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RESUMO

Pansarim, V (2021). Efeitos da duragdo do estresse crénico por contencdo sobre a
aprendizagem espacial e comportamentos de ratos Sprague-Dawley machos e fémeas
(Dissertacdo de Mestrado). Programa de Pds-Graduagdo em Psicobiologia,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto-SP.

A exposicao ao estresse cronico por contencdo (CRS) é capaz de induzir alteracfes em
processos fisiologicos e comportamentais. Estudos utilizando esse modelo tém
encontrado resultados contraditérios sobre seus efeitos na aprendizagem espacial e a
ocorréncia de comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo em roedores. Essas
diferencas podem estar relacionadas a variaveis metodologicas, como o tempo de
exposicdo ao CRS. Além disto, poucos estudos utilizam fémeas, e ha indicios de que
fémeas podem ser mais resistentes aos efeitos do CRS do que os machos. O presente
estudo buscou investigar da interagdo entre o sexo (machos e fémeas) de ratos Sprague-
Dawley e a duracdo de exposicdo ao CRS (11 e 22 dias) sobre: a) o desempenho em uma
tarefa de aprendizagem espacial no labirinto aquatico de Morris (MWM); b) a ocorréncia
de comportamentos associados a anedonia no teste de preferéncia por solucdo de sacarose
(SPT); ¢) a ocorréncia de comportamentos associados a ansiedade e a exploragdo no
labirinto em cruz elevado (EPM); d) a porcentagem de ganho de peso e a composi¢do do
ciclo estral. Oitenta ratos foram alocados em oito grupos experimentais (10 sujeitos por
grupo) de acordo com o sexo (macho ou fémea), com o tipo de intervencdo (controle ou
CRS) e com a duracéo da intervencdo (11 ou 22 dias). Durante a intervencao, 0s grupos
experimentais foram expostos diariamente ao CRS durante 6 horas. Ao longo do
procedimento, foi monitorado o ganho de peso dos animais € o ciclo estral das fémeas,
além de serem conduzidos 0s SPTs. Os testes no EPM e 0 MWM foram iniciados no dia
seguinte apds o término da intervencédo. Verificou-se que o CRS de 11 dias foi capaz de
induzir uma queda no ganho de peso de machos e fémeas e de alterar a composi¢do do
ciclo estral de algumas fémeas, enquanto que os ultimos 11 dias de CRS néo provocaram
alteracdes no ganho de peso. A exposicdo a 11 dias de CRS provocou mais
comportamentos relacionados a ansiedade em comparagdo a exposicdo a 22 dias de CRS
em machos, mas ndo nas fémeas. Nenhum efeito do CRS foi verificado no desempenho
dos grupos no MWM e nos SPTs. Desta forma, um estresse crénico de curta duracéo é
capaz de provocar prejuizos, como o aumento da ansiedade e uma queda no ganho de
peso, enquanto que um estresse cronico prolongado € capaz de levar o organismo a uma
adaptacdo, anulando prejuizos iniciais. Além disto, confirma-se, assim como em outros
estudos, que fémeas podem ser mais resistentes ao CRS do que machos. Nao é claro quais
variaveis favorecem a adaptacdo ou o prolongamento dos prejuizos apds 21 dias de
exposicdo ao CRS, sendo necessarios mais estudos para investigar os fatores envolvidos.

Palavras-Chave: Estresse cronico por contencdo; ratos Sprague-Dawley; diferencas
entre machos e fémeas; comportamentos associados a ansiedade; anedonia; aprendizagem
espacial.



ABSTRACT

Pansarim, V (2021). Effects of the chronic restraint stress duration on spatial learning and
behaviors of male and female Sprague-Dawley rats (Dissertacdo de Mestrado).
Programa de P6s-Graduagdo em Psicobiologia, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto-SP.

Exposure to chronic restraint stress (CRS) can induce changes in physiological and
behavioral processes. Studies using this model have found contradictory results about its
effects on spatial learning and the occurrence of behaviors related to anxiety and
depression in rodents. These differences may be related to methodological variables, such
as the time of exposure to CRS. In addition, few studies employ females, and there are
indications that females may be more resistant to the effects of CRS than males. The
present study aimed to investigate the interaction between the sex (males and females) of
Sprague-Dawley rats and the duration of exposure to CRS (11 and 22 days) on: a)
performance in a spatial learning task in the Morris water maze (MWM); b) the
occurrence of behaviors associated with anhedonia in the test of preference for sucrose
solution (SPT); c) the occurrence of behaviors associated with anxiety and exploration in
the elevated plus maze (EPM); d) the percentage of weight gain and the estrous cycle
composition. Eighty rats were allocated to eight experimental groups (10 subjects per
group) according to sex (male or female), the intervention type (control or CRS) and the
intervention duration (11 or 22 days). During the intervention, the experimental groups
were exposed daily to the CRS for 6 hours. Throughout the procedure, the weight gain of
the animals and the estrous cycle of the females were monitored, besides the SPTs that
were conducted. The tests at EPM and MWM started the next day after the end of the
intervention. It was observed that the 11-day CRS could induce a drop in the weight gain
of males and females and to change the composition of the estrous cycle of some females,
while the last 11 days of CRS did not cause changes in weight gain. Exposure to 11 days
of CRS caused more anxiety-related behaviors in comparison with exposure to 22 days
of CRS in males, but not in females. No effects of the CRS was verified on the
performance of the groups in the MWM and in the SPTs. Thus, short-term chronic stress
is capable of causing impairment, such as increased anxiety and a drop in weight gain,
while prolonged chronic stress is capable of leading the organism to adapt, canceling
initial losses. In addition, it is confirmed, as in other studies, that females may be more
resistant to CRS than males. It is not clear which variables favor adaptation or
prolongation of losses after 21 days of exposure to CRS, and further studies are needed
to investigate the factors involved.

Palavras-Chave: Chronic restraint stress; Sprague-Dawley rats; male and female
differences; anxiety-related behaviors; anhedonia; spacial learning.
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Estresse pode ser entendido como um processo no qual a homeostase —
equilibrio interno necessario para o funcionamento normal do organismo — é
desregulada ou ameacada por situagdes externas ou internas. O estresse envolve a
apresentacdo de respostas fisioldgicas e comportamentais com funcao de restaurar ou
manter a homeostase (Chrousos, 2009; McEwen, 2007; Vyas, et al., 2016). Assim
sendo, um estressor seria qualquer estimulo, fisico ou psicolégico, capaz de provocar
alteracoes fisioldgicas e comportamentais relacionadas ao estresse (Hannibal & Bishop,
2014).

Em mamiferos a resposta fisioldgica ao estresse envolve tanto a ativacdo do
sistema simpatico, como a ativagdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(Tisigos & Chrousos, 2002). A acdo do sistema simpético é mediada pela ativacdo da
amigdala em situagdes de medo e de perigo, ocasionando a liberacdo de catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina). Estes neurotransmissores Sao responsaveis por respostas
de curta duracdo, como 0 aumento da pressdo sanguinea e da atividade respiratoria,
tendo como funcdo preparar o organismo para situacGes de luta e fuga. Além disto, as
catecolaminas séo responsaveis por promover atividade pré-inflamatdria em periodo
inicial (Hannibal & Bishop, 2014; Lucassen et al., 2014).

A acdo do eixo HPA também é mediada pela atividade da amigdala e resulta na
liberacdo de glicocorticoides (cortisol em humanos e corticoides em outros mamiferos).
Os glicocorticoides séo responsaveis por respostas prolongadas, como a mobilizacdo de
glicose, a supressao de sistemas néo vitais e atividade anti-inflamatoria, tendo como
fungéo permitir um melhor ajustamento do organismo ao estresse. Além disto, os
glicocorticoides exercem atividade inibitoria sobre o proprio eixo HPA, permitindo o
retorno ao funcionamento normal do organismo quando a situacgao estressora é

encerrada (Lucassen et al., 2014; Hannibal & Bishop, 2014). Dentre as estruturas



15

cerebrais mais afetadas pela ativagdo do eixo HPA, além da amigdala, estdo o cortex
pré-frontal e o hipocampo, 0s quais contém uma grande quantidade de receptores de
glicocorticoides. Desta forma, o estresse é capaz de afetar processos comportamentais
mediados por tais estruturas, como respostas relacionadas a ansiedade e a alteracfes de
humor, e a aprendizagem e retencdo de novos comportamentos (McEwen, 2007;
McEwen et al., 2015; Vyas et al., 2016).

Embora as respostas fisioldgicas ao estresse possam resultar na recuperacdo da
estabilidade interna e na adaptacao aos estressores, tais respostas podem prejudicar a
salde e a interagdo do organismo com o0 ambiente quando se encontram desreguladas
(resposta exagerada e prolongada, ou resposta insuficiente ao estresse). Desta forma, o
estresse pode ser tanto adaptativo como prejudicial para os organismos (Chrousos,
2009; McEwen et al., 2015; Vyas et al., 2016).

Pesquisadores tém utilizado diferentes modelos animais (majoritariamente com
roedores) para investigar os efeitos do estresse cronico em processos comportamentais,
além de buscar compreender as varidveis e mecanismos envolvidos nestes efeitos e,
assim, encontrar formas de evitar ou reverter os prejuizos do estresse. Dentre 0s
modelos mais utilizados pode-se citar o estresse cronico moderado (Chronic Mild Stress
- CMS; também chamado de estresse cronico imprevisivel moderado), no qual o animal
é exposto a diversos estressores de intensidade moderada (e.g. privacéo branda de
comida e agua; gaiola-viveiro inclinada; luz acesa durante periodo escuro; temperatura
baixa) que se alternam ao longo do tempo de forma imprevisivel e incontrolavel para o
animal (Bian et al. 2012; Gouirand & Matuszewich, 2005; Hu et al., 2017; Willner,
Towell, Sampson, Sophokleous & Muscat, 1987; Willner, 2017; Xi et al, 2011).
Embora 0 CMS seja reconhecido como um modelo que tenta se aproximar mais da

experiéncia humana em funcao do fato de expor os individuos a diferentes estressores
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de intensidade moderada, ele tem se apresentado como um modelo de dificil
replicabilidade, destacando-se a grande variabilidade dos estressores utilizados e da
ordem de exposicao aos estressores entre os estudos (Antoniuk, Bijata, Ponimaskin &
Wilodarczyk, 2019). Ha também modelos de estresse crénico cujos protocolos sdo de
mais facil reproducdo por serem baseados na exposi¢do prolongada e recorrente a um
Unico estressor, como no estresse cronico por contencdo (Chronic Restraint Stress —
CRS), no qual o animal é exposto a periodos diérios de contencdo, permanecendo
totalmente imobilizado ou com possibilidade de movimentagéo limitada (Luine,
Villegas, Martinez, & McEwen, 1994; Luine, Martinez, Villegas, Magarifios, &
McEwen, 1996; Kotraki, Kremmyda, Youlatos, Alexis, & Kittas, 2004; Ortiz et al.,
2015). Apesar da facilidade de replicacdo, o modelo de CRS pode levar a habituagdo em
funcéo de sua previsibilidade, o que pode ser observado pela diminui¢do gradativa na
resposta do eixo HPA ao estresse (Grissom & Bhatnagar; 2009). Embora apresentem
diferencas, tanto o modelo de CRS, como o de CMS sdo capazes de provocar alteragdes
fisiol6gicas e comportamentais no organismo (Qiao et al. 2016).

Willner e colaboradores (1987) verificaram que a exposi¢do de ratos machos a
trés semanas de CMS era capaz de provocar uma queda na preferéncia pelo consumo de
uma solucéo de 1% de sacarose em relacdo ao consumo de agua. Tal fendmeno foi
relacionado a anedonia (perda de preferéncia por estimulos anteriormente reforgadores),
uma das caracteristicas da depressdo enddgena. A anedonia tem sido verificada em
alguns estudos com roedores expostos a0 CMS e ao CRS em testes de preferéncia por
sacarose (Sucrose Preference Test — SPT), além de ter sido revertida pela administracéo
de antidepressivos, reforcando mais a validade do estresse cronico para o estudo da
depressédo induzida por estresse (Bessa et al., 2009; Hu et al., 2017; Liu, Zhao, Yue,

Qian & Xie, 2019; Lu, Shao, Hu, Tu & Guo, 2016; Naert, Ixart, Maurice, Tapia-
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Arancibia & Givalois, 2011; Shang, Shang, Fu & Zhang, 2017; Strekalova, Spanagel,
Bartsch, Henn & Gass, 2014; Tan, Wang, Chen, Long & Zou, 2017; Wang et al., 2016;
Willner, 2017; Zhu, Klomparens, Guo & Geng, 2019). No entanto, nem todos 0s
estudos que utilizam o CMS ou o CRS verificam uma queda na preferéncia por sacarose
(Fonseca Junior, Castelli, & Oliveira, 2015; Herrera-Pérez, Benitez-Coronel, Jiménez-
Rubio, Hernandez-Hernandez & Martinez-Mota, 2016; Riaz et al., 2015; Zhu, Shi,
Wang & Li, 2014). Uma possivel explicacdo para essa inconsisténcia entre os estudos
poderia ser as diferencas nos modelos de estresse crénico, nos procedimentos de SPT,
assim como nas condic¢des de alojamento, nas espécies, nas linhagens, na idade e no
sexo dos animais (Antoniuk et al., 2019; Liu el al., 2018; Qiao et al., 2016).

Alguns estudos que tém verificado a queda na preferéncia por solucéo de
sacarose ap6s administracdo de estresse cronico observaram também uma diminuigdo na
laténcia para imobilizagdo e um aumento no tempo de imobilizagdo no teste de nado
forcado, além de queda no ganho de peso corporal, efeitos também relacionados a
depressdo (Bessa et al., 2009; Liu et al., 2019; Lu et al., 2016; Naert et al., 2011; Shang
etal., 2017; Tan et al., 2017; Wang et al., 2016). Strekalova et al. (2014) apontam que
apenas uma parcela de ratos expostos ao estresse cronico (cerca de 60%) desenvolve
anedonia, sendo que os efeitos associados a depressdo no teste de nado forgcado sdo
verificados apenas em animais anedonicos. Por outro lado, verifica-se que o estresse
crénico é capaz de provocar uma queda no ganho de peso independentemente da queda
na preferéncia por solucéo adocicada ocorrer (Herrera-Pérez et al., 2016, 2020; Riaz et
al. 2015; Strekalova et al., 2014).

O desencadeamento de respostas relacionadas a depressdo mediante a exposi¢do
ao estresse cronico pode estar relacionado a alteracGes em areas e vias encefalicas

relacionadas a sensibilidade ao reforco e a escolha. Neste sentido, tem sido verificado
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que a exposicdo ao estresse cronico imprevisivel pode prejudicar o funcionamento da
via mesolimbica dopaminérgica, incluindo regides como a area tegmental ventral e o
nacleo accumbens, assim como provocar uma retragdo dendritica nos neurénios do
cortex pré-frontal medial (mPFC), prejudicando o funcionamento da via mPFC-
mesolimbica e induzindo uma diminui¢do do valor reforcador de situagdes
anteriormente preferidas em situagéo de escolha (Qiao et al., 2016; Stanton, Holmes,
Chang, & Joormann, 2019).

A exposicao ao estresse cronico também pode provocar efeitos e
comportamentos associados a ansiedade. Diversos estudos tém verificado que o CRS
diminui o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos do labirinto
em cruz elevado (Elevated Plus Maze — EPM), assim como é capaz de diminuir o tempo
de permanéncia no centro do campo aberto (Open Field — OP), efeitos comumente
relacionados a ansiedade em modelos animais, o que pode ser revertido também pela
administracdo de antidepressivos (Bessa et al., 2009; Bhagya, Srikumar, Veena &
Shankaranaravana Rao, 2017; Bondi, Rodriguez, Gould, Frazer & Morilak, 2008;
Bigdeli, Asle-Rousta & Rahnema, 2019; Guedri, Frih, Chettoum & Royabhi, 2017; Hu
etal., 2017; Liu et al., 2019; de Oliveira, Zaniboni, Carmona, Fonseca & Canto-de-
Souza, 2017; Stenman, Patterson, Meunier, Roman & Lehtinen, 2020; Vyas &
Chattarii; 2004; Zhu et al., 2014). Além disto, o estresse cronico é capaz de facilitar a
inducdo de medo condicionado e aumentar a laténcia para alimentacdo no paradigma de
supressdo alimentar pela novidade, o que fortalece a possivel relagéo entre o estresse
prolongado e o desenvolvimento de comportamentos relacionados ao medo e a
ansiedade (Conrad, Magarifios, LeDoux & McEwen, 1999; Bessa et al., 2009).

Por outro lado, ha estudos que néo verificam nenhum efeito do CRS relacionado

a ansiedade no EPM, o que poderia estar relacionado também a diferencas nos modelos
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de estresse cronico utilizados pelos estudos, bem como nos organismos utilizados
(Mograbi, Suchecki, da Silva, Covolan & Hamani, 2020). Uma varidvel que parece ser
critica na variabilidade encontrada em relagdo a respostas de ansiedade produzidas por
modelos de estresse crénico é a duracdo e a intensidade do estresse. De modo geral,
estudos com ratos machos, expostos a um CRS com intensidade de 6h diérias de
contencdo e com duracgéo de pelo menos 21 dias séo capazes de produzir respostas
associadas a ansiedade no EPM, além de uma queda na preferéncia por sacarose e no
ganho de peso (McEwen, 2007; McEwen et al., 2015; Qiao et al., 2016). Além disto,
Bhagya e colaboradores (2017) verificaram que a exposi¢éo de ratos a um ambiente
enriquecido é capaz de reverter os efeitos da exposicdo ao CRS relacionados a
ansiedade no EPM, ressaltando a importancia das condi¢cdes ambientais externas ao
estresse na determinagéo dos seus efeitos sobre processos comportamentais.

A inducdo de respostas associadas a ansiedade pelo estresse crénico pode estar
relacionada a alteracGes na amigdala, estrutura encefalica comumente associada ao
processamento do medo, da ansiedade e da agressividade. Desta forma, tem sido
verificado que a exposicao ao estresse crénico pode provocar crescimento dendritico em
neurdnios da amigdala basolateral, ampliando a atividade neuronal nesta estrutura
(McEwen et al., 2015; Qiao et al, 2016; Vyas, Mitra, Rao & Chattarii, 2002; Vyas,
Pillai & Chattarii, 2004).

Muitos estudos também buscam investigar os efeitos do estresse cronico sobre
outros processos comportamentais, como a aprendizagem e a retencdo de novos
comportamentos. Esses estudos utilizam frequentemente tarefas de aprendizagem que
dependem do hipocampo, como a aprendizagem espacial, e do cortex pré-frontal, como

a aprendizagem reversa (Conrad, 2010; McEwen; 2007). Como em relagéo a outros
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efeitos da exposicao ao estresse, esses estudos também tém encontrado resultados
variaveis.

Diversos estudos verificaram que os modelo de CRS e de CMS séo capazes de
produzir prejuizo no desempenho de roedores em tarefas de aprendizagem espacial no
labirinto aquatico de Morris (MWM — Morris Water Maze) e no labirinto de brago
radial (Bian, et al., 2012; Bigdeli, Asle-Rousta & Rahnema, 2019; Conrad, 2010;
Guedri et al., 2017; Hu et al., 2017; Jangra et al., 2017; Kitraki et al., 2004; Luine et al.,
1994; Ortiz et al., 2015; Qiao, et al., 2016; Riaz et al., 2015; Xi et al., 2011; Zhang et
al., 2017). Bessa et al. (2009) verificaram um prejuizo na aprendizagem reversa espacial
de ratos machos no MWM mediante exposi¢do ao CMS, o que foi revertido pela
administragdo de antidepressivos. Além disso, verificaram uma correlagdo significativa
entre o desempenho na aprendizagem espacial reversa e comportamentos relacionados a
ansiedade e depressdo, ressaltando a interacao entre diferentes comportamentos e
processos afetados pelo estresse cronico.

Efeitos negativos do estresse cronico sobre a aprendizagem espacial podem ser
decorrentes de uma retracdo dendritica dos neurdnios da area CA3 do hipocampo (Qiao
et al., 2016; Watanabe, Gould & McEwen, 1992). Neste sentido, tem sido verificado o
envolvimento do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) — proteina relacionada
a sobrevivéncia neuronal e & neogénese — nas alteragGes estruturais no hipocampo e em
outras regides encefalicas. O estresse cronico pode levar a sub-regulagdo de BDNF na
area CA3 do hipocampo, resultando na retracdo dendritica de seus neurdnios e em
prejuizos na aprendizagem, mas também pode levar a suprarregulacdo de BDNF na
amigdala basolateral, resultado em um crescimento dendritico de seus neurdnios e no

fortalecimento de comportamentos relacionados a ansiedade (McEwen et al., 2015).
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De modo geral, estudos que verificam um efeito prejudicial sobre a
aprendizagem espacial, associado com alteragdes estruturais no hipocampo, utilizam
modelos de estresse crénico com duragcdo minima de 21 dias (e.g., CRS de 6h de
contencdo diarias por 21 dias) e ratos Sprague-Dawley machos (e.g. Hu et al., 2017;
Luine et al., 1994; Ortiz et al., 2015; Riaz et al., 2015; Xi et al., 2011). Por outro lado,
ha estudos que néo verificam nenhum efeito do estresse crénico sobre a aprendizagem
espacial, assim como outros estudos que verificam que o estresse cronico € capaz de
facilitar esse tipo de aprendizagem. Zain, Pandy, Majeed, Wong e Mohamed (2018) nao
verificaram nenhuma diferenca entre camundongos C57BL/6J machos expostos ao CRS
(6h de contencdo/ 21 dias) e sujeitos controle, na aprendizagem no MWM. Da mesma
forma, Luine et al. (1996) ndo verificaram nenhum efeito de um CRS com duragdo de 7
dias (6h de contencdo diarias) sobre a aprendizagem espacial de ratos Sprague-Dawley
machos no labirinto radial, verificando, entretanto, que um CRS com duracdo de 13 dias
era capaz de facilitar o desempenho dos sujeitos na mesma tarefa. Em outro estudo
Gouirand e Matuszewich (2005) verificaram que ratos Sprague-Dawley machos tiveram
0 desempenho facilitado no MWM quando expostos a um CMS com duracgéo de 10
dias. Os diferentes efeitos do estresse cronico sobre a aprendizagem espacial poderiam
estar associados a variagcdes na espécie e na linhagem dos organismos, assim como
variagdes na duragdo e na intensidade do estresse cronico. E possivel que camundongos
C57BL/6J sejam mais resistentes aos efeitos negativos do estresse crénico sobre o
hipocampo e a aprendizagem espacial do que ratos Sprague-Dawley. Alem disto, é
possivel que a relacéo entre a duracdo do estresse cronico e a aprendizagem espacial se
dé em um modelo de “u” invertido, ou seja, um estresse cronico muito curto (e.g. 7
dias) nédo seria capaz de provocar alteracdes no desempenho, um estresse crénico de

duracdo moderada (e.g. 10 ou 13 dias) seria capaz de melhorar o desempenho, enquanto



22

que um estresse cronico de duracdo longa (e.g. 21 dias ou mais) seria capaz de
prejudicar o desempenho de machos em uma tarefa de aprendizagem espacial (Conrad,
2010). Essas hipoteses, porém, precisam ainda ser investigadas a fim de se esclarecer
em que condicGes os modelos de estresse cronico podem (ou néo) afetar de forma
positiva ou negativa a aprendizagem espacial de roedores.

O sexo também pode ser uma varidvel relevante nos efeitos do estresse sobre o
desempenho dos sujeitos. Fémeas podem apresentar resultados diferentes em relagdo a
machos, como verificado no estudo de Kitraki et al. (2004), no qual um CRS de 21 dias
de duracéo (6h de contencéo diérias) prejudicou o desempenho espacial de ratos machos
no MWM, enquanto as fémeas tiveram o seu desempenho facilitado pelo estresse. Ortiz
et al. (2015) verificaram um efeito semelhante utilizando um modelo de CRS de 21 dias
(2h de contencéo diaria), realizado de forma imprevisivel, no qual verificaram prejuizos
no desempenho de ratos Sprague-Dawley machos em tarefa de aprendizagem espacial
no labirinto radial, sem alteracdo no desempenho das fémeas. Uma possibilidade é de
que fémeas sejam mais resilientes ao estresse crénico que machos em func¢ao da maior
circulacdo de estrogénio, hormdnio que apresenta fungdes neurotrofica e antioxidante
que poderiam evitar a retragdo dendritica de neurdnios no hipocampo. Além disto,
fémeas possuem um desempenho pior do que machos em tarefas de aprendizagem
espacial em condicdo normal (sem exposi¢do a modelos de estresse; desempenho
avaliado no MWM e no labirinto radial), algo que poderia ser revertido em situacdes de
estresse cronico (Jonasson, 2005; Luine, Gomez, Beck, & Bowman, 2017). Apesar
disto, ha estudos que verificam efeitos diferentes em fémeas, como o de Conrad, Grote,
Hobbs e Ferayorni (2003), que verificaram que tanto ratos Sprague-Dawley machos
como fémeas expostos a um CRS com duracao de 21 dias (6h de contencdo diarias)

apresentaram um prejuizo no primeiro minuto de uma tarefa de retencédo espacial no
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labirinto em Y (Y-maze), entretanto, somente as fémeas tiveram o desempenho
facilitado nos dltimos quatro minutos da mesma tarefa.

O numero limitado de estudos que utilizam fémeas como sujeito, porém,
dificulta um entendimento completo da relagdo entre sexo, estresse cronico e processos
comportamentais. Becker, Prendergast e Liang (2016) discutem que muitos
pesquisadores evitam utilizar fémeas alegando uma maior variabilidade que machos nos
dados comportamentais e neurobioldgicos em fungdo das diferencas hormonais pelas
quais as fémeas passam ao longo das fases do ciclo estral. Entretanto, estes
pesquisadores verificaram, através de uma meta-analise, que dados comportamentais e
neurobioldgicos de fémeas ndo eram mais variaveis que de machos, mesmo quando
havia diferencas entre machos e fémeas e independentemente da fase do ciclo estral e da
condicéo de alojamento (animais isolados ou alojados em grupos do mesmo sexo).
Desta forma, embora possam existir diferencas comportamentais e fisioldgicas entre as
fases do ciclo estral, tais diferengas ndo sao suficientes para prejudicar a comparagéo
entre machos e fémeas, ressaltando-se a importancia da utilizacdo de fémeas nos
estudos mesmo quando as fases do ciclo estral ndo s&o levadas em consideragéo nas
analises (Beery, 2018; Shansky & Woolley, 2016; Shansky, 2019).

Em sintese, a maioria dos estudos com estresse crénico avaliam seus efeitos em
processos comportamentais de roedores machos expostos a modelos de estresse crénico
de longa duragdo — 21 dias ou mais. Tais estudos verificam, em grande parte, um efeito
prejudicial do estresse sobre comportamentos e estruturas encefalicas, mas a literatura
apresenta, ainda, grande variabilidade nos resultados encontrados, especialmente em
relacdo a fémeas, que séo sub-representadas nos estudos. Os resultados até agora
produzidos sugerem que duraces menores de estresse cronico podem provocar

diferentes efeitos sobre processos comportamentais. Em especifico, é possivel que
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fémeas sejam mais resistentes aos efeitos do estresse cronico sobre a aprendizagem
espacial. Além disso, € possivel que modelos de estresse cronico com dura¢do moderada
—entre 10 e 13 dias de exposi¢do — possam melhorar o desempenho dos animais em
tarefas de aprendizagem espacial.

Além disso, os estudos sugerem que efeitos da exposi¢do ao estresse cronico
sobre a aprendizagem espacial podem ser acompanhados de alteragdes em
comportamentos associados a depressdo e a ansiedade e de uma queda no ganho de
peso. Da mesma forma, esses resultados ndo sdo um consenso na literatura e uma
possivel hipotese para os resultados variaveis encontrados nos estudos é a diferenca na
duracdo e intensidade de estresse aplicada em diferentes pesquisas, além do modelo de
estresse cronico utilizado. De acordo com a revisao realizada, a utilizacdo do modelo de
CRS pode ser mais vantajosa para a avaliacao de alteragdes comportamentais
produzidas pelo estresse em fungdo do seu protocolo ser menos variavel entre os
estudos e em comparagdo ao modelo de CMS.

Assim sendo, o presente estudo teve como objetivo investigar efeitos da
interacdo entre a duracdo (11 dias ou 22 dias) da exposicao ao estresse crénico por
contencdo e o sexo (machos ou fémeas) de ratos Sprague-Dawley sobre:

1) O desempenho em uma tarefa de aprendizagem espacial no labirinto aquatico
de Morris (alteragé@o na laténcia de escape e na distancia percorrida);

2) Comportamentos associados a anedonia no teste de preferéncia por solucéo
de sacarose (alteracdo na preferéncia por solucéo de sacarose);

3) Comportamentos associados a ansiedade e a exploracao no labirinto em cruz
elevado (tempo de permanéncia nos bracos abertos e frequéncia de entradas
nos bragos);

4) A porcentagem de ganho de peso e composicao do ciclo estral,
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Método
Sujeitos

Foram utilizados 80 ratos Sprague-Dawley (Rattus norvegicus), 40 machos e 40
fémeas, todos provenientes do Biotério Central da USP-Ribeirdo Preto. Os sujeitos
foram recepcionados no Laboratério de Nutricdo e Comportamento com sete semanas
de idade (machos pesando cerca de 280g e fémeas pesando cerca de 200g), sendo
imediatamente divididos de acordo com o sexo, com o tipo de intervengéo a qual seriam
expostos (estresse cronico por conten¢do — CRS ou controle) e com a duragéo desta
intervencdo (22 dias ou 11 dias). Desta forma, foram formados, por sorteio, oito grupos
(n=10 em cada grupo): machos CRS 11 dias; machos controle 11 dias; fémeas CRS 11
dias; fémeas controle 11 dias; machos CRS 22 dias; machos controle 22 dias; fémeas
CRS 22 dias; fémeas controle 22 dias.

No momento da recepcao, 0s animais que seriam expostos ao CRS e os animais
controle foram alocados para biotérios separados no Laboratério de Nutrigdo e
Comportamento, nos quais permaneceram alojados até o fim do experimento em gaiolas
de polietileno (41cm X 34 cm; dois ratos do mesmo sexo e grupo em cada gaiola)
forradas com maravalha (trocada duas vezes por semana). Os biotérios eram
climatizados (de 20 a 24°C), com 12h de ciclo claro/escuro (luzes acesas das 6:00 as
18:00) e exaustdo de 4200m3/h. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimentagéo
(racdo comercial comum para roedores). Todos 0s animais aparentaram estar saudaveis
durante todo o periodo da pesquisa, com exce¢do de um animal do grupo macho CRS
22 dias, que apresentou distdrbios motores durante o experimento, sendo excluido do
experimento e da analise de dados.

Ao atingirem onze semanas de idade (machos pesando cerca de 5009 e fémeas

pesando cerca de 275g), iniciou-se a exposi¢do dos sujeitos as intervengdes CRS e
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controle, com duracdo de 11 ou 22 dias. Todos os sujeitos foram privados de agua e
comida durante os periodos de intervencdo (6h/dia), uma vez que 0 acesso a agua e a
comida j& era impossibilitado pelo procedimento de CRS. Os sujeitos comecaram a
manipulados diariamente onze dias antes do inicio das intervengdes até o fim do
experimento para 0 monitoramento do peso corporal. Além disso, o procedimento de
esfregaco vaginal for realizado diariamente (juntamente com a pesagem) nas fémeas
para 0 monitoramento do ciclo estral.

Os sujeitos foram submetidos ao procedimento de eutanasia imediatamente apos
o Ultimo procedimento experimental. A eutanésia foi realizada por sobredose anestésica
pela administracdo da associacao de Xilazina 4% (30mg/kg) e de Cloridrato de
Cetamina 10% (225mg/kg) por via intraperitoneal. Os parametros utilizados para
confirmar a morte dos animais foram: parada cardiorrespiratdria, auséncia de reflexo
pupilar, insensibilidade cutanea por periodo de 15 minutos e temperatura corporal
abaixo de 26°C. Logo em seguida, os animais foram decapitados para a dissecac¢ao de
areas do encéfalo (hipocampo dorsal e hipocampo ventral). Ap6s a dissecacao, 0s
animais foram levados ao Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo — Ribeirdo
Preto. O estudo foi realizado de acordo com as resoluc@es brasileiras de bioética em
experimentos com animais e mediante andlise e aprovacao do CEUA da Faculdade de

Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (protocolo n® 2019.1.437.59.0; Anexo).

Local

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em salas do Laboratorio
de Nutricdo e Comportamento adjacentes aos biotérios nos quais 0s animais se
encontravam alojados. O procedimento de eutanasia foi realizado nas dependéncias do

Laboratorio de Neurofisiologia da Dor e do Comportamento.



27

Equipamentos

Foram utilizados tubos de contencédo (contensor em acrilico cristal para ratos —
Insight Equipamentos Ltda.) foram utilizados para a exposic¢ao dos sujeitos ao CRS. Os
tubos tinham 63mm de altura, 65mm de largura e 232mm de comprimento, com frente e
traseira removiveis e com sistema de travamento através de manipulos. A traseira
também poderia ser ajustada ao longo do comprimento do tubo para adaptacéo ao
tamanho de cada sujeito. Os tubos também possuiam 12 furos laterais de 11,5mm para a
circulacdo de ar e pés de silicone antiderrapantes.

Um labirinto aquatico de Morris (MWM) foi utilizado para o procedimento de
aprendizagem espacial. O mesmo consiste em um tanque circular de fibra de vidro
(150cm de diametro e 40cm de altura) e de uma plataforma de aco inoxidavel (15cmz2 de
area e 28,5cm de altura). O tanque foi preenchido com &gua, ultrapassando 2cm da
altura da plataforma. O fundo do tanque era pintado de preto, impedindo a visualizacéo
da plataforma. Sobre o labirinto, havia uma cAmera de video conectada a um
computador em uma sala adjacente. O software EthoVision foi utilizado para o registro
automatico do desempenho dos sujeitos a partir das gravacGes realizadas durante o
procedimento.

Um labirinto em cruz elevado (EPM) foi utilizado para a avaliagdo de
comportamentos associados a ansiedade e exploragdo. O mesmo consiste em um
labirinto de madeira com dois bragos fechados (50cm de comprimento, 10cm de largura
e 40cm de altura cada) e dois bracos abertos (50cm de comprimento e 10cm de largura).
Os bracos abertos e fechados tinham teto aberto e eram perpendiculares entre si,

elevados a 50cm do solo. Sobre o labirinto, havia uma camera de video conectada a um
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computador em uma sala adjacente. O registro dos comportamentos foi realizado

manualmente pelo experimentador a partir dos videos gravados durante o procedimento.

Procedimentos

O experimento foi dividido em dois protocolos de intervencdo de acordo com
sua duracéo: intervencgéo de 11 dias (CRS ou Controle) ou intervencéo de 22 dias (CRS
ou controle). Na intervencéo de 11 dias, os sujeitos foram submetidos ao SPT nos dias 0
e 11 de intervencdo, ao procedimento no EPM no dia 12 (dia seguinte ao término da
intervencéo), ao procedimento no MWM nos dias 12 (imediatamente apds o EPM) e 13
e ao procedimento de eutanasia imediatamente apos a segunda sessao no MWM, no dia
13. Na intervencéo de 22 dias, os sujeitos foram submetidos ao SPT nos dias 0, 11 e 22
de intervencéo, ao procedimento no EPM no dia 23 (dia seguinte ao término da
intervencdo), ao procedimento no MWM nos dias 23 (imediatamente apds o EPM) e 24
e ao procedimento de eutanasia imediatamente ap6s a segunda sessdo no MWM no dia
24. A Figura 1 apresenta a ordem dos procedimentos para cada protocolo de

intervenc&o.

Dia 0 Dia 11 Dia 12 |Dia 13
EPM | MWM
MWM | Eutanasia

/

Intervencdo —— =

Intervencao 11 dias
(CRS ou Controle)

Intervencéo
Intervencao 22 dias
(CRS ou Controle)

Dia 22 Dia 23 |Dia 24
EPM |[MWM
//Nﬂm Eutanasia

SPT SPT SPT

Figura 1. Sequéncia dos procedimentos experimentais para cada protocolo de intervencao.
CRS: estresse cronico por contencdo; SPT: testes de preferéncia por solugéo de sacarose; EPM:
labirinto em cruz elevado; MWM: labirinto aquatico de Morris.

Monitoramento do peso e do ciclo estral.
O peso de todos o0s sujeitos e o ciclo estral das fémeas foi monitorado

diariamente (entre 08:00 e 10:00) durante todo o experimento. Os sujeitos eram
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posicionados em uma balanca digital (0,019 de preciséo) para a determinacdo do peso.
A secrecdo vaginal das fémeas era coletada utilizando-se uma alga de inoculagdo
previamente esterilizada e mergulhada em &gua e, em seguida, inserida cuidadosamente
na vagina, retirando fluido contendo células. O fluido era espalhado em uma lamina, a
qual passava pelo procedimento de coragem em corante para uso hematoldgico
(Panotipo Répido; Laborclin). Apds coradas, as Iaminas foram analisadas em um
microscopio com luz, nas lentes 10 e 40x. Alteracdes na aparéncia citoldgica foram
avaliadas, baseando-se no estudo de McLean, Valenzuaela, Fai e Bennett (2012), para

definir as fases do ciclo estral: Proestro, Estro, Metaestro e Diestro.

Estresse cronico por contengédo (CRS).

A intervencdo CRS consistiu em colocar o sujeito cuidadosamente no tubo de
contencdo, de forma que ficasse firmemente contido e com possibilidade de
movimentacao limitada por um periodo de 6h/dia, ocorrendo sempre das 10:00 as
16:00. A contencdo era realizada em gaiolas individuais. Durante este periodo, todos 0s

sujeitos (expostos a intervencdo CRS ou controle) ficavam sem acesso a dgua e comida.

Teste de preferéncia por sacarose (SPT).

O SPT avaliava a preferéncia dos animais por solugédo de sacarose (a diminuicao
dessa preferéncia é relacionada a anedonia, resposta associada a depressao). Para o SPT,
0s sujeitos ficavam durante 6h em privacao de agua e alimento (mesmo periodo da
intervencdo — das 10:00 as 16:00), separados em gaiolas individuais. Em seguida, dois
bebedouros eram acoplados as gaiolas: um contendo apenas agua e outro contendo
solucéo de 1% de sacarose (sacarose preparada em farmacia de manipulacéo). Os

animais tinham acesso livre aos bebedouros por um periodo de 16h (das 16:00 as 08:00
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h do dia seguinte), sendo que a posigéo dos bebedouros (esquerda e direita) era
randomizada entre os sujeitos e mantida para 0 mesmo sujeito em todos os testes. Os
bebedouros e a ragdo eram pesados antes e ao fim do teste para a determinacédo do
consumo de cada liquido e de racdo. Os sujeitos eram reagrupados nas gaiolas originais

(mesmos sujeitos por gaiola) ao término do SPT.

Teste no labirinto em cruz elevado (EPM).

A avaliacdo de comportamentos associados a ansiedade e a explora¢do no EPM
ocorreu no periodo da manha (entre 08:00 e 10:00). Cada sujeito era colocado na
posicdo central do labirinto e era permitido que o explorasse por um periodo de 5min,
sendo registradas as frequéncias de entrada nos bracos abertos e fechados e a duracéo da
permanéncia nos bragos abertos como medida de ansiedade e exploracdo. Além disto,
baseado no estudo de Saito e Brandao (2015), foram registradas a frequéncia de
comportamentos complementares: exploragéo na extremidade (entrada no 1/3 posterior
dos bracos abertos), mergulho de cabeca (projecéo da cabeca e ombros para abaixo do
nivel do labirinto), rastejamento (locomover-se vagarosamente para frente enquanto
com o corpo completamente esticado), esticamento (retornar a posicao inicial ap6s
esticar completamente o corpo) e espreitamento (projecéo da cabeca e ombros em
direcdo ao centro ou aos bracos abertos do labirinto). As frequéncias das respostas de
rastejamento, esticamento e espreitamento foram agrupadas na mesma categoria de

respostas de avaliacéo de risco.

Teste no labirinto aquético de Morris (MWM).
A avaliacdo da aprendizagem espacial no MWM ocorreu em duas sessoes (dias

consecutivos) no periodo entre 10:00 e 14:00 h. O labirinto era dividido em quatro
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quadrantes imaginarios (quadrantes 1, 2, 3 e 4). A plataforma era colocada sempre no 1°
quadrante na mesma posicéo. Cada sujeito passou por 12 tentativas de aquisicdo em
cada sessdo. Em cada tentativas o sujeito era colocados em uma posi¢édo de largada em
um dos quadrantes sem a presenca da plataforma (quadrantes 2, 3 ou 4; definido
randomicamente entre as tentativas e em igual propor¢do) com a parte posterior do
corpo virada para o centro do labirinto, permitindo-se que nadasse pelo labirinto. Cada
tentativa era encerrada caso o sujeito permanece-se sobre a plataforma por 1,5 s ou caso
n&o encontrasse a plataforma em 60 s. O sujeito era mantido sobre a plataforma no
intervalo entre tentativas por 30s e imediatamente antes do inicio da primeira tentativa
da primeira sesséo por 60s. Durante a aquisicéo, foram registradas a duracao da
tentativa (laténcia para encontrar a plataforma) e a velocidade média de locomogéo em
cada tentativa; posteriormente, foi calculada a média destas medidas para blocos de trés
tentativas (quatro conjuntos por sessdo). A partir da velocidade e da laténcia, calculou-
se a distancia percorrida pelos sujeitos em blocos de trés tentativas.

Imediatamente apds o término da Ultima tentativa da segunda sessédo, foi
realizada uma probe trial (PT), na qual a plataforma era removida, o0 sujeito era
colocado na posicgéo de largada do quadrante 3 e mantido no labirinto por 60s. Na PT,
foi registrado automaticamente a velocidade média de locomocdo, a frequéncia de

entradas em cada quadrante e a duracdo da permanéncia em cada quadrante.

Analise de Dados

Os resultados obtidos foram expressos em termos da media e desvio padrdo dos
grupos. Dados com valores discrepantes (outliers) superiores (x > Qs + 1.5 X IQR; Qa:
terceiro quartil; IQR: intervalo entre quartis) e inferiores (x < Q1 — 1.5 X IQR; Qu:

primeiro quartil) foram identificados e removidos da anélise de dados, mantendo-se um
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ndmero minimo de sete sujeitos por grupo nas anélises (7 < n < 10). Dados com
medic¢des longitudinais do SPT foram analisados separadamente para 0s grupos que
passaram pelas intervencdes de 11 dias e para 0s grupos que passaram pelas
intervencgdes de 22 dias, uma vez que o numero de medi¢des foi diferente para cada
duracdo de intervencgdo. A andlise do ganho de peso parcial, referente aos periodos do
dia0alledodialla?22, foram analisados somente nos grupos que passaram pelas
intervencgdes de 22 dias. As analises do ganho de peso total e dos dados colhidos no
EPM e no MWM foram realizadas com todos 0s grupos.

ANOVAs foram realizadas para verificar os seguintes efeitos: (1) interacdo entre
intervencdo, duracdo da intervencéo e sexo (a) na porcentagem de ganho de peso total,
(b) na porcentagem de permanéncia nos bragos abertos do EPM, (c) na frequéncia de
exploracdo da extremidade (d) de mergulhos de cabeca e (e) de respostas de avaliagdo
de risco no EPM, (f) na porcentagem de permanéncia e (g) de entradas no quadrante 1
na PT do MWM, (h) na frequéncia de trocas entre quadrantes na PT do MWM e (i) na
velocidade na PT do MWM,; (2) interacdo entre intervencao, sexo, e periodo de
intervencao na porcentagem de ganho de peso parcial; (3) interacdo entre intervencao,
sexo e dia de SPT no consumo de racgdo; (4) interacdo entre intervencéo, sexo, dia de
SPT e liquido (sacarose ou &gua) no consumo de sacarose e agua nos SPTs; (5)
interacdo entre intervencdo, duracdo da intervencao, sexo e braco do EPM (aberto ou
fechado) na frequéncia de entradas nos bracos do EPM; (6) interacéo entre intervencéo,
duracgéo da intervencao, sexo, sessao do MWM e conjunto de trés tentativas (a) na
laténcia de escape, (b) na distancia percorrida e (c) na velocidade no MWM.

Foi calculado o eta quadrado parcial (n?) para a avaliagdo do tamanho do efeito,
considerando-o como trivial (np?<.01), como pequeno (.01<n,?<.06), moderado

(.06<mp?<.14) e elevado (np>>.14). Para comparacgdes especificas, foi realizado o teste
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Post-Hoc de Bonferroni. A composic¢éo do ciclo estral das fémeas foi analisada por
meio do teste Chi-quadrado ()?), comparando-se auséncia de alguma fase do ciclo estral
entre 0s grupos.

Em todas as andlises, foram considerados efeitos e diferencas significativas
quando p<.05 (intervalo de confianca de 95%). A ANOVA foi conduzida mediante
verificacdo da normalidade (Shapiro-Wilk), homogeneidade (Levene’s) e a efericidade
(Mauchly’s W) dos dados. Quando nao era verificada a normalidade e/ou a
homogeneidade, os dados eram transformados em funcéo logaritmica de base 10 para a
realizacdo da ANOVA. Quando n&o era verificada a esfericidade, era aplicada a
correcdo do valor de F de Greenhouse-Geisser. Todas as analises estatisticas (ANOVA,
2, Shapiro-Wink, Levene’s e Mauchly’s W) foram realizadas através do Software

JASP. 0.10.2.
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Resultados
Ganho de Peso e Ciclo Estral
A Figura 2 apresenta o ganho de peso dos sujeitos em relagdo ao peso inicial no
dia 0, expresso em porcentagem, para 0s grupos expostos a intervencao de 22 dias, nos
periodos do dia 0 ao 11 e do dia 11 ao 22. Além disto, é demostrado o ganho de peso
relativo total de todos os grupos.
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Figura 2. Médias e desvios padrao da porcentagem de ganho de peso parcial (painel A) e total
(painel B) para os grupos machos CRS 11 dias (n = 10), machos controle 11 dias (n = 10),
machos CRS 22 dias (n = 9), machos controle 22 dias (n = 10), fémeas CRS 11 dias (n = 10) e
fémeas controle 11 dias (n = 10), fémeas CRS 22 dias (n = 10) e fémeas controle 22 dias (n =
10). ***: p <.001; ** p < .01.
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No painel A da Figura 2, observa-se que 0s grupos expostos ao CRS, de modo
geral, tiveram uma porcentagem de ganho de peso menor em comparagdo aos grupos
controle, sendo esta diferenca mais expressiva no periodo inicial da intervencédo (dia 0 a
11) do que no periodo final (dia 11 a 22), quando 0s grupos expostos ao CRS
apresentaram porcentagem de ganho de peso préxima ao dos grupos controle. Neste
sentido, foi verificado um efeito elevado principal do periodo (dia0 a 11 ou dia 11 a 22)
(F(1, 35) =8.824; p=.005; 0% = .201) e da interveng&o (controle ou CRS) (F(1, 35) =
20.165; p <.001; n? = .366). Uma tendéncia a efeito moderado foi verificada na
interacdo entre periodo e intervencdo (F(1, 35) = 4.054; p =.052; n%, =.104),
encontrando-se diferencas especificas significativas para a porcentagem de ganho de
peso dos grupos expostos ao CRS no periodo do dia 0 a 11 em comparacao ao periodo
do dia 11 a 22 (p = .008) e em relacao aos grupos controle nos periodos do dia 0 a 11 (p
<.001) edodia1ll a22 (p<.001).

Além disto, as fémeas (CRS e controle) tiveram uma porcentagem de ganho de
peso menor que os machos controle no periodo do dia 0 a 11, entretanto, sem diferencas
expressivas em relagdo aos machos CRS no mesmo periodo. Foi verificado um efeito
elevado principal do sexo (machos ou fémeas) (F(1, 35) =4.465; p =.042; n?, =.201),
entretanto, ndo foram verificados efeitos da interacéo entre sexo e tipo de intervengéo
(F(1, 35) = 3.490; p = .070), e da interacao entre sexo, intervencéo e periodo (F(1, 35) =
A421; p = .521).

Observa-se no painel B da Figura 2 que ambas as duracdes de CRS (11 e 22
dias) aparentaram provocar uma gqueda semelhante na porcentagem de ganho de peso
total. Esta diferenca também é semelhante em relacdo a menor porcentagem de ganho
para 0s grupos expostos ao CRS de 22 dias no periodo do dia 0 a 11 (painel A, Figura

2). Em relacéo a porcentagem de ganho de peso total, foram verificados efeitos elevados
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principais da intervencao (F(1, 71) = 82.954; p <.001; n? = .539) e da duracéo da
intervencdo (11 dias ou 22 dias) (F(1, 71) = 89.290; p <.001; n? = .557). Além disto,
observa-se que fémeas controle tiveram uma porcentagem de ganho de peso total menor
que machos controle e que a exposicdo ao CRS parece ter eliminado as diferencas entre
machos e fémeas. Neste sentido, foi verificado um efeito moderado da interagéo entre
sexo e intervencdo (F(1, 71) = 5.255; p = .025; 0% = .069), sendo verificadas diferencas
especificas entre fémeas e machos controle (p = .002), entre fémeas CRS e controle (p <
.001) e entre machos CRS e controle (p <.001), mas ndo entre fémeas e machos CRS (p
=1.000).

O ciclo estral das fémeas teve duracao de aproximada 4 dias, sendo o diestro a
fase mais presente (cerca de 2 dias de duracdo) e o metaestro a fase menos observada
(menos de 1 dia de dura¢do). Na maioria das fémeas, 0 estro e 0 proestro tiveram cerca
de 1 dia de duracéo cada. Trés fémeas do grupo CRS 22 dias, duas fémeas do grupo
CRS 11 dias e uma fémea do grupo controle 11 dias apresentaram um ciclo com diestro
prolongado (cerca de 3 dias de duragdo) e sem proestro ao final dos primeiros 11 dias de
intervencdo. Todas as fémeas apresentaram uma composicao de ciclo normal ao final
dos ultimos 11 dias de intervencdo. Desta forma, uma quantidade maior de fémeas
expostas ao CRS (5 das 20 fémeas CRS; 25%) deixaram de apresentar proestro, em
comparacéo as fémeas controle (1 das 20 fémeas controle; 5%) nos primeiros 11 dias de
intervencdo.Entretanto, ndo foi verificada uma diferenca significativa entre intervengdes

controle e CRS (%(1) = 3.136; p = .077).

Teste de Preferéncia por Sacarose (SPT)
O consumo de sacarose e de agua nos SPT para 0S grupos expostos a

intervencdo de 22 dias e de 11 dias ¢ apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Médias e desvios padrdo do consumo de agua e de sacarose nos SPT do dia 0, dia 11 e
dia 22 de intervencdo, para os grupos machos CRS 22 dias (n = 9), machos controle 22 dias (n =
10), fémeas CRS 22 dias (n = 10) e fémeas controle 22 dias (h = 10) (painel A) e nos SPT do dia
0 e dia 11 para os grupos machos CRS 11 dias (n = 9), machos controle 11 dias (n = 10), fémeas
CRS 11 dias (n = 9) e fémeas controle 11 dias (n = 9) (Painel B).

Observa-se na Figura 3 que o consumo de sacarose dos sujeitos expostos a
ambas as duracOes de intervencédo (11 e 22 dias) permaneceu maior que 0 consumo de
agua em todos os testes, para ambos 0s sexos e para 0s grupos controle e CRS. Em
relacdo aos sujeitos expostos as intervengdes de 22 dias (painel A), ndo foi verificado
efeito da interacéo entre liquido (sacarose ou dgua), dia de SPT, sexo e intervengéo

(F(2, 70) = .255; p =.776; n% = .007). Apesar disto, foi verificado um efeito elevado da



38

interacdo entre os fatores liquido e dia de teste (F(2, 70) = 6.205; p =.003; n?, = .151).
Diferencas especificas significativas entre agua e sacarose foram verificadas em todos
os dias de teste e entre os dias de teste (p < .001 para todas as comparagdes), entretanto,
ndo foram verificadas diferencas especificas entre os dias de teste para o consumo de
agua (p > .10 em todas as comparacfes) e para 0 consumo de sacarose (p > .05). Além
disto, foi verificado um efeito elevado principal do liquido (F(1, 70) = 242.344; p <
.001; n% = .874).

Em relacdo aos grupos expostos a intervencdo de 11 dias (Figura 3, painel B),
também foi verificado um efeito elevado principal do liquido (sacarose ou agua) (F(1,
33) = 122.757; p < .001; n%, = .788). Além disto, foi verificado um efeito moderado da
interacdo entre dias de SPT e intervengao (F(1, 33) =4.842; p=.035; 1% =.128),
entretanto, sem diferencas significativas especificas (p > .05 em todas as comparacdes).

A Figura 4 apresenta o consumo relativo de sacarose em comparagao ao
consumo total de liquidos (preferéncia por sacarose), expresso em porcentagem, de cada
sujeito dos grupos expostos as intervencdes de 22 dias e de 11 dias e em cada dia de

SPT.
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Figura 4. Preferéncia pelo consumo de solucéo de sacarose nos SPT do dia 0, do dia 11 e do dia
22 de intervengdo para os grupos machos CRS 22 dias (n = 9), machos controle 22 dias (n = 10),
fémeas CRS 22 dias (n = 10) e fémeas controle 22 dias (n = 10) (painel A) e nos SPT do dia 0 e
do dia 11 para os grupos machos CRS 11 dias (n = 9), machos controle 11 dias (n = 10), fémeas
CRS 11 dias (n = 9) e fémeas controle 11 dias (n = 9) (Painel B). A linha horizontal separa
valores maiores e menores que 60%.

Observa-se no Figura 4 (painéis A e B) que a preferéncia por solucdo de
sacarose se manteve acima de 60% para a maioria dos sujeitos ao longo dos testes.
Apenas onze sujeitos apresentaram preferéncia abaixo de 60% em pelo menos um dos
dias de teste, sendo um do grupo machos CRS 22 dias (dia 22 de SPT), trés do grupo
fémeas CRS 22 dias (uma no dia 0, outra no dia O e 11 e outra apenas no dia 11 de

SPT), trés do grupo fémeas controle 22 dias (duas no dia 11 e uma no dia 22 de SPT),
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dois do grupo machos CRS 11 dias (um no dia O e outro no dia 11 de SPT), uma do
grupo fémeas CRS 11 dias (dia 0 de SPT) e uma do grupo fémeas controle 11 dias (dia
11 de SPT).

A Figura 5 apresenta o0 consumo de ra¢ao nos dias 0, 11 e 22 de SPT para 0s
grupos expostos as intervencdes de 22 dias (painel A) e nos dias 0 e 11 de SPT para 0s
grupos expostos as intervencdes de 11 dias (painel B).
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Figura 5. Médias e desvios padrdo do consumo de racdo nos SPT do dia 0, do dia 11 e do dia 22
de intervencdo para os grupos machos CRS 22 dias (n = 9), machos controle 22 dias (n = 10),
fémeas CRS 22 dias (n = 10) e fémeas controle 22 dias (n = 10) (painel A) e nos SPT do dia 0 e
do dia 11 para os grupos machos CRS 11 dias (n = 10), machos controle 11 dias (n = 10),
fémeas CRS 11 dias (n = 10) e fémeas controle 11 dias (h = 10) (Painel B).
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Observa-se na Figura 5 (painéis A e B) que a diferenca mais expressiva
encontrada entre os grupos foi 0 consumo de ragcdo maior para 0s machos em relacéo as
fémeas, de modo geral. Além disso, 0 consumo de racdo aparentemente foi menor no
dia 11 de SPT para machos e fémeas expostos ao CRS de 11 dias (painel B). Neste
sentido, ndo foi verificado efeito da interagéo entre dia de SPT, sexo e intervengdo para
grupos com intervencao de 22 dias (F(2, 70) = .658; p = .521) e para grupos com
intervencgéo de 11 dias (F(1, 36) = .019; p = .891), sendo verificado um efeito elevado
principal do sexo, tanto para grupos com intervencao de 22 dias (F(1, 35) = 6.205; p <
.001; n% =.771), como para grupos com intervencao de 11 dias (F(1, 36) = 201.317; p <
.001; n?p = .848). Além disto, foi verificado um efeito elevado da interagdo entre os
fatores dia de teste e intervencdo somente para 0s grupos com intervencgéo de 11 dias
(F(1, 36) =9.642; p = .004; n2p = .211), verificando-se diferenca especifica significativa

entre grupos controle e CRS no dia 11 de SPT (p = .015).

Labirinto em Cruz Elevado (EPM)
A Figura 6 apresenta a porcentagem média de tempo de permanéncia dos grupos

nos bragos abertos e a frequéncia de entradas nos bragos abertos e fechados do EPM.
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Figura 6. Médias e desvios padrdo da permanéncia nos bragos abertos (painel A) e frequéncia
de entradas nos bragos abertos e fechados (painel B) no EPM dos grupos machos CRS 11 dias
(n = 10), machos controle 11 dias (n = 10), machos CRS 22 dias (n = 9), machos controle 22
dias (n = 9), fémeas CRS 11 dias (n = 9), fémeas controle 11 dias (n = 10), fémeas CRS 22 dias
(n = 10) e fémeas controle 22 dias (n = 10). **: p <.01).

Observa-se no painel A da Figura 6 que a permanéncia nos bracos abertos foi
semelhante entre os grupos de machos controle (11 e 22 dias). Entretanto, machos
expostos ao CRS de 11 dias permaneceram menos tempo nos bragos abertos em
comparacdo aos machos controle de 11 dias, enquanto machos expostos ao CRS de 22
dias permaneceram mais tempo nos bragos abertos em comparacdo aos machos controle

de 22 dias. Por outro lado, as fémeas expostas ao CRS (11 e 22 dias) permaneceram
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menos tempo nos bragos abertos que as fémeas controle (11 e 22 dias). Essa diferenca,
no entanto, foi aparentemente pequena. Verificou-se um efeito moderado principal da
duracgéo da intervencdo (F(1, 69) =5.218; p =.025; n?% = .070) e um efeito moderado da
interacdo entre sexo, intervencado e duracdo da intervencéo (F(1, 69) = 5.886; p = .018;
n? = .079). Diferencas significativas especificas foram verificadas somente entre
machos expostos ao CRS de 11 dias e machos expostos ao CRS de 22 dias (p = .005).

Em relacdo a frequéncia de entradas (painel B da Figura 6), a frequéncia de
entradas nos bragos abertos foi menor que nos bragos fechados, de modo geral, para
todos os grupos. Além disto, machos tiveram uma frequéncia de entradas nos bragos
abertos e fechados menor que as fémeas em geral, com excecdo dos machos expostos ao
CRS de 22 dias, que apresentaram uma frequéncia média de entradas nos bragos abertos
maior que 0s demais grupos de machos e semelhante aos grupos de fémeas. Embora
nenhum efeito da interacdo entre os tipos de brago, sexo, intervencéo e duragéo da
intervencdo tenha sido verificado (F(1, 69) =.384; p = .538), foi verificado efeito
elevado principal do tipo de brago (aberto ou fechado) (F(1, 69) = 139.426; p <.001; 1%
=.669) e do sexo (F(1, 69) = 19.176; p <.001; n? = .217). Além disto, foi verificado
um efeito moderado da interagéo entre os fatores sexo, intervencéo e duragédo (F(1, 69)
=4.952; p=.029; n? = .067), apresentando diferencas significativas especificas entre
machos e fémeas expostos ao CRS de 11 dias.

A Figura 7 apresenta a frequéncia de comportamentos complementares
(exploracao da extremidade dos bracgos abertos, mergulho de cabeca e respostas de

avaliacdo de risco) emitidos no EPM para todos 0s grupos.
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Figura 7. Médias e desvios padrdo da frequéncia absoluta de comportamentos complementares
no EPM dos grupos machos CRS 11 dias (n = 10), machos controle 11 dias (n = 10), machos
CRS 22 dias (n = 9), machos controle 22 dias (n = 9), fémeas CRS 11 dias (n = 9), fémeas
controle 11 dias (n = 10), fémeas CRS 22 dias (n = 10) e fémeas controle 22 dias (n = 10).

Na Figura 7, pode-se observar que machos, em geral, tiveram menor frequéncia
média de comportamentos de exploracdo na extremidade em comparacdo as fémeas.
Entretanto, machos expostos ao CRS de 22 dias e fémeas controle de 22 dias tiveram
uma frequéncia de exploracdo da extremidade maior que os demais grupos. Neste
sentido, verificou-se efeitos moderados do sexo (F(1, 69) = 8.844; p =.004; n%, = .114),
da duracéo da intervencdo (F(1, 69) = 5.203; p =.026; n% = .070) e da interacéo entre
sexo, intervencao e duracdo da intervencgéo (F(1, 69) =4.805; p =.032; n% = .065).
Entretanto, ndo foram verificadas diferencas significativas relevantes entre 0s grupos.

Também se observa na Figura 7 a auséncia de diferencas expressivas entre 0s
grupos para a frequéncia de mergulhos de cabeca e respostas de avaliagéo de risco.
Apesar disto, fémeas, de modo geral, aparentam apresentar uma frequéncia de respostas
de avaliacdo de risco levemente maior que machos. Nao foram verificados efeitos da
interacdo entre sexo, intervencdo e duragdo da intervencao em relagdo a frequéncia de

mergulhos de cabeca (F(1, 69) = 1.071; p = .304; n% = .015) e a frequéncia de respostas
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de avaliacdo de risco (F(1, 69) =.752; p = .389; n% = .011). Embora tenha sido
verificado um efeito da duracdo da intervencgéo na frequéncia de mergulho de cabeca

(F(1, 69) = 4.211; p = .044), foi encontrado um tamanho de efeito pequeno (n? = .058).

Labirinto Aquético de Morris (MWM)
A Figura 8 apresenta a laténcia de escape, a distancia percorrida e a velocidade

média em conjuntos de trés tentativas do MWM para todos 0s grupos.
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Figura 8. Média e desvios padréao da laténcia de escape (painel A), da distancia percorrida

(painel B) e da velocidade média (painel C) nos oito conjuntos de trés tentativas da aquisicdo no
MWM (quatro conjuntos em cada sesséo) para os grupos machos CRS 11 dias (n = 10), machos

controle 11 dias (n

9), fémeas

9), machos controle 22 dias (n =

7), machos CRS 22 dias (n =

CRS 11 dias (n = 8), fémeas controle 11 dias (h = 9), fémeas CRS 22 dias (n = 10) e fémeas

controle 22 dias (n

= 9).
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Observa-se na Figura 8 que a laténcia de escape (painel A) e a distancia
percorrida (painel B) diminuiram, de modo geral, ao longo das tentativas e sessoes,
sendo a queda mais expressiva do primeiro para o segundo bloco de tentativas (inicio da
sessdo 1). Uma queda menos expressiva é observada do segundo para o terceiro bloco
de tentativas (meio da sesséo 1) e do quinto para o sexto bloco (inicio da sesséo 2).
Também é possivel observar que ocorreu um aumento da laténcia de escape e da
distancia percorrida do quarto para o quinto bloco de tentativas (transicao entre as
sessOes 1 e 2) para as fémeas, mas ndo para os machos. Verificou-se um efeito elevado
principal da sesséo (1 ou 2) na laténcia de escape (F(1, 63) = 104.934; p <.001; n% =
.625) e na distancia percorrida (F(1, 63) = 153.620; p <.001; 12, =.709). Em relagéo a
distancia percorrida, verificou-se um efeito moderado da interacdo entre sessédo e
tentativa (F(3, 189) = 7.629; p <.001; n 2, = .108).

De forma geral, também se observa na Figura 8 que machos apresentaram uma
laténcia de escape (painel A) e uma distancia percorrida (painel B) menor que as
fémeas, principalmente no quinto conjunto de tentativas (transicdo da primeira para a
segunda sessdo). Verificou-se um efeito moderado principal do sexo na laténcia de
escape (F(1, 63) =4.025; p =.049; n% = .060) e na distancia percorrida (F(1, 63) =
7.412; p =.008; n% = .105) e um efeito moderado da interagdo entre sexo e sessdo na
laténcia de escape (F(1, 63) = 5.019; p = .029; % = .074). Diferencas significativas
especificas para a laténcia de escape foram verificadas entre machos e fémeas somente
na segunda sessdo (p =.036).

Em especifico, observa-se na Figura 8 que machos expostos ao CRS de 22 dias
apresentaram laténcia média de escape (painel A) e uma distancia média percorrida
(painel B) menor que machos controle 22 dias no segundo bloco de tentativas, enquanto

fémeas expostas ao CRS de 11 dias apresentaram laténcia média de escape e distancia
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percorrida menor que fémeas controle de 11 dias no segundo, terceiro e no sexto blocos
de tentativas. Entretanto, ndo foi verificado nenhum efeito da interacéo entre sessao,
tentativa, sexo, intervencéo e duracgdo da intervencdo na laténcia de escape (F(3, 189) =
1.607; p =.189) e na distancia percorrida (F(3, 189) = 1.441; p = .232). Foi verificado
somente um efeito pequeno da interagdo entre sessdo, tentativa e duragdo da intervencédo
na laténcia de escape (F(3, 189) =2.734; p = .045; n?p = .042) e na distancia percorrida
(F(3, 189) =3.016; p=.031; n% = .046), sendo que grupos expostos as intervenc¢des de
22 dias apresentaram uma laténcia de escape e uma distancia percorrida maior que
grupos expostos as intervencdes de 11 dias, principalmente no sexto bloco de tentativas,
mas sem serem verificadas diferencas especificas significativas entre a intervencao de
11 dias e a de 22 dias em todas as tentativas de cada sessao.

Observa-se no painel C da Figura 8, que a velocidade média apresentou, de
modo geral, uma queda gradual ao longo das tentativas e das sessdes. Verificou-se um
efeito elevado principal da sesséo (F(1, 63) = 114.530; p <.001; n? = .645) e um efeito
moderado da interacdo entre sessao e tentativa (F(3, 189) = 4.260; p = .006; 1%, = .063).
Também é possivel observar que fémeas tiveram uma velocidade média maior que
machos de modo geral, verificando-se um efeito moderado principal do sexo (F(1, 63) =
7.573; p=.008; 0% =.107).

Né&o foi verificado um efeito da interagédo entre sessédo, tentativa, sexo,
intervencdo e duracdo da intervencdo na velocidade média (F(3, 189) = .412; p = .744).
Entretanto, verificou-se um efeito elevado da interacdo entre intervengéo e sesséo (F(1,
63)=11.508; p=.001; n?% = .154), sendo que 0s sujeitos expostos ao CRS tenderam a
apresentar uma velocidade média menor que 0s sujeitos controle somente na segunda

sesséo (tendéncia a diferenca significativa especifica; p = .057).
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A Figura 9 apresenta a porcentagem de entradas no quadrante 1 em rela¢do aos

demais quadrantes, a porcentagem de permanéncia no quadrante 1 em relagdo aos

outros quadrantes, a frequéncia de trocas de quadrantes e a velocidade média para todos

0s grupos durante a Probe Trial (PT) no MWM.
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Figura 9. Média e desvios padréo da porcentagem de entradas e de permanéncia no quadrante 1
em relacdo aos demais quadrantes (painel A), da frequéncia de trocas entre quadrantes e da
velocidade média (painel B) durante a Probe Trial no MWM para os grupos machos CRS 11
dias (n = 10), machos controle 11 dias (n = 7), machos CRS 22 dias (n = 9), machos controle 22
dias (n = 9), fémeas CRS 11 dias (n = 8), fémeas controle 11 dias (n = 9), fémeas CRS 22 dias
(n = 10) e fémeas controle 22 dias (n = 9).
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Observa-se no painel A da Figura 9 que ndo houve diferencas entre 0s grupos
para a porcentagem de entradas no quadrante 1. Embora tenha sido verificado um efeito
moderado da interagdo entre sexo, intervencao e duracdo da intervengdo na porcentagem
de entradas no quadrante 1 (F(1, 63) =6.593; p=.013; n? = .095), ndo foram
verificadas diferencas significativas especificas entre os grupos (p > .50 em todas as
comparacOes). Em relagdo a porcentagem de permanéncia no quadrante 1, observa-se
gue machos tiveram uma permanéncia maior que fémeas no quadrante 1 de modo geral,
sendo verificado um efeito elevado principal do sexo (F(1, 63)=12.317;p <.001;n?% =
.164). N&o foi verificado efeito da interacdo entre sexo, intervencgéo e duragao na
porcentagem de permanéncia no quadrante 1 (F(1, 63) = 1.814; p = .183)

No painel B da Figura 9, observa-se que fémeas tiveram frequéncia de trocas
entre quadrantes maior que machos somente quando expostas a intervencao de 22 dias.
Além disto, fémeas apresentaram velocidade média maior que os machos de modo
geral, assim como durante a aquisicdo no MWM. Verificou-se um efeito elevado
principal do sexo na velocidade média (F(1, 63)=21.850; p <.001; n?% =.258) e um
efeito moderado da interacdo entre sexo e duracdo da intervencédo na frequéncia de
trocas entre quadrante (F(1, 63) = 4.325; p =.042; n?p = .064). Entretanto, nao foi
verificada diferenca significativa especifica entre fémeas e machos na intervencédo de 22
dias para a frequéncia de trocas entres quadrantes (p = .063). Além disto, ndo foram
verificados efeitos da interacdo entre os fatores sexo, intervencéo e duragéo da
intervencgdo na frequéncia de trocas entre quadrantes (F(1, 63) = .020; p = .889) e na

velocidade média (F(1, 63) = 2.144; p = .148).
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Discusséo

A hipotese inicial deste estudo era de que a exposicao a um estresse de longa
duragéo (CRS 22 dias) teria um efeito prejudicial na aprendizagem espacial e 0
fortalecimento de comportamentos associados a ansiedade e a anedonia, enquanto que
um estresse de curta duragdo (CRS 11 dias) teria um efeito benéfico na aprendizagem
espacial e um enfraquecimento (ou auséncia de efeito) nos comportamentos associados
a ansiedade e a anedonia. Entretanto, verificou-se que 0s animais expostos a 22 dias de
CRS apresentaram menor frequéncia de comportamentos associados a ansiedade no
EPM, em comparacdo aos animais expostos a 11 dias de CRS. Além disso, ndo foram
verificados efeitos do CRS de 11 e de 22 dias no desempenho dos animais na tarefa de
aprendizagem espacial no MWM e nem na preferéncia por solucdo de sacarose nos
SPT. Dessa forma, é possivel afirmar que as hipdteses desse trabalho ndo foram
confirmadas. A seguir, sdo discutidos detalhadamente os possiveis fatores envolvidos
nos resultados obtidos.

A capacidade de um modelo produzir estresse pode ser avaliada por meio da
verificagdo de alteragdes fisioldgicas e comportamentais relacionadas ao estresse, como
alteracdes no ganho de peso, alteragdes no ciclo estral de fémeas e alteragdes na
preferéncia por solucdo de sacarose. Kitraki et al. (2004) e Dastgerdi, Radahmadi,
Pourshanazari e Dastgerdi (2017) verificaram que o CRS € capaz de aumentar os niveis
de corticosterona, sugerindo uma maior atividade do eixo HPA, uma das principais
respostas fisioldgicas do organismo ao estresse. O presente estudo verificou que a
exposicdo a 11 e a 22 dias de CRS foi capaz de reduzir o ganho de peso relativo de
ratos. O efeito da queda no ganho de peso em funcéo da exposicdo ao CRS é observado
amplamente na literatura, sendo acompanhado pelo aumento nos niveis de

corticosterona (Conrad, Grote, Hobbs & Feravorni, 2003; Kitraki et al., 2004; Naert et
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al., 2011). Logo, é possivel que a queda no ganho de peso seja um bom indicativo de
que o CRS foi capaz de produzir estresse nos animais do presente estudo.

Na analise do ganho de peso dos animais do estudo, observou-se, como
esperado, que machos controle tiveram uma porcentagem de ganho de peso maior que
fémeas controle. Entretanto, a exposicdo ao CRS foi capaz de igualar a porcentagem de
ganho de peso de machos e fémeas, efeito decorrente de uma queda na porcentagem de
ganho de peso maior nos machos do que nas fémeas. De forma semelhante, Kitrake et
al. (2004) verificaram que o percentual de ganho de peso em 21 dias de machos controle
foi maior que de fémeas controle (cerca de 7,2% maior nos machos), e que esta
diferenca entre machos e fémeas se tornou menor (cerca de 2,5% maior nos machos)
mediante exposi¢do ao CRS. Além disso, verificaram que o CRS foi capaz de diminuir
o0 percentual de ganho de peso em machos e fémeas, sendo que esta queda foi maior nos
machos que nas fémeas. Neste sentido, é possivel que fémeas apresentem uma maior
resisténcia aos efeitos negativos do estresse cronico do que machos (Luine et al., 2017).

A alteracdo na composicao do ciclo estral de algumas fémeas (a maioria
expostas ao CRS) poderia ser também um indicativo de inducédo de estresse pelo modelo
no presente estudo, apesar de néo ter sido verificada diferenca significativa entre 0s
animais submetidos ao CRS e animais controle. Situacdes estressoras sao capazes de
perturbar o ciclo estral de mulheres e de fémeas de espécies ndo humanas, o que afeta a
fertilidade e dificulta a gravidez. Tais alteragdes estariam relacionadas a atividade dos
glicocorticoides no eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal (Fu et al., 2018; Retana-Marquez
et al., 2020). De forma similar ao presente estudo, Breen et al. (2012) observaram um
prolongamento do diestro em fémeas de camundongos durante exposicdo ao CRS. E
possivel que uma amostra maior fosse capaz de verificar uma diferenca significativa

para as alteragdes na composicdo do ciclo estral observadas no presente estudo.
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Em relacdo a duracdo do CRS, observou-se que a queda no ganho de peso e as
alteracdes na composicgéo do ciclo estral ocorreram somente durante os primeiros 11
dias de exposicéo ao estresse. Nos 11 dias finais de CRS, o ganho de peso n&o sofreu
mais alteracGes e as fémeas com alteracdes no ciclo estral voltaram a apresentar
regularidade no ciclo, o que poderia indicar uma adaptacdo dos animais ao CRS ao
longo do tempo. O modelo de CRS adotado, por envolver a exposicéo previsivel a um
unico estressor, pode ter facilitado uma adaptacdo dos animais. Isso pode significar que
modelos previsiveis de estresse podem gerar a adaptacdo do organismo as condicoes
adversas ao longo do tempo, de forma que os efeitos do estresse podem ser observados
apenas na fase inicial de exposi¢do ao modelo, mas ndo apds 22 dias. Essa conclusdo é
fortalecida pelos resultados obtidos por Marin, Cruz e Planeta (2007), que verificaram
que a queda no ganho de peso foi maior em animais expostos ao modelo imprevisivel de
CMS em comparacio a animais expostos ao modelo previsivel de CRS. E possivel que
um modelo de CRS imprevisivel, assim como conduzido por Ortiz et al. (2015), que
alternaram diferentes periodos, duracdes e contextos (salas e odores) de contencao,
possa dificultar a adaptagédo e provocar uma queda no ganho de peso maior e mais
prolongada, assim como alterar por um periodo mais prolongado a composicéo do ciclo
estral de mais fémeas do que no modelo de CRS previsivel utilizado no presente estudo.
Estudos futuros devem testar essa hipotese.

Observou-se uma divergéncia nos resultados em relagcdo ao consumo de racéo
nos SPT: animais expostos a 11 dias de CRS apresentaram um consumo menor no dia
11 em comparacdo a ratos controle, enquanto que animais expostos a 22 dias de CRS
ndo apresentaram diferencas no consumo no dia 11 em relacao a ratos controle. Uma
possibilidade para esta diferenca nos resultados é de que a queda no consumo de ragao

tenha ocorrido de modo mais intenso nos primeiros dias de exposicdo ao CRS, podendo
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estar associada a queda no ganho de peso no mesmo periodo, enquanto que no dia 11°
dia de exposicdo ao CRS o consumo de racéo estava quase semelhante ao grupo
controle, refletindo a adaptacéo observada no ganho de peso e dificultando a verificacdo
de diferencas significativas. Neste sentido, Jeong, Lee e Kang (2013) verificaram que
camundongos expostos ao CRS apresentaram queda no consumo de comida nos
primeiros quatro dias de exposi¢do ao modelo, acompanhada por uma queda no peso
corporal e por alteracdes em genes relacionados a atividade hipotaldmica e ao consumo
de comida. Uma recuperacdo gradativa do consumo de ragéo foi verificada pelos
pesquisadores nos dias seguintes de exposi¢do ao CRS. Outro fator que deve ser levado
em consideracdo no presente estudo € a avaliagdo do consumo de racéo ter ocorrido
durante os SPT, nos quais 0s ratos eram expostos a solucio de 1% de sacarose. E
possivel que o consumo da solucdo adocicada possa ter afetado o consumo de racao
durante os periodos de avaliag&o.

Outro indicador da capacidade do modelo para inducdo do estresse é a
preferéncia por solucdo de sacarose, variavel relacionada também a anedonia. No
presente estudo néo foi verificada queda na preferéncia por solugdo adocicada em
fungéo da exposicéo ao CRS durante os SPT. Embora alguns estudos registrem queda
na preferéncia e no consumo de sacarose ap6s 7, 14 e 21 dias de exposicao ao CRS (e.g.
Liuetal., 2019; Naert et al., 2011; Wang et al., 2016; Zhu et al., 2019), outros estudos
ndo verificaram esse efeito (e.g. Fonseca Junior, Castelli & Oliveira, 2015; Pansarim &
Schmidt, 2019; Zhu et al., 2014). E possivel que as diferencas encontradas nessa
variavel entre os estudos (queda ou ndo na preferéncia e consumo da solucéo) estejam
relacionadas a diferengas nos procedimentos de SPT. O presente estudo utilizou uma
privacdo de 4gua e comida de 6h anterior aos SPT — privagdo com duragéo inferior ao

executado por outros estudos. Forbes, Stewart, Matthews e Reid (1996), verificaram que
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a privagdo de agua e de comida no protocolo de CMS era necesséria para produzir o
efeito de anedonia no SPT. Além disto, os pesquisadores verificaram que apenas a
privacdo cronica de agua e comida eram suficientes para provocar a anedonia. Embora
alguns estudos que utilizam o CRS verifiquem uma queda na preferéncia por sacarose,
mesmo sem utilizar a privacdo de 4gua e comida como estressores cronicos (e.g. Liu et
al., 2019; Naert et al., 2011; Wang et al., 2016), é possivel que os efeitos possam ser
alcancados com um longo periodo de privacdo de agua e comida anteriores ao teste,
como utilizado em outros estudos. No entanto, é preciso considerar que longos periodos
de privacdo sdo também estressores que podem se somar aos estressores dos modelos
utilizados, dificultando, assim, a diferenciacdo dos efeitos dos estressores do modelo em
si (e.g., a contencéo) e os efeitos da privagdo. Essa dificuldade nos levou a optar, no
presente estudo, por reduzir a privacdo de 4gua e comida como forma de evitar
estressores adicionais.

Os resultados obtidos sugerem, portanto, que 11 e 22 dias de CRS podem nao
ser suficientes para induzir a anedonia. Esses resultados, assim como a variabilidade de
resultados obtidos em outros estudos que relacionam a exposi¢éo ao estresse com a
producdo de anedonia, indicam que a queda da preferéncia e consumo de solucéo de
sacarose ndo é uma medida confiavel de inducgdo de estresse pelo modelo, tampouco de
inducdo de comportamento relacionado a depressao. A queda no ganho de peso e no
consumo de alimento, assim como a perturbacdo na composicéo do ciclo estral de
algumas fémeas, podem ser indicadores mais confiaveis de que a exposicéo cronica ao
modelo afetou os organismos, entretanto, tais medidas estdo sujeitas ao efeitos de
adaptacdo em exposicdes previsiveis de maior duracdo. Tanto a indugéo de estresse pela
exposicdo a 11 dias de CRS, como a adaptacao a 22 dias de CRS podem levar a

diferentes alteracdes comportamentais.



56

Observou-se, no presente estudo, que 11 dias de CRS podem induzir um
aumento na frequéncia de comportamentos relacionados a ansiedade (diminui¢do no
tempo de permanéncia nos bragos abertos), enquanto que 22 dias de CRS podem induzir
a frequéncias mais baixas destes comportamentos (aumento no tempo de permanéncia
nos bragos abertos). Entretanto, tais efeitos foram observados somente em ratos machos,
enquanto que fémeas expostas a 11 dias e a 22 dias de CRS ndo apresentaram diferencas
entre si e em relacdo as fémeas controle. Diversos estudos também verificam que o CRS
é capaz de diminuir o tempo de permanéncia nos bracos abertos do EPM (Bhagya et al.,
2017; Bigdeli, Asle-Rousta & Rahnema, 2019; Peng et al., 2021), entretanto, apds 21
dias de exposicdo aos periodos de contencdo. O presente estudo sugere que 11 dias de
CRS sdo suficientes para provocar efeitos comportamentais relacionados a ansiedade
em machos, sendo que o0 aumento deste periodo de exposicdo ao estresse é capaz de
também registraram esse efeito adaptativo. Sandler e Bailey (2016), por exemplo,
verificaram que 14 dias de CRS foi capaz de provocar alteragcdes adaptativas em
camundongos machos jovens, como aumento na locomog¢édo no EPM, diminuicéo do
tempo de imobilizacdo e aumento do tempo nadando no teste do nado forgado. Os
resultados obtidos por Sandler e Bailey fortalecem a ideia de que os efeitos observados
no EPM do presente estudo apds 22 dias reflitam uma adaptacdo comportamental ao
CRS, de modo que os efeitos associados a ansiedade do CRS podem ser revertidos a
medida que sua duracéo € prolongada, podendo até provocar efeitos comportamentais
associados a uma diminuicdo da ansiedade. Esta possivel adaptacdo ao estresse cronico
pode estar relacionada aos mesmos efeitos observados no ganho de peso e no ciclo

estral no presente estudo.
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Ainda ndo séo claros os fatores que podem favorecer a adaptacao ou o prejuizo
do estresse cronico prolongado — 21 dias ou mais de duracdo. A influéncia de condicGes
de alojamento sobre os efeitos do CRS foi verificada no estudo de Bhagya et al. (2017),
no qual um ambiente enriquecido foi capaz de reverter os efeitos relacionados a
ansiedade do CRS no EPM. Desta forma, é possivel que variaveis ambientais externas
ao CRS possam contribuir para uma adaptacdo ao estresse (como no presente estudo) ou
para um prolongamento dos prejuizos do estresse (e.g. Bigdeli, Asle-Rousta &
Rahnema, 2019; Peng et al., 2021) ap6s 21 dias de exposicdo. Estudos adicionais sdo
necessarios para verificar tal hipotese e para investigar os fatores mediadores da relacdo
entre a duracdo do CRS e processos fisiologicos e comportamentais. Além disto, 0 sexo
dos animais também se mostrou determinante para os efeitos do CRS. Fémeas expostas
ao CRS foram mais resistentes que machos a alteragcdes comportamentais associadas a
ansiedade, resultado que se alinha a menor intensidade da queda no ganho de peso nas
fémeas em relacdo aos machos. Da mesma forma, Mitra, Vyas, Chatterjee e Chattarji
(2005), ndo verificaram nenhum efeito associando a ansiedade ao estresse crénico em
ratos fémeas no EPM. Luine et al. (2017) sugerem que 0 estrogénio, por possuir fun¢oes
neurotréfica e antioxidante, seria 0 horménio responsavel por proteger as fémeas dos
efeitos do CRS. Mais estudos que comparem machos e fémeas expostos ao CRS sdo
necessarios para confirmar esta hipotese.

O presente estudo néo verificou alteracdes significativas no desempenho dos
animais no MWM — aquisicao e Probe Trial — mediante exposicdo a 11 e a 22 dias de
CRS, ao contréario de outros estudos que verificaram um prejuizo (e.g. Hu et al., 2017,
Luine et al., 1994; Ortiz et al., 2015; Riaz et al., 2015; Xi et al., 2011) ou uma melhora
no desempenho (e.g. Gouirand & Matuszewich, 2005). Entretanto ha estudos que

também ndo verificam nenhum efeito do CRS e do CMS sobre a aprendizagem espacial
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(e.g. Luine et al., 1996; Pansarim & Schmidt, 2019), medida no MWM. Essa
variabilidade encontrada nos estudos indica que os efeitos do estresse sobre a
aprendizagem espacial é um tépico ainda muito controverso na literatura. Assim como
no presente estudo, Bessa et al. (2009) ndo verificaram nenhum efeito do estresse
cronico sobre a aquisicdo no MWM, entretanto, verificaram prejuizo em uma tarefa de
aprendizagem espacial reversa no mesmo aparato, conduzida apos o término da
aquisicéo inicial. A aprendizagem reversa, no entanto, ndo foi medida nesse estudo.
Nota-se, com isso, que a aprendizagem espacial no MWM, assim como a preferéncia
por sacarose no SPT, foi menos sensivel a alteragdes induzidas pelo CRS do que
comportamentos associados a ansiedade no EPM.

Este estudo também verificou diferencas gerais entre machos e fémeas,
independentemente da exposi¢do ou ndo ao CRS. Fémeas, de modo geral, tiveram um
pior desempenho que machos no MWM, algo observado principalmente no inicio da
segunda sessdo e na Probe Trial. Esses dados podem sugerir que os machos tenham tido
uma maior reten¢éo da aquisicdo no MWM do que as fémeas. Outros estudos apontam
gue machos apresentam facilidade maior que fémeas em tarefas de retencéo de
aprendizagem espacial, algo verificado em roedores e em humanos (Luine, 2015). Além
disto, o presente estudo verificou que fémeas, de modo geral, apresentaram uma maior
atividade locomotora que machos no EPM — maior frequéncia de entrada nos bragos,
tanto abertos como fechados, e de exploracdo da extremidade dos bracos abertos — e no
MWM — maior velocidade e maior frequéncia de troca entre quadrantes. Scholl, Afzar,
Fox, Watt e Forster (2019) também verificaram uma maior atividade locomotora de
fémeas no EPM, além de um maior tempo de permanéncia e de entradas nos bracos
abertos em comparacdo a machos. Estes pesquisadores sugerem que fémeas apresentam

menos comportamentos associados a ansiedade e uma maior atividade locomotora que
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machos. Entretanto, o presente estudo néo verificou mais comportamentos associados a
ansiedade em machos controle do que em fémeas controle no EPM. As diferencas entre
machos e fémeas em tarefas de aprendizagem espacial encontradas por diferentes
estudos podem indicar diferentes estratégias de exploracédo utilizadas por machos e por
fémeas nessas tarefas, o que deve ser melhor explorado pelo aumento do nimero de

pesquisas envolvendo fémeas.
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Concluséo

Em sintese, o presente estudo mostrou que o CRS de curta duragdo é capaz de
provocar uma queda no ganho de peso, assim como pode levar a um aumento em
comportamentos associados a ansiedade em machos. Entretanto, a duragdo prolongada
do CRS (21 dias ou mais) é capaz de levar a uma adaptacao dos animais, refletindo-se
na estabilizagdo do ganho de peso e em uma diminui¢do de comportamentos associados
a ansiedade. Ainda ndo sdo conhecidos os fatores que favorecem uma adaptacéo ao
estresse cronico prolongado, como no presente estudo, ou a intensificacdo dos prejuizos,
como observado em outros estudos. A reducdo de estressores externos ao CRS, assim
como a previsibilidade do modelo podem ser varidveis que favorecam a adaptacao.
Além disto, 0 sexo dos animais é uma varidvel importante para a determinacgao dos
efeitos do estresse crénico, sendo que as fémeas podem ser mais resistentes aos efeitos
do CRS do que machos. Apesar disto, o presente estudo apresenta limitagcdes, como nédo
estabelecer controle do ciclo estral das fémeas, a fim de comparar os resultados
comportamentais entre as diferentes fases do ciclo, e ndo ter utilizado tarefas de
aprendizagem mais complexas, como a aprendizagem espacial reversa, que poderiam
ser mais sensiveis aos efeitos do CRS. Mais estudos com machos e fémeas que
investiguem diferentes duracdes de CRS e a manipulacdo de variaveis ambientais ou
relacionadas ao estresse sao necessarios para uma melhor compreensao dos efeitos

prejudiciais e benéficos do estresse cronico.
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AnNexos

Anexo: Parecer de aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

FECLAF

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
Comissdo de Etica no Uso de Animais

Campus de Ribeirfo Preto

CERTIFICADO

Cenificamos gue a proposta intitulada “Efeito da duracdo do estresse
crinico por contencio no desempenho de ratos em uma tarefa de aprendizagem
espacial®, registrada sob n® 19.1.437.59.0, sob a responsabiidade de Andréia Schmidt &
Vitor Pansarim, gue e@nvolve a manutencdo e utilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfile Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa clentifica, encontra-se
de acordo com o8 preceftos da Lein® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ® 6,899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da

Experimentacdo Animal (COMCEA).
A proposta fol aprovada na reunido de 01/10/2019, o relaldno final aprovado

ad referendum em 01022021,

Finalidada

Pesquiza

Vigéncia do Projeto

01/11/2019 a 30062020

Espéciafinhagem

ratos Sprague Dawley

W" de animais +16 ratos {lolal utilizado: 64)
idada/pesa 150-250g
Saxo ambos
Origernm Biotério Central USP Ribeirdo Preto
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