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RESUMO

MECCA, Fernando Figueiredo. Efeitos do antidepressivo escitalopram na atividade
eletrofisiolégica cortico-amigdalar durante o modelo triadico do desamparo aprendido em
ratos Wistar. 2019. 57 p Disserta¢ao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

A depressao é o transtorno psiquidtrico mais comum no mundo; estima-se que até 2020, cerca
de 20% da populagdo mundial tera sido afetada por ela. Esta condicao é caracterizada por
sintomas comportamentais e fisioldgicos, que em estdgios graves pode levar ao suicidio.
Apesar de sua prevaléncia e gravidade, os tratamentos com antidepressivos nao sao eficazes,
com remissdo completa em apenas 30% dos casos. Tanto a neurobiologia da depressao
guanto os efeitos dos antidepressivos ainda ndo foram totalmente compreendidos, o que
dificulta mudar tal situacdo. Dados clinicos indicam que alteracdes no funcionamento de
estruturas limbico-corticais, como cértex pré-frontal (CPF) e amigdala (AMI), submetidos a
modulacdo seretoninérgica, poderiam explicar parte dos efeitos dos antidepressivos, bem
como prever o sucesso do tratamento com antidepressivos. De maneira similar, no modelo
experimental do desamparo aprendido, a comunicacdo cdértico-amigdalar é fundamental na
manifestacdo do comportamento desamparado e o tratamento com antidepressivos é capaz
de reverter tais déficits comportamentais. Entretanto, um dos mais eficientes antidepressivos
da atualidade — o ISRS escitalopram — foi pouco explorado neste modelo experimental. O
modelo em si é bastante estudado em termos de farmacologia e neuroquimica, mas ainda
muito pouco explorado em termos de neuroprocessamento e dados eletrofisiolégicos. No
presente trabalho, registros eletrofisioldgicos no cértex pré-frontal e na amigdala durante a
inducdo do desamparo aprendido, foram analisados para se avaliar os efeitos do escitalopram.
Ratos Wistar machos adultos receberam implantes cronicos de multieletrodos no CPF e AMI,
e tratados por 7 dias com duas inje¢des didrias de escitalopram (10 mg/mL) ou veiculo. Apds
isso, os animais foram submetidos ao modelo triadico do desamparo aprendido, onde
recebiam choques escapdveis (CE) ou inescapaveis (Cl) associados a um estimulo
condicionado (EC), ou nenhum choque (SC); os animais tratados com escitalopram foram
submetidos a choques inescapdveis (CI-T). No dia seguinte, um teste de fuga dupla foi utilizado
para avaliar a inducao do desamparo. Registros eletrofisiolégicos foram feitos durante ambos
os dias de experimento comportamental. O escitalopram previne a indugdo do desamparo,
conforme indicado pela propor¢ao de animais desamparados em cada grupo (CE 30%; SC 40%;
CI-T 40%; Cl 75%). Os animais CE, Cl e CI-T tiveram maior modulacdo da atividade unitdria no
CPF apds EC do que SC (H=27,294; DF = 3, Kruskal-Wallis; p < 0,05). Também no CPF, os grupos
CE e CI-T apresentaram uma maior perturbacdo média das oscilacdes teta do que os Cl e SC [F
(3;27)=1,872; ANOVA uma via; p < 0,05], e CI-T teve uma perturbacdo média em gama na
AMI maior do que Cl e SC [F (3; 22) = 4,212; ANOVA de uma via; p < 0,05]. Nossos resultados
ndo so possibilitaram a validacdo do modelo do desamparo aprendido como preditor de
eficicia de antidepressivos ISRS, como também mostram o escitalopram induzindo alteracdes
eletrofisiolégicas similares ao choque escapavel, culminando no comportamento resistente
ao desamparo aprendido.

Palavras-chave: Depressdo. Eletrofisiologia. Desamparo aprendido. Estresse. Antidepressivos.
Cértex pré-frontal. Amigdala basolateral. Atividade unitaria. Potencial local de campo.






ABSTRACT

MECCA, Fernando Figueiredo. Effects of antidepressant escitalopram on the cortic-amigdalar
electrophysiological activity during the triadic model of learned helplessness in Wistar rats.
2019. 57 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S3o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Depression is the most common psychiatric disorder worldwide; it is estimated that until 2020,
roughly 20% of the world population will have been affected by depression. This condition is
characterized by behavioural and physiological symptoms, that in severe cases may lead to
suicide. Despite its prevalence and severity, treatments with antidepressants are not efficient,
and only 30% of the cases reach complete remission. The neurobiology of both depression
and antidepressant effects are still not completely comprehended, which hampers changing
such situation. Clinical data has shown that alteration in the functioning of limbic-cortical
structures, such as the prefrontal cortex (PFC) and amygdala (AMY), submitted to
serotoninergic modulation, may explain part of antidepressant’s effects. Likewise, in the
experimental model of learned helplessness, cortico-amygdalar communication is
fundamental to the expression of helpless behaviour, and treatment with antidepressants is
able to reverse such behavioural deficits. However, one of the most efficient antidepressants
nowadays — the SSRI escitalopram —is still underexplored in this experimental model. Learned
helplessness per se is well studied in pharmacological and neurochemical ways, but it is still
underexplored in terms of neuroprocessing and electrophysiological data. In the present
study, electrophysiological recordings, during induction of learned helplessness, were
analysed in order to evaluate the effects of escitalopram on the electrophysiological activity
of prefrontal cortex and amygdala in the model. Adult male Wistar rats received chronical
implants of multielectrodes into the PFC and AMY, and were treated for 7 days with two
injection per day with either escitalopram (10 mg/mL) or vehicle. After that, animals were
submitted to the triadic learned helplessness model, in which they received escapable (ES) or
inescapable (IS) shock, associated to a conditioned stimulus (CS) or no shock (NS); animals
treated with escitalopram received inescapable shock (IS-T). On the following day, a two
crossings shuttlebox test was used in order to verify the induction of helplessness.
Electrophysiological data was recorded during both behavioural experiments. Escitalopram
prevented the induction of helplessness, as shown by the proportions of helpless animals (ES
30%; NS 40%; IS-T 40%; IS 75%). ES, IS and IS-T animals had a higher modulation of unitary
activity in the PFC after CS than NS (H = 27,294; DF = 3, Kruskal-Wallis; p < 0.05). Also in the
PFC, ES and IS-T had a higher average perturbation of theta oscillations than IS and NS [F ( 3;
27) =1,872; one-way ANOVA; p < 0.05], and IS-T had a higher average perturbation in gamma
than IS and NS [F (3; 22) = 4,212; one-way ANOVA; p < 0,05]. Our results validate the learned
helplessness model as predictive of SSRI antidepressant efficiency, and show that
escitalopram causes electrophysiological alterations similar to escapable shock, culminating
in helplessness resistant behaviour.

Keywords: Depression. Electrophysiology.. Learned helplessness. Stress. Antidepressants.
Prefrontal cortex. Basolateral amygdala. Single unit activity. Local field potential.
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1.Introducgao

1.1 Depressao e antidepressivos

A depressdo é a principal causa de incapacitacdo no mundo, atingindo cerca 300 milhdes
de pessoas no mundo em 2015, e sendo responsavel por 7,5% dos anos perdidos por
incapacitacdo no mundo (World Health Organization, 2017). No Brasil, 11,2 milhdes de
pessoas com mais de 18 anos de idade foram diagnosticadas com depressdo, o que equivale
a 7,6 % da populagdo nessa faixa etaria (IBGE, 2014). Em casos graves, a depressao pode levar
ao suicidio, causa de aproximadamente 800.000 mortes por ano no mundo (World Health
Organization, 2017).

Segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM—-IV; APA,
2002), a depressao é diagnosticada quando um individuo apresenta, por mais de 2 semanas,
ao menos 5 dos seguintes sintomas: humor entristecido; falta de interesse; aumento ou
reducdo do peso e apetite; problemas de sono; problemas psicomotores; fadiga; sensa¢ao de
ndo ter valor; baixa capacidade de concentracdo e decisdao; e pensamentos suicidas. As causas
da depressao ainda ndo sdo plenamente conhecidas, mas o estresse - e, particularmente, a
falta de controle sobre eventos estressantes — parece ser um fator importante no
desenvolvimento desta condi¢do (Clark and Beck, 2010; Maier and Seligman, 2016). Apesar
da alta prevaléncia da depressdao e das suas consequéncias graves, 0S progressos na
compreensao e na eficacia dos efeitos dos antidepressivos tém sido insatisfatorios.
Atualmente os antidepressivos mais receitados sdo os inibidores seletivos de recaptacao de
serotonina (ISRS), que blogueiam os canais recaptadores de serotonina, aumentando a
concentragdo deste neurotransmissor na fenda sinaptica (Tanti and Belzung, 2010; Andrews
et al., 2015). Contudo, os tratamentos atuais para depressdo contam com remissdo completa
do transtorno em apenas 30 % dos casos (Mclntyre and O’Donovan, 2004), e até 64 % dos
pacientes apresenta a reincidéncia de um segundo episddio nos meses seguintes ao
tratamento (Solomon et al., 2000). Um ISRS tem se destacado, entretanto: o escitalopram.
Segundo revisdo de Eiji Kirino (2012), este antidepressivo recente mostra resultados em até
duas semanas de tratamento, e tem resultados melhores ou iguais aos outros farmacos

comercializados, com até 76% dos pacientes respondendo ao tratamento, efeitos colaterais
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menos intensos do que outros antidepressivos, bem como efeitos adversos da
descontinuidade, entre outros beneficios.

Apesar disso, os efeitos dos ISRS, e em especifico do escitalopram, sobre a neurobiologia
da depressdo ainda sdo bastante desconhecidos (Andrews et al., 2015). Neste sentido, a
necessidade de estudos relacionados a compreensdo das bases neurobioldgicas da depressao
e dos efeitos dos antidepressivos é imperativa, possibilitando importantes avangos no

tratamento do transtorno (Ménard et al., 2016).

1.2 Neurobiologia da depressao e dos efeitos de antidepressivos

A fim de compreender melhor as bases neurais da depressdo e da acdo dos
antidepressivos, assim como desenvolver novas formas de diagndstico, diversos estudos tém
usado técnicas de imageamento nao-invasivas para entender como diferentes regides do
encéfalo se comportam em pessoas acometidas pela depressdo (Pryce et al., 2011). Em
pacientes depressivos foi possivel observar a lateraliza¢do da atividade amigdalar através do
imageamento por ressonancia magnética funcional (fMRI). Nesses pacientes, em situacdes de
antecipacdo de estimulos aversivos, aumentou-se o sinal BOLD (do inglés, blood oxygen level
dependent contrast) da amigdala (AMI) no hemisfério direito (Strigo et al., 2008). O mesmo
estudo mostrou ainda que, durante um estimulo aversivo, pessoas com depressao, em
comparag¢ao com individuos saudaveis, tinham um menor sinal BOLD em estruturas corticais,
como o cortex pré-frontal (CPF). Contudo, essas respostas cortico-amigdalares parecem ser
moduladas por vias serotoninérgicas. Em individuos saudaveis, a analise do fMRI associada a
emissdo de podsitrons (PET) mostrou que a diminuicdo da disponibilidade do receptor
serotoninérgico 5-HTia no nucleo dorsal da rafe (NDR) é negativamente correlacionada ao
sinal BOLD da AMI durante a exposicdo ao medo (Selvaraj et al., 2015). Além disso, nesse
mesmo estudo a disponibilidade de 5-HT1a no NDR é positivamente correlacionada com a
conectividade entre AMI e estruturas do CPF (Selvaraj et al., 2015). Por sua vez, tanto
tratamentos farmacolégicos com ISRS, quanto a terapia cognitivo-comportamental obtiveram
sucesso em reverter as alteracées no sinal BOLD da AMI e do CPF durante o processamento
emocional (Jaworska et al., 2015). De forma similar, An e colaboradores (2017) utilizaram fMRI
e mostraram que pacientes com depressao apresentam alteracdes na conectividade funcional

de diversas areas do cérebro, como o CPF medial e a AMI basolateral. Os autores relatam,
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ainda, que o uso de escitalopram foi capaz de reverter tais alteracdes. Ja foi demonstrado,
também com o uso de fMRI, que a conectividade entre AMI e CPF pode ser um preditor da
eficiéncia do escitalopram: pacientes com depressdo que nao responderam ao tratamento
tinham, antes do tratamento, uma maior conectividade entre essas areas do que aqueles
pacientes que responderam ao tratamento, bem como do que individuos saudaveis (Vai et al.,
2016). Além disso, resultados de fMRI analisando a atividade destas areas em pessoas com
reducdo de serotonina (5-HT) por dieta sem triptofano (um precursor da 5-HT) mostram que
a 5-HT pode estar relacionada com os dados acima: tanto a AMI quanto o CPF de individuos
em dieta sem triptofano apresentam maior atividade frente a estimulos aversivos do que
individuos com alimentacao balanceada (Robinson et al., 2013). Este mesmo trabalho mostra,
ainda, uma maior conectividade entre estas duas dreas nos individuos com restricdo de
triptofano. De forma similar, individuos com depressdo tiveram maior ativacdo da AMI em
antecipacdo de estimulo aversivo, e maior ativacdo do CPF ao se confrontar com tal estimulo,
do que individuos sauddveis (Rosenblau et al., 2012). Esta hiperatividade, tanto da AMI quanto
do CPF, foi reduzida apds tratamento com o escitalopram (Rosenblau et al., 2012). Nesse
sentido, Price e Drevets (2012) postulam que a depressao pode ser o resultado de alteracdes
na circuitaria envolvendo o CPF e AMI, sendo que esta Ultima apresentaria uma atividade
aumentada associada a hipofung¢ado do CPF, o que resultaria nas alteragdes comportamentais
deste disturbio. Entretanto, levando-se em conta os recentes dados referentes a
antidepressivos ISRS, pode-se supor que as alteracdes presentes na comunicacdo entre AMI e
CPF em individuos com depressao seja restaurada pela modulacdo serotoninérgica.

Uma outra maneira de se estudar a atividade neuronal em pacientes é através de
eletroencefalograma (EEG), registrando oscilagcdes elétricas emergentes da interacdo de
grandes populagdes neuronais que correspondem ao processamento de informacdo
(Noachtar and Rémi, 2009; Fingelkurts and Fingelkurts, 2014). Nesse sentido, Alexander e
Andrew Fingelkurts caracterizam a depressdo como uma sindrome marcada pela
hiperatividade limbica e hipoatividade do CPF, contemplando a visdo moderna de que
anormalidades na conectividade funcional de diferentes sistemas do encéfalo, e ndo apenas
disfuncdes predominantemente neuroquimicas, estejam relacionadas a transtornos
psiquiatricos (Fingelkurts and Fingelkurts, 2014). Foi demonstrado, utilizando EEG, que

individuos com depressao tém maior coeréncia geral em delta (0,5 — 4 Hz), teta (4 — 8 Hz), alfa
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(8 =12 Hz) e beta (12 — 20 Hz) do que individuos saudaveis (Leuchter et al., 2012). Os autores
enfatizam que estes resultados apontam para uma diminuicao na seletividade de conexdes
durante o repouso em pacientes com depressdo (Leuchter et al., 2012). Nos estudos de EEG
em pacientes com depressao, alteragdes na oscilagdes teta (4 - 8 Hz) no CPF sugerem ndo so
sua relacdo com sintomas da depressdo, como também sdo capazes de predizer a resposta ao
tratamento com antidepressivos ISRS (Fingelkurts and Fingelkurts, 2014; Koo et al., 2017). Em
outro experimento utilizando EEG, pacientes responsivos ao tratamento cronico com
antidepressivos diversos, incluindo escitalopram, apresentaram menor poténcia relativa em
teta (4 — 8 Hz) no CPF em comparagdao aos nao responsivos, tanto antes do inicio do
tratamento, quanto uma semana depois (losifescu et al., 2009). De forma semelhante, Lee e
colaboradores (2011) utilizaram EEG para mostrar que quanto maior a conectividade fronto-
temporal, em termos de delta e teta (respectivamente, 1 —4 Hz e 4 — 8 Hz), maior a resisténcia
ao tratamento com antidepressivos (ISRS diversos, 34% dos quais utilizaram escitalopram).
Além disso, pacientes submetidos ao antidepressivo escitalopram, que aumentavam a
cordancia em teta (4 — 8 Hz) no CPF no primeiro dia do tratamento, apresentavam melhorias
nos sintomas apo6s 1 semana (Bares et al., 2014).

Apesar de todos esses achados em humanos, hd uma série de limitagdes experimentais
em se estudar o processamento neural do CPF e AMI na depressao, assim como a sua resposta
a antidepressivos. Em especial, ndo podemos estudar o processamento neural durante o
evento de aquisicdo da depressdao em humanos. Contudo, modelos experimentais, quando
escolhidos de maneira apropriada, correspondem a uma ferramenta valiosa que possibilita

uma maior precisao espacial e temporal na aquisicao de dados neurofisiolégicos.

1.3 Modelos animais: o desamparo aprendido

Diferentes modelos animais tém sido utilizados para o estudo da depressao. Entretanto,
muitos deles se concentram na validade preditiva do modelo — isto é, em quanto o animal
responde a medicamentos antidepressivos, o que permite supor que é possivel testar novos
medicamentos com este método (Abelaira et al., 2013). Podem ser citados o nado forcado e
a suspensdo pela cauda como dois modelos animais que sao essencialmente utilizados pela
sua validade preditiva (Castagné et al., 2011). Por outro lado, outros dois critérios de interesse

em modelos animais sdo a validade de face e a de constructo, respectivamente se referindo a
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similaridade do comportamento animal com o de um humano acometido por depressao, e a
semelhanca fisiolégica do modelo com pacientes em depressao (Vollmayr and Gass, 2013). O
desamparo aprendido (DA) é proposto como um dos poucos modelos que consegue suprir
estes trés critérios (Abelaira et al., 2013; Vollmayr and Gass, 2013): animais desamparados
apresentam sintomas de depressdo como anedonia e altera¢des no sono REM (Sanchis-segura
et al., 2005; Sanford et al., 2010); Sherman e colaboradores mostraram que antidepressivos
reduzem os comportamentos caracteristicos do DA em ratos, enquanto outras drogas
psicoativas ndo sao capazes de trazer o mesmo resultado, evidenciando a validade preditiva
do modelo (Sherman et al., 1982); e por fim, o DA corresponde ao Unico modelo que permite
examinar o impacto da incontrolabilidade sobre estresse no desenvolvimento da depressao
(Vollmayr and Gass, 2013; Maier and Seligman, 2016). Este é um importante fator levando-se
em conta a teoria cognitiva da depressdo, que propde que este disturbio se desenvolve
comportamentalmente a partir da incapacidade do sujeito de controlar emogdes negativas
(Clark and Beck, 2010). A relacdo do DA com a depressdo em humanos foi estudada por
Seligman com diversos colaboradores, notando que pessoas com depressao respondiam a
diversas tarefas de forma similar a pessoas sem depressdo, mas ndo quando submetidas ao
DA (Maier and Seligman, 2016). Sujeitos sauddveis submetidos a estresses incontrolaveis,
assim como sujeitos com depressao ndao submetidos a estresse, apresentaram menor sucesso
do que sujeitos saudaveis ndo submetidos a estresse em tarefas como solucdo de anagramas
(Klein et al., 1976), shuttlebox (Klein and Seligman, 1976), e combinacdes de cartas (Miller and
Seligman, 1976).

Na base da concepg¢do do DA estd a distingdo de trés grupos experimentais, o que é
conhecido como modelo triddico, e pelo menos duas fases experimentais. O uso destes trés
grupos é essencial para que seja possivel avaliar o efeito da controlabilidade sobre o estresse,
e ndo do estresse per se (Maier and Seligman, 2016). Muitos sao os trabalhos que se propdem
a estudar o DA mas nao fazem uso do modelo triadico, e portanto ndo deveriam usar este
nome (Maier and Watkins, 2005). Os trés grupos diferem na primeira fase experimental: os
animais (normalmente ratos ou camundongos) de um grupo recebem um estimulo aversivo
(por exemplo, um choque escapavel nas patas), o qual pode ser interrompido pelo
cumprimento de uma dada tarefa (por exemplo, pular através de uma barreira). Os animais

do segundo grupo devem ser pareados com os do primeiro, de modo a receber o mesmo
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estimulo aversivo, de mesma intensidade e duracdo que estes; entretanto, o cumprimento ou
nao da tarefa ndo vai influenciar no tempo de exposi¢dao ao estimulo aversivo (por exemplo,
um choque inescapavel nas patas). Desta maneira, a Unica diferenca entre estes dois grupos
é a controlabilidade do estimulo aversivo. Por fim, o terceiro grupo (sem choque) deve ser
submetido aos mesmos procedimentos, mas sem receber estimulo aversivo (Maier and
Seligman, 2016). Os animais que sdo expostos ao choque inescapavel (Cl) apresentam uma
série de respostas comportamentais distintas do grupo submetido ao choque escapavel (CE),
a citar: aumento da imobilidade do nado forcado (Weiss et al., 1981), resposta exacerbada e
prolongada no medo condicionado (Baratta et al., 2007), reducao da atividade motora na
presenca de um estimulo (Maier et al., 1990; Baratta et al., 2007; Rau and Fanselow, 2009),
reducdo da interacdo social (Short and Maier, 1993; Christianson et al., 2008, 2009),
diminuicdo de agressao (Maier et al., 1972) e reducdo do consumo de alimentos (Maier and
Watkins, 2005).

A grande maioria dos estudos adequados sobre DA, utilizando o modelo triddico, foi
desenvolvida pelos grupos de pesquisa de Martin Seligman ou Steven Maier, autores que
juntos desenvolveram o modelo do desamparo aprendido (Seligman and Maier, 1967). Em
uma recente revisdo, estes autores resumem o que ja se conhece sobre DA e a circuitaria
neural responsavel por detectar (in)controlabilidade e desencadear os efeitos do DA (Maier
and Seligman, 2016). Um dos pontos mais notaveis desta revisdo é a discussao de que, apesar
do nome e do que era imaginado quando se prop6s o desamparo aprendido, o que realmente
é aprendido neste modelo é a controlabilidade do estimulo aversivo, de forma que o
comportamento desamparado seria resultado de uma incapacidade de aprender a
controlabilidade. As proximas secOes deste capitulo, portanto, tratam do que ja se conhece
sobre a neurobiologia deste modelo animal, pautadas principalmente nos trabalhos dos
grupos de Maier e Seligman. Como sdo escassos os trabalhos investigando o DA sob a
perspectiva da eletrofisiologia, outros modelos experimentais de estresse incontrolavel
também sdo explorados a fim de estabelecer uma base de comparacdo para com as

investigacGes do presente trabalho.
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1.4. Neurobiologia do desamparo aprendido e efeitos dos antidepressivos

De acordo com Maier e Seligman, a modulagao serotoninérgica é fundamental para o
processamento das informacdes referentes a controlabilidade do estresse (Grahn et al., 1999;
Maier and Seligman, 2016). Se um estimulo aversivo é controlavel, o CPF (ou, especificamente,
o cortex pré-frontal medial — CPFm) deve ser capaz de detectar tal controlabilidade, e entdo
inibir o NDR, um importante nucleo serotoninérgico. Com a inibicdo do NDR, ocorre
consequentemente a inibicdo de suas projecdes serotoninérgicas para outras regides
responsaveis por respostas comportamentais tipicas do DA, como a amigdala. A regido pré-
limbica do CPFm envia proje¢des para o NDR, que fazem sinapses com interneuronios
GABAérgicos inibitérios neste nucleo (Berretta et al., 2005). Caso ndo haja a deteccdo de
controlabilidade do estimulo aversivo, o NDR ndo é inibido e entdo reenvia os sinais que
obteve para a amigdala basolateral (onde potencializa comportamentos de medo e
ansiedade), substancia cinzenta periaquedutal (onde inibe comportamentos de fuga), entre
outras areas, por vias serotoninérgicas. Uma ativacdo intensa e/ou recorrente destes
neurdnios serotoninérgicos causa uma sensibilizacdo, resultando em passividade e elevada
ansiedade — em outras palavras, causando o quadro caracteristico de DA (Maier and Seligman,
2016).

Varias partes deste circuito foram testadas em diferentes experimentos. A necessidade
de atividade do NDR para o comportamento desamparado dos animais que recebem Cl foi
demonstrada com lesdes do NDR, apds as quais animais submetidos a Cl ndo apresentavam
os déficits comportamentais caracteristicos (Maier et al.,, 1993). Resultados semelhantes
foram obtidos inibindo farmacologicamente os neurdnios serotoninérgios do NDR pela
microinjecdo de 8-OH-DPAT, um agonista de receptores 5-HT1a (Maier et al., 1995), bem como
pela inibicdo com a microinjecao, também no NDR, de clorodiazepdxido, um benzodiazepinico
(Maier et al., 1994). Ainda, Christianson e colaboradores (2010) inibiram os receptores 5-HTc
da AMI de animais submetidos a estresse incontroldvel, impedindo os comportamentos
tipicos do desamparo aprendido; por outro lado, a ativacdo destes mesmos receptores em
animais submetidos a estresse controlavel levou a desenvolvimento de tais comportamentos.
Utilizando marcag¢des imuno-histoquimicas, foi demonstrado que animais submetidos a Cl e
CE tinham nuimero similar de neurdnios no NDR produzindo C-fos — um marcador de atividade

neuronal — entre 2 e 3 horas depois dos choques; entretanto, no grupo Cl havia uma maior
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porcentagem de neurbnios serotoninérgicos entre eles (Grahn et al., 1999). Os autores
destacam que tal diferenga foi notada particularmente no NDR medial e caudal, que tém
projecoes para a AMI e a substancia cinzenta periaquedutal.

Embora muitas dessas hipdteses tenham confirmagao psicofarmacolégica, ainda nao se
sabe que tipo de processamento neural se da nessas estruturas sob os efeitos de
antidepressivos ISRS, sendo que abordagens eletrofisioldgicas sdo ainda subutilizadas para se

entender o DA.

1.4.1. Neurofisiologia do CPF

Em nosso laboratério, Marques (2016) mostrou pela primeira vez que a modulagao da
poténcia de ondas teta (4 — 8 Hz) no CPF corresponde a um importante marcador
eletrofisiolégico na controlabilidade do estresse. Nos animais do grupo CE, o estimulo
condicionado ao choque desencadeia o aumento da poténcia de teta; jd nos animais Cl, tal
estimulo evoca a diminuicdo da poténcia teta (Marques, 2016). Por sua vez, a modulacdo em
teta no CPF se correlaciona positivamente com o comportamento resiliente no teste da
esquiva. Essa modulacdo do teta diante de estimulos aversivos pode ainda ser vista em outras
tarefas comportamentais. No medo condicionado o freezing é associado a diminuicdo de teta
(8 -12 Hz) no CPF apds o estimulo condicionado, enquanto os periodos de nao-freezing sdo
associados ao aumento de teta (Courtin et al., 2014). Esta atividade em teta no CPF estd
intimamente ligada a atividade de neurbnios piramidais, sendo estes regulados por
interneuronios parvalbuminicos, de forma que a desinibicdo dos interneudnios possibilita a
sincronizacdo em teta (Courtin et al., 2014). Ja no DA, a relagdo entre o teta no CPF e a sua
atividade neuronal unitaria ainda ndo esta clara. Enquanto Marques (2016) ndo encontrou
diferencas no disparo unitario entre os grupos CE e Cl, estudos in vitro apresentaram
resultados distintos. Varela et al. (2012) observaram que apds a inducdo do DA a excitabilidade
de neurdnios do CPF é maior nos ratos submetidos ao CE. Em contrapartida, Wang et al.
(2014), submetendo os animais apenas ao Cl, encontraram que ocorre um aumento da
atividade de neur6nios desta area.

O CPF é a area responsavel por detectar a controlabilidade de um estimulo estressante,
conforme mostram evidéncias comportamentais e neuroquimicas (Amat et al., 2005). Estes
autores demonstraram que o efluxo de 5-HT a partir do NDR é menor em ratos submetidos a

CE, em comparacao com Cl. Além disso, a inibicdo do CPF por injecdo local de muscimol (um
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agonista de receptores GABAa) durante o choque escapavel fez com que ratos CE
apresentassem efluxo de 5-HT do NDR igual ao de ratos Cl, além de desenvolverem desamparo
aprendido, como ocorre em Cl (Amat et al., 2005). O uso de muscimol no CPF durante a
segunda exposicao ao choque tem efeitos semelhantes (Amat et al., 2006). Em contrapartida,
a ativacdo do CPF em ratos Cl via aplicacdo de picrotoxina (um bloqueador de canais de cloro
de receptores GABAA) foi suficiente para que a produc¢do de 5-HT no NDR fosse igual a de ratos
CE, bem como para que os animais ndao demonstrassem comportamentos de desamparo,
assim como os CE (Amat et al., 2008). Evidenciando que essa sinalizacdo se da por uma
comunicacdo direta entre CPF e NDR, com o uso de marcador retrégrado e marcadores para
c-fos, foi demonstrado que neurénios do CPF que inervam o NDR sdo ativados em animais CE,
tanto durante o choque, quanto em reexposicdes a choques (Baratta et al.,, 2010).
Adicionalmente, essa ativacdao da via CPF-NDR parece ser fundamental para a inibicdo de
outros comportamentos associados a respostas de antidepressivos. Em uma série de
experimentos utilizando o teste de nado forcado seguido de estimulacdo optogenética,
verificou-se que o aumento na frequéncia de disparos de neurénios excitatérios do CPF que
inervam o NDR leva ao aumento do comportamento de fuga, efeito similar ao de

antidepressivos em roedores (Warden et al., 2012).

1.4.2. Neurofisiologia da AMI

Sabe-se que lesdes no NDR sdo capazes de inibir tanto o medo condicionado quanto o
efeito de desamparo aprendido em animais submetidos a choques inescapdveis, enquanto
lesdes na AMI inibem apenas o medo condicionado, mas nao alteram os resultados de testes
de fuga de animais submetidos a tais estimulos aversivos incontrolaveis (Maier et al., 1993).
Este trabalho, entretanto, ndao utilizou um modelo triadico, de forma que nao conclui se os
resultados observados sdo decorrentes da incontrolabilidade do choque ou de algum outro
fator associado a este estimulo. Se por um lado este exemplo indica que a AMI nao esta
relacionada a passividade apresentada por animais apés Cl, outros casos mostram que a
ativacao de receptores 5-HT,c na AMI contribui para a expressdao de déficit em escapes do
grupo Cl (Strong et al., 2011). Além disso, o NDR se comunica mais intensamente com a AMI

de animais Cl em testes de exploracdo social, e os autores apontam os altos niveis de 5-HT na
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AMI como responsaveis pelo aumento de comportamentos ligados a ansiedade nesses
animais (Christianson et al., 2010).

Em um estudo utilizando camundongos 5-HTTOE, com expressdao aumentada de 5-HTT,
foi demonstrado que estes animais recrutam menos interneuronios secretores de
parvalbumina da AMI durante o aprendizado de um medo condicionado do que animais
selvagens (Bocchio et al., 2015). Este mesmo estudo demonstrou, ex vivo, que a indugao
artificial de uma oscilacdo teta (5-12 Hz) na AMI gera uma reducdo de disparos de neurdénios
principais, mas esta reducao é mais branda nos camundongos 5-HTTOE do que nos selvagens,
resultando em maior atividade de neur6nios principais nos animais 5-HTTOE do que
selvagens. Assim como neste trabalho, Barkus et al. (2014) relatam que camundongos 5-
HTTOE tém aprendizado de medo reduzido em comparagdao com animais selvagens. Além
disso, foi relatado que, durante a apresentacdo de estimulo condicionado, ocorriam mudancas
de oscila¢Oes delta (1 - 4 Hz) para teta (5 - 10 Hz) na AMI, sendo estas reduzidas em animais
5-HTTOE, especialmente em termos de poténcia em teta entre 7 e 10 Hz (Barkus et al., 2014).
Por fim, neste mesmo trabalho, foi notado que em animais controle, mas ndao nos 5-HTTOE,
houve uma forte correlacdo entre poténcia em teta e a amplitude de respostas
hemodinamicas na AMI, medidas por técnica andloga a fMRI.

Utilizando um protocolo de DA, foi verificado que ratos submetidos a Cl tém exploragao
social reduzida, em comparacdo com ratos CE; tal fendbmeno comportamental foi
acompanhado de um aumento de 5-HT na AMI durante o teste de exploragdo social
(Christianson et al., 2010). Estas diferencas foram eliminadas pela administracdo de 8-OH-
DPAT, um agonista de receptores 5-HT1a ratos Cl. Amat et al. (2016) observaram um aumento
de serotonina na AMI em ratos submetidos a Cl, de modo que a aplicacdo de cetamina como
antidepressivo 2 horas, 1 semana ou 2 semanas antes do protocolo de Cl evita tanto as
altera¢Oes comportamentais desse tipo de estresse, quanto o aumento de 5-HT na AMI.

E importante notar, também, que hd projec¢des inibitérias do CPF para a AMI (Berretta
et al., 2005), de modo que a é possivel deteccdo de controle no CPF seja transmitida a AMI

diretamente, sem intermédio do NDR.

1.4.3. Neurofisiologia do CPF-AMI
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Utilizando camundongos geneticamente modificados para apresentar deficiéncia na
producdo de serotonina, observou-se que os animais com deficiéncia em 5-HT apresentam
maior coeréncia em oscilacGes delta (2 - 4 Hz) e beta (15 - 30 Hz) entre CPF e AMI, comparado
com animais selvagens (Dzirasa et al., 2013). Estes autores enfatizam que esta diferenca
também foi notdvel comparando apenas as épocas em que o0s animais de ambos os grupos
estavam imdveis, demonstrando que tal coeréncia ndo é meramente relacionada com a falta
de movimento. Além disso, o uso do ISRS fluoxetina diminuiu essa coeréncia entre o CPF e
AMI nos camundongos geneticamente modificados, sem alterar a coeréncia dos selvagens
(Dzirasa et al., 2013).

Outras evidéncias nesta direcdo foram encontradas por Herry e Mons (2004), que
observaram que ha menor expressao de IEGs (do inglés imediate early genes) no CPF e AMI
de animais que tém menor capacidade de aprender e recuperar uma extincdo de medo
condicionado, comparado com animais que obtiveram sucesso no aprendizado e recuperagao
da extingdo. Estes autores também verificaram modificagdes do tipo LTD (do inglés, Long Term
Depression) no CPF de animais que resistiram a extingdo de medo condicionado, e afirmam
gue estes podem ser componentes importantes na obstrucdo do aprendizado de extingdo
(Herry and Mons, 2004). Este trabalho, por fim, também encontrou LTP (do inglés, Long Term
Potentiation) no CPF de animais com sucesso na extincdo do medo, e hipotetizam que o LTP
no CPF, na presenga do estimulo condicionado, inibiria a AMI. Esta hipdtese faz sentido dentro
do circuito descrito por Maier e Seligman (Maier, 2015; Maier and Seligman, 2016) para o DA,
desde que se entenda que o NDR pode agir como uma ponte de comunicacao entre o CPFe a
AMI. Em consonancia com estes achados, testes optogenéticos in vitro mostraram que a
extincdo de medo condicionado é acompanhada por queda na eficacia de sinapses excitatoérias
da via CPF-AMI (Cho et al., 2013).

Também utilizando medo condicionado, verificou-se que oscilacdes de 4 Hz, sincronas
entre CPF (onde se iniciam) e AMI, ocorrem imediatamente antes do comportamento de
congelamento (freezing) (Karalis et al., 2016). Durante estas oscilacdes, os autores notam,
aumenta a sincronizacao em fase de neuroénios principais e interneurénios do CPF com a AMI.
A fim de verificar a causalidade deste evento, estes mesmos autores induziram, via
optogenética, oscilacdes de 4 Hz no CPF, o que levou a comportamento persistente de medo,

além de sincronizac¢do dos disparos desta drea com os da AMI (Karalis et al., 2016). O mesmo
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ndo foi observado estimulando a AMI ou o cértex motor por optogenética. Além disso, ratos
gue receberam estimulacdao de 4 Hz no CPF mostraram mais medo contextual ao contexto
onde receberam essa estimulacdo, do que ratos controle (Karalis et al., 2016). Resultados
semelhantes foram encontrados no modelo do estresse crénico por derrota social, onde a
exposicdo ao estresse levou a sincronizacdo do CPF com AMI nas oscilacGes entre 2 e 7 Hz,
sendo que estas se iniciavam no CPF (Kumar et al., 2014).

Em um trabalho com camundongos com reducdo na expressdo de 5-HTT, mostrou-se
gue estes tém deficiéncia na evocagao de extingdo de medo, bem como um aumento de
sincronia em teta (4-8 Hz) entre AMI e CPF durante o aprendizado de extingdo (Narayanan et
al., 2011).

Correlagbes-cruzadas de teta entre CPF, AMI e hipocampo aumentam durante a
evocacao de medo aprendido, e diminuem durante o aprendizado de extin¢do deste medo,
em camundongos (Lesting et al., 2011). Além disso, ao estimular AMI e o hipocampo em
frequéncia teta em fase com a inerente do animal, hd uma facilitacdo do medo aprendido; de
forma oposta, ao estimular em fase oposta, ha facilitacdo do aprendizado de extin¢do (Lesting
et al., 2011).

O aumento de 5-HT na AMI de ratos Cl foi notado por Dolzani e colaboradores (2016).
Estes autores silenciaram, via optogenética, a habénula lateral, e verificaram que com isto
bloguearam tal aumento de 5-HT, bem como os comportamentos relacionados a ansiedade
normalmente ocorrentes nos ratos Cl. Analises imunocitoquimicas indicam que essa
comunicacao da habénula lateral com a AMI acontece por intermédio do NDR (Dolzani et al.,
2016). Estes dados deixam evidente que o CPF ndo atua como uma Unica chave que permite
ou ndo a atuacdo do NDR sobre a AMI; sinais vindos de outras areas, como a habénula lateral,
para o NDR podem facilitar ou dificultar a agdo deste sobre seus alvos.

Estudos farmacolégicos sobre como diferentes dreas encefalicas respondem ao DA sdo
abundantes, mas ndo sao capazes de responder a todas as questdes envolvidas neste modelo.
A fim de entender melhor como AMI e CPF se comunicam durante e apds a aquisicao do DA,
a investigacdo eletrofisiologica é uma excelente ferramenta. Conforme notam Benchenane e
colaboradores (2010), a comunicacdo seletiva entre diferentes areas do cérebro é um
componente crucial da cognicdo, e esta comunicacdo pode ser analisada através de diversas

técnicas eletrofisioldgicas. Entretanto, este tipo de investigacdo continua largamente
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subutilizado, especialmente o registro em livre-movimento em combinagdo com o protocolo
de DA. O processo de aquisicdo do comportamento desamparado ainda é pouco conhecido, e
a eletrofisiologia destes fendmenos é um campo de estudos ainda bastante inexplorado

(Marques, 2016).

2. Justificativa

O modelo do desamparo aprendido se mostra promissor tanto para o entendimento da
etiologia da depressdo, quanto como modelo preditivo da eficiéncia de antidepressivos.
Entretanto, ainda hd poucos estudos sobre as alteragdes eletrofisioldgicas que ddao origem aos
fenbmenos comportamentais observados, bem como os efeitos de antidepressivos na
eletrofisiologia destes animais. Embora muitos trabalhos publicados em revistas de renome
afirmem utilizar este modelo, em uma cuidadosa revisdao bibliografica verificamos que a
grande maioria destes estudos ndo se utilizou de um modelo triddico e, portanto, seus
resultados ndo sdo conclusivos quanto ao impacto da controlabilidade do estresse nos dados
coletados; mais ainda, ndo existe nenhum trabalho anterior estudando a eletrofisiologia do
modelo sob o efeito do antidepressivo escitalopram. Por outro lado, sabemos que o CPF e a
AMI s3o areas importantes para os fendbmenos comportamentais observados com o
desamparo aprendido, potencialmente tendo papel chave no desenvolvimento de tais
fenbmenos. Desta forma, a importancia do presente projeto estd em elucidar como o
escitalopram afeta a atividade eletrofisiolégica destas duas areas cerebrais, durante aindugao
do desamparo aprendido. Nossa hipdtese é de que o escitalopram leva a alteracdes
eletrofisiolégicas semelhantes ao choque escapavel, proporcionando um controle do cértex

pré-frontal sobre a amigdala, inibindo os comportamentos do desamparo aprendido.

3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

O objetivo deste projeto é descrever a atividade oscilatdria através dos potenciais locais
de campo (PLC) e a atividade unitaria do CPF e da AMI, evocados durante a presenca de
estimulo condicionado do desamparo aprendido, em animais tratados com o antidepressivo

escitalopram, e comparar com animais ndo tratados. Dessa forma pretende-se analisar as
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possiveis semelhancas e diferencas entre os marcadores eletrofisioldgicos da controlabilidade

do estresse e dos efeitos antidepressivos do escitalopram.

3.2. Objetivos especificos

I. Caracterizar as alterac¢des eletrofisiolégicas no CPF e AMI evocadas por estimulos
condicionados ao estresse controlavel ou incontroldvel.

Il. Caracterizar as alteracdes apds o tratamento com o escitalopram nas atividades
eletrofisiolégicas no CPF e AMG evocadas por estimulos condicionados ao estresse controlavel
ou incontroldvel.

lll. Comparar os resultados destes tratamentos a fim de compreender qual o efeito do
escitalopram sobre as alteracdes comportamentais e eletrofisiolégicas causadas pelo

desamparo aprendido.
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4. Materiais e métodos

4.1. Desenho experimental

Os experimentos descritos neste trabalho podem ser divididos em quatro etapas: 1)
preparagao dos multieletrodos e cirurgia de implante dos mesmos; 2) tratamento com salina
ou escitalopram (grupo CI-T); 3) registro do primeiro dia e divisdo dos animais nos grupos Cl,
CE e SC; e 4) registro do segundo dia. Todas estas etapas estdo descritas com mais detalhes

nas secdes abaixo.

4.2. Animais

Foram utilizados 104 ratos Wistar machos, pesando entre 270 e 370 g, provenientes do
Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo — USP/RP. Os animais foram alojados em grupos
de até quatro individuos em caixas de polipropileno (40 x 33 x 18 cm) contendo raspas de
madeira (maravalha) no assoalho. Havia livre acesso a comida e. As caixas eram alojadas em
biotério com ciclo de 12 h de claro por 12 h de escuro, com as luzes acendendo
automaticamente as 07 h 00 min, e com temperatura controlada em 25 (+ 2) °C. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (CEUA — FMRP — USP, Protocolo n2166/2016).

4.3. Preparacdo dos multieletrodos

As matrizes de eletrodos utilizadas para os registros eletrofisiolégicos eram semi-
manufaturadas. Em um conector (Omnetics, modelo A12623-001, USA), eram soldados 8 fios
de tungsténio de 50 um de diametro, revestidos por teflon (California Fine Wires, USA).
Depois, estes fios eram passados por dentro de uma canula de 0,6 mm de didmetro e
aproximadamente 1 cm de comprimento, de modo a ficarem préoximos uns dos outros. Era
soldado também um fio de prata, passando por fora da canula, que mais tarde seria soldado
ao parafuso de referéncia no cranio do animal. No conector que seria implantado no CPF, um
dos fios de tungsténio era substituido por outro, de 60 um de diametro (California Fine Wires,
USA), também passando por fora da canula, que mais tarde seria implantado na musculatura
do pescoco do animal, funcionando como um eletromiograma. O conjunto de conector, fios e
canula era entdo recoberto por acrilico odontoldgico, de modo a manter as partes estaveis,

mas mantendo livres pelo menos metade da canula, e as pontas de todos os fios. Além disso,
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um microparafuso de 1,2 mm de didmetro era soldado a um fio de prata, sendo usado depois

como o parafuso de referéncia no cranio do rato.

4.4, Cirurgia estereotdxica para implante de eletrodos

A fim de implantar os eletrodos, os ratos foram anestesiados com injecdo sistémica de
cetamina (100 mg/Kg i.p. em NaCl 0,15 M) e xilazina (10 mg/Kg i.p em NaCl 0,15 M), e o grau
de anestesia era verificado por pincamento de cauda. Realizava-se, entdo, a tricotomia do
escalpo e a fixagdo do cranio em estereotaxico (KOPF, KOPF instruments; EUA). Em seguida,
era feita a assepsia do escalpo com iodo 15 % em alcool 70° e agua oxigenada 10 volumes, e
a administracdo de anestesia local subcutanea (lidocaina a 2 % em NaCl 0,15 M) na regido da
incisdo. Utilizando o bregma como referéncia médio-lateral e antero-posterior, eram feitas
duas craniotomias, de modo a atingir o CPF (AP: + 2,7 mm; ML: £ 0,3 mm; DV: - 2,8 mm) e a
AMI (AP: - 2,6 mm; ML: £ 5,1 mm; DV: - 6,2 mm). Além destas, cinco craniotomias eram feitas,
guatro ao longo do cranio para a insercdo de microparafusos que auxiliam na fixacdo do
capacete, e uma acima do cerebelo onde se fixava o microparafuso com fio de prata, que serve
tanto como terra quanto como referéncia durante os registros eletrofisioldgicos. Foram
implantadas matrizes de 7 e 8 eletrodos, respectivamente no CPFm e AMG. Por fim, apés o
posicionamento dos eletrodos, realizava-se a fixagdo dos mesmos com acrilico odontoldgico,
a fim de manter o conjunto mecanicamente estavel e fixo sobre o cranio. Os animais entado

repousavam por 3 dias antes da préxima etapa do experimento.

4.5. Tratamento com escitalopram

Quatro dias apds a cirurgia, iniciavam-se os tratamentos com escitalopram para os
animais do grupo tratado (CI-T), ou de salina para os outros grupos. Todos 0s animais
receberam duas injecGes por dia (as 8:00h e as 18:00h) de 1 mL/Kg; os animais do grupo CI-T
recebiam tal volume com 10 mg/mL de escitalopram diluido em salina; todos os outros
receberam apenas salina. Este protocolo durava 7 dias, totalizando 14 injecGes em cada
animal, sendo que a ultima delas era aplicada na noite anterior ao dia de inducdo do

desamparo aprendido.
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4.6. Protocolo comportamental e adaptacdo do aparato

O protocolo comportamental para a indugao e verificagao do desamparo aprendido foi
planejado a partir das premissas e critérios consolidados na literatura (Maier and Seligman,
2016a), assim como dados preliminares obtidos pelo nosso laboratério (Marques, 2016;
Rossignoli, 2018). Para a realizacdo do protocolo, foi utilizado o aparato da Esquiva Ativa
(Insight) adaptado para que o registro eletrofisiolégico ocorresse concomitantemente a tarefa
comportamental. O aparato tem 54 cm de comprimento x 30,7 cm de altura x 34 cm de
largura, parede frontal de acrilico transparente, e paredes laterais e do fundo cinzas e lisas.
No aparato ha duas fileiras de sensores infravermelhos capazes de detectar o movimento do
rato, assim como dois pontos luminosos de LED para emissao do estimulo luminoso e um alto-
falante para emissdo do estimulo sonoro. O assoalho gradeadado do aparato, capaz de
distribuir o choque ao longo do aparato, foi dividido ao meio por uma barreira de 1,5 cm de
altura.

Todos os experimentos comportamentais foram conduzidos durante o periodo claro,
em dois dias consecutivos, com 24 h de intervalo entre as duas sessdes. Para a geracdo do
modelo triddico do desamparo aprendido (Maier and Seligman, 2016a), no dia 1 (d1) os
animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos: choque escapavel (CE), choque
inescapavel (Cl) e sem choque (SC). Adicionalmente, um quarto grupo foi gerado, o qual
recebeu o tratamento prévio com o escitalopram e foi submetido ao choque inescapavel (Cl-
T). No d1, a caixa da Esquiva ativa era mantida com suas paredes cinzas e aromatizada com
leve odor de baunilha. O rato era entdo posicionado na caixa da Esquiva Ativa e conectado ao
sistema de registro eletrofisiolégico. Os animas eram registrados por 30 min antes de iniciar
o protocolo comportamental. Os ratos recebiam um estimulo luminoso durante 10 s, apds os
quais iniciava-se um choque de 0,6 mA por até 10 s (para os grupos CE, Cl e CI-T), tempo
durante o qual o estimulo luminoso continuava ativo. Os ratos do grupo CE podiam
interromper o choque ao deslocar-se de uma metade a outra da caixa (fuga simples). Os ratos
Cl e CI-T, por outro lado, ndo tinham controle sobre a duracdo do choque, que era idéntico ao
sofrido por um rato CE, de modo que pares CE/Cl recebessem os mesmos tempos de choque.
No caso dos animais do grupo CI-T, os tempos dos choques foram pareados a tempo de

choque do grupo Cl. Os ratos do grupo SC ndo sofreram o choque, de modo que seu estimulo
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luminoso durava 10 s. Durante uma sessao, este ciclo se repetia 100 vezes. Entre as sessdes,
a caixa era cuidadosamente limpa com etanol 70% seguido por dgua.

No dia 2 (d2), placas acrilicas de 2 mm de espessura, com padrdes de listras, eram
colocadas por dentro da caixa de Esquiva Ativa, recobrindo todas as suas paredes de padrao
liso cinza. O ambiente também era aromatizado com um leve odor de limdo. Neste dia, os
ratos dos quatro grupos (CE, Cl, CI-T, SC) foram submetidos ao mesmo protocolo. De forma
semelhante ao 1d, o animal era posicionado na caixa de Esquiva Ativa, verificava-se o sinal
eletrofisiolégico e uma pré-selecao de unidades e disparos era realizada, seguida por 30 min
de registro de linha de base. Iniciando a sessdao comportamental, os 5 primeiros ciclos eram
idénticos aos do grupo CE do d1, com a diferenca de que o estimulo luminoso que antecedia
o choque foi substituido por um estimulo sonoro (75 dB). Nos préximos 25 ciclos, mantinha-
se este protocolo, porém o choque apenas cessava se o rato atravessasse duas vezes a barreira
na caixa (fuga dupla). Entre as sessGes, a caixa e as placas acrilicas eram cuidadosamente

limpas com alcool 70 % seguido por agua.

4.7. Obtencdo dos dados eletrofisiologicos

A obtenc¢do dos dados eletrofisiolégicos dos animais foi feita simultaneamente com os
protocolos comportamentais descritos no item anterior. Antes de serem posicionados na
caixa de Esquiva Ativa, os ratos foram habituados com a sala experimental e com a
manipulacdo do experimentador. A seguir, foi feita a conexdo dos eletrodos na cabeca do rato
ao head-stage, um pequeno circuito impresso (HST/8050, Plexon, EUA) que regula a
impedancia dos eletrodos e diminui possiveis interferéncias causadas pelo movimento dos
cabos de registro. Com o rato na caixa de Esquiva Ativa, realizava-se a conexdo do head-stage
com um cabo que, por sua vez, se liga a um comutador giratério no teto da caixa (Plexon
Standard Commutator, Plexon Inc.). Este comutador se conecta a um sistema de relés que
desliga este circuito quando o choque é aplicado nos animais, evitando que o circuito funcione
como um aterramento ao choque. Depois, o sinal chegava a um pré-amplificador analégico
(PBX, Plexon Inc., USA), onde foi amplificado em 1000 vezes e duplicado, sendo uma cdpia
enviada para a aquisicdo dos PLC, e outra para aquisicao dos disparos unitdrios. Para a
obtencdo dos PLCs, o sinal foi filtrado e apenas registrou-se oscilacdes ente 0,7 e 300 Hz, e

depois foi digitalizado a uma taxa de 1 kHz. Um processador de sinais, o MAP (Multi-channel
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Acquisition Processor, Plexon, EUA), recebia as bandas de alta frequéncia, que seriam
utilizadas para aquisi¢cao dos disparos unitarios, sendo digitalizadas a uma taxa de 40 kHz. O
MAP também permitia registrar os eventos de estimulos condicionados (luz ou som) e
choques, além de permitir a saida de sinal para um osciloscépio (TBS1000, Textronix) e um
monitor de audio (modelo 3300, A-M Systems), utilizados para a identificacdo e pré-selecao
de possiveis unidades de disparo. O software SortClient (Plexon, Inc) foi utilizado para
acompanhar os registros dos eventos, PLCs e disparos unitarios ao longo do experimento.
Também foi utilizado o software Refs (Plexon, Inc) para controlar qual dos eletrodos seria
utilizado como referéncia de seus vizinhos, para o CPF e para a AMI. Foi utilizado também o
software LabChart 7.2, que permitia o registro dos PLCs sincronizadamente com a aquisicdo

de video, possibilitando a filmagem do comportamento para posteriores verificagdes.

4.8. Pré-processamento

4.8.1. Epocas de interesse

Embora tenha sido feito o registro eletrofisiolégico dos animais durante todo o
protocolo comportamental, escolhemos observar e analisar as respostas eletrofisioldgicas ao
EC que era seguido de choque n3dao no grupo SC, mas nos grupos CE, Cl e CI-T. Portanto,
definimos como épocas de interesse alguns segundos antes do EC (pré-EC) e depois dele (pds-
EC); mais especificamente, para a analise dos disparos unitarios foram considerados 10 s antes
e 10 s depois do EC, subdividindo o sinal em blocos (ou bins) de 0,1 s. Para as analises de PLCs,
foram utilizados os 12 s em torno do EC (6 s pré-EC, e 6 s pds-EC). Uma rotina semi-
automatizada no programa MATLAB 2015b (Matrix Laboratory, MathWorks Inc), elaborada
por Rossignoli (Rossignoli, 2018) foi utilizada para eliminar ciclos onde o movimento do animal
tinha potencial de causar ruidos no sinal elétrico registrado que poderiam interferir na

interpretagao dos nossos resultados (mais detalhes na sessao 5.8.4.).

4.8.2. Unidades de disparo

Utilizando o software Offline Sorte v6 (Plexon, Inc), cada canal registrado foi analisado
individualmente a fim de delimitar provaveis disparos unitdrios. Este software permite usar
diversos parametros, manipulados ao longo dos eixos X, Y e Z, para que o usudrio separe

oscilacdes elétricas que podem ser disparos neuronais de ruidos no sinal. Estes parametros
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incluem os tamanhos de pico e vale da onda elétrica, sua duracdo no tempo, além de andlises
de componentes principais (PCAs) das ondas, parametro este o mais usado durante a
delimitacdo das unidades de disparo. No PCA, cada onda é convertida em um ponto em um
grafico de dispersdao, com sua posi¢do representando o score da onda para suas principais
carateristicas — e.g. componentes principais. Desta forma, pontos que se dispde aglomerados
no grafico de dispersao representam ondas com caracteristicas semelhantes. Os aglomerados
gue representam a atividade de uma unidade neural, de forma geral, se disp6em em formatos
elipticos, enquanto ruidos no sinal se dispersam ou formam aglomerados com formas mal
definidas, e sdo descartados pelo usudrio. A manipula¢do de trés diferentes PCAs ao mesmo
tempo nos eixos X, Y e Z, além da observacao de histogramas mostrando o nimero de disparos
de cada tipo de onda do aglomerado, permitem a selecdo de conjuntos de ondas que

representem uma atividade fisioldgica real.

4.8.3. Potenciais locais de campo

Todo o pré-processamento dos PLCs foi realizado no MATLAB 2015b (Matrix Laboratory,
MathWorks Inc). As épocas de interesse foram isoladas do restante do registro, separando-se
os periodos pré-EC e pdés-EC. Uma rotina especifica foi utilizada para filtrar cada sinal em 0,5
Hz, e sessdes com a presencga de sinal 1 mV maior ou menor do que a média do sinal foram
desconsideradas por serem demasiadamente ruidosas. Neste processo foram utilizadas

rotinas prontas dos pacotes Chronux e EEGLAB.

4.8.4. Classificacdo de periodos com movimento

Conforme mencionado anteriormente, a classificacdo de periodos com movimento foi
feita com a mesma rotina utilizada por Rossignoli em seu trabalho de doutorado, desenvolvido
também no Laboratério de Investigacdo em Epilepsia (Rossignoli, 2018). Resumidamente, foi
criada uma rotina em MATLAB que filtrava os sinais de PLCs em bandas delta (0,8 — 4 Hz) e
teta (4 — 10 Hz), e o sinal dos miogramas entre 150 e 500 Hz. A transformada de Hilbert foi
utilizada para obter o envelope destes sinais filtrados, e um grafico de dispersao foi criado
utilizando os valores da razdo teta/delta e do miograma a cada 1 s de registro. A analise de

clusters K-means foi utilizada para detectar aglomerados de pontos representando periodos
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593 com muito movimento, pouco movimento, ou movimento nenhum: quanto maiores os valros

594  de delta/teta e do sinal do miograma, maior o movimento do animal no periodo.
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4.9. Andlise de dados

4.9.1. Unidades de disparo

Conforme descrito na se¢do 3.8.2, a atividade neuronal foi dividida em bins de 0,1 s cada.
Utilizando o MATLAB, foi analisada a modulagdo dos disparos causada pelo EC. Para isso,
foram calculados os numeros de disparo em cada bin de cada unidade, no periodo pds-EC. EM
seguida, foi feito o z-score destes nimeros em relagao ao periodo pré-EC. Finalmente, foram
feitas as médias de todas as sessdes de cada unidade.

Em seguida, cada unidade foi categorizada como modulando positivamente, modulando
negativamente, ou ndao modulando apds EC. Foi utilizado um teste t bicaudal pareado com
correcdo de Bonferroni (p < 0,05/corre¢do de Bonferroni) entre os periodos pré-EC e pds-EC

para realizar tal categorizagao.

4.9.2. Potenciais locais de campo

Ainda utilizando o MATLAB, foram delimitadas bandas de frequéncia com intervalos
bem estabelecidas na literatura de EEG: delta (1 — 4 Hz), teta (5 — 10 Hz), e gama (30 — 50 Hz)
(Tort et al., 2010; Padilla-Coreano et al., 2016). Também foi utilizado um intervalo de 10 a 30
Hz, abrangendo tanto alfa quanto beta, tendo em vista que a banda alfa dos humanos pode
nao existir com a mesma funcdo em roedores, de modo que seria pertinente entender tal
intervalo de frequéncias como uma extensdo de beta nestes animais (Knyazev, 2007).

A apresentacdo da densidade espectral de poténcia (PSD, do inglés Power Spectral
Density) comparada entre os periodos pré-EC e pds-EC foram feitos pelo método de Welch:
sao utilizadas janelas sobrepostas nas quais o dominio do tempo é analisado, e calcula-se 0 o
periodograma para cada segmento utilizando a transformada rapida de Fourier (FFT, do inglés
Fast Fourier Transform); o resultado da FFT tem sua magnitude elevada ao quadrado e sdo
entdo promediados os periodogramas individuais, de modo que em cada periodo sdo
reduzidos a variacdo e o ruido individual da poténcia média. Para esta andlise,foi utilizada a
funcdo pwelch, incorporada no software MATLAB, com janelamento de Hammig com 1000
pontos e 50% de sobreposicao. Foram utilizados 1024 pontos para a FFT.

A fim de detectar mudancas efémeras no espectro de poténcia, permitindo-nos analisar
a perturbacdo espectral de poténcia relacionada ao EC, foi utilizada a funcdo newtimef do

pacote EEGLAB no MATLAB. Utilizando a transformacdo por ondaleta de Morlet, foram
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calculados os espectrogramas (tempo x frequéncia x poténcia) médios do CPF e da AMI de
cada animal. As poténcias foram normalizadas em diferengas logaritmicas (dB) utilizando
como linha de base os 10 s pré-EC. Calculou-se entdo as médias das poténcias de cada banda
por animal, e enfim foram feitas as médias de perturbag¢do das poténcias de cada banda, para

cada grupo experimental.

4.9.3. Andlise estatistica

Os dados comportamentais e eletrofisiolégicos foram submetidos ao teste de Lilliefors
para a verificagdo do tipo de distribuigcdao das variadveis.

Nas andlises de comportamento, para distribuicdes normais, foi utilizado o teste ANOVA
de uma via ou ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido de comparag¢des post-hoc
de Tukey, ou teste T de Student pareado bicaudal. Para varidveis sem distribuicdo normal, foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn, bem como a ANOVA de Friedman com
medidas repetidas, seguida de post-hoc de Tukey. Para a classificacdo dos animais em
desamparados ou ndo desamparados foi utilizado o método de Ward para agrupamentos
hierarquicos. Por fim, para comparar diferentes proporcées entre os grupos foi utilizado o
teste do qui-quadrado. A significancia estatistica foi baseada no valor de p < 0,05.

Para a andlise das unidades de disparo, foi utilizado o teste exato de Fisher ao comparar
proporcoes de unidades modulando positivamente, negativamente ou ndo modulando, entre
0s grupos. Para comparar as médias dos z-scores e |z-scores| de disparos pds-EC, foi utilizado
o teste de Kruskal-Walis, seguido de post-hoc de Tukey. A significancia estatistica foi
novamente baseada em p £0,05.

Ao analisar os PLCs, o teste T de Student pareado bicaudal foi utilizado para comparar
os valores de poténcia relativa pré-EC e pés-EC de cada grupo. A ANOVA de duas vias com
medias repetidas e post-hoc de Newman-Keuls foi utilizada para comparar as perturbacdes
médias de poténcia entre os grupos ao longo do periodo de 12 s em torno do EC (6 s pré-EC e
6 s pds-EC), e as médias dos 6 s pés-EC foram comparadas por ANOVA de uma via e post-hoc

de Newman-Keuls.
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4.10. Histologia

Logo apds o término do protocolo comportamental, os animais foram sacrificados por
asfixia em CO;, apds a qual foi feita a marcacao de seus cérebros por lesao eletrolitica. Em
seguida, foram removidos os cérebros, armazenados em solucdo de paraformaldeido 4%
gelado por 3 dias. Depois, a solugdo era substituida por sacarose 30% por mais 3 dias. Os
cérebros foram entdo congelados em isopentano e armazenados em freezer -40 °C.
Finalmente, foram feitos cortes no criostato das areas de interesse (CPF e AMI) para a
confirmagdo do posicionamento dos eletrodos. A coloragao por cresil-violeta foi utilizada para
facilitar a identificacdo das diferentes estruturas do cérebro e permitir uma melhor localizacdo

da lesdo eletrolitica.

5. Resultados

5.1. Comportamento

Inicialmente foi analisada a laténcia de fuga do grupo CE ao longo do primeiro dia (1d)
do protocolo experimental do desamparo aprendido, dividindo os 100 ciclos em blocos de 10.
Nesta andlise foi possivel observar que apds um rapido decaimento da média da laténcia de
fuga ja nos primeiros blocos, a laténcia de fuga se manteve baixa ao longo do experimento,
sendo significativamente diferente do primeiro bloco em relacdo a todos os outros, exceto os
blocos 2 e 4 (x> = 77,302; DF = 10; ANOVA MR de Friedman; p > 0,05; post hoc de Tukey; p <
0,05). Quando comparados os valores das laténcias no inicio da tarefa com os valores dos
ultimos blocos, a maioria dos animais diminui a laténcia média de fuga (t = 4,59; DF = 26; T de
Student pareado; p < 0,001), chegando a média de laténcia de 2,46 s + 0,48 s; indicando o
aprendizado dos animais do grupo CE (Fig. 1-A).

No segundo dia do protocolo, tanto em sua média de laténcia de fuga (H = 13,831; DF =
3; teste de Kruskal-Wallis; p < 0,05; post hoc de Dunn; p < 0,05), quanto em numero de falhas
(H =13,020; DF = 3; teste de Kruskal-Wallis; p < 0,05; post hoc de Dunn; p < 0,05), os animais
do grupo Cl tiveram numeros significativamente superiores aos do grupo SC e CE (Fig. 1-Be 1-
C, respectivamente). O grupo CI-T ndo apresentou diferencas com nenhum outro grupo.

Contudo, em todos os dados comportamentais foi possivel observar uma grande

heterogeneidade em cada grupo. Dessa forma, com o intuito de classificar em cada grupo
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guais seriam os animais que de fato ficaram desamparados, e assim identificar de maneira
mais especifica os possiveis correlatos entre parametros eletrofisioldgicos e comportamentais
utilizamos o método de Ward para uma andlise de agrupamento hierarquico, de acordo com
o desempenho dos animais no d2. A figura 1-D mostra o dendrograma gerado a partir desta
analise, utilizando as laténcias médias de fuga e nimero de falhas no teste de cada animal
para o seu agrupamento. Os dois grandes agrupamentos identificados foram nomeados como
desamparados e ndo-desamparados (d = 134,2). Os animais do grupo classificado como
desamparados apresentaram médias maiores que 8,1 s e numero de falhas maior que 20,
enquanto que os animais ndao-desamparados apresentaram médias menores que 8,03 s e
numero de falhas menor que 20, como indicado na Fig. 1-E. A partir desta classificagao foi
possivel observar a proporcao de animais desamparados e ndo desamparados em cada grupo
(Fig. 1-F).

Enquanto nos grupos SC, CE, CI-T a maioria dos animais foram classificados como nao
desamparados (60% n = 18/30; 70,37% n = 19/27; e 60% n = 15/25; respectivamente), no
grupo Cl a maioria dos animais foi classificada como desamparados (75% n = 18/24). De
maneira especifica, a tabela 1 mostra a proporcdo de animais de cada grupo experimental
considerados desamparados e o teste de qui-quadrado entre estas proporg¢des, indicando que
apenas o grupo Cl é significativamente diferente de todos os outros em sua proporgao de
animais desamparados. Além disso, é importante destacar a auséncia de diferencas na
propor¢do de animais desamparados entre os grupos SC, CE, CI-T (p > 0,05), indicando a
prevencao do desamparado aprendido pelo tratamento com o escitalopram. A partir desta
classificacdo comportamental, prosseguimos as analises utilizando apenas animais nao-
desamparados dos grupos SC, CE e CI-T, e os animais desamparados do grupo Cl.

Realizamos, entdo, novas analises comportamentais, levando em conta a selegao
descrita acima. Com isto, foi possivel observar, em todos os pardmetros comportamentais
utilizados, o efeito preventivo do escitalopram sobre os prejuizos comportamentais
decorrentes do choque inescapavel. Analisando as médias de laténcias de cada grupo em
blocos de 5 ciclos, pode-se observar que as laténcias no primeiro bloco foram
significativamente mais baixas do que em todos os outros [F(5; 330) = 42,478, ANOVA MR
duas vias; p < 0,05; Bloco 1 vs. 2, 1 vs. 3, 1vs. 4,1 vs.5e1vs. 6, Teste Tukey; p < 0,05],

resultado que indica que a tarefa de fuga dupla é consideravelmente mais dificil do que a fuga
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simples. Nota-se também que a laténcia de fuga média ao longo de todo o teste da esquiva é
maior apenas no grupo Cl em comparagao aos outros grupos [F (3; 330) = 30,037; ANOVA duas
vias MR; p < 0,05; Cl vs. SC, Cl vs. ES, Cl vs. CI-T; post hoc de Tukey; p < 0,05]. Por sua vez os
grupos SC, CE e CI-T nao sao diferentes entre si ao longo de todo o teste (p > 0,05), com
excecdo do ultimo bloco no qual o grupo CI-T apresenta uma média de laténcia maior em
relagdo ao grupo SC [F (15; 330) = 1,738, ANOVA MR duas vias; p < 0,05; Bloco 6 Cl vs. Bloco 6
SC; post hoc de Tukey; p < 0,05] (Figura 1-G). Em relacdo a laténcia média de todo o teste,
apenas o grupo Cl é diferente de todos os grupos (H = 40,133; DF = 3, teste de Kruskal-Wallis;
p <0,05; Dunn, p < 0,05, Fig. 1-H). Este resultado se repete comparando a média dos nimeros

de falhas entre os grupos (H = 40,849, DF = 3, teste de Kruskal-Wallis; p < 0,001; figura 1-1).
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Figura 1 - Escitalopram previne a indu¢ao do desamparo aprendido. A) Média das curvas de
aprendizado dos animais CE, no d1, ao longo de blocos de 10 ciclos. A miniatura mostra os tempos de
laténcia de fuga para cada animal nos blocos 1 e 10. B) Média das laténcias de fuga no d2 nos grupos
SC(n=30), CE (n=27), Cl (n=24) e CI-T (n =25). C) Média do numero de falhas no d2. D) Dendrograma
indicando a classificagdo hierdrquica dos animais entre desamparados e ndo desamparados. A barra a
direita indica o respectivo grupo de tratamento de cada animal. E) Grafico de dispersdo mostrando a
distribuicdo de todos animais em relagdo a sua laténcia e nimero de falhas médios. A regido circulada
indica os animais classificados como desamparados. F) Proporgdo de animais desamparados em cada
grupo de tratamento. G) Laténcia média no d2 com os animais selecionados dos grupos SC (n = 18), CE
(n=19), ClI (n =18) e CI-T (n = 15). H) Médias das laténcias no d2 para os animais selecionados de cada
grupo de tratamento. |) Média do nimero de falhas no d2 para os animais selecionados de cada grupo.
O trago azul indica os blocos com média diferente do bloco 1 (p < 0,05). * indica p < 0,05. ** indica p <
0,05 na comparagdo do bloco 1 com todos os outros. O trago vermelho indica os blocos onde Cl tem
laténcia média diferente de todos os outros grupos (p < 0,05). O traco verde indica o bloco onde Cl
teve laténcia média diferente de todos os outros, e CI-T teve laténcia média diferente de SC (p < 0,05).
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Tabela 1 — Proporg¢ao de animais desamparados em cada grupo experimental

Valor de x* versus grupos

Grupo % SC CE cl CI-T
Desamparados
SC 40 - 0,6710 6,6150 0
CE 29,63 0,6710 - 10,4659 0,6168
c 75 * 6,6150 10,4659 - 6,1250
Cl-T 40 0 0,6168 6,1250 =

Proporcdes de animais desamparados e comparacdes por Qui-quadrado de Pearson entre as
proporgoes. * Indica que o grupo Cl tem proporc¢do diferente de todos os outros grupos (p < 0,05).

5.2 Confirmacdo histoldgica da posicdo dos eletrodos

As laminas coradas com cresil-violeta foram verificadas em microscépio para
verificacdo das posicdes de lesGes eletroliticas feitas com os mesmos eletrodos utilizados para
registro eletrofisioldgico, permitindo assim conferir se o registro foi feito nas areas de
interesse. A figura 2 apresenta um diagrama com as posi¢cées de todos os eletrodos
considerados como dentro da drea de interesse, bem como imagens ilustrando as lesdes

observadas no CPF e AMI.
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Figura 2 - Verificagdo histoldgica de posicionamento dos eletrodos. A) representacdo do
posicionamento dos feixes de eletrodos no eixo antero-posterior; B) Posicionamento dos eletrodos no
CPF e na AMI. Cada ponto azul representa a lesdo eletrolitica encontrada no tecido de um animal. C)
Exemplos de lesGes observadas no CPF e AMI, respectivamente.

5.3. Atividade unitaria

Foram obtidas 117 unidades de disparo no CPF (SCn=27;CEn=45;CIn=38eCl-Tn
=7)e58na AMI(SCn=10; CEn=19; Cin=24eCI-T n=5) para as andlises do 1d. A atividade

unitdria foi analisada utilizando o z-score do nimero de disparos da unidade em cada bin
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(bloco de 0,1 s) nos 10 s apds o estimulo condicionado (EC), em comparacdo com os 10 s antes
do EC. Diagramas representando tais padrdes de disparo unitario no CPF e AMI estao
dispostos nas figuras 3-A e 4-A, respectivamente.

No CPF, a proporc¢do de unidades sem modulagao a partir do EC foi maior nos animais
SC do que nos grupos CE e Cl (SC n =24/27; CE n = 24/45; Cl n = 20/38; CI-T n = 4/7; p< 0,05;
Teste exato de Fisher; figura 3-B). Mais detalhadamente, a proporg¢ado de unidades moduladas
positivamente (ou seja, com aumento do nimero de disparos apds o EC) foi menor em SC do
que em CE (SCn=3/27; CEn=16/45; p <0,05; Teste exato de Fisher; figura 3-B), e a propor¢do
de unidades moduladas negativamente foi menor em SC do que em CI (SC n =0/27; Cl n =
6/38; p < 0,05; Teste exato de Fisher; figura 3-B). As médias do |z-score| de cada unidade nos
10 s pds-EC foram comparadas, mostrando que o grupo SC teve menos modula¢do dos
disparos do que todos os outros grupos (H = 27,294; DF = 3, teste de Kruskal-Wallis; p < 0,05;
Dunn, p < 0,05; figura 3-C). Foram avaliadas também as médias do z-score liquido, mas nao
houve diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05; figura 3-D).

Na AMI, as proporgdes de unidades moduladas, tanto positivamente quanto
negativamente e somadas ambas somadas, ndo foram significativamente diferentes entre os
grupos (p > 0,05; figura 4-B). Também ndo houve diferenca significativa nas médias do | z-

score| ou z-score liquido (p > 0,05, figuras 4-C e 4-D).
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789 Figura 3 — No CPF, a proporg¢ao de unidades de disparo que modulam positivamente é maior no
790  grupo CE, enquanto no grupo Cl a propor¢do de unidades que modulam negativamente é maior. A)
791 modulac¢do de cada unidade de disparo 10 s apds o EC, em comparacdo com sua atividade pré-EC. B)
792 Proporcdes das unidades registradas que ndo tém modulacdo da taxa de disparos (esq.), que
793  aumentam ataxa de disparos (centro), e que reduzem a taxa de disparos (dir.). C) Média e erro-padrio
794  dos |z-scores| dos disparos unitarios de cada grupo, ao longo do tempo (esq.) e médias do periodo
795  pds-EC (dir.). D) Média e erro-padrdo dos z-scores dos disparos unitarios de cada grupo, ao longo do
796  tempo (esq.) e médias do periodo pds-EC (dir.). Os tracos pretos indicam diferenca significativa em
797  relagdo ao grupo SC (p < 0,05).
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Figura 4 - Na AMI, ndo houve diferencas significativas entre as modulag¢ées de disparos unitarios. A)
modulacdo de cada unidade de disparo 10 s apds o EC, em comparacdo com sua atividade pré-EC. B)
Proporcbes das unidades registradas que ndo tém modula¢do da taxa de disparos (esq.), que
aumentam a taxa de disparos (centro), e que reduzem a taxa de disparos (dir.). C) Média e erro-padrdo
dos |z-scores| dos disparos unitarios de cada grupo, ao longo do tempo (esq.) e médias do periodo
p6s-EC (dir.). D) Média e erro-padrao dos z-scores dos disparos unitarios de cada grupo, ao longo do
tempo (esq.) e médias do periodo pds-EC (dir.).

5.4. Atividade oscilatéria

As densidades espectrais de poténcia (PSDs) médias de cada grupo no CPF permitem
observar que ha um efeito do estresse, tanto controldvel quanto incontrolavel, sobre os PSDs
pods-EC: todos os grupos com excec¢ao do SC tém curvas diferentes para o PSD pré-EC e pds-EC
(fig. 5-A). Os espectrogramas permitem visualizar ainda melhor o aumento de teta no periodo
pos-EC dos grupos CE e CI-T, efeito ausente nos outros grupos (fig. 5-B). De fato, conforme
apresentado nos graficos de perturbacdo média relacionada a estimulo (fig. 5-C a F), a
perturbacdo média pds-EC das oscilacdes em teta foi diferente entre os grupos CE e CI-T, em
comparac¢do com SC e Cl, nos tempos 1 e de 3 a 6 [F (33; 297) = 2,56; ANOVA MR duas vias, p
< 0,05; CEvs. Cl, CEvs. SC, CI-T vs. Cl e CI-T vs. SC nos tempos 1, e 3-6 s; post hoc de Newman-
Keuls; p < 0,05] (fig. 5-D). As médias das poténcias em teta pds-EC também foram diferentes
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entre os grupos CE e CI-T, em comparac¢do com SC e CI [F ( 3; 27) = 1,872; ANOVA uma via; p
< 0,05; post hoc de Newman-Keuls; p < 0,05]. Também na banda de frequéncias alfa-beta
houve um efeito de interacdo grupo x tempo, com SC sendo diferente dos grupos CE e Cl no
tempo 1s, Cl diferente de SC e CI-T no tempo 2 s, e Cl diferente de todos os outros grupos nos
tempos 3-6 s [F (33; 297) = 2,47; ANOVA MR duas vias; p < 0,05; CE vs. Cl no tempo 1s, Cl vs.
SC e Cl vs. CI-T no tempo 2 s, e Cl vs. SC, CE e CI-T nos tempos 3-6 s; post hoc de Newman-
Keuls; p < 0,05] (fig. 5-E). No entanto, ndo houve diferenca significativa entre as médias de
EPRS em alfa-beta. Também nao houve diferencas significativas entre os grupos nas bandas
delta e gama do CPF.

As mesmas analises foram feitas com os LFPs da AMI. Os PSDs dessa area novamente
mostram que todos os grupos, exceto SC, tiveram notaveis diferencas nas densidades de
poténcia entre pré-EC e pds-EC (fig. 6-A). Os espectrogramas reforcam tais diferencas, em
especial nas areas de alfa-beta e em gama (fig. 6-B). A andlise dos perturbacdo média de
poténcia relacionada a estimulo aponta efeitos de interacdo grupo x tempo, com SC tendo
maior poténcia relativa do que todos os outros grupos no tempo 1 s, e Cl tendo uma poténcia
menor que SC no tempo 3 s [F (33; 242) = 1,501; ANOVA MR duas vias; p < 0,05; SC vs. CE, Cl
e CI-T no tempo 1 s; Cl vs. SC no tempo 3 s; post hoc de Newman-Keuls; p < 0,05] (fig. 6-E).
Também foi observado um efeito de interacdo grupo x tempo na banda gama, com uma
poténcia maior em CI-T do que SC e Cl nos tempos 3-6 s, ES maior que Cl no tempo 4 s, CI-T
maior que CE nos tempos 5-6 s, e CE maior que SC no tempo 6 s [ F (33; 242) = 2,747; ANOVA
MR duas vias; p < 0,05; CI-T vs. SC e Cl nos tempos 3-6 s; CI-T vs. CE nos tempos 5-6 s; CE vs.
Cl no tempo 4 s; e CE vs. SC no tempo 6 s; post hoc de Newman-Keuls; p < 0,05]. Analisando
as médias dos 6 s pds-EC, observamos também que CI-T teve uma média de perturbacdo em
gama maior do que os Cl e SC [ F (3; 22) = 4,212; ANOVA de uma via; p < 0,05; post hoc de

Newman-Keuls, p < 0,05]
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Figura 5 —Ha um aumento da poténcia em teta no CPF apds o EC nos grupos CE e CI-T. A) PSD do CPF
pré-EC e pds-EC de cada grupo. B) Espectrogramas do CPF de cada grupo; notar aumento da poténcia
em teta nos grupos CE e CI-T. C a F) Perturbacdo média relacionada a estimulo e erro-padrao para
diferentes bandas de frequéncia ao longo do tempo (esq.) e média dos 6 s pds-EC (dir.). O traco azul
indica diferenca significativa de CE com SC e Cl (p < 0,05); tra¢o verde indica diferenca significativa de
CI-T com SCe Cl (p < 0,05); trago preto indica diferenga de SC com CE e Cl (p < 0,05); trago laranja indica
diferenca de Cl com SC e CI-T (p < 0,05); trago vermelho indica diferenca de Cl com todos os grupos (p
< 0,05); * indica diferenca contra grupos CE e CI-T (p < 0,05).
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Figura 6 —Na AMI, ha um aumento de poténcia em gama no grupo CI-T. A) PSD da AMI pré-EC e pds-
EC de cada grupo. B) Espectrogramas da AMI de cada grupo; notar redugdo de alfa-beta nos grupos Cl,
CE e CI-T,e aumento de gama no grupo CI-T. C a F) Perturbag¢do média relacionada a estimulo e erro-
padrdo para diferentes bandas de frequéncia ao longo do tempo (esq.) e média dos 6 s pds-EC (dir.).
O traco preto indica SC diferente de todos os outros grupos (p < 0,05); tragco vermelho indica CI
diferente de SC (p < 0,05); trago amarelo indica CI-T diferente de SC e Cl (p < 0,05); trago laranja indica
Cl diferente de CE (p <,0,05); trago verde indica CI-T diferente de todos os grupos (p < 0,05); traco azul
indica CE diferente de SC (p < 0,05); * indica diferenca em relacdo ao grupo CI-T (p < 0,05).
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6. Discussao

6.1. Comportamento

As primeiras analises dos resultados comportamentais foram particularmente
importantes para a validagdo do protocolo comportamental escolhido. No grupo CE, a analise
da laténcia de fuga durante o choque escapdvel no primeiro dia corresponde a um importante
indicador do aprendizado do animal, como indicado nos nossos dados através da reducdo da
laténcia de fuga e sua manutencdo ao longo do teste. Nesse sentido, alguns autores sugerem
qgue a diminuicdo da laténcia ao longo do experimento do dia 1 poderia representar a
transformacdo de uma contingéncia acidental para uma contingéncia aprendida (Hunziker et
al., 2016). Além disso, como ja apontado pelas premissas cldssicas do desamparo aprendido
(Maier and Seligman, 2016a), apenas 0s nossos animais submetidos previamente ao choque
inescapavel apresentaram altera¢cdes comportamentais no teste da esquiva, indicando o
efeito da controlabilidade do estresse e ndo o estresse per se no aumento da média da laténcia
de fuga e no numero de falhas. Nestas primeiras analises ndo foi possivel observar o efeito do
tratamento prévio com o escitalopram, porém, quando se avalia o efeito de farmacos no
desamparo aprendido é comum a utilizacdo de classificacdo comportamentais, ja que a
heterogeneidade de respostas comportamentais é relativamente alta no desamparo
aprendido (e.g. Belujon and Grace, 2014; Wang et al., 2014).

Com o intuito de estabelecer uma classificagdo comportamental cujos os
agrupamentos fossem estabelecidos de forma objetiva, escolhnemos o agrupamento
hierarquico pelo método de Ward. Este método tem como vantagem o fato de gerar sempre
o mesmo resultado, ao contrario de métodos de natureza estocastica como o k-means ou k-
medoids, que pode retornar agrupamentos diferentes em cada repeticdo. Além disso, o
método resultou em uma taxa de aproveitamento tao alta quanto a de trabalhos anteriores
(e.g. Belujon and Grace, 2014). Entretanto, é importante ressaltar que o trabalho de Belujon
e Grace, entre outros, utiliza um critério arbitrario para classificar os seus animais como
“desamparados” (40% ou mais de falhas, e 8 s ou mais de laténcia), enquanto o nosso critério
se baseou em uma andlise estatistica mais objetiva que levou em conta as especificidades dos
nossos resultados.

Se, por um lado, a laténcia média e o numero de falhas do grupo CI-T ndo deixaram

claro o efeito do escitalopram, a classificagdo dos animais em desamparados ou ndo-
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desamparados evidencia o efeito protetor deste fdrmaco sobre o desamparo aprendido. Os
grupos SC, CE e CI-T ndao s6é apresentaram mais individuos ndo-desamparados, como a
proporcdo de individuos ndo-desamparados nos grupos SC e CI-T, para o nosso espanto, foi
exatamente a mesma. Os nossos dados apontam que 60% dos animais CI-T ndo ficaram
desamparados, em contrapartida ao grupo Cl no qual 75% dos animais ficaram desamparados.
De maneira semelhante, outros testes ndo-triadicos do desamparo aprendido ndo sé sao
sensiveis ao pré-tratamento com escitalopram, como 50% dos animais tratados reduzem o
numero de falhas no teste da esquiva (Benatti et al., 2014, 2018). Curiosamente, de maneira
convergente aos nosso dados, na depressao a eficacia clinica do escitalopram e de outros
tratamentos com inibidores da receptacdo de serotonina também é avaliada em cerca de 60-
80% (Kennedy et al., 2006; Kirino, 2012; Vai et al., 2016).

De modo geral, a prevencdo de comportamentos do tipo-depressivo pelo tratamento
com escitalopram ja era esperado, tendo em vista que vdrios outros ISRS ja se mostraram
eficientes em prevenir ou reverter os déficits comportamentais causados pelo desamparo
aprendido, como o citalopram (Massol et al., 1989; Martin et al., 1990; Martin and Puech,
1991), a fluvoxamina (Massol et al., 1989; Martin and Puech, 1991) e a fluoxetina (Massol et
al., 1989; Ferguson et al., 2000; Malberg and Duman, 2003; Chen et al., 2006; Valentine et al.,
2008; Reinés et al., 2008; Bessa et al., 2009; Padilla et al., 2011; Fernandez Macedo et al.,
2013; Ampuero et al., 2015; Roy et al., 2018). Por sua vez, o escitalopram vem se mostrando
ainda mais eficiente quando comparado a outros antidepressivos ISRS, tanto em estudos
clinicos quanto experimentais (Sanchez et al., 2003; Kennedy et al., 2006). Apesar destes
indicios na literatura, os efeitos do escitalopram no modelo triadico do desamparo aprendido
foram analisados pela primeira vez no presente trabalho.

Em conjunto, além dos resultados positivos com o escitalopram, os nossos resultados
comportamentais apontam ainda outras implicacdes quanto a validade do desamparo
aprendido como um modelo experimental da depressao e a acurdcia da andlise do desamparo
aprendido, propriamente dita. As respostas comportamentais observadas apds o tratamento
com escitalopram sugerem a validade preditiva do modelo utilizado, ou seja, a capacidade
deste modelo de apresentar uma correlacdo positiva entre o efeito clinico com as alteracdes
comportamentais na tarefa (Graeff e Guimardes, 2012). A validade preditiva em modelos

experimentais de depressao corresponde a um critério de validacdo indispensavel, ja que as
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validacdes de face ou de constructo sdo em geral inconsistentes e heterogéneas nos modelos
de depressdo (Graeff e Guimaraes, 2012). Além disso, a sensibilidade da tarefa ao tratamento
com o escitalopram indica, ainda, um importante fator relacionado a acuracia do desamparo
aprendido: a trans-situacionalidade. Outros estudos ja mostraram a capacidade do
desamparo aprendido de produzir comportamentos analogos a depressdo em contextos
diferentes daquele no qual o desamparo foi induzido (Williams and Maier, 1977), e esta
caracteristica do modelo estava presente ja em suas primeiras descricdes (Maier et al., 1969
apud Maier and Watkins, 2005); nds incluimos a mudanga do contexto (padrdo de cores na
parede, odor na caixa de esquiva e tipo do estimulo condicionado) a fim de atingir essa mesma
premissa. Ja se demonstrou que essa trans-situacionalidade é sensivel a sinalizacdo
serotoninérgica: o bloqueio farmacoldégico da atividade serotoninérgia, antes ou depois de
choques inescapdveis, impediu o comportamento desamparado apenas nos animais
submetidos a estes choques em contextos diferentes daquele do teste comportamental, e ndo
nos animais que tiveram ambas etapas no mesmo contexto (Maier et al., 1995 apud Maier
and Watkins, 2005). Dessa forma, os nossos resultados sugerem que a ocorréncia da trans-
situacionalidade no nosso modelo, ja que o mesmo foi sensivel a acdo de um ISRS. O aspecto
cognitivo do modelo utilizado também pode ser acessado, em especifico pela observacao do
aumento da dificuldade do teste da esquiva com a fuga dupla, de forma que a laténcia média
apos os primeiros 5 ciclos do teste aumenta em todos os grupos. Este resultado sugere que a
tarefa de fuga simples, presente no primeiro bloco, é mais simples do que a fuga dupla,
necessaria nos outros ciclos. O uso de uma tarefa relativamente complexa no teste do
desamparo aprendido é importante para evitar que animais sejam enquadrados como nao-
desamparados ndo por terem desenvolvido uma resposta adequada a tarefa proposta, mas
sim por acidentalmente cumprir suas condi¢cdes (Maier and Seligman, 2016a). Por fim, de
modo geral, os cuidados tomados na elaboracdo deste modelo de desamparo aprendido,
possibilitaram ndao s6 o cumprimento das prerrogativas tedricas do desamparo aprendido,

como também a sua validacdo pelo tratamento com o escitalopram.
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