior que em fémeas. Ja ¢ sabido que os machos sdo de fato, o sexo mais relatado em
pesquisas basicas (KOKRAS et al., 2015; MARQUES et al., 2016), por este motivo, carecemos
de conhecimento sobre vérios aspectos neurobiologicos em fémeas. As inconsisténcias nos
resultados, trazidas pelas diferencas sexuais estdo entre as justificativas mais corriqueiras para
nao se incluir fémeas em desenhos experimentais (KOKRAS et al., 2014), desencorajando a
inclusdo de fémeas em estudos de testes comportamentais, por exemplo (MARQUES et al.,
2016). As fémeas em particular, possuem hormonios femininos importantes no aumento da
proliferacdo e sobrevivéncia de novos neuroénios no hipocampo adulto em relacdo aos machos,
como a progesterona e estrogénio (MCCLURE; BARHA e GALEA, 2013; CHAN et al., 2014).
Entretanto, em modelos animais, existem inimeros fatores envolvidos que fazem com que os
niveis comportamentais mesmo em uma Unica espécie, nem sempre respondam de maneiras
semelhantes (MARQUES et al., 2016). Essas possiveis diferencas na neurogénese poderiam
explicar, pelo menos em parte, porque os camundongos machos sao mais estudados que as
fémeas. Para Marques et al., (2014) ¢ importante que pesquisas futuras investiguem aspectos
neurofisioldgicos no modelo feminino para que o desenho de intervengdes translacionais seja
tao eficaz em fémeas quanto em machos (MARQUES et al., 2014).

Existem poucos estudos disponiveis em humanos, no entanto, as evidéncias sugerem

que as mulheres possuem maiores numeros de células progenitoras em divisao em relagdo aos
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homens; e que, grupos tratados com antidepressivos aparentemente, possuem mais células em
divisdo do que os grupos controles, mas a diferenca ¢ estatisticamente inconclusiva
(BOLDRINI et al., 2012). Em relagao as condigdes de estresse, os autores supdem que
pesquisas futuras deveriam investigar a relagdo da fung¢do hipocampal as respostas
neuroenddcrinas ao estresse em estudos clinicos (BOLDRINI et al., 2012).

Além da espécie e sexo, as linhagens também desempenham um papel sobre o efeito
dos antidepressivos na neurogénese hipocampal. Em ratos, mesmo para linhagens encontradas
em grande numero de estudos incluidos, as estimativas de tamanho de efeito foram
estatisticamente inconclusivas. Em camundongos, as estimativas de tamanho de efeito foram
estatisticamente significantes, a favor da intervencdo para as principais linhagens e com
magnitudes variando de média (BALB/cJ) a grande (C57BL/6J, DG-1A e Wild Type varios).

A linhagem C57BL/6J foi investigada em modelos de ansiedade, depressdo e estresse
em estudos anteriores (DAVID et al., 2009). David e colaboradores induziram estados ansiosos
e depressivos em camundongos C57BL/6J com corticosterona Smg/kg/dia durante 4 semanas,
e administraram diariamente 40mg/kg de imipramina e 18mg/kg de fluoxetina nas 3 semanas
seguintes. Foi observado um efeito positivo e significativo do tratamento com antidepressivos
no teste do nado for¢ado (DAVID et al., 2009), sugerindo a eficicia do tratamento nesta
linhagem. Além disso, os camundongos C57BL/6]J em comparagdo com outras linhagens,
possuem maiores numeros de células neuronais em proliferacdo na zona subgranular do giro
dentado (DAVID et al., 2009) e, portanto, o tamanho de efeito nesta linhagem, evidenciado em
nosso estudo, pode ser consequéncia desta condigdao. Cabe ressaltar que o CES nos animais
estressados foi menor que em animais ndo estressados o que concorda com os estudos que
apontam para diminui¢do da neurogénese hipocampal por exposicdo ao estresse (LEE et al.,
2013; FITZSIMONS et al., 2016; LUCASSEN et al., 2016; WILLNER, 2017; PATEL et al.,
2019; PLANCHEZ; SURGET e BELZUNG, 2020).

Com relagdo a intervencdo, observou-se que os efeitos sobre a neurogénese
hipocampal dependeram do tipo de composto antidepressivo. A fluoxetina, por exemplo, mais
comumente prescrita para o tratamento de transtorno depressivo maior (DAVID et al., 2009),
representa n = 422 estudos e cerca de n = 5.796 roedores, além disso, apresentou um tamanho
de efeito estatisticamente significativo e grande. O tamanho de efeito da fluoxetina na
neurogénese hipocampal adulta, neste caso, pode ser investigada em estudos futuros com a
inclusdo de controles negativos, por exemplo. A imipramina (n = 35 estudos) e a desipramina

(n = 15 estudos), antidepressivos da classe dos triciclicos, apresentaram estimativas de
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tamanhos de efeito significantes com magnitudes pequena e média, respectivamente. A
paroxetina que, assim como a fluoxetina também ¢ um inibidor seletivo da recaptacdo da
serotonina, apresentou tamanho de efeito de magnitude imensa (CES = 2,37) e estatisticamente
significante, talvez por ter sido utilizada em um niimero menor de estudos (n = 7 estudos).
Existem dados indicando que existe uma relag@o inversa entre o tamanho amostral e o tamanho
de efeito (SLAVIN e SMITH, 2009) que pode ser explicado pelo baixo poder estatistico do
estudo (ROCHEFORT-MARANDA, 2020). Além da possibilidade de inflar o tamanho de
efeito, amostras pequenas podem levar a auséncia de significancia estatistica, ou seja, a
resultados inconclusivos decorrentes de baixo poder estatistico (BUTTON et al., 2013). Baixo
poder estatistico poderia explicar o caso da duloxetina (n = 4 estudos), um inibidor seletivo da
recaptacdo de serotonina e noradrenalina, que apresentou tamanho de efeito “pequeno” e
inconclusivo. Outras estimativas que podem ter sido consideradas inconclusivas por baixo
poder estatistico incluem os calculos de CES para os inibidores seletivos da recaptagdo de
serotonina ¢ noradrenalina tais como os efeitos “muito pequenos” da venlafaxina,
desvenlafaxina (n = 12 estudos cada) ou “grande” do triciclico, amitriptilina (n = 2 estudos).
Além destes, foi inconclusiva e estimativa de efeito “médio” da agomelatina (n = 6 estudos),
um agonista potente dos receptores da melatonina. Assim, CES menores, como em
determinados antidepressivos, podem ter sido influenciados pelo menor tamanho amostral. E
desta forma, sugerimos um maior niimero de estudos experimentais para estimar o CES quando
os resultados se mostrarem “inconclusivos”. Além disso, o tamanho da amostra parece ser mais
importante que o mecanismo de agdo para explicar a variagdo de magnitude e significancia do
CES entre os compostos antidepressivos.

O tamanho da amostra e o tamanho de efeito da fluoxetina foram grandes o suficiente,
para sugerir que a neurogénese na regiao do hipocampo pode estar sendo estimulada pela acao
da serotonina, € em menores propor¢des pela noradrenalina e dopamina. Tais suposigdes ja
foram observadas em estudos anteriores (para exemplo: LINO DE OLIVEIRA et al., 2020).
Além disso, estudos publicados ja haviam sugerido que os inibidores seletivos da recaptacio de
serotonina em neurodnios pré-sinapticos exercem sua acdo comportamental em roedores através
de alteragdes celulares e moleculares no hipocampo e outras estruturas encefélicas
(SANTARELLI et al., 2003; AIRAN et al., 2007; DAVID et al., 2007; SURGET et al., 2008,
WANG et al., 2008; DAVID et al., 2009). A hipotese € que, estas alteracdes no sistema
serotonérgico seriam provocadas pelo estresse, que por sua vez ¢ responsavel pela

dessensibilizacao dos autoreceptores 5-HT1a (HENSLER, ADVANI e MONTEGGIA, 2007),
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aumentando a liberagdo da serotonina e influenciando positivamente no efeito dos inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina (DAVID et al., 2009). Ainda, a serotonina ¢ um regulador
chave da divisdo celular, migracdo e diferenciacdo neuronal (MICHELI et al., 2018), e,
possivelmente, a formacdo de novos neurdnios seriam dependentes desta alteracdo celular e
molecular causada pelo sistema serotonérgico no hipocampo adulto.

Com relagdo aos desfechos se observou que os efeitos dos antidepressivos sobre a
neurogénese hipocampal sdo mais evidentes quando avaliados utilizando BrdU do que DCX ou
Ki-67. As quantificagdes de células estimadas pelos marcadores moleculares apresentaram
efeito grande e significativo para BrdU e DCX, e efeito pequeno e inconclusivo para Ki-67.
Observacdo semelhante foi feita em um estudo piloto recente, no qual o tamanho de efeito
combinado para as células neuronais imaturas ou em estagios finais de matura¢ao no hipocampo
apresentavam efeito médio (DCX) a grande (BrdU), ambos significativos. O marcador que nao
discrimina entre os diferentes estagios de proliferagdo (Ki-67) apresentou efeito pequeno e
inconclusivo (LINO DE OLIVEIRA et al., 2020). O efeito pequeno para Ki-67, possivelmente,
estaria sendo influenciado pelo tamanho amostral e, portanto, para quantificar efeitos menores
torna-se necessario determinar um tamanho de amostra apropriada, visto que sdo inversamente
proporcionais aos tamanhos de efeito (BEZEAU e GRAVES, 2001; LINO DE OLIEIRA et al.,
2020). Paralelamente, o efeito grande e estatisticamente significativo de BrdU pode ser
atribuido a capacidade da fluoxetina, durante a proliferagdo celular, causar um leve aumento de
células BrdU positivas (BrdU") no hipocampo apos 5 dias (MALBERG et al., 2000) e
consideravelmente apds 1 semana (MICHELI et al., 2017).

Conclusdes confidveis a favor ou contra uma intervencao sdo dependentes da validade
destes dados (HOOIIMANS et al.,, 2014). Viés de publicagdo sdo passiveis de serem
encontrados em diversas areas de pesquisas, inclusive na area clinica (SANTANA et al., 2020).
As estimativas de CES em nosso estudo podem ter sido afetadas por viés de publicag¢do ao longo
do tempo. Ao contrario de Kicinski e colaboradores (2015), que observaram menor viés de
publicacio em estudos de ensaios clinicos mais recentes (KICINSKI; SPRINGATE e
KONTOPANTELIS, 2015), nossas analises temporais por subgrupos demonstraram que
estudos recentes estariam mais propensos a viés de publicagdo. Outro desafio relacionado aos
riscos de viés € a maior probabilidade de publicacdo dos estudos que apresentam resultados
positivos, em relagdo aos resultados negativos ou nao-significativos (FAIRFIELD,
HARRISON e WIGMORE, 2017; WINTERS e WEIR, 2017), que podem estar superestimando

beneficios (FAIRFIELD, HARRISON e WIGMORE, 2017). Desta forma, adotar estratégias de
79



controle de viés sdo boas iniciativas, este controle pode ocorrer por meio de registro dos ensaios
antes do inicio do estudo ou investigacdes de “literatura cinza”, estudos nao publicados
(WINTERS e WEIR, 2017).

E consensual o fato de que a qualidade dos relatorios nio é excelente (DELANEY et
al., 2005; MOHER et al., 2007), entretanto, a grande maioria dos relatdrios incluidos em
revisoes sistematicas de pesquisas clinicas e pré-clinicas geralmente apresentam resultados
potencialmente heterogéneos, devido as diferencas de design e condugdo experimental dos
estudos incluidos (WHITING et al., 2011) e, portanto, dificeis de avalia-los. Aqui, a qualidade
dos estudos avaliados pela ferramenta RoB da Syrcle sugerem que os riscos de vieses de
sele¢do, desempenho e detec¢dao na area de estudo sdo incertos enquanto o risco de viés de
relatorio parece ser baixo. Altos riscos de viés de sele¢dao e deteccdo foram identificados nas
publicagdes de Dong et al., (2016) e Zhou et al., (2016), e juntamente com Possamai et al.,
(2015) também estdo sujeitos a viés de desempenho. Os métodos para aleatorizagdo ou
cegamento na avaliagdo dos resultados para o risco de viés de detec¢do sdo mais faceis de
avaliar, enquanto o item que corresponde as caracteristicas da linha de base ¢ frequentemente
atendido. Portanto, as investigagdes deixam claro que a qualidade dos estudos disponiveis e
incluidos nesta revisao e meta-analise nao € 6tima.

Outra estratégia para controle de viés € avaliar a confiabilidade dos dados incluidos na
meta-analise, a fim de aumentar a qualidade dos resultados. De maneira geral, a confiabilidade
Kk inter-observadores para os dados desta revisdo, variaram entre razoavel, moderada,
substancial a quase perfeita (classificacdo de acordo com Cohen,1960; e Landis e Koch, 1977).
A confiabilidade dos dados utilizados para estimar o risco de viés usando a ferramenta RoB da
Syrcle, por exemplo, foi considerada substancial. Foram consideradas também substanciais as
concordancias entre as avaliadoras na identificacao das doses de antidepressivos e dos tipos de
marcadores de neurogénese. Porém, a concordancia entre as avaliadoras para outros dados
como a identificacdo de sexo e espécie dos animais, existéncia ou ndo de estresse, ou teste
comportamental, tipos de compostos antidepressivos, tipos de marcadores de neurogénese e
protocolos para o BrdU foram abaixo de substancial, possivelmente ocasionado pela localizacao
destas informacdes no texto, ou entdo, os inumeros estudos realizados e reportados em uma
unica publica¢do, devendo ser investigada por um terceiro avaliador.

Em resumo, a principal conclusdo desta etapa do estudo ¢ que o aumento da
neurogénese hipocampal adulta dada pelo tratamento com antidepressivos depende de varios

fatores nao relacionados ao mecanismo de agdo conhecidos para estes farmacos. Dentre estes
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fatores estdo a espécie, sexo e linhagem dos animais experimentais, o tipo de composto
antidepressivo, o nimero de estudos para o calculo de CES que esta disponivel para cada
composto. Evidenciamos que os CES, de modo geral, foram maiores em camundongos ¢ em
machos do que em ratos e em fémeas. Além disso, camundongos e machos foram os organismos
mais relatados nos estudos incluidos. A maioria dos antidepressivos apresentara efeito positivo
sobre a neurogénese hipocampal, entretanto, nem todos foram estatisticamente significantes. A
fluoxetina foi a intervengao farmacoldgica mais relatada e também a mais susceptivel ao viés
de publicagcdo em nosso estudo. Apesar disso, o CES deste composto se manteve médio ¢ a
favor da intervengdo mesmo apos corregdo pelo viés de publicacdo. Os resultados do grafico de
funil mostraram maiores riscos de viés de publicacdo em estudos mais recentes, enquanto a
avaliacdo global da ferramenta RoB da Syrcle indica qualidade interna incerta das publicagdes
incluidas na analise. Sendo assim, o efeito dos antidepressivos na neurogénese hipocampal deve
ser interpretado com cautela, embora as corre¢des pelos riscos de viés mantenham-na a favor
da interven¢do. Além disso, a adog¢do de metodologias (para exemplo, checklists) por parte dos
pesquisadores, possivelmente, melhorariam a qualidade interna dos estudos, visto que, a
auséncia de informacgdes para a avaliagdo dos riscos de vieses em estudos ¢ comum. Os dados
quantitativos (média, erro padrao da média e N amostral) e qualitativos incluidos da presente
meta-andlise ainda requerem o parecer de um terceiro revisor para conciliar discrepancia entre

as revisoras originais e melhorar a qualidade interna do presente estudo.
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5. RESULTADOS REVISAO SISTEMATICA 2
5.1 Fluxograma PRISMA

Todas as etapas de estratégia de busca, triagem, elegibilidade e sintese qualitativa para
meta-analise da revisdo sistematica 2 estdo representados no fluxograma PRISMA (Figura 10).
A estratégia de busca identificou n = 145 publicagdes relevantes no Pubmed, n = 533
publicacdes relevantes no Scopus e n = 56 publicagdes relevantes na Web of Science. As
publicacdes utilizadas nesta revisdo foram selecionadas arbitrariamente do Pubmed. Das
publicagdes relevantes, n = 1 publicagao foi excluida por tratar-se de revisao; n = 10 publicacdes
eram estudos de co-tratamento; e n = 83 publicacdes ndo reportavam tratamento com
antidepressivos. Ainda, em n = 144 publicagdes houve a necessidade de avaliar o texto completo
e n =94 publicagdes foram excluidas, restando n = 51 publicagdes a serem incluidas na analise
qualitativa. Entretanto, uma segunda avaliacdo também foi realizada para garantir que os
critérios de inclusdo seriam seguidos rigorosamente. E sendo assim, n = 8 publicagdes foram

excluidas nesta etapa. O numero de publicagdes relevantes incluidas na meta-andlise foi de n =

43.
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Figura 10 — Fluxograma PRISMA para revisdo sistematica 2

Publicacdes identificadas através da busca via Pubmed (n)
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[MeSH] [MeSH] [MeSH] [MeSH] [MeSH] [MeSH] tests”
(n=13851) (n=110141) (n=12906) (n=27708) (n=1584) (n=615218) (n=571194)
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Adaptado de Moher, Liberati, Tetzlaff e Altman. O grupo PRISMA (2009).

Todos os estudos elegiveis estdo disponiveis no apéndice D — Publicacdes incluidas na

Revisdo Sistematica 2. Para constru¢do da meta-analise foram incluidas n =43 publicagdes e n

=199 estudos, contendo varias linhagens de ratos ou camundongos, machos ou fémeas (n = 4

publicagdes com protocolos mistos), tratados com fluoxetina, desipramina, escitalopram,

citalopram, agomelatina, venlafaxina, clomipramina, imipramina, duloxetina, paroxetina ou

amitriptilina, relatando protocolos de estresse cronico imprevisivel moderado, estresse ou

estresse cronico e testes comportamentais.
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Tabela 13 — Resultados da revisdo sistematica 2

N N Tipo Dose Duracido  Protocolo Teste
Publicacao Ano Est Marcador Sexo Espécie Linhagem Ctrl Exp ADT Mg/Kg trat. Estresse comportamental
(dias)
Baluetal 2009 1 BrdU M C MRLMpJ 5 10  Flx 2,5 21 NR HIN
2 BrdU M ¢ MRLMp) 5 10 X 5 21 NR HIN
3 BrdU M ¢ MRLMp) 5 10 X 10 21 NR HIN
4 BrdU M ¢ MRLMpJ 5 10  Desi 2,5 21 NR HIN
5 BrdU M ¢ MRLMp) 5 10 DS 5 21 NR HIN
6 BrdU M ¢ MRLMp) 5 10 DS 10 21 NR HIN
7 BrdU M ¢ cs7BL6) s 10 X 5 21 NR HIN
8 BrdU M ¢ cs7BL6I s 10 X 10 21 NR HIN
9 BrdU M ¢ cs7BL6Y s 10 DS 5 21 NR HIN
10 BrdU M ¢ cs7BL6Y s 10 DS 10 21 NR HIN
11 BrdU M ¢ MRLMp] 9 9 Flx 5 21 NR HIN
12 BrdU M ¢ MRLMpJ 17 18  Desi 5 21 NR HIN
13 BrdU M ¢ MRLMp] 9 9 Flx 5 21 NR HIN
14 BrdU M ¢ MRLMp) 17 18 DS 5 21 NR HIN
15 BrdU M ¢ MRLMp) 5 10 Do 5 21 NR HIN
16 BrdU M ¢ MRLMp] 5 10  Flk 5 21 NR HIN
17 BrdU M ¢ CS7BL/6J 5 10 Desi 5 21 NR HIN
18 BrdU M ¢ csBLE) s 10 X 5 21 NR HIN
Bettioetal 2016 1 Ki-67 F ¢ Swiss 8 8 Flx 10 21 NR TSC; CA
2 Ki-67 F ¢ Swiss 8 8 Flx 10 21 NR sCca
3 Ki-67 F ¢ Swiss g g Ik 10 21 NR sCca
Bjornebekk etal 2010 1 BrdU F R FSL 8 8 Esc 0,35 45 NR TNF
Chang et al 2006 1 BrdU M R SD 6 6 Flx 5 21 HI LA; CA; EM
5 BrdU N R SD 6 6 Flx S )l HI LA; CA; EM
3 BrdU N R SD T S )l HI LA; CA; EM
A BrdU N R SD o0 10 S )l HI LA; CA; EM
S BrdU N R SD o0 10 S )l HI LA; CA; EM
. BrdU N R SD T S )l HI LA; CA; EM
; BrdU N R SD T S )l HI LA; CA; EM
8 BrdU M R SD 10 10  Flx 5 21 HI LA; CA; EM
Coquery et al 2012 1 BrdU M R Lewis 5 8 Cit 30 NR NR CA; EM
Dagyté et al 2011 1 Ki-67 M R Wistar 8 8 Ago 40 21 CMS MB; PS
2 BrdU M R Wistar 8 8  Ago 40 21 CMS MB; PS
3 DCX M R Wistar 8 8  Ago 40 21 CMS MB; PS
4 DCX M R Wistar 8 8  Ago 40 21 CMS MB; PS
Davidetal 2007 1 BrdU M C Tac 23 7 Imi 20 28 NR NSF; LD; TNF
Eitanetal 2010 1 DCX M R Albino 26 Flx 5 21 NR NSF
2 DCX M R Albino 26 Flx 5 21 NR NSF
R SD CA; TNF; NSF;
Fengetal 2012 1 BrdU M 4 12 Venl 30 56 NR PS
R SD CA; TNF; NSF;
2 BrdU M 4 12 Venl 30 56 uCMS PS
Gur et al 2007 1 BrdU NR ¢ WT 8 8 Desi 12,5 21 NR EM; HIN; TSC
2 BrdU o © WT 8 8  Desi 12,5 21 NR EM; HIN; TSC
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EM
NSF, ST; OR;
EM

TNF
TNF
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Nahavandia &

3 BrdU F R Wistar 15 Flx 10 14 NR TNE
4 BrdU F R Wistar 1 s Flx 125 14 NR TNE
5 DCX F R Wistar 08 4 Flx 10 14 NR TNE
6 DCX F R Wistar 15 Flx 125 14 NR TNE
Vitale et al 2017 1 BrdU M R Wistar 1,6 8 Flx 10 24 CMS TNF; CA
2 DCX M R Wistar 16 8 Flx 10 24 CMS TNF; CA
Wang et al 2011 1 BrdU M R SD 2,5 5 Flx 10 28 uCMS TNF; PS; NSF
2 BrdU M R SD 16 5 Flx 10 28 uCMS  TNF; PS; NSF
R SD Flx TNF; PS; CA;
Xingetal 2015 1 DCX M 24 12 15 21 uCMS DS
R SD Flx TNF; PS; CA;
2 BrdUNeuN M 24 12 15 21 uCMS DS
R Flx
Goudarzia 2020 1 BrdU M Wistar 7 7 18 24 NR TNF
2 BrdU M R Wistar 77 Flx 18 24 uCMS TNF
Zhang et al 2020 1 Ki-67 M c Kunming 33 10 Ami 20 15 NR TNF; TSC; NSF
2 DCX M c Kunming 33 10 Ami 20 15 NR TNF; TSC; NSF
3 NeuN M ¢ Kunming 3,3 10  Ami 20 15 NR TNE; TSC; NSF
4 NeuN M c Kunming 33 10 Ami 20 15 NR TNF; TSC; NSF
Flx PS; CA; TNF;
Zhangetal 2018 1 BrdU M R SD 06 3 10 21 uCMS LA
R Flx 21 PS; CA; TNF;
2 DCX M SD 06 3 10 uCMS LA
R SD Flx 21 PS; CA; TNF;
3 BrdUNeutN M 06 3 10 uCMS LA
R SD Flx 21 PS; CA; TNF;
4 NeuN M 06 3 10 uCMS LA

Legenda: Est. = Numero do estudo; N Ctrl = Numero de animais do grupo controle (ajustado); N exp = Numero
de animais do grupo experimental; M = Macho; F = Fémea; R = Rato; C = Camundongo; KO = knockout vérios;
WT = Wild Type varios; SD = Sprague—Dawley; FIx = Fluoxetina; Desi = Desipramina; Esc = Escitalopram; Cit
= Citalopram; Ago = Agomelatina; Venl. = Venlafaxina; Clomi = Clomipramina. Imi = Imipramina; Dulo =
Duloxetina; Prx = Paroxetina; Ami = Amitriptilina, TNF = Nado for¢ado; TSC = Teste de suspensdo pela cauda;
MCC = Medo condicionado ao contexto; HIN = Hipofagia induzida por novidade; CA = Campo aberto; NSF =
Teste de alimentacdo suprimida pela novidade; EM = Labirinto elevado; LA = Labirinto aquatico; ST = Teste
Splash; PS = Preferéncia pela sacarose; MB = Teste de enterrar o marmore ou Marble burying; LD = Teste claro-
escuro; DS = Teste de supressio da dexametasona; OR = Reconhecimento visual de objetos; SAB =
Comportamento de alternancia espontanea; FF = teste Foot Fault; IE = Agressao evocada; SI = Isolamento social;
CMS = Estresse cronico moderado; HI = Estresse hipoxico-isquémico; NR = Nao reporta.

5.2 Qualidade das publicagdes

A ferramenta RoB da Syrcle identificou baixos riscos de viés de selecdo nas
publicacdes de Jiang et al., (2014) e Ibi et al., (2008), considerando os trés itens “alocagdo
aleatoria”, “alocacdo ocultada” e a “linha de base”; bem como, as publicagdes de Gur et al.,
(2007), Li et al., (2017), Ma et al., (2017), Marlatt et al., (2010), Meyer et al., (2017), Pao et
al., (2012), Rayen et al., (2011), Schiavon et al., (2016), Vega-Rivera et al., (2015), Zavvaria et
al., (2020), Zhang et al., (2020) e Zhang et al., (2018) para pelo menos dois itens. As demais

publicacdes (Tabela 14), atendem o item de “linha de base”, entretanto os itens “alocacao
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aleatoria” e “alocacgdo ocultada” sdo “incertos”. Todas as publicagdes incluidas nesta revisao
apresentam riscos de viés de desempenho “incertos” para alojamento aleatorio e tratamento
cego durante o experimento, com excecao de Pao et al., (2012) que apresenta inadequagdes na
aleatorizagdo do alojamento correspondendo a risco de viés de desempenho “alto” e, Bonassoli
et al., (2012), que relatou tratamento cego durante o protocolo experimental, correspondendo a
risco de viés de desempenho “baixo”.

Os riscos de viés de deteccio sao baixos nas publicagdes de Schiavon et al., (2016) e
Wang et al., (2011). Além disso, o item “avaliagdo aleatdria dos resultados” que corresponde a
um viés de detecgdo ¢ atendido (risco de viés baixo) nas publicacdes de Lee et al., (2010),
Bonassoli et al., (2012) e Vega-Rivera et al., (2015); e o item “avaliacdo cega dos resultados”
¢ atendido em um nimero maior de publicagdes: Bettio et al., (2016), Chang et al., (2006),
Dagyté et al., (2011), David et al., (2007), Eitan et al., (2010), Feng et al., (2012), Gur et al.,
(2007), Hashikawa et al., (2019), Ibi et al., (2008), Jiang et al., (2014), khemissi et al., (2014),
Liet al., (2009), Meyer et al., (2017), Paizanis et al., (2010), Pao et al., (2012), Pechnick et al.,
(2008), Song et al., (2013) e Vitale et al., (2017). As demais publicacdes foram identificadas
com riscos de viés de deteccdo incerto. O risco de viés de relatério que corresponde ao item

de desfechos adequados foi baixo em todas as publicagdes incluidas.

Tabela 14 — Ferramenta RoB da Syrcle para revisao sistematica 2

Risco de viés

Selecao Desempenho Deteccao Relatorio
Estudos Alocagdo Linhade Alocagdo Alojamento Tratamento Avaliagdo Avaliagdo Desfechos
adequada base ocultada  aleatorio cego aleatodria dos cega adequados
resultados
Balu et al., 2009 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Bettio et al., 2016 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Bjernebekk et al., 2010  Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Chang et al., 2006 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Coquery et al., 2012 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Dagyté et al., 2011 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
David et al., 2007 Incerto Sim Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Eitan et al., 2010 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Feng et al., 2012 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Gur et al., 2007 Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Hashikawa et al., 2019 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Hodes et al., 2010 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Holick et al., 2008 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Ibi et al., 2008 Sim Sim Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Jedynak et al., 2014 Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
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Jiang et al., 2014
khemissi et al., 2014
Lee et al., 2010

Lee et al., 2009
Lietal., 2017
Lietal., 2009
Luetal, 2014

Ma et al., 2017
Marcussen et al., 2008
Marlatt et al., 2010
Meyer et al., 2017
Morcuende et al., 2003
Olesen et al., 2017
Paizanis et al., 2010
Pao et al., 2012
Pechnick et al., 2008
Rayen et al., 2011
Schiavon et al., 2016
Song et al., 2013
Bonassoli et al., 2012
Tanti et al., 2012

Veja Rivera et al.,2015
Vitale et al., 2017
Wang et al., 2011
Xing et al., 2015
Zavvaria et al., 2020
Zhang et al., 2020
Zhang et al., 2018

Sim Sim Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim

Sim Sim Incerto - Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Sim Sim Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Sim Incerto Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Sim Sim Sim
Incerto Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Sim Sim Incerto Incerto Incerto Incerto Incerto Sim

Legenda: resultados da ferramenta RoB da Syrcle para a revis@o sistematica 2 (dados da pesquisadora JAB). A
primeira coluna faz uma mengéo as publicagdes incluidas e o0 ano de publicagdo. As colunas subsequentes reportam
oito perguntas de sinalizagdo avaliadas a partir dos estudos incluidos para investigar diversos riscos de viés, sdo
elas: 1- alocag@o adequada (viés de selecdo); 2- grupos semelhantes a linha de base (viés de seleg@o); 3- alocagdo
ocultada (viés de selegdo); 4- alojamento aleatorio (viés de desempenho); 5- tratamento cego durante o
experimento (viés de desempenho); 6- aleatorizagdo para avaliagdo de resultados (viés de deteccao); 7- avaligdo
cega (viés de deteccdo) e, 8- desfechos adequadamente abordados (viés de relatdrio). Os dominios estabelecidos

para avaliar risco de viés sao classificados como “alto”, “incerto” e “baixo risco”, de acordo com Hooijmans et
al., (2014).

5.3 Concordancia inter-observadores dos dados qualitativos — Kappa de Cohen (k)

Apresentamos na tabela 15, os valores de concordancia observada (Po), concordancia
ao acaso (Pr) e Kappa de Cohen (x) das andlises de concordancias inter-observadores.
Calculamos a forca de concordancia para as varidveis qualitativas dos subgrupos
antidepressivo, sexo, espécie, marcador de neurogénese hipocampal, protocolo de estresse,

testes comportamentais e protocolo de proliferagdo ou sobrevivéncia, bem como, para as
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varidveis quantitativas dos subgrupos dose de antidepressivo, nimero de injecdes e dose do

marcador BrdU. A concordancia x foram interpretados de acordo com Lehner (1960) e Landis

e Koch (1977).

Tabela 15 — Analises de concordancias de dados inter-observadores para a revisdo sistematica

2
Po Pe K LICk 95% LSCk 95%

antidepressivos 0,99 0,51 0,99 0,96 1,0
Sexo 0,85 0,63 0,59 0,45 0,72

Espécies 1,00 0,55 1,00 1,0 1,0
Marcadores 0,97 0,35 0,96 0,92 1,0
Stress 0,70 0,33 0,55 0,45 0,64
Dose de ADT 0,96 0,19 0,95 0,92 0,98
Injegdes de BrdU 0,90 0,17 0,88 0,83 0,92
Dose de BrdU 0,94 0,20 0,92 0,88 0,96
Ferramenta RoB 0,98 0,52 0,97 0,93 1,0
Testes comportamentais 0,96 0,07 0,96 0,93 0,99
Proliferacao/ sobrevivéncia 0,62 0,06 0,60 0,49 0,63

Legenda: Po= concordancia observada; Pr= concordancia ao acaso; k = Kappa de Cohen; LIC 95% = limite
inferior ao intervalo de confianga de Kappa; LSC 95% = limite superior ao intervalo de confianga de Kappa;
ADT = antidepressivos. Elaborado pela autora.

5.4 Dados quantitativos e meta-analise

Um modelo estatistico de efeitos aleatorios foi utilizado para os célculos do tamanho

de efeito combinado de n = 199 estudos incluidos na meta-analise 2. De acordo com as

defini¢des atribuidas por Sawilowsky (2009) e Nakagawa e Cuthill (2007) destacamos um

efeito positivo e a favor da intervencdo (CES = 0,49) e estatisticamente significativo, com

limites do intervalo de confianca (IC 95%) em 0,33 a 0,65. Uma versao do grafico de floresta

e resultado da meta-analise global também est4 disponivel na versao em pdf na plataforma OSF,

disponivel no link (https://osf.i0/46j2a/) e apresentada a seguir.
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Legenda: Grafico de floresta e resultado da meta-analise global para a revisdo sistematica 2. Os efeitos observados
para cada estudo individual (quadrados pretos) com seus respectivos intervalos de confianga (linhas horizontais) e
o efeito da meta-analise de cada subgrupo (losangos pretos). Estudos localizados a esquerda da linha central (0),
aqui representa a auséncia de efeito e indicam a diminui¢do da neurogénese no hipocampo adulto pelo tratamento
com antidepressivos apds os testes comportamentais. Enquanto que, os estudos localizados a direita da linha
central indicam o aumento da neurogénese no hipocampo apos o tratamento com antidepressivos apos os testes
comportamentais. ES = Effect Size (tamanho de efeito); 95% IC = intervalo de confianga de 95%; RE model =
modelo de efeitos aleatdrios; Stardardized Mean Difference= Média da diferenca padronizada. OBS: ¢ importante
utilizar a fun¢do zoom para melhor resolucao.

Um total de n = 2.364 animais foram incluidos entre os grupos controle, que receberam
veiculo ou salina ou ao grupo tratado, que receberam a intervencdo farmacoldgica com
antidepressivo. Os animais que receberam a intervengdo farmacologica somam n = 1.397
animais, ratos ou camundongos, enquanto os animais que receberam veiculo ou salina somam
um total de n =967 animais. A fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina € o
antidepressivo mais relatado como intervenc¢do farmacoldgica para transtorno depressivo maior
relatada em n = 139 estudos incluidos; em sequéncia aparece a imipramina presente em n = 25
estudos e a desipramina em n = 13 estudos, antidepressivos da classe dos triciclicos. A
venlafaxina e a duloxetina, inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina;
a agomelatina, um agonista potente dos receptores da melatonina; a amitriptilina e
clomipramina, antidepressivos triciclicos; e, paroxetina, escitalopram e citalopram, inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina, também sdo relatados, entretanto, em um niimero menor

de estudos.

5.5 Qualidade dos estudos incluidos na meta-analise

Para avaliar a influéncia do impacto de viés de publicacdo na direcdo e magnitude do
tamanho de efeito combinado na meta-analise utilizamos analises provenientes do grafico de

funil e trim-and-fill. A estimativa de viés pelo método de trim-and-fill ndo identificou
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potencialidades para risco de viés nos estudos incluidos, e desta forma, tanto a heterogeneidade
quanto o CES pos ajustes nao foram afetados. Além disso, observamos a maioria dos estudos
ocupando a parte superior do funil (eixo y), com pouca variacao nos valores de erro padrao
amostral. Ainda, grande parte dos estudos estdo localizados a direita da linha do valor estimado
do tamanho do efeito global (linha vertical localizada no centro do funil), embora muito
préoximos, com tamanho de efeito em 0,49 (CES = 0,49).

A heterogeneidade de n = 199 estudos incluidos na meta-analise resultou em valores
para tau? (heterogeneidade total) que indicam a extensdo entre os efeitos observados dos
diferentes estudos em 0,7494 (SE = 0.1264); raiz quadrada de tau em 0,8657; P
(heterogeneidade total/variabilidade total) em 63,17% e os valores de H? (variabilidade
total/variabilidade da amostra) em 2,71. Heterogeneidade de 63,17% ¢ interpretada como
moderada a alta (HIGGINS et al., 2003; THAKKINSTIAN et al., 2005; LEE, 2018), ou
substancial (DEEKS et al., 2008; ISRAEL e RICHTER, 2011), tornando necessaria uma

investigacdo por subgrupos por meio de meta-analise estratificada.

Figura 12 — Gréfico de funil global para revisdo sistematica 2
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Legenda: grafico de funil e analise trim-and-fill para estimativa de riscos de viés de publicagdo. Os graficos
sdo apresentados neste estudo diretamente do software R Studio, por esta razdo, os termos estdo descritos em
inglés. O termo “studies” significa estudos; “standard error” ¢ a denominagao para erro padrao; e, “standadized
mean difference” significa diferenga da média padronizada. Os tamanhos dos efeitos (pontos pretos) sido
calculados a partir de n = 199 estudos e plotados contra seus erros padrdo, criando um grafico de funil simétrico
(linhas pretas pontilhadas). A anélise trim-and-fill ndo identificou estudos ausentes, embora a heterogeneidade
de 63,17% (substancial) indique a presenga de subgrupos na amostra. Estudos que possuem menor erro padrao
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(Standard Error ou SE) estdo plotados na parte superior do eixo y (eixo das ordenadas), enquanto o eixo X (eixo
das abcissas) mostra o tamanho de efeito de cada estudo e o efeito combinado (linha central ou linha do valor
estimado do tamanho do efeito global); pontos pretos representam os estudos incluidos na anélise.

5.6 Analises estratificadas para subgrupos

Estratificamos os dados dos subgrupos “marcadores de neurogénese” (BrdU, DCX, Ki-
67, BrdU NeuN, GFAP BrdU/BrdU, NeuN e BrdU S100), “animais” (ratos ¢ camundongos),
“linhagens de ratos” (Wistar, Sprague-Dawley, FSL, Lewis e Albino), “linhagens de
camundongos” (C57BL/6J, BALB/cJ, ICR, Wild Type varios, MRL/MpJ, Knockout varios,
Kunming, 129S6/SvEvTac, Swiss, Tg e camundongos sem identificacdo de linhagem ou
“NR”), “sexo” (macho ou fémea) e “antidepressivos” (fluoxetina, imipramina, desipramina,
venlafaxina, citalopram, paroxetina, agomelatina, duloxetina, amitriptilina, escitalopram e
clomipramina).

Neste estudo, os camundongos representam n = 1.638 animais em n = 132 estudos,
sendo n = 938 animais no grupo tratado com algum antidepressivo e n = 646 animais no grupo
controle, que receberam veiculo ou salina. Os ratos representam n = 726 animais em n = 67
estudos, sendo n = 419 animais no grupo tratado com algum antidepressivo e n = 307 animais
no grupo controle, que receberam veiculo ou salina. O efeito antidepressivo foi investigado em
protocolos experimentais de machos e fémeas. Os machos representam o maior numero de
estudos (n = 170 estudos) e roedores identificados (n = 2.074 animais) em comparagdo com
fémeas (n = 23 estudos e n = 227 animais). Protocolos mistos (machos e fémeas) somam n = 4
estudos e cerca de n =30 animais. As principais linhagens de ratos investigadas em nosso estudo
sdo Sprague-Dawley (n = 46 estudos e n =439 ratos) e Wistar (n = 17 estudos e n = 242 ratos),
e as linhagens de camundongos sdo BALB/cJ (n = 32 estudos e n = 414 camundongos),
CS57BL/6J (n = 25 estudos e n = 241 camundongos), Wild Type vérios (n = 20 estudos e n =
254 camundongos) e MRL/MpJ (n= 15 estudos e n =266 camundongos). Protocolos de estresse
estdo presentes em n = 71 estudos e cerca de n = 847 animais, enquanto protocolos que nao
reportam estresse representam n = 128 estudos e n = 1.516 animais.

Na tabela a seguir (Tabela 16), apresentamos as sinteses quantitativas de estratificagdes

para subgrupos de acordo com a populacdo para a revisao sistematica 2.
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Tabela 16 — Sintese quantitativa de estratificagdes em subgrupos para Populacao

N N CES LIC LSC %
estudos | animais 95% 95% heterogeneidade
Total 199 2.364 0,49 0,33 0,65 63,17
Subgrupo espécie dos animais
Ratos 67 726 -0,04 -0,50 0,42 84,25
Camundongos 132 1.638 0,62 0,46 0,78 49,47
Subgrupo sexo dos animais
Machos 170 2.074 0,43 0,25 0,61 67,34
Fémeas 23 227 0,81 0,41 1,21 33,36
Mistos 4 30 0,50 -0,29 1,29 0,00
NR 2 32 1,32 0,55 2,08 0,00
Subgrupo linhagens de ratos
Wistar 17 242 1,29 0,30 2,29 88,84
Sprague-Dawley 46 439 -0,58 -1,09 - 0,08 78,84
FSL 1 16 1,33 0,25 2,42 NC
Lewis 1 13 0,32 - 0,81 1,44 NC
Albino 2 16 1,14 -0,21 2,49 17,77
Subgrupo linhagens de camundongos
C57BL/6] 25 241 0,47 0,09 0,85 28,30
BALB/cJ 32 414 0,40 0,06 0,76 62,22
ICR 5 27 2,34 1,13 3,54 0,00
Wild Type varios 20 254 0,38 - 0,09 0,84 64,79
MRL/Mp]J 15 266 1,05 0,59 1,52 63,11
Knockout vérios 6 65 0,25 -0,31 0,80 14,03
Kunming 53 0,61 -0,27 1,49 45,58
Swiss 15 193 0,94 0,61 1,26 0,00
Tg 1 12 0,70 -0,48 1,88 NC
NR 8 113 0,76 0,36 1,16 0,00
Subgrupo protocolo de estresse
Estresse 71 847 0,39 0,18 0,60 46,09
Nao-estresse 128 1.516 0,54 0,31 0,77 71,21

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianca de 95%; N = Tamanho da amostra. NC = Nao calculado; NR = Nao

reporta.
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Para a interven¢do (Tabela 17), a direcdo e magnitude do efeito antidepressivo em
estudos primdrios foram investigados predominantemente, nos inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (fluoxetina). A fluoxetina foi identificada como intervengao
farmacoldgica em n = 139 estudos e cerca de n = 1.565 animais. O antidepressivo triciclico
imipramina foi investigado em n = 25 estudos e cerca de n = 304 animais, e a desipramina em

n = 13 estudos € n = 222 animais.

Tabela 17 — Sintese quantitativa de estratificagdes em subgrupos para Intervengao

N N CES LIC LSC %
estudos | animais 95% 95% heterogeneidade
Total 199 2.364 0,49 0,33 | 0,65 63,17
Subgrupo tipos de antidepressivos
Fluoxetina 139 1.565 0,35 0,15 0,56 65,85
Imipramina 25 304 1,33 0,97 1,69 35,68
Desipramina 13 222 0,58 0,23 0,93 30,54
Venlafaxina 2 32 0,62 -0,52 1,76 47,61
Citalopram 3 28 0,37 -0,43 1,16 0,00
Paroxetina 2 30 0,15 -0,76 1,07 33,97
Agomelatina 4 64 - 0,80 -2,41 0,81 87,95
Duloxetina 5 41 0,24 -0,58 1,06 0,00
Amitriptilina 4 53 0,61 -0,27 1,49 45,58
Escitalopram 1 16 1,33 0,25 2,42 NC
Clomipramina 1 8 0,57 - 1,05 2,20 NC

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianca de 95%; N = Tamanho da amostra. NC = Nao calculado.

Para os desfechos (Tabela 18), as células neuronais foram marcadas principalmente
pelo marcador molecular BrdU (n = 106 estudos e n = 1.372 animais), seguido de DCX (n =41
estudos e n = 438 animais), Ki-67 (n = 25 estudos e n = 343 animais) ¢ BrdU NeuN (n = 16
estudos e n = 132 animais). Em protocolos de proliferacao na regidao do hipocampo adulto de
roedores foram identificados em n = 43 estudos e cerca de n = 569 animais, sendo que, n =203
animais sdo do grupo controle e n = 366 animais sdo do grupo que receberam injecdes de BrdU
entre 2 a 24 horas antes da coleta cerebral. O protocolo de sobrevivéncia fora identificado em
n =99 estudos e cerca de n = 1.142 animais, sendo que, n = 465 animais sao do grupo controle

e n = 677 animais receberam inje¢des de BrdU entre 11 dias a 4 semanas antes da coleta
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cerebral. As inje¢des de BrdU variaram de 1 a 12 doses entre 50 mg/kg a 150 mg/kg para o
protocolo de proliferagdo, e de 1 a 7 doses entre 50 mg/kg a 200 mg/kg para o protocolo de
sobrevivéncia. Ainda, n = 42 estudos nao relataram (NR) investigagdes de proliferagao ou

sobrevivéncia, e somam cerca de n = 494 animais.

Tabela 18 — Sintese quantitativa de estratificacdes em subgrupos para Desfecho

N N CES LIC LSC %
estudos | animais 95% 95% heterogeneidade
Total 199 2.364 0,49 0,33 | 0,65 63,17
Subgrupo marcadores de neurogénese

BrdU 106 1.372 0,59 0,39 0,79 61,05

DCX 41 438 0,37 0,04 |0,70 54,57

Ki-67 25 343 0,83 0,44 | 1,22 59,53

BrdU NeuN 16 132 - 0,01 -0,89 | 0,87 76,28

GFAP 6 36 -0,96 | -2,37 |045 70,02
BrdU/BrdU

NeuN 3 30 -0,05 | -0,89 |-0,80 0,00

BrdU S100 2 12 -1,00 | -2,20 | 0,21 0,00

Subgrupo protocolo de proliferacao e sobrevivéncia

Proliferagao 43 569 0,73 0,50 0,96 26,35

Sobrevivéncia 99 1.142 0,52 0,26 0,78 70,37

NR 42 494 0,34 0,08 0,61 43,97

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianca de 95%; N = Tamanho da amostra.

As analises de trim-and-fill identificaram viés de publicagdo para a estratificacdo dos
subgrupos de camundongos (n = 3 estudos ausentes); nas linhagens Sprague-Dawley e Wistar
(n =4 estudos ausentes cada) e Wild Type varios e Swiss (n = 1 estudo ausente cada); protocolo
de “ndo-estresse” (n = 9 estudos ausentes), nos antidepressivos fluoxetina (n = 1 estudo
ausente), bem como, para a imipramina (n = 6 estudos ausentes); o marcador molecular de
neurogénese BrdU (n = 2 estudos ausentes) e os protocolos de proliferagdo (n = 2 estudos
ausentes) e sobrevivéncia (n = 8 estudos ausentes). Na tabela a seguir, apresentamos uma

“correcdo” pelo viés de publicagdo para o tamanho de efeito combinado para estes estudos.
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Tabela 19 — Analises trim-and-fill das estratificagdes dos subgrupos

Subgrupos Estudos ausentes | CES ajustado LIC 95% LSC 95%
Populacio
Subgrupo espécie dos animais
Camundongos 3 0,60 0,44 0,76
Subgrupo linhagem de ratos
Sprague-Dawley 4 -0,43 - 0,98 - 0,12
Wistar 4 0,60 -0,53 1,73
Subgrupo linhagem de camundongos
Wild Type vérios 1 0,29 -0,22 0,81
Swiss 1 0,89 0,57 1,21
Subgrupo protocolo de estresse
Nao-estresse 9 0,36 0,09 0,63
Intervencio
Subgrupo tipos de antidepressivos
Fluoxetina 1 0,36 0,15 0,56
Imipramina 6 1,05 0,50 1,59
Desfecho
Subgrupo marcador de neurogénese
BrdU 2 0,57 0,36 0,78
Subgrupo protocolo de proliferagdo e sobrevivéncia
Proliferacao 2 0,74 0,51 0,97
Sobrevivéncia 8 0,31 - 0,01 0,63

CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianca de 95%.

5.7 Testes Comportamentais

A influéncia da neurogénese hipocampal adulta no efeito comportamental dos
antidepressivos em roedores de laboratorio foi investigada neste estudo. Aqui, optamos por
apresentar apenas os estudos que mencionam um unico teste comportamental. O tamanho de
efeito combinado que envolve estudos com e sem efeito para cada teste estao representados na
linha 1. Na linha 2, apresentamos os resultados da meta-analise para os estudos que
apresentaram efeito comportamental ao tratamento, e na linha 3, representamos os resultados

da meta-andlise de estudos com efeitos comportamentais ausentes (Tabela 20).
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O teste de nado forcado foi investigado individualmente em n = 13 estudos incluidos,
sendo que n = 12 estudos apresentam efeito antidepressivo apds o tratamento. Foram utilizados
cerca de n = 66 camundongos machos das linhagens BALB/cJ, C57BL/6J e ICR, tratados com
imipramina, fluoxetina e duloxetina; e, cerca de n = 62 ratos machos ou fémeas, da linhagem
Wistar, tratados com fluoxetina e submetidos a sessdes de pré-testes. O teste de hipofagia
induzida por novidade foi identificado em n = 18 estudos, e n = 12 destes, foram favoraveis a
intervengdo. Para este teste comportamental, foram utilizados cerca de n = 316 camundongos
machos das linhagens MRL/MpJ e C57BL/6J, tratados com fluoxetina e desipramina. O teste
de suspensdo pela cauda foi identificado em n = 10 estudos, e apenas n = 3 destes estudos,
sugerem efeito comportamental significativo apds o tratamento. Para este teste
comportamental, foram utilizados cerca de n = 120 camundongos machos da linhagem Wild
Type varios e tratados com fluoxetina. O medo condicionado ao contexto foi investigado em n
= 18 estudos, e utilizado cerca de n = 108 ratos machos da linhagem Sprague—Dawley tratados
com fluoxetina, e todos, sem excecao, relatam efeito comportamental, semelhante ao teste de
alimenta¢do suprimida pela novidade identificado em n = 13 estudos. O teste de alimentacao
suprimida pela novidade utilizou cerca de n = 112 ratos machos das linhagens Albino e Wistar;
e, cerca de n = 100 camundongos machos das linhagens Wild Type varios e Knockout varios,
tratados com fluoxetina. Por fim, o teste de campo aberto fora investigado em n = 6 estudos,
com auséncia de efeito em n = 1 estudo. Para este teste, foi utilizado cerca de n = 44

camundongos fémeas, da linhagem C57BL/6J e tratados com fluoxetina e duloxetina.

Tabela 20 — Influéncia da neurogénese nos testes comportamentais

Subgrupo  CES LIC LSC N % Efeito
95% 95%  estudos Heterogeneidade comportamental
1,72 0,78 2,66 13 67,33
TNF 1,62 0,61 2,64 12 67,92 Sim
2,76 1,30 422 1 NC Nao
0,68 0,22 1,14 18 70,55
HIN 1,11 0,56 1,65 12 68,47 Sim
-0,17  -0,61 0,27 6 0,00 Nao
-0,19 -0,57 0,20 10 0,00
TSC
-0,74  -1,42 -0,06 3 0,00 Sim

100



Tabela 20 — Influéncia da neurogénese nos testes comportamentais

Subgrupo  CES LIC LSC N % Efeito
95% 95%  estudos Heterogeneidade comportamental

0,07 -0,39 0,53 7 0,00 Nao

-2,18  -3,09 1,27 18 68,12

MCC

-2,18  -3,09 1,27 18 68,12 Sim

0,60 -0,18 1,38 6 0,00
CA 0,77 - 0,08 1,62 5 0,00 Sim
-0,27  -2,24 1,69 1 NC Nao

NSF 0,84 0,37 1,32 13 56,17
0,84 0,37 1,32 13 56,17 Sim

Legenda: apresentamos os resultados das meta-analises construidas para os estudos combinados (com efeito e sem
efeito comportamental dos antidepressivos), bem como dos estudos que apresentaram efeitos comportamentais,
representados pelo termo “sim” e estudos que ndo apresentaram efeitos comportamentais, representados pelo termo

[73- ST}

ndo”. TNF = Nado forgado; HIN = Hipofagia induzida por novidade; TSC = Teste de suspensdo pela cauda; MCC
= Medo condicionado ao contexto; CA = Campo aberto; NSF = Teste de alimentagdo suprimida pela novidade;
CES = Tamanho do efeito combinado; LIC 95% = Limite inferior do intervalo de confianga de 95%; LSC 95% =
Limite superior do intervalo de confianga de 95%; N = Tamanho da amostra; NC = ndo calculado.
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6. DISCUSSAO REVISAO SISTEMATICA 2

Na revisao sistematica e meta-analise 2, os resultados mais importantes foram a
estimativa de tamanho de efeito combinado na meta-analise incluindo todos os estudos, que
embora a magnitude tenha sido considerada “pequena”, foi positivo e significante,
considerando um intervalo de confianca em 95%. Além disso, se observou que em alguns
estudos os antidepressivos aumentaram a neurogénese hipocampal e também afetaram
significantemente o comportamento em testes especificos. Em alguns outros estudos, a relagao
positiva entre o efeito neurogénico e comportamental foi ausente. Assim como o observado na
revisdo 1, a dire¢do ¢ magnitude dos tamanhos de efeito global ou de subgrupos sugere que os
antidepressivos aumentam a neurogénese no hipocampo adulto em roedores de laboratério
dependendo de caracteristicas especificas da populacao, intervengao e desfechos.

A populacdo de roedores de laboratdrio incluida neste estudo tem alguns aspectos
semelhantes aos vistos na revisao anterior. Os camundongos apresentaram tamanho de efeito
maior e estatisticamente significativo em relacdo aos ratos, que pode ser considerado ‘“sem
efeito” ou “efeito nulo” neste estudo. Os machos sdo frequentemente utilizados (KOKRAS et
al., 2015; MARQUES et al., 2016) e sao relatados em n = 170 estudos, enquanto as fémeas sao
encontradas em n = 23 estudos, embora ambos os CES sejam a favor da intervencao. Os testes
comportamentais incluidos na avaliagdo da neurogénese aparentemente interferem no tamanho
de efeito entre machos e fémeas. Os machos apresentaram tamanho de efeito em magnitude
pequena (CES = 0,43), enquanto as fémeas possuem efeito em magnitude grande (CES = 0,81),
ao contrario do que observamos na meta-analise 1. As meta-analises estratificadas para
linhagens de ratos possuem oscilagdes significativas. A linhagem Wistar, relatada em n = 17
publicagdes e cerca de n = 242 animais, apresenta efeito em magnitude grande e
estatisticamente significativo. A linhagem Sprague-Dawley, relatada em n = 46 publicacdes e
cerca de n = 439 animais, possuem efeito e significancia estatistica nula, ou seja, sdo contra a
intervengdo. Os camundongos por sua vez, variaram o efeito em magnitude pequena
(C57BL/6J, BALB/cJ, Wild Type varios e Knockout varios), para grande (Swiss e MRL/MpJ)
e imensa (ICR), embora nem todos estatisticamente significativos.

Curiosamente, nesta meta-analise, observamos um menor tamanho de efeito dos
antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina em compara¢do a meta-analise 1,

enquanto os antidepressivos triciclicos apresentaram efeito maior, sustentado mesmo apos
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analise trim-and-fill para estimativas de riscos de viés nestes subgrupos. Os antidepressivos que
melhoram a transmissdo de serotonina, como a fluoxetina, sdo a principal escolha pra a
farmacoterapia de primeira linha (DAVID et al., 2009; BAMBICO et al., 2009, MAHAR et al.,
2014), e de fato, ¢ o mais relatado como intervengdo farmacoldgica em estudos anteriores
(LINO DE OLIVEIRA et al., 2020), bem como nesta revisdo, e na revisao sistematica 1. A
fluoxetina foi utilizada e n = 139 estudos e cerca de n = 1565 animais, entretanto, embora o
tamanho amostral significativo, o efeito exercido por ela foi considerado “pequeno”. Ao
contrario da revisdo sistematica 1, a imipramina, utilizada em n = 25 estudos e cerca de n = 304
roedores, possui efeito grande e estatisticamente significativo. Estas informagdes poderiam
sugerir que a neurogénese na regido do hipocampo de roedores adultos poderia estar sendo
estimulada em maiores proporg¢des, por inibidores seletivos da recaptacao de serotonina em
situacdes que ndo envolvem testes comportamentais, enquanto, quando submetidos a testes
comportamentais, os bloqueadores da recaptura de monoaminas estio mais propensos a
estimulacdo da neurogénese. No entanto, o CES dos antidepressivos parece estar relacionado a
influéncia do procedimento (teste comportamental) sobre a neurogénese, visto que o efeito da
fluoxetina sobre o teste de nado for¢ado, por exemplo, possui efeito imenso (CES = 2,09) e
estatisticamente significativo, enquanto a imipramina se mantém, com efeito muito grande
(CES = 1,48) e estatisticamente significativo.

Nesta revisdo foi encontrada uma série de marcadores moleculares diferentes da
revisao 1 tais como BrdU-S100, GFAP BrdU/BrdU e NeuN e, em comum com a revisao 1, tais
como BrdU, DCX, Ki-67 e BrdU NeuN. Os marcadores de neurdnios imaturos (BrdU, BrdU
NeuN e co-marcagdes) indicaram tamanhos de efeito com variagdo entre médio a nulo. A
marcacdo de neurdnios em diferenciagdo (DCX) indicou efeito com magnitude pequena,
embora estatisticamente significativo. E, por fim, a marcagdo de células precursoras gliais
astrociticas (Ki-67) e neurdnios imaturos (BrdU) indicaram tamanho de efeito de magnitude
grande e estatisticamente significativo. A diminui¢do de células neuronais nos estagios de
diferenciagdo ou maturagdo pode estar relacionada a apoptose neural proveniente da
neurodegeneracao, causada pelo aumento dos niveis de glicocorticoides (SHELINE et al., 2011;
LIU etal., 2017). Os estagios de proliferagao, diferenciagdo e apoptose sdo progressdes comuns
na neurogénese de roedores estressados ou deprimidos (LUCASSEN et al.,, 2006) e
provavelmente, o estresse causado pelos testes comportamentais possam explicar, pelo menos
em partes, as diferencas do nimero destas células nos estagios finais da neurogénese. Além

disso, o efeito dos marcadores de células precursoras gliais astrociticas neste estudo, pode ser
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atribuido ao nimero amostral diminuido em comparagdo a revisao 1, que de acordo com Bezeau
e Graves (2001), sdo inversamente proporcionais aos tamanhos de efeito (BEZEAU e
GRAVES, 2001).

A qualidade interna dos relatorios incluidos neste estudo aparentemente estd melhor
em comparagdo com a revisao anterior. A analise global pela estatistica de trim-and-fill nao
identificou estudos ausentes ou “ndo publicados” nesta revisdo, e sendo assim, o ajuste do
tamanho de efeito global nao foi necessario. As andlises trim-and-fill estratificadas por
subgrupos identificaram estudos ausentes, embora em uma quantidade reduzida. A importancia
de investigar a qualidade de estudos ¢ consensual (SUTTON e HIGGINS, 2008; LIN e CHU,
2018), meta-analises se tornaram ferramentas de alto nivel de qualidade cientifica por combinar
diversos estudos e propor decisoes assertivas relacionadas na tomada de decisdes na medicina
(SUTTON e HIGGINS, 2008; LIN e CHU, 2018), e quando sdo mal elaboradas, podem ser
potencialmente superestimadas. Estudos que consideram apenas os relatorios disponiveis na
literatura sdo frequentemente enviesados, pois, comumente desconsideraram os resultados
inconclusivos ou significancia estatistica, devido a menor probabilidade de serem publicados
(MAHID et al., 2008; KICINSKI; SPRINGATE ¢ KONTOPANTELIS, 2015; LIN e CHU,
2018). Para exemplo, um estudo em 1.106 meta-analises da base de dados Cochrane que
comparava tratamento com placebo vs. sem tratamento identificou em média, 27% maior
probabilidade de publicagdo dos resultados eficazes e 78% de maior probabilidade de
publicacdo dos estudos sem efeitos adversos em relacdo aos estudos que demonstraram a
existéncia de efeitos adversos (KICINSKI; SPRINGATE e KONTOPANTELIS, 2015).

A qualidade dos estudos incluidos avaliada pela ferramenta RoB da Syrcle ¢ incerta.
Ou seja, os estudos incluidos nesta revisdo estdo mais propensos a vieses baixos ou incertos.
Pao et al., (2012) foi a tnica publicag¢do identificada com indicios para viés de desempenho
considerado “alto”, devido a inadequagdes no alojamento aleatorio dos animais, embora os
demais itens mantiveram-se incertos. As incertezas sao frequentemente relatadas na alocacao,
alojamento, cegamento do pesquisador para o tratamento e avaliagdo aleatoria dos resultados.
Os menores riscos de viés global estao atribuidos as caracteristicas de linha de base e os dados
de desfechos abordados corretamente, embora considerado um item dificil de avaliar
(HOOIIMANS; ROVERS; DE VRIES, 2014). Além das ferramentas para investigacdo de
riscos de viés, a confiabilidade dos resultados foi investigada pela estatistica Kappa de Cohen
(x) inter-obervadores. A for¢a de concordancia k de modo geral, foram satisfatorias. A forca de

concordancia variou entre moderada, quase perfeita e perfeita. A confiabilidade da ferramenta
104



RoB da Syrcle foi quase perfeita. E consensual o fato que raramente encontraremos
concordancia perfeita (k = 1.0) para a estatistica Kappa (COHEN, 1960; MARSTON, 2010),
entretanto, categorias bem delineadas e o treinamento dos observadores sdo responsaveis pela
alta confiabilidade dos estudos. Além disso, opinides divergentes entre os observadores sao
comuns (SANTELMANN et al., 2017), relatadas em estudos anteriores, o que de fato, foram
identificadas em nossas analises.

Um estudo de revisdo sistematica e meta-andlise voltado a confiabilidade entre
avaliadores comparou o transtorno esquizoafetivo com a esquizofrenia, o transtorno bipolar e a
depressdo unipolar inter-observadores (SANTELMANN et al., 2017). Um total de n = 25
estudos foram elegiveis, e destes, a confiabilidade resultante da estatistica « foi considerada
moderada em 0,57 [IC 95%: 0,41 - 0,73], explicada pelo fato do transtorno esquizoafetivo ser
frequentemente visto como uma categoria residual, ou seja, de dificil avaliagdo devido a
incerteza sobre a presenca de esquizofrenia ou um disturbio afetivo (SANTELMANN et al.,
2017). Opinides divergentes entre os observadores para a mesma observacdo também foi
relatada por Bonazza et al., (2016), utilizando um coeficiente de correlagdo intraclasse (CCI)
(BONAZZA et al., 2016). Dez estudos foram selecionados e avaliados por observadores com
experiéncias distintas, e destes, nove estudos apresentaram confiabilidade aceitavel com valores
em 0,76 a 0,98, e um estudo com valor alfa de Krippendorff (o) de apenas 0,38, considerado
abaixo do acordo aceitdvel (BONAZZA et al., 2016).

Em nosso estudo, nao foi possivel investigar a correlacdo da neurogénese com o efeito
comportamental dos antidepressivos devido a auséncia de informagdes nos estudos primarios.
No entanto, de modo geral, nossos achados vao ao encontro de Surget et al., (2008) e David et
al., (2009) em que nem todos os antidepressivos sdo dependentes da neurogénese no hipocampo
para exercerem seus efeitos. Para os autores, a atividade comportamental da fluoxetina por meio
do teste de alimentagdo suprimida por novidade, ou neofobia, requer neurogénese hipocampal,
enquanto o teste de campo aberto e natagdo for¢ada sugerem a participacdo de mecanismos
subjacentes distintos (SURGET et al., 2008 ¢ DAVID et al., 2009). O tamanho de efeito na
neurogénese foi positivo e estatisticamente significativo na avaliagdo do teste de nado forgado,
tanto na presenga ou auséncia de efeitos comportamentais, sugerindo que o efeito
antidepressivo pode ndo ser dependente Uinico e exclusivamente da neurogénese hipocampal,
evidenciado por Surget et al., (2008) e David et al., (2009). O efeito comportamental dos
antidepressivos no teste de campo aberto aparentemente apresenta uma discreta dependéncia

da neurogénese, visto que a diminuicdo “aparente” da neurogénese resulta na auséncia de efeito
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comportamental, no entanto, inconclusivos. O teste de alimentacdo suprimida por novidade,
que avalia a neofobia, evidencia o efeito comportamental dos antidepressivos na presenga de
neurogénese hipocampal. E, portanto, interpretamos que a neurogénese presente no hipocampo
seria responsavel pelos resultados bem-sucedidos do teste. Tanto o teste de medo condicionado
ao contexto, quanto o teste de suspensdo pela cauda, ndo requerem neurogénese para exercer
seus efeitos, ou seja, seriam independentes de neurogénese e possivelmente estariam sendo
mediados por outros mecanismos. Finalmente, o tratamento com antidepressivos no teste de
hipofagia induzida por novidade, que também avalia a neofobia, parece ser dependente de
neurogénese para exercer seus efeitos, embora a auséncia de efeito ndo possa ser atribuida
diretamente a diminui¢cdo da neurogénese no hipocampo, por ser estatisticamente inconclusiva.

Deste modo, investigagdes experimentais futuras voltadas aos extremos destes achados
podem sinalizar bons caminhos na area, isto €, investigagdes em testes comportamentais
aparentemente dependentes de neurogénese hipocampal (teste de alimentagdo suprimida pela
novidade), e testes comportamentais aparentemente independentes de neurogénese hipocampal
(teste de suspensao pela cauda ou teste do medo condicionado ao contexto), por exemplo. Além
disso, sinalizamos que camundongos, fémeas e tratados com imipramina, neste caso, poderiam
ser utilizados como controle positivo ao serem comparados com ratos, machos e tratados com
fluoxetina.

Testes comportamentais de enriquecimento ou exploragdo ambiental por si sO, sdo
capazes de induzirem modifica¢des morfologicas e bioquimicas do cérebro de roedores adultos
por meio de alteragdes neuroquimicas no cortex cerebral (WALSH et al., 1969; DIAMOND et
al., 1972; ROSENZWEIG e BENNETT, 1996; UEDA; SAKAKIBARA ¢ YOSHIMOTO,
2005; YANG et al., 2007; SPEISMAN et al., 2013). No hipocampo, ocorrem alteragdes nas
espessuras corticais, no numero de dendritos ou ramificagdes e numero de células neuronais
(WALSH et al., 1969; KEMPERMANN; KUHN e GAGE, 1997; CAMPBELL et al., 2004;
MCKINNON et al., 2009; COLE et al., 2011). Além disso, condigdes enriquecidas aumentam
a neurogénese no giro dentado e melhoram o desempenho da aprendizagem em testes de
aprendizado e na plasticidade neural (ROSENZWEIG e BENNETT, 1996; VALERO et al.,
2011; ZHANG et al., 2011) bem como, o enriquecimento ambiental, tratamentos com farmacos
antidepressivos aumentam a neurogénese hipocampal no adulto (NAVAILLES et al., 2008,
BOLDRINI et al., 2012) e podem explicar, em partes, a relacdo do efeito comportamental dos
antidepressivos em testes dependentes de neurogénese. Além disso, as fungdes dependentes do

hipocampo podem ser influenciaveis pelas condigdes ambientais em que os animais sao
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expostos, e os estimulos provenientes de condi¢des estressantes sdo responsaveis por reduzirem
a neurogénese (MALBERG ¢ DUMAN, 2003; HULSHOF et al., 2012), tais condigdes sdo
observadas principalmente nos testes de suspensao pela cauda e medo condicionado.

Varios outros fatores podem influenciar nas respostas comportamentais dos
antidepressivos. As fémeas, por exemplo, exibem niveis mais altos de imobilidade no teste do
nado for¢ado quando comparadas com ratos machos tratados com sertralina, e doses diferentes
podem reduzir parametros de imobilidade em fémeas, mas ndo necessariamente reduzir em
machos (KOKRAS et al., 2014). O teste do nado for¢ado ¢ considerado o modelo animal mais
utilizado para investigar os efeitos comportamentais de antidepressivos em protocolos
experimentais (CRYAN et al., 2005; PORSOLT, 1979), no nado for¢ado, os roedores tratados
com antidepressivos tendem a diminuir a duragdo do comportamento passivo € aumentar a
duracdo de comportamento ativo (CRYAN et al., 2005).

De modo geral, ¢ possivel explicar a diferengca entre os efeitos comportamentais
encontrados para machos e fémeas baseados na estimulacao da proliferagao e sobrevivéncia de
novos neurdnios no hipocampo adulto por horménios femininos (CHAN et al., 2014) bem
como, nas diferencas entre espécies (KLAUS et al., 2012). Um estudo avaliando duas espécies
de camundongos tiveram diferencas significativas na proliferagdo e neurogénese quando
submetidos a atividade fisica, a linhagem C57BL/6 aumentou significativamente a neurogénese
enquanto a linhagem selvagem ndo teve aumento significativo embora sob as mesmas
condig¢des de laboratorio (KLAUS et al., 2012). As condigdes de estresse e niveis aumentados
de corticosterona também sdo responsaveis por inibirem a geragdo de novos neurdnios
granulares na regido do giro dentado (SCHOENFELD e GOULD, 2012). Embora seu
mecanismo ndo estar totalmente compreendido, o impacto na neurogénese afeta diretamente o
comportamento antidepressivo em roedores (SYNDER et al., 2011; GLOVER et al., 2017), e
em humanos (SCHOENFELD e CAMERON, 2014). Em ratos machos, a diminui¢do da
neurogénese ¢ capaz de modificar (atrofiar) as estruturas hipocampais (SCHOENFELD et al.,
2017), caracteristica comumente observada em pacientes com transtorno depressivo maior
(STEFFENS et al., 2000).

Em resumo, a principal conclusao desta etapa do estudo € que os antidepressivos exerceram
seus efeitos dependentes e independentes de neurogénese no hipocampo adulto. Além disso, o
tamanho de efeito dos antidepressivos inibidores da recaptagdo de serotonina nesta revisao sao
menores que o efeito dos antidepressivos triciclicos, possivelmente, mecanismos subjacentes

sao estimulados pelos testes comportamentais beneficiando a acdo mediada por noradrenalina
107



e dopamina. A formagdo de novos neurdnios na regido do hipocampo ¢ novamente evidenciada
em maiores propor¢des para camundongos, entretanto, a principal linhagem foi diretamente
influenciada pelos testes comportamentais, diminuindo seu tamanho de efeito. Ainda, de
encontro ao estudo anterior, as fémeas apresentaram efeito maior em comparacdo com 0s
machos, embora se mantenham em um niimero menor de estudos. Curiosamente, 0 aumento da
neurogénese hipocampal adulta parece desnecessaria para que o efeito comportamental do
tratamento com antidepressivos ocorra no teste de medo condicionado ao contexto ou no teste
de suspensao pela cauda (em camundongos) ou no teste de nado forgado, em que possivelmente
estariam sendo mediados por mecanismos subjacentes. Enquanto os testes baseados na
neofobia, ou seja, na supressao de alimentagdo pela novidade, possuem efeito comportamental
dependente de neurogénese hipocampal. As investigagdes de riscos de viés nos relatdrios
incluidos e a confiabilidade dos dados foram melhores em comparagdo com a revisao anterior.
Apesar disto, como na meta-analise 1, os dados incluidos da presente meta-analise ainda
requerem o parecer de um terceiro revisor para conciliar discrepancia entre as revisoras

originais e melhorar a qualidade interna do presente estudo.
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7. DISCUSSAO GERAL

A direcao do efeito combinado em ambas as revisdes foram favoraveis a intervengao
e com magnitudes estimadas significantemente como média e pequena, respectivamente. Tais
resultados estdo de acordo com conclusdes prévias (SANTARELLI et al., 2003; BOLDRINI et
al.,, 2012; LINO DE OLIVEIRA et al., 2020). Nas duas revisoes, o efeito neurogénico dos
antidepressivos dependeu de inimeros fatores, como o tipo de antidepressivo, sexo, espécie e
linhagem dos animais, além do tipo de marcador molecular de neurogénese. No entanto,
evidenciamos que as estimativas de tamanho de efeito nos diferentes subgrupos diferiram entre
a primeira e a segunda revisao sistematica e meta-analise.

Com relagdo as caracteristicas das espécies e linhagens, os efeitos de antidepressivos
na neurogénese das linhagens de ratos foram pequenos, significante na primeira e inconclusivo
na segunda andlise, enquanto maiores e mais consistentes nas diferentes linhagens de
camundongos nas duas analises. Estudos prévios sugerem que em ratos, por exemplo, as drogas
antidepressivas sdo tipicamente testadas nas linhagens Wistar ou Sprague-Dawley
(O'MAHONY et al., 2011) e de fato, essas linhagens foram as mais frequentemente relatadas
nos estudos primdrios incluidos em nossas analises. Em estudos comportamentais, os fenotipos
observados nas linhagens Wistar e Sprague-Dawley mostraram alteragdes mais visiveis na
investigagdo da depressdo nestes animais (O'MAHONY et al., 2011). Dentre os camundongos,
as linhagens C57BL/6J e BALB/cJ foram as mais frequentes nos estudos primarios incluidos
nas duas revisdes e meta-analises realizadas em nosso estudo. Assim, as diferengas entre os
tamanhos de efeito estimado nas duas revisdes ndo parecem estar relacionadas a variagdo do
tamanho da amostra de estudos incluidos em cada meta-analise.

O tamanho de efeito dos antidepressivos em machos e fémeas também variou entre as
duas meta-analises. Na primeira meta-analise, o tamanho de efeito foi maior em machos que
em fémeas enquanto, o oposto foi observado na segunda revisdo. Nas duas revisdes, os machos
foram os mais utilizados, assim como em outros estudos da literatura (KOKRAS et al., 2015;
MARQUES et al., 2016), indicando que o tamanho das amostras ndo foi determinante para a
diferenca entre as estimativas. Diferengas entre os sexos ja foram atribuidas as respostas na
ativacgao do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal em situagdes de estresse (BALE, 2006; BARHA
et al., 2011) com redugdo da proliferagdo celular em machos em comparagdo com as fémeas
(SHORTS et al., 2007). Isso acontece, pois, as fémeas parecem ser resistentes aos efeitos

negativos ao estresse (SHORTS et al.,, 2007), e desta forma, explicaria a diminuig¢do
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significativa da proliferagdo celular no hipocampo adulto, causada pela corticosterona em
machos (CAMERON e GOULD, 1994). As atividades hormonais das fémeas também seriam
responsaveis pela resposta diferencial as ameacas fisicas ou psicoldgicas entre os sexos
(OYOLA e HANDA, 2017). O aumento da proliferacao e sobrevivéncia de novos neuronios
visualizados em fémeas (CHAN et al., 2014) pode ser atribuida a alteracdes encefalicas dos
neurotransmissores, bem como, estas alteracdoes podem subjazer diferencas comportamentais
(BOWMAN et al., 2009).

Nas duas analises, além do aumento da neurogénese hipocampal adulta influenciada
pelo tratamento com antidepressivos, evidenciamos que cada composto pode contribuir com
um grau diferente de influéncia. De modo geral, os antidepressivos exerceram efeitos positivos
na neurogénese, entretanto, nem todos sdo estatisticamente significativos. Alguns
antidepressivos tais como a amitriptilina, agomelatina, citalopram, clomipramina, duloxetina,
escitalopram, paroxetina e venlafaxina foram pouco prevalentes nos estudos primarios
incluidos em nosso estudo. Por outro lado, a fluoxetina, imipramina e desipramina foram, nesta
ordem, os antidepressivos mais frequentemente utilizados nos estudos incluidos nas duas meta-
analises, como ja observado por David et al., (2009), Bambico et al., (2009) ¢ Mahar et al.,
(2014). Sobre os compostos mais prevalentes, observamos que, exceto para a desipramina que
apresentou 0 mesmo valor, os tamanhos de efeito variaram entre as duas meta-analises. Na
primeira meta-anélise, o tamanho de efeito foi grande para a fluoxetina e médio para a
imipramina enquanto na segunda analise o padrdo se inverte. Portanto, as diferencas de tamanho
de amostra, por si s, parecem nao justificar as diferencas de tamanho de efeito para estes
compostos. E, neste sentido, além da serotonina, aparentemente, a dopamina e a noradrenalina
poderiam ser responsaveis por esta estimulacdo, visto que os farmacos que aumentam a
concentracao sinaptica de dopamina e noradrenalina também possuem efeitos significativos.

No entanto, os resultados das revisdes sistematicas e meta-analises, de modo geral,
sugerem que os camundongos, principalmente da linhagem C57BL/6J, tratados com fluoxetina
(quando ndo expostos a condi¢des de estresse), e tratados com imipramina (quando expostos a
condigdes de estresse), parecem serem bons controles positivos para as investigacdes da
neurogénese hipocampal adulta em pesquisas com roedores adultos; e que, os marcadores
moleculares DCX e BrdU apresentam-se como boas escolhas nestas investigagdes.

Os resultados da segunda revisdo sistematica vao ao encontro de Surget et al., (2008)
e David et al., (2009), em que o efeito comportamental dos antidepressivos observados em

alguns testes comportamentais requerem neurogénese hipocampal, enquanto outros testes
110



sugerem a participagdo de mecanismos subjacentes distintos (SURGET et al., 2008 e DAVID
et al., 2009). Surpreendentemente, neste segundo estudo, o efeito do marcador de células
neuronais precursoras superou o efeito dos marcadores para os estagios de diferenciacao e
maturacdo, o que ndo havia sido observado na revisdo sistemdtica e meta-analise 1.
Possivelmente, o tamanho amostral (BEZEAU e GRAVES, 2001) e a estimulagdo de apoptose
(progressao comum em roedores estressados) em estagios finais da neurogénese, que poderiam
ser causa/consequéncia dos testes comportamentais (LUCASSEN et al., 2006), seriam
responsaveis pelos efeitos observados.

Na primeira revisdo, as analises de concordancias para confiabilidade dos estudos
indicaram discordancias significativas entre os observadores, tais resultados apresentaram-se
melhorados na segunda revisdo, possivelmente devido ao treinamento dos observadores. A
qualidade dos estudos incluidos foi insatisfatoria bem como, evidenciamos que estudos mais
recentes possuem maior probabilidade de riscos de viés de publicacdo, ou seja, vao de encontro
a estudos anteriores como Kicinski; Springate e Kontopantelis (2015). Semelhante as andlises
de concordancias, a ferramenta RoB continuou incerta para a revisao 2, entretanto, um unico
estudo indicou altos riscos de viés para alojamento aleatorio (viés de desempenho). A maioria
dos riscos de vieses sdo atribuidos a auséncia de informagdes adequadas a randomizagdo e
ocultacdo de alocagdo em pesquisas basicas (CONRADI e JOFFE, 2017) e clinicas (CIPRIANI
etal., 2018), ao tamanho amostral e & maior probabilidade de publicagdo de resultados positivos
(CONRADI e JOFFE, 2017), que podem comprometer a validade dos resultados (CIPRIANI
et al., 2018). E, frequentemente, vieses de publicacao (PRINZ; SCHLANGE e ASADULLAH,
2011) e crises de reprodutibilidades (BAKER, 2016) sdo atribuidas as baixas validades de
ensaios clinicos (PRINZ; SCHLANGE e ASADULLAH, 2011; BAKER, 2016). Em
consequéncia, estdo mais propensos a superestimar tamanhos de efeito e disseminar resultados
falso-positivos (NUIJTEN et al., 2015). Nas areas subjacentes a psicologia e medicina, por
exemplo, a presenga de viés de publicagdo foi evidenciada como estatisticamente significativa,
embora a superestimagdo dos efeitos avaliados em um estudo com 83 meta-analises e 499
revisdes sistemdticas fossem minimas (VAN AERT; WICHERTS e VAN ASSEN, 2019). De
modo geral, metodologias para revisdes sistematicas ainda ndo costumam incluir avaliagdes
para deteccdo de viés de publicacdo (MOHER et al., 2007; HEAVENER e VASSAR, 2018),
entretanto, esse cenario vem sendo promissor principalmente em revistas médicas com alto

fator de impacto (ONISHI e FURUKAWA, 2014).
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8. CONCLUSOES
8.1 OBJETIVOS CUMPRIDOS

= (Criaram-se protocolos de revisao sistematica e meta-analise e publicou-se na plataforma
Open Science Framework (https://osf.io/jsaev/) em 27 de junho de 2019.

» Realizou-se a revisdo sistematica e meta-analise, de acordo com o protocolo
previamente elaborado, para se responder se os antidepressivos aumentam, diminuem
ou nao interferem na neurogénese no hipocampo de roedores de laboratério adultos.

» Realizou-se a revisdo sistematica e meta-analise, de acordo com o protocolo
previamente elaborado, para se responder se ha correlagdo entre os efeitos
comportamentais e neurogénicos dos antidepressivos em roedores de laboratdrio
adultos.

* Disponibilizou-se todas as referéncias bibliograficas obtidas nas revisdes sistematicas
nos links, (https://osf.io/hqtp5/) e (https://osf.io/zscqb/), publicadas na plataforma Open
Science Framework bem como, todas as referéncias incluidas estdo disponiveis nos
apéndices C e D deste trabalho.

= Extraiu-se das bibliografias relevantes e criou-se um banco com os dados necessarios
para a construcao das meta-analises.

= Realizou-se as meta-analises e os resultados serdo divulgados ao publico apds auditoria

dos dados por um terceiro investigador.

8.2 Conclusdo geral
Os dados indicam que hd uma relacdo positiva entre o tratamento com alguns

antidepressivos, a neurogénese hipocampal e a diminui¢do da neofobia em roedores de

laboratorio adultos.
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APENCICE A — Piloto Estudo 1

Projeto: Uma revisdo sistematica e meta-analise sobre a teoria neurogénica subjacente aos

efeitos dos medicamentos antidepressivos no comportamento.

1.1. Citagao: Bolzan, J. A., Lino de Oliveira, C., (27 de junho de 2019). Estudos-piloto.

1.2. Pesquisador: Bolzan, J.A

1.3. Base de dados para pesquisa: Medline (via Pubmed)
1.4. Data da pesquisa: 18 de junho de 2019

1.5. Estratégia de busca:

IDda | Termos Total da pesquisa/

pesquisa ultimos 5 anos

#1 “neurogenese” [MeSH] 27417/11052

#2 “Hipocampo” [MeSH] 151646/34616

#3 “BrdU” [MeSH] 25216/3236

#4 “Ki-67” [MeSH] 26597/7984

#5 “DCX” [MeSH] 1500/670

#6 615218/164625

((((((((ssri) OU (ssris) OU (inibidor seletivo da recaptagdo da serotonina) OU
(inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina) OU (inibidor seletivo da
recaptacdo da serotonina) OU (inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina)
OU (serotonina seletiva) inibidores de recaptagdo) OU (inibidor seletivo de
recaptacdo de serotonina) OU (fluoxetina) OU (citalopram) OU (escitalopram)
OU (fluvoxamina) OU (paroxetina) OU (sertralina) OU (dapoxetina) OU (snri)
OU (ssris) OU (serotonina) e (inibidores da recaptagdo de serotonina e
noradrenalina) OU (inibidores de recaptagdo de serotonina e noradrenalina) OU
(inibidores de recaptacdo de serotonina e noradrenalina) OU (inibidores de
recaptacdo de serotonina-noradrenalina) OU (inibidores de recaptagdo de
serotonina e norepinefrina) OU (inibidor de recaptagdo de serotonina e
norepinefrina) OU (inibidores de recaptac@o de serotonina e norepinefrina) OU
(inibidor de recaptagdo de serotonina e norepinefrina) OU (inibidores de
recaptacdo de serotonina-norepinefrina) OU (duloxetina) OU (levomilnaciprano)
OU (si butramina) OU (bicifidina) OU (venlafaxina) OU (desvenlafaxina) OU
(milnaciprana) OU (tramadol) OU (TCA) OU (tcas) OU (antidepressivo
triciclico) OU (antidepressivos triciclicos) OU (antidepressivo triciclico) OU
(triciclico antidepressivos) OU (amitriptilina) OU (butriptilina) OU
(clomipramina) OU (desipramina) OU (dosulepina) OU (doxepina) OU
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(imipramina) OU (iprindole) OU (lofepramina) OU (melitraceno) OU
(nortriptilina) OU (opipramol) OU (protriptilina) OU (trimipramina) OU (sari)
OU (saris) OU (antagonista da serotonina e inibidor de recaptagdo) OU
(antagonista da serotonina e inibidores da recaptacdo) OU (antagonista da
serotonina e inibidor da recaptacdo) OU (antagonista da serotonina e inibidores
de recaptagdo) OU (etoperidona) OU (lorpiprazol) OU (mepiprazol) OU
(lubazodona) OU (nefazodona) OU (trazodona) OU (NRI) OU (nis) OU (inibidor
da recaptagdo de noradrenalina) OU (inibidores da recaptagdo de noradrenalina)
OU ( inibidor da recaptagdo da noradrenalina) OR (inibidores da recaptagdo da
noradrenalina) OU (inibidor da recaptacdo da norepinefrina) OU (inibidores da
recaptacdo da norepinefrina) OU (inibidor da recaptacdo da norepinefrina) OU
(inibidores da recaptacdo da norepinefrina) OU (atomoxetina) OU (reboxetina)
OU (viloxazina) OU (ndri) OU (ndri) OU (inibidor da recaptagdo da dopamina
norepinefrina) OU (inibidores da recaptacdo da dopamina norepinefrina) OU
(inibidor da recaptagdo da dopamina norepinefrina) OU (inibidores da recaptacdo
da dopamina norepinefrina) OU (norepinefrina dopamina reu inibidor de
captagdo) OR (inibidores da recaptagdo da dopamina norepinefrina) OU (inibidor
da recaptagao da dopamina norepinefrina) OU (inibidores da recaptacdo da
dopamina norepinefrina) OU (inibidor da recaptagdo da noradrenalina ¢ da
dopamina) OU (inibidores da recapta¢do da noradrenalina ¢ da dopamina) OU
(inibidor da recaptagdo de noradrenalina ¢ dopamina) OU (inibidores da
recaptacdo da norepinefrina ¢ da dopamina) OU (inibidor da recaptagdo da
noradrenalina dopaminérgica) OU (inibidores da recaptacdo da noradrenalina
dopamina) OU (inibidor da recaptagdo da noradrenalina dopaminica) OU
(inibidores da recaptagdo da noradrenalina dopamina) OU (inibidor da recaptacdo
da noradrenalina dopamina) OU (inibidores da recaptagdo da noradrenalina
dopamina) OU (inibidor da recaptagdo da noradrenalina dopamina) OU
(inibidores da recaptagdo da noradrenalina dopamina) OU (inibidor da recaptacdo
da noradrenalina ¢ da dopamina) OU (inibidores da recaptagdo da noradrenalina
¢ da dopamina) OU (inibidor da recaptagdo da noradrenalina ¢ dopamina) OU
(noradrenalina e inibidores da recaptacdo da dopamina) OR (bupropiona) OU
(dexmetilfenidato) OU (metilfenidato) OU (ndra) OU (nras) OU (agente
liberador de dopamina norepinefrina) OU ( agentes liberadores de dopamina
norepinefrina) OU (agente liberador de norepinefrina-dopamina) OU (agentes
liberadores de norepinefrina-dopamina) OU (noradrenalina e agente liberador de
dopamina) OR (noradrenalina ¢ dopamina) OU ) OU (agente liberador de

noradrenalina-dopamina) OU (agentes liberadores de noradrenalina-dopamina)
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OU (agente liberador de noradrenalina e dopamina) OU (agentes liberadores de
noradrenalina ¢ dopamina) OU (anfetamina) OU (dextroanfetamina) OU
(dextrometanfetamina) OU (lisdexanfetamina) OU (teca) OU (texas) OU
(antidepressivo  tetraciclico) OU (antidepressivos tetraciclicos) OU
(antidepressivo tetraciclico) OU (antidepressivos tetraciclicos) OU (amoxapina)
OU (maprotilina) OU (mianserina) OU (mirtazapina) OR (maoi) OU (maois) OU
(inibidor da monoamina oxidase) OU (inibidores da monoamina oxidase) OU
(isocarboxazida) OU (moclobemida) OU (fenelzina) OU (pirlindole) OU (
selegilina) OU (tranilcipromina) OU (antidepressivo) OU (antidepressivos) OU
(antidepressivo) OU (antidepressivos))))))

#8 #1l e #2 7055/3038
#10 #le#3 2789/760
#11  #Hle#d 455/168
#12  #Hle#5 879/459
#13  #le#6 1765/786
#14 #2e#3 2100/527
#15 H2e#d 435/140
#16  H2e#5 652/320
#17 #H2e#6 7140/3010
#18 H4e#4 554/144
#19 #H4e#5 441/193
#20 H4e#6 549/126
#21 #5e#5 147/64
#22 S5 e#6 510/231
#23  #le#2e#6 OU#3 OU #4 OU #5 1213/488

1.6 Pesquisa por data de publicacao:

1) Primeiro passo: 19 de junho de 2014 a 18 de junho de 2019: 488 artigos
2) Segundo passo: 19 de junho de 2009 a 18 de junho de 2014: 525 artigos
3) Terceiro passo: 19 de junho de 2004 a 18 de junho de 2009: 214 artigos

4) Quarto passo: de 01 de agosto de 2003 (més e ano da publicagcdo de Santarelli) até 18 de
junho de 2004: 22 artigos
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1.7. Critérios de inclusio e exclusio, triagem de publicac¢des:

1.7.1. Fases de triagem: Fase 1: Titulo e resumo, Fase 2: Texto completo

1.7.2. Revisor: Um revisor.

1.7.3. Critérios de inclusdo:

- Data de publicagdo: variando de acordo com as etapas descritas no item 1.6.

- Lingua: qualquer idioma; Espécies animais: ratos, camundongos e outros mamiferos,
independentemente de idade, sexo e estirpe;

- Tipo de publicacdo: todos os tipos de publicacdes (exceto revisdes, revisdes sistematicas ou
meta-analises);

- Qualquer antidepressivo.

1.7.4. Critérios de exclusdo: Publica¢des em duplicado; Experimentos que relatam dados de
co-tratamentos (publicagdes contendo esses experimentos serdo mantidas se eles também

relatarem experimentos com tratamentos Unicos).

1.8. Pesquisa de resultados

A pesquisa # 23 foi selecionada para este estudo piloto. A combinacdo de seis listas de termos
para “Antidepressivos”, “Neurogénese”, “BrdU”, “Ki-67”, “DCX” e “Hippocampus”,
recuperou 1213 publicagdes da Medline (Pubmed), desde Santarelli em 2003 até a data da
busca. Triagem em publicacdes do periodo de 18 de junho de 2019 a 19 de junho de 2014
(488 ocorréncias), de 18 de junho de 2014 a 19 de junho de 2009 (525 ocorréncias), de 18 de
junho de 2009 a 19 de junho de 2004 (214 ocorréncias) e de 18 de junho de 2004 a 01 de

agosto de 2003, um total de 22 ocorréncias.

OBS: Na busca de dados (Pubmed) incluindo o tempo total da Revisdo Sistemética (agosto de
2003 a junho de 2019), a base virtual recuperou 1213 artigos. Considerando que, quando
seccionado em fases, um maior nimero de artigos (1249) ¢ encontrado.

Hipotese: artigos duplicados, filtro de pesquisa com interferéncia de data.

1.9. Extracao de dados:

1.9.1. Primeiros desfechos: medidas de BrdU, Ki-67 e DCX, extraidos diretamente de textos
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ou usando a ferramenta régua digital, para extragdo em graficos. Os desfechos serdo extraidos

de experimentos que reportem “Protocolo de proliferagao” ou “protocolo de sobrevivéncia”.

1.9.2. Desfechos secundarios: nao
1.9.3. Qualitativo: Aleatério? Cego? Tamanho da amostra?

1.9.4. Quantitativo: Média, SD ou SEM, N,

2.0 Analise de dados:

20.1. Medidas qualitativas: 0= tamanho ndo aleatdrio, ndo cego e sem amostra; 1= uma das
qualidades; 2= duas qualidades; 3= qualidades.

20.2. Calculo do tamanho do efeito combinado; Forest plot, Heterogeneidade:

20.3. Software R, programa multiplataforma, gratuito, que incorpora o R em um ambiente de

trabalho: o R Studio (Pacheco et al., 2018).
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APENCICE B - Piloto Estudo 2

Projeto: Uma revisao sistematica e meta-analise sobre a teoria neurogénica subjacente aos

efeitos dos medicamentos antidepressivos no comportamento.

1.1. Citagao: Bolzan, J. A., Lino de Oliveira, C., (31 de janeiro de 2020). Estudos-piloto

1.2. Pesquisador: Bolzan, J.A

1.3. Base de dados para pesquisa: Medline (via Pubmed)

1.4. Data da pesquisa: 31 de janeiro de 2020

1.5. Estratégia de busca:

((((((((ssri) OU (ssris) OU (inibidor seletivo da recaptagdo da serotonina) OU
(inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina) OU (inibidor seletivo da
recaptacdo da serotonina) OU (inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina)
OU (serotonina seletiva) inibidores de recaptagdo) OU (inibidor seletivo de
recaptacdo de serotonina) OU (fluoxetina) OU (citalopram) OU (escitalopram) OU
(fluvoxamina) OU (paroxetina) OU (sertralina) OU (dapoxetina) OU (snri) OU
(ssris) OU (serotonina) e (inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina)
OU (inibidores de recaptacdo de serotonina e noradrenalina) OU (inibidores de
recaptacdo de serotonina e noradrenalina) OU (inibidores de recaptacdo de
serotonina-noradrenalina) OU (inibidores de recaptagdo de serotonina e
norepinefrina) OU (inibidor de recaptagdo de serotonina e norepinefrina) OU
(inibidores de recaptacdo de serotonina e norepinefrina) OU (inibidor de
recaptacdo de serotonina e norepinefrina) OU (inibidores de recaptagdo de
serotonina-norepinefrina) OU (duloxetina) OU (levomilnaciprano) OU (si
butramina) OU (bicifidina) OU (venlafaxina) OU (desvenlafaxina) OU
(milnaciprana) OU (tramadol) OU (TCA) OU (tcas) OU (antidepressivo triciclico)
OU (antidepressivos triciclicos) OU (antidepressivo triciclico) OU (triciclico

antidepressivos) OU (amitriptilina) OU (butriptilina) OU (clomipramina) OU

(desipramina) OU (dosulepina) OU (doxepina) OU (imipramina) OU (iprindole)

IDda |Termos Total da pesquisa
pesquisa
#1 “neurogenese” [MeSH] 110141
#2 “Hipocampo” [MeSH] 13851
#3 “BrdU” [MeSH] 12906
4 “Ki-67” [MeSH] 27708
#S “DCX” [MeSH] 1584
Ho 654273
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OU (lofepramina) OU (melitraceno) OU (nortriptilina) OU (opipramol) OU
(protriptilina) OU (trimipramina) OU (sari) OU (saris) OU (antagonista da
serotonina ¢ inibidor de recaptagdo) OU (antagonista da serotonina e inibidores da
recaptagdo) OU (antagonista da serotonina e inibidor da recaptacdo) OU
(antagonista da serotonina ¢ inibidores de recaptagdo) OU (etoperidona) OU
(lorpiprazol) OU (mepiprazol) OU (lubazodona) OU (nefazodona) OU (trazodona)
OU (NRI) OU (nis) OU (inibidor da recaptacdo de noradrenalina) OU (inibidores
da recaptacdo de noradrenalina) OU ( inibidor da recaptagdo da noradrenalina) OR
(inibidores da recaptagdo da noradrenalina) OU (inibidor da recaptacdo da
norepinefrina) OU (inibidores da recaptagdo da norepinefrina) OU (inibidor da
recaptacdo da norepinefrina) OU (inibidores da recaptagdo da norepinefrina) OU
(atomoxetina) OU (reboxetina) OU (viloxazina) OU (ndri) OU (ndri) OU (inibidor
da recaptagdo da dopamina norepinefrina) OU (inibidores da recaptagdo da
dopamina norepinefrina) OU (inibidor da recaptagdo da dopamina norepinefrina)
OU (inibidores da recaptacdo da dopamina norepinefrina) OU (norepinefrina
dopamina reu inibidor de captacdo) OR (inibidores da recaptagdo da dopamina
norepinefrina) OU (inibidor da recaptagdo da dopamina norepinefrina) OU
(inibidores da recaptagdo da dopamina norepinefrina) OU (inibidor da recaptagao
da noradrenalina ¢ da dopamina) OU (inibidores da recaptagao da noradrenalina e
da dopamina) OU (inibidor da recaptacdo de noradrenalina e dopamina) OU
(inibidores da recaptacdo da norepinefrina e da dopamina) OU (inibidor da
recaptagdo da noradrenalina dopaminérgica) OU (inibidores da recaptagdo da
noradrenalina dopamina) OU (inibidor da recaptacdo da noradrenalina
dopaminica) OU (inibidores da recaptacdo da noradrenalina dopamina) OU
(inibidor da recaptagdo da noradrenalina dopamina) OU (inibidores da recaptagdo
da noradrenalina dopamina) OU (inibidor da recaptacdo da noradrenalina
dopamina) OU (inibidores da recaptagdo da noradrenalina dopamina) OU (inibidor
da recaptacdo da noradrenalina e da dopamina) OU (inibidores da recaptacdo da
noradrenalina ¢ da dopamina) OU (inibidor da recaptagdo da noradrenalina e
dopamina) OU (noradrenalina e inibidores da recaptacdo da dopamina) OR
(bupropiona) OU (dexmetilfenidato) OU (metilfenidato) OU (ndra) OU (nras) OU
(agente liberador de dopamina norepinefrina) OU ( agentes liberadores de
dopamina norepinefrina) OU (agente liberador de norepinefrina-dopamina) OU
(agentes liberadores de norepinefrina-dopamina) OU (noradrenalina e agente
liberador de dopamina) OR (noradrenalina e dopamina) OU ) OU (agente liberador

de noradrenalina-dopamina) OU (agentes liberadores de noradrenalina-dopamina)

OU (agente liberador de noradrenalina ¢ dopamina) OU (agentes liberadores de
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noradrenalina e dopamina) OU (anfetamina) OU (dextroanfetamina) OU
(dextrometanfetamina) OU (lisdexanfetamina) OU (teca) OU (texas) OU
(antidepressivo tetraciclico) OU (antidepressivos tetraciclicos) OU (antidepressivo
tetraciclico) OU (antidepressivos tetraciclicos) OU (amoxapina) OU (maprotilina)
OU (mianserina) OU (mirtazapina) OR (maoi) OU (maois) OU (inibidor da
imonoamina oxidase) OU (inibidores da monoamina oxidase) OU (isocarboxazida)
OU (moclobemida) OU (fenelzina) OU (pirlindole) OU ( selegilina) OU
(tranilcipromina) OU (antidepressivo) OU (antidepressivos) OU (antidepressivo)
OU (antidepressivos))))))

#7

(forced swimming test OU forced swimming tests OU forced swimming test, fst
OU fst OU forced swim OU Porsolt test OU Porsolt tests OU “fear conditioning”
OU “learning” OU “consolidation” OU “acquisition” OU “elevated plus maze”
OU “plus-maze” OU “open field” OU “OFT” OU “light-dark” OU "Novelty
suppressed feeding" OU "Tail suspension test" OU "Morris water maze test" OU
"Splash test" OU “water maze test” OU “ mater maze” OU "Novelty-induced
Hypophagia" OU “Isolation rearing” OU “Novel location recognition test” OU
“Rotarod Performance test” OU “resident-intruder” OU “Sucrose preference test”
OU “Barnes maze test”)

571194

#8

#le#2e (OU#3 0OU#4 OU #5) e #6 e 7

145

1.6 Pesquisa por data de publicacio:

Publicagdes até 31 de janeiro de 2020.

1.7. Critérios de inclusio e exclusao, triagem de publicac¢oes:

1.7.1. Fases de triagem: Fase 1: Titulo e resumo, Fase 2: Texto completo

1.7.2. Revisor: Um revisor.

1.7.3. Critérios de inclusdo:

- Data de publicagdo: Publicagdes até 31 de janeiro de 2020.

- Lingua: qualquer idioma; Espécies animais: ratos, camundongos e outros mamiferos,

independentemente de idade, sexo e linhagem;

- Tipo de publicagdo: todos os tipos de publicagdes (exceto revisdes, revisdes sistematicas

ou meta-analises);

- Qualquer antidepressivo.
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1.7.4. Critérios de exclusdo: Publica¢des em duplicata; Experimentos que relatam dados de
co-tratamentos (publicagdes contendo esses experimentos serao mantidas se eles também

relatarem experimentos com tratamentos Unicos).

1.8. Pesquisa de resultados

A pesquisa # 8 foi selecionada para este estudo piloto. A combinagao de seis listas de termos
para “Antidepressivos”, “Neurogénese”, “BrdU”, “Ki-67, “DCX” e “Hippocampus” e

b 1Y

testes comportamentais, por exemplo: “teste do nado for¢ado”, “medo condicionado”,
29 <e

“campo aberto”, “teste de novidade suprimida”, etc. Resultando em uma busca de 145

publica¢des da base virtual Medline (via Pubmed).

1.9. Extracao de dados:

1.9.1. Primeiros desfechos: medidas de BrdU, Ki-67 e DCX, extraidos diretamente de textos
ou usando a ferramenta régua digital, para extragdo em graficos. Os desfechos serdo
extraidos de experimentos que reportem “Protocolo de proliferacao” ou “protocolo de
sobrevivéncia”.

1.9.2. Desfechos secundarios: nao

1.9.3. Qualitativo: Aleatério? Cego? Tamanho da amostra?

1.9.4. Quantitativo: Média, SD ou SEM, N,

2.0 Analise de dados:

20.1. Medidas qualitativas: 0= tamanho nao aleatdrio, ndo cego e sem amostra;
1= uma das qualidades; 2= duas qualidades; 3= qualidades.

20.2. Calculo do tamanho do efeito combinado; Forest plot, Heterogeneidade:
20.3. Software R, programa multiplataforma, gratuito, que incorpora o R em um

ambiente de trabalho: o R Studio (Pacheco et al., 2018).
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APENDICE C — Publicagdes incluidas na revisdo sistematica 1

Incluidos 2003-2004

SANTARELLI, L. et al. Requirement of hippocampal neurogenesis for the behavioral effects
of antidepressants. Science, v. 301, n. 5634, p. 805-809, Aug 8, 2003.

Incluidos 2004-2009

ALAHMED, S.; HERBERT, J. Strain differences in proliferation of progenitor cells in the
dentate gyrus of the adult rat and the response to fluoxetine are dependent on corticosterone.

Neuroscience, v. 157, n. 3, p. 677-682, Dec 2, 2008.

BALU, D. T. et al. Enhanced sensitivity of the MRL/MpJ mouse to the neuroplastic and
behavioral effects of chronic antidepressant treatments. Neuropsychopharmacology, v. 34, n. 7,

p. 1764-1773, Jun, 2009.

BALU, D.T. etal. Flow cytometric analysis of BrdU incorporation as a high-throughput method
for measuring adult neurogenesis in the mouse. J Pharmacol Toxicol Methods, v. 59, n. 2, p.

100-107, Mar-Apr, 2009.

CZEH, B. et al. Chronic social stress inhibits cell proliferation in the adult medial prefrontal
cortex: hemispheric ~ asymmetry  and  reversal by  fluoxetine  treatment.

Neuropsychopharmacology, v. 32, n. 7, p. 1490-1503, Jul, 2007.

ENCINAS, J. M.; VAAHTOKARI, A.; ENIKOLOPOV, G. Fluoxetine targets early progenitor
cells in the adult brain. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 103, n. 21, p. 8233-8238, May 23, 2006.
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Legenda: viés de publicagdo para as publicagdes entre os anos 2019 e 2014. Grafico de funil (esquerda) e trim-
and-fill (direita). CES (grafico de funit) = 0,95; LIC 95% (0,79); LSC 95% (1,11). CES (trim-and-finy = 0,72; LIC 95%
(0,54); LSC 95% (0,91). Estudos ausentes n = 24.
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Legenda: viés de publicagdo para as publicagdes entre os anos 2014 e 2009. Grafico de funil (esquerda) e trim-
and-fill (direita). CES (grfico de funil) = 0,57; LIC 95% (0,39); LSC 95% (0,75). CES (trim-and-riy = 0,26; LIC 95%
(0,07); LSC 95% (0,45). Estudos ausentes n = 29.
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Legenda: viés de publicagdo para as publicagdes entre os anos 2009 e 2003. CES' (grafico de funil) = 0,91; LIC 95%
(0,72); LSC 95% (1,10). Estudos ausentes n = 0.

OBS: os graficos sdo apresentados neste estudo diretamente do software R Studio, por esta razdo, os termos
estdo descritos em inglés. O termo “standard error” é a denominagdo para erro padrdo; e, “standadized mean
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difference” significa diferenca da média padronizada. Os tamanhos dos efeitos (pontos pretos) sdao calculados
e plotados contra seus erros padrdo, criando um grafico de funil assimétrico (linhas pretas pontilhadas). A
analise trim-and-fill indica a quantidade de estudos ausentes seriam necessarios para criar assimetria no grafico
de funil. Estudos que possuem menor erro padrdo estdo plotados na parte superior do eixo y (eixo das
ordenadas), enquanto o eixo x (eixo das abcissas) mostra o tamanho de efeito de cada estudo e o efeito
combinado (linha central ou linha do valor estimado do tamanho do efeito total); pontos pretos representam os
estudos incluidos na anélise e os pontos brancos representam os estudos ausentes. Area branca do grafico
corresponde a 0.05 < p < 1.00. Area cinza 0.00 < p < 0.05.
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