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Resumo

Meirelles, Erica de Lana; Landeira-Fernandez, Jesus. Desenvolvimento e
emocionalidade: o impacto das experiéncias emocionais iniciais no
desenvolvimento de transtornos psicologicos. Rio de Janeiro, 2011. 127p.
Dissertacdo de Mestrado. Departamento de Psicologia, Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

A ocorréncia de experi€ncias infantis negativas (como o abuso, a
negligéncia e o estabelecimento de vinculos inseguros) tem sido relacionada a
alteracdo da emocionalidade, podendo ser compreendida como integrante para a
etiologia multifatorial dos transtornos psicolégicos. O impacto das experi€ncias
precoces no comportamento adulto encontra espago na compreensdo das
caracteristicas do desenvolvimento do SNC (Sistema Nervoso Central) e no
conceito de neuroplasticidade, capacidade neural de se moldar de acordo com as
influéncias do ambiente. De modo consistente, sdo encontrados trabalhos que
apontam haver correlacdo entre estresse precoce € o desenvolvimento de
psicopatologias. Este trabalho visa compreender a influéncia das experiéncias da
infincia no comportamento emocional, e justifica-se na constatacdo de que esta
compreensdo pode auxiliar a melhor entender o adoecimento mental e a
desenvolver estratégias de avaliacdo e tratamento mais adaptadas e eficazes. Para
tanto, foram realizados uma extensa revisdo bibliografica sobre o tema e a
construcdo e avaliacdo de um modelo animal que pudesse mimetizar os efeitos das
experiéncias precoces na emocionalidade. O levantamento da literatura traz dados
consistentes sobre estes efeitos biocomportamentais, frequentemente valendo-se,
para isto, de modelos animais em neurociéncia afetiva. A pesquisa experimental
visou mais especificamente avaliar se diferentes condicdes ambientais durante a
lactacdo de animais sdo capazes de alterar sua resposta emocional no LCE
(Labirinto em Cruz Elevado), paradigma de avaliagdo comportamental de
emocionalidade. Foram aplicados os procedimentos de handling (manipulagdo) e
separacdo materna nas trés primeiras semanas pds-natais, tendo sido avaliados no

LCE um total de 154 animais. Foram encontrados resultados consistentes para o
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procedimento de handling entre os diferentes grupos, entretanto o efeito parece
ndo se estender aos animais adultos. J4 o procedimento de separagdo materna
utilizado ndo se mostrou capaz de alterar o comportamento emocional, dado que
encontra reverberacdo na literatura, onde podem ser localizados resultados
contraditorios. Foram pontos de limite para este trabalho o nimero grande de
varidveis e o nimero pequeno de sujeitos por grupo experimental. Estudos mais
detalhados e com paradigmas comportamentais diferentes dos aplicados podem
ser de valia para aprofundar a discussdo sobre os dados. Os resultados
encontrados nesta pesquisa demonstram a grande complexidade da
emocionalidade humana, que ndo pode ser completamente modelada. Sao
apresentadas perspectivas futuras sobre a investigacdo da etiologia de transtornos
mentais levando-se em conta ndo somente aspectos ambientais, mas também os
ligados a genética e a interacdo entre eles, atendidas pelo procedimento de cross-
fostering ou adocdo cruzada. A relevancia clinica da investigacdo das experi€ncias
infantis estd em saber de que maneira elas alteram a emocionalidade, levando ao
desenvolvimento de doencas mentais. Parece haver consenso entre os estudos em
relacdo a desregulacdo do eixo HPA ser repetidamente documentada como uma
consequéncia psicobiologica das experi€ncias iniciais aversivas, tendo sido
proposta como o potencial mediador neurobioldgico dos efeitos de longo prazo

das experiéncias emocionais negativas.

Palavras-chave

Neurociéncia; Desenvolvimento; Emocionalidade; Psicopatologia.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912442/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

ABSTRACT

Meirelles, FErica de Lana; Landeira-Fernandez, Jesus (advisor).
Development and emotionally: the impact of early emotional experience
in the development of psychological disorders. Rio de Janeiro, 2011.
127p. MSc. Dissertation - Departamento de Psicologia, Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

The occurrence of adverse childhood experiences (such as abuse, neglect
and bonding unsafe) has been related to the change in emotionality, may be
understood as integral to the multifactorial etiology of psychological disorders.
The impact of early experiences on adult behavior finds room to understand the
characteristics of the development of the CNS (Central Nervous System) and the
concept of neuroplasticity, neural capacity to mold according to environmental
influences. Consistently, papers and research works show correlation between
stress and early development of psychopathology. This work aims to understand
the influence of childhood experiences in emotional behavior, and is justified in
finding that this understanding can help to better comprehend mental illness and
develop strategies for assessment and treatment more suitable and effective. To
this end, held out an extensive literature review on the subject construction and
evaluation of an animal model that could mimic the effects of early experiences
on emotional behavior. The literature provides consistent data on these
biobehavioral effects, often with the assistance, for this, of animal models in
affective neuroscience. The experimental research was aimed specifically to
assess whether different environmental conditions during the lactation of animals
are able to change their emotional response in the EPM (Elevated Plus Maze), a
behavioral assessment paradigm of emotionality. The procedures of handling and
maternal separation in the first three postnatal weeks were applied and were
evaluated in the EPM a total of 154 animals. Our findings with the procedure of
handling were consistent between the different groups, but the effect seems to
not be extend to adult animals. On the other hand, the maternal separation
procedure used was not able to alter the emotional behavior, as found in the
literature, where can be found contradictory results. Limitations of this work were

the large number of variables and the small number of subjects per experimental
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group. More detailed studies and using behavioral paradigms that differ from
those can be valuable for further discussion about the data. The findings of this
study demonstrate the complexity of human emotionality, which could not be
fully modeled. Future perspectives are presented on the investigation of the
etiology of mental disorders taking into account not only environmental, but also
those related to genetics and the interaction between them, attended by the
procedure of cross-fostering. The clinical relevance of the research of childhood
experiences is the knowledge about how they affect emotionality, leading to the
development of mental illnesses. There seems to be consensus among studies
regarding the deregulation of the HPA axis being repeatedly documented as a
consequence of the initial experiences aversive psychobiological, having been
proposed as a potential mediator of neurobiological long-term effects of negative

emotional experiences.

Keywords

Neuroscience; Development; Emotionality; Psychopathology.
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Introducao

O presente trabalho relata e discute os temas trabalhados durante o curso de
Mestrado em Psicologia Clinica na PUC-Rio e apresenta os resultados obtidos na
pesquisa experimental realizada. O interesse geral deste estudo € a investigacao
das formas de influéncia das experi€ncias precoces de vida no comportamento

emocional.

Este trabalho buscou investigar como as experiéncias infantis podem
influenciar o comportamento emocional posterior — ao longo do desenvolvimento.
Para tanto, fora realizada uma extensa revisdo da literatura sobre o tema, e uma
investigacdo experimental com animais de laboratorio. A pesquisa experimental
teve como objetivo avaliar se os procedimentos de manipulacdo e separacdo
materna durante a lactacdo de ratos € capaz de alterar sua resposta emocional,
utilizando-se o paradigma de Labirinto em Cruz Elevado para avaliar ratos jovens

e adultos.

Nas secOes que se seguem, serdo apresentados temas de importancia para
este estudo, como desenvolvimento emocional, neuroplasticidade e a atuacdo do
ambiente inicial na emocionalidade, além de informagdes sobre como as
interacbes com o ambiente podem ser determinantes para o surgimento de
doencas mentais. Também serdo apontados alguns modelos animais em
Neurociéncia Afetiva, que buscam estabelecer exatamente uma explicacdo de
como esta interacdo se dd no nivel do Sistema Nervoso Central. Estes temas sdo
trazidos a discussdo como uma forma de expor a intencdo desta pesquisa em

contribuir para o aprimoramento do conhecimento na Psicologia.
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2

Neurodesenvolvimento e Ambiente

2.1

Neurodesenvolvimento

A neuropsicologia do desenvolvimento tem como objetivo o estudo da integracao
entre areas do cérebro e suas fungdes e o comportamento, tomando por foco os
estudos do desenvolvimento humano (Mello et al., 2005). Assim, interessa-se
pelas mudangas que ocorrem durante toda a vida— ja que o desenvolvimento é um
processo continuo — porém especialmente voltado para as modificacdes que
ocorrem nos estdgios pré-natais, na infincia e na adolescéncia. Este maior

interesse se justifica por haver, nessas épocas, um cérebro em desenvolvimento.

O desenvolvimento pré-natal do que vird a ser o encéfalo € um processo
que se d4d em etapas: 1) indu¢do — produ¢do macica das células que irdo formar o
tecido nervoso; 2) proliferacdo — sucessivas reproducdes celulares (mitoses), o
que multiplica o nimero de células; 3) migracio — as células vdo sendo
posicionadas em sua drea cerebral apropriada; 4) diferenciacdo — os neurdnios vao
se especializando, assumindo um tipo especifico, de acordo com a fun¢do que irdo
desempenhar no futuro; 5) sinaptogénese — formagdo das primeiras sinapses
(conexdes entre os neurdnios); 6) morte celular seletiva — as células nervosas
alocadas em regides erradas ou as que falharam em formar conexdes sindpticas
apropriadas sdo mortas (processo de apoptose — ou suicidio celular); e 7)
validacdo funcional — fortalecimento das sinapses em uso (estimuladas) e

enfraquecimento das sinapses ndo utilizadas (ndo estimuladas). Nesses estdgios,
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podem ser observadas as modificacdes das estruturas do SNC, bem como o
crescimento das mesmas. Ao nascermos, temos cerca de 100 bilhdes de
neurdnios. O desenvolvimento do cérebro se dd a uma incrivel velocidade de
250.000 neurdnios produzidos por minuto durante os nove meses de gestacdo
(Cowan, 1979).

Apesar de toda a rdpida e impressionante transformagdo do encéfalo
durante o periodo pré-natal, sabe-se hoje que o desenvolvimento cerebral humano
somente estard completo no final da adolescéncia ou inicio da vida adulta,
culminando com a mielinizagdo de toda a rede neuronal (Spear, 2000). Se for
assim, entdo por que nascemos se nosso cérebro ainda ndo estd pronto? Uma das
primeiras respostas a esta pergunta estd relacionada a questdo anatOmica: o
nascimento ird implicar na passagem do cranio pelo canal vaginal, que seria
estreito demais em relacdo volume ao do crinio de um adulto. Por isso, apds o
nascimento, o cérebro ird crescer muito, chegando a quatro vezes o tamanho ao
nascer. Entretanto, este crescimento nao se deve a um aumento do nimero de
neurdnios, mas sim a trés outros fatores (Pinel, 2005): sinaptogénese,
mielinizacdo e aumento da ramificacdo dendritica.

A formacdo de novas sinapses pode se dar de forma mais presente em
determinadas dreas cerebrais. Isto ocorre em diferentes momentos do
desenvolvimento € de modo variado em dreas diferentes, respondendo por
distintos sistemas e funcdes. A mielinizacdo consiste no processo de cobertura de
muitos axOnios de neurdnios com um revestimento de mielina, substdncia que
isola eletricamente os axonios, permitindo a transmissdo do impulso nervoso.
Quando um axoOnio recebe a bainha de mielina, passa a ser capaz de transmitir a
informacdo com mais velocidade. Por fim, no processo de aumento na
ramificacdo dendritica, os neurdnios mais € mais lancam seus dendritos —
projecdes para conectar-se a outros neurdnios. Da mesma maneira que nos
processos de inducdo, migragdo, proliferacdo e sinaptogénese, a ramificacio
dendritica ocorre primeiro nos neurdnios mais profundos, para depois chegar aos
mais superficiais.

Entretanto, o desenvolvimento pds-natal ndo se dd num sentido tdnico.
Além do crescimento e enriquecimento de sistemas, existem também mudancgas
regressivas (Huttenlocher, 1994), que incluem a eliminacdo e perda de neuronios

num processo denominado morte celular programada (apoptose). Em algumas
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areas do encéfalo, esse processo chega a eliminar 80% da populagdo neuronal.
Como outro exemplo, temos o processo de perda de sinapses quando a densidade
destas atinge seu nivel miximo. Da mesma maneira que no processo de
sinaptogénese, esse processo regressivo se dd em diferentes momentos em areas
distintas do cérebro. Por exemplos, por volta dos trés anos de idade, o nimero de
sinapses no cortex visual primdrio se iguala ao do cérebro adulto, enquanto que no
cortex pré-frontal tal igualdade numérica ndo se estabelecera até a adolescéncia.
Esse “caminho inverso” é determinante para o desenvolvimento, uma vez que é
capital que alguns comportamentos desapare¢cam para que outros possam se
desenvolver. E importante frisar que esse processo de perda de sinapses ird se
definir pela estimulacio ou ndo das mesmas. Isso significa que sinapses
estimuladas tendem a ser mantidas, determinando assim os processos de
aprendizagem ou fortalecimento de circuitos.

O neurodesenvolvimento ocorre a partir da interacdo entre 0s neurdonios e
o meio ambiente. Além dos elementos relacionados ao ambiente interno - como
neurotrofinas e moléculas de adesdo celular, que influenciam a migragao,
agregacdo e crescimento neuronal, outros fatores mais externos podem orientar o
neurodesenvolvimento, como as experiéncias individuais de determinado
organismo e os estimulos ambientais. A regra geral é: neurdnios e sinapses que
ndo sdo utilizados (ativados pela experi€éncia) acabam por morrer. A propriedade
de neuroplasticidade € muito mais presente nas etapas iniciais do

desenvolvimento, o que torna essa fase especialmente importante.

2.2
Plasticidade Neuronal

Loos e Sant“ana (2007) defendem que os processos psiquicos formam-se a partir
de relagdes de interdependéncia entre aspectos neuronais, sociais, cognitivos,
afetivos e comportamentais. Para tratar desta interacdo € preciso um maior

aprofundamento sobre o conceito de Plasticidade Neuronal.

Todos nds produzimos o mesmo sistema nervoso de acordo com a nossa
organizacdo filogenética; entretanto, variagdes especificas na transmissdo do

impulso nervoso, pela atividade sindptica, definem a atividade psicologica do
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individuo e € exatamente isso que da forma a sua personalidade e individualidade
(Landeira-Fernandez e Cruz, 1998a). Esta capacidade pléstica do sistema nervoso
central (SNC) é chamada neuroplasticidade, e dd ao cérebro a propriedade de ter
alteradas suas configuracdes morfo e fisiologica sob a influéncia dindmica do
ambiente (Lent, 2005, p. 614). A neuroplasticidade ocorre no nivel dos neurdnios
(e suas projecOes, como dendritos e axonio) e também no nivel das sinapses
(Leuner e Gould 2010), permitindo que o SNC esteja aberto a alteragcdes
provocadas pela interagdo do sujeito com seu meio (Davidson et al. 2000;

Diamond 2001; Oliva et al. 2009).

Como o cérebro € extremamente pldstico e estd em constante modificacdo,
a importancia do ambiente na modificacdo neural se apresenta em nivel estrutural
e funcional (Landeira-Fernandez ¢ Cruz 1998b; LeDoux, 2001; Martin ¢ Morris
2002; Neves et al. 2008; Oliva et al. 2009). Desta maneira, fatores ambientais sao
fortemente capazes de modificar a progressdo do desenvolvimento neuroldgico;
um ambiente favordvel, rico e amplo garante a realizacdo plena das capacidades
de desenvolvimento de um individuo. As oportunidades de convivio social,
mesmo quando o individuo ainda é pequeno demais para socializar, favorecem o
desenvolvimento de suas emocdes e da organizacdo de suas ideias (Sroufe et

al.,1990; Lent 2008, p. 107).

Embora se saiba que estas alteracdes possam ocorrer ao longo de toda a
vida (Leuner e Gould 2010), existem momentos em que o SNC estd mais sensivel
ao ambiente, estando mais vulnerdvel as influéncias ambientais; estes momentos
sdo chamados periodos criticos e sdo representados pelos periodos de
neurodesenvolvimento embriondrio e infantil, especialmente na primeira infancia

(De Bellis 2005).

A influéncia das relagdes sociais no desenvolvimento e organizacdo de
circuitos neuronais envolvidos nas mais diversas atividades mentais ocorre desde
0 nascimento do sujeito e existem periodos mais sensiveis para esta interacao
(Eisenberg, 2006), como os periodos de rdpido crescimento cerebral, que sdo
periodos especificos de maior vulnerabilidade cerebral (Morgane et al., 1993).
Durante a infincia, o impacto da experiéncia com o ambiente no tecido neural é
extremamente mais forte em relacdo a idades mais avancadas (Landeira-

Fernandez e Cruz, 1998a; Gunnar et al., 2007; Landeira-Fernandez e Callegaro,
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2007, p. 860). A experiéncia durante os primeiros anos de vida tem efeito
estruturante no desenvolvimento do individuo (Stern, 1992), pois estes anos
Iniciais representam um momento em que O sistema nervoso estd sensivel aos
processos de aprendizagem que irdo produzir modificagcdes permanentes em

algumas estruturas neurais (Jessell e Sanes 2000; Holmes et al. 2005).

Também € importante saber que a plasticidade se dd em diferentes
momentos em diferentes estruturas/ regides encefélicas, fazendo com que haja
periodos em que determinada estrutura estd mais sensivel que outra. Na Figura 1,
observamos uma ilustracdo gréfica que aponta essas diferengas, de acordo com a
maturacdo das regides do SNC e com os processos de neurodesenvolvimento.
Observe-se que nos anos iniciais da infincia existe uma maior amplitude das
curvas, indicando que nestes anos a atividade € mais intensa. Interessante também
notar a linha-seta que aponta que o desenvolvimento sindptico depende da
atividade (experience-dependent) das células nervosas, valorizando a interacdo

com o ambiente.
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Figure 2: Timing of human brain development, from (Grantham-McGregor, ef al., 2007)

Figura 1 — Neurodesenvolvimento Humano (retirado de Fernald et al. 2009).
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Influéncias do Ambiente no desenvolvimento de psicopatologias

Dada a possibilidade de o ambiente influenciar o SNC, € possivel prever que as
funcdes exercidas pelas estruturas encefalicas também serdo afetadas. Além dos
comportamentos motores e funcdes cognitivas (como linguagem e percepcgao,
entre outras), o SNC também possui dreas que controlam o comportamento
emocional, como dreas do lobo temporal medial, cortex pré-frontal e insula, por
exemplo (LeDoux 1994; Davidson et al. 2000; Dalgleish 2004; Lent 2008). Desta
maneira, impactos e transformacdes sofridos pelo SNC podem alterar funcdes
emocionais, como reatividade emocional, humor, impulsividade etc. (Perry 1997;

Davidson et al. 2000).

O conhecimento atual, em grande parte trazido por estudos de
neuroimagem (Davidson et al. 2000; Vythilingam et al. 2002; De Bellis 2005;
Buccheim et al. 2008; Rapoport e Gogtay 2008), tanto sobre a sintomatologia
quanto sobre os modelos neurobiolégicos das doencas mentais, aponta para uma
forte correlacdo entre psicopatologias e disfuncdes de estruturas encefdlicas. O

que se discute € o quanto essas disfun¢des foram desenvolvidas ontologicamente.

Estudos tém demonstrado que um ambiente desfavordvel, especialmente
na infancia, pode trazer implicacdes bioldgicas e comportamentais importantes,
incluindo uma maior vulnerabilidade para o desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos (Lochner et al. 2002; Vythilingam et al. 2002; Gibb et al. 2006;
Abramovitch et al. 2008; Heim et al. 2008). A exposi¢do ao estresse nos periodos
pré-natais e infantis tem impacto nas estruturas cerebrais envolvidas na cogni¢do e

na saide mental (Lupien et al. 2009).

A ocorréncia de trauma infantil (decorrente de abuso fisico, emocional ou
sexual e negligéncia) tem sido associada a maior ativacdo do eixo hipotdlamo-
hipéfise-adrenal (HPA) (Davidson et al. 2000; Rutter & Maughan 1997; Sroufe et
al. 1990; Kaufman et al. 2000; Gartside 2003; Gross e Hen 2004; Gunnar 2003,
2006, 2007; Heim & Nemeroff 1999, 2001; Heim et al. 2004, 2008; Kaufman
2000; Neigh et al. 2009; Bradley et al. 2010; Coplan et al. 2010). A maior
ativacdo deste eixo estd relacionada ao aumento da resposta emocional frente a
estimulos estressores (Lent 2008; Mello et al. 2007). Eventos traumaticos

ocorridos durante o periodo de maior plasticidade neuronal geram uma
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supersensibilidade do sistema de resposta ao estresse, € de forma permanente

(Penza et al. 2003). Abaixo, uma esquematizacdo do eixo HPA (Figura 2).

Figura 2 — Esquematizacdo do Eixo HPA (Hipotdlamo-Hipdfise-Adrenal).

A literatura mostra que as experiéncias na vida precoce produzem uma
série de efeitos na estrutura e no funcionamento do sistema nervoso central que se
expressa de forma plena na idade adulta (Lehmann e Feldon 2000). Os primeiros
anos de vida sdo um periodo de uma sensibilidade unica durante o qual a
experiéncia confere efeitos duradouros ao funcionamento do SNC, e, desta
maneira, ao funcionamento individual global (Levine 2002; Newport et al. 2002;

Gross e Hen 2004; Holmes et al. 2005; Bale et al. 2010).

Uma série de estudos tem demonstrando que eventos iniciais aversivos sao
associados a de incidéncia de doengas mentais na vida adulta (Stern, 1992; Rutter
e Maughan, 1997; Kaufman, 2000; Gartside, 2003; Gunnar, 2003; Eppel, 2005;
Eisenberg, 2006; Gunnar et al., 2006, 2007; Winograd et al., 2007, p. 418;
Landeira-Fernandez e Callegaro, 2007; Bonomi et al. 2008; Neigh et al. 2009).
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Aqui talvez seja importante citar que o aspecto genético deve ser considerado uma
precondicdo necessdria, mas ndo suficiente, para a ocorréncia de psicopatologias
especificas, porque € necessario também que haja a concorréncia de determinados
eventos traumadticos — fruto da interacdo ambiental (Gross e Hen, 2004; Winograd

et al., 2007, p. 420; Landeira-Fernandez e Callegaro, 2007; Young, 2008).

Investigar a participacdo das situagdes emocionais adversas nos
periodos iniciais do desenvolvimento neurolégico parece poder contribuir para
enriquecer o conhecimento acerca da formacdo de Psicopatologias, bem como da

propria Psicoterapia.

Este trabalho deseja ser util ao aprimoramento do entendimento sobre
as influéncias do ambiente inicial sobre as respostas comportamentais ligadas as
emocdes, compreendendo que esta influéncia se dé através dos reflexos diretos do

ambiente sobre a o SNC, fundamento do conceito de neuroplasticidade.

24

Impactos neurobiolégicos das experiéncias emocionais iniciais
Conhecer as bases psicobiolégicas dos transtornos mentais é importante para o
estabelecimento de tratamentos mais adequados (Capote 2008; Heim et al. 2004).
Da mesma forma, é fundamental conhecer os mecanismos neurobiol6gicos pelos
quais as experiéncias emocionais iniciais podem alterar o SNC e assim, de forma
indireta, o comportamento emocional.

Alguns transtornos mentais podem estar relacionados com uma disfungdo
no cortex pré-frontal (Perry, 1997) e sua capacidade de modular estruturas
limbicas tais como amigdala (Kaufman, 2000; Heinrichs e Gaab, 2008; Lent,
2008). Fatores que tenham levado ao estabelecimento de um hiperfuncionamento
de estruturas pré-corticais (como estruturas limbicas), como o estresse precoce,
por exemplo, podem estar relacionados a relativa incapacidade posterior das areas
corticais dos lobos frontais em mediar os impulsos e reacdes das dreas mediais do
lobo temporal (Perry 1997).

A avaliacdo cerebral de criancas vitimas de abuso ou outra experiéncia
emocional traumdtica apresentou alteragdes neurobioldgicas semelhantes as

encontradas em individuos que sofrem de transtornos mentais como a depressao:
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as mudangas estruturais e funcionais se davam nas mesmas regides cerebrais.
Experiéncias de maus tratos infantis tém sido associadas a elevados niveis de
depressdo, ansiedade e outros transtornos mentais, em funcido das alteragdes,
ocorridas em longo prazo, em sistemas de neurotransmissores ligados a etiologia
da Depressao, como a Serotonina (Gould 1999; Heim et al. 2004).

Aliado a isso, alguns estudos (Anderson et al., 2004; Vythilingam et al.
2002) encontraram manifestagdes na morfologia cerebral de adultos que haviam
sido vitimas de abuso sexual na infancia. O estudo de Vythilingam e colegas
(2002), por exemplo, demonstrou que mulheres deprimidas com histdria de abuso
sexual infantil tinham o hipocampo esquerdo menor do que mulheres deprimidas
sem historia de abuso ou ainda mulheres sem diagndstico psiquidtrico ou historia
de abuso.

Um estudo comparou as respostas de marcadores hormonais de resposta
emocional (ACTH — Hormdnio adrenocorticotrépico e CRF - Fator de liberagao
de corticotropina, além de concentracdo de cortisol) e taxa cardiaca em pacientes
psiquidtricos e controles diante de uma tarefa ansiogénica. Os participantes foram
designados em quatro grupos: pacientes deprimidos com ou sem histéria de abuso
infantil e individuos sem diagndstico psiquidtrico que sofreram e nio sofreram
este estresse precoce. As mais altas taxas de ACTH e cortisol e a maior freqii€ncia
cardiaca foram encontradas nos pacientes com histdria de estresse precoce. Os
niveis de ACTH nas mulheres deprimidas com histéria de abuso foi seis vezes
maior do que nas controles (sem diagndstico psiquidtrico e sem histdrico de abuso
infantil) evidenciam a hiper-reatividade do eixo HPA (Heim et al. 2008). A maior
reatividade do eixo HPA neste grupo sugere que as experi€éncias precoces
aversivas produzem efeitos sensibilizatérios duradouros no eixo HPA. Além
disso, as taxas cardiacas elevadas destes paciente apontam também para uma
maior ativagdo autonomica.

Os efeitos profundos das experiéncias precoces negativas na reatividade
destes dois sistemas podem constituir um importante elemento etiolégico no
desenvolvimento de doencas psiquidtricas na vida adulta, incluindo depressao e
TEPT (Neigh et al. 2009). As anormalidades de funcionamento do eixo HPA
encontrada em pacientes deprimidos com historico de estresse precoce sdo uma
conseqiiéncia direta das experiéncias estressantes ocorridas durante as etapas

infantis do desenvolvimento (Heim et al. 2004).
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3

Neurociéncia afetiva

3.1
Neurociéncia Afetiva

Para que se possa melhor compreender como o ambiente inicial é capaz de
contribuir para o desenvolvimento de doencas mentais em seres humanos, é
necessario apontar conhecimentos atuais em Neurociéncia Afetiva. A simples
avaliacio da emocionalidade em momentos posteriores da vida pode trazer
informagdes valiosas sobre esta influéncia, mas muitas vezes ndo € capaz de
apresentar os processos subjacentes, de onde se possa extrair uma explicacido de
como esses fatores ambientais na infiancia chegam a produzir alteragoes
comportamentais — muitas das vezes apenas visiveis e compreendidas como
sintomas de psicopatologias na adolescéncia ou no inicio da vida adulta. Desta
forma, esta se¢do busca trazer informacdes provenientes de vdrios estudos que

procuram compreender esses mecanismos fundamentais encobertos.

Como serd visto, muitas vezes o papel da memoria serd trazido como
primordial, fazendo uma sobreposicdo entre aspectos mnemonicos e afetivos. Esta
justaposi¢do encontra justificativa dentro dos conhecimentos das neurociéncias,
onde as estruturas neurais responsdveis pela funcdo de memodria estdo
intimamente encarregadas também do comportamento emocional, como € o caso

de estruturas do sistema limbico (Figura 3), como por exemplo, a amigdala.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912442/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

30

Sistema Limbico - Estruturas principais
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Figura 3 — Sistema Limbico.

Diante do exposto cabe um aprofundamento do papel especial de
aprendizagens de conteddos emocionais, o que Dalgleish (2004) denominaria
como Neurociéncia Afetiva, que implica no estudo do estabelecimento de

conexdes entre memoria € emocao.

Uma defini¢do operacional de emocdo a coloca como uma experiéncia
subjetiva acompanhada de manifestacOes fisioldgicas detectdveis. Inclui os trés
seguintes aspectos: 1) sentimento; 2) comportamento; € 3) ajustes fisiologicos
correspondentes. Seu valor adaptativo é definido desde Charles Darwin (1809-
1882): visa a sobrevivéncia do individuo, da espécie e a comunicacdo social
(Lent, 2005, p. 653). As emocdes nos fazem alterar nosso comportamento para

aumentar as chances de sucesso (Lent, 2008, p.254).

Buscando um melhor entendimento sobre os processos relacionados a
memoria emocional, neurocientistas tém realizado uma série de estudos em que
estruturas como o hipocampo, a amigdala e a substincia cinzenta periaquedutal
sao relacionadas ao medo condicionado (Kim et al., 1993; Buckner et al., 1999;
LeDoux, 2001; Da Cunha et al., 2003; Andrade et al., 2004; Lent, 2005, 2008;
Almeida et al., 2006; Landeira-Fernandez et al., 2007; Sternberg, 2008), com

papel de destaque para o hipocampo e amigdala (Sommer et al., 2008).
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A amigdala parece ter funcdo importante na consolidacdo de
memorias, especialmente onde houver experiéncia emocional envolvida
(Sternberg, 2008, p. 184) e na lembranca de eventos emocionalmente carregados.
Esta estrutura € citada na literatura como o botdo de disparo de toda experiéncia
emocional (Lent, 2005, p. 659); € considerada a principal estrutura cerebral
ativada na presenca de estimulos inatos e aprendidos de medo. Formada por um
complexo de nicleos que participa da fisiologia das emog¢des (Lent, 2005, p. 613),
recebe informacOes de natureza emocional e as conecta com informacdes
mnemoOnicas em processo de consolidacdo, fortalecendo ou enfraquecendo a
retencdo. A amigdala confere colorido emocional as lembrangas (Sarter e
Markowitski, 1985 in Andrade et al. 2004, p. 150) e também modula a facilitacdo
de percepcao de estimulos com significado emocional (Erka et al., 2003; Phelps,

2004; Sergerie et al., 2006).

Uma série de estudos tem elucidado e aprimorado o conhecimento
sobre a participacdo da amigdala nos processos mnemoOnicos ligados a emog¢ao
(LeDoux, 2001; Amaral et al., 2003; Oliveira et al., 2004; Andrade et al., 2004;
Lent, 2005, 2008; Habel et al., 2007; Kim et al., 2007; Landeira-Fernandez e
Callegaro, 2007). Este complexo de niicleos nos faz reagir antes mesmo que
tenhamos consciéncia plena do estimulo que causou medo e participa do

condicionamento do medo mesmo quando os estimulos ndao sdo detectados

conscientemente (Lent, 2008, p. 260).

Estarfamos, entdo, tratando da chamada memdria implicita (Lent,
2005, 2008), processo através do qual recordamos algo mas ndo temos
consciéncia de que estamos fazendo (Sternberg, 2008, p. 159). Um tipo de
memoria implicita € a memdria de representacao conceptual (conceitos) e outro, a
memoria de procedimentos, que inclui habitos, habilidades e regras (Lent, 2005,
p. 611). Neste mesmo sistema de taxonomia mais setorial de processos de
memoria, terfamos a memoria declarativa — formada pela memodria semantica
(conhecimento geral sobre o mundo) e pela memdria episédica (eventos e
episddios experimentados pessoalmente) - e a memdria autobiografica — que
contém elementos de memoria episdédica e de memoéria semantica (Landeira-

Fernandez e Frank, 20006).
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As neurociéncias nos mostram que as estruturas cerebrais ligadas a
formacdo de memodrias explicitas, como o hipocampo, por exemplo, ndo sio
funcionais durante os primeiros 24 meses de vida, explicando a amnésia
especifica em relacio a dados da primeira infancia. Porém, ndo lembrar
conscientemente da maior parte dos fatos ocorridos na infancia ndo significa que
eles ndo tenham sido armazenados e ndo possam ter influéncia significativa sobre
os comportamentos. As experiéncias afetivas t€ém papel fundamental na confeccao
das redes neuronais. Devido a neuroplasticidade, as sinapses estimuladas pelo
ambiente tendem a permanecer, enquanto que as pouco estimuladas sdo
eliminadas. Desta maneira, ha a inscricdo das primeiras experiéncias afetivas na
estrutura neuronal, construindo um padrao de ativagdo sindptica que se revela
como um padrdo habitual e repetitivo de relacionamento interpessoal. Como este
padrdo € repetido de forma automatica e ndo consciente, € codificado como uma

memoria implicita (Winograd et al. 2007), ndo-consciente.

3.1.1
Neurociéncia Afetiva e Psicopatologias

A emocdo tem papel fundamental em como a memoria pode ser modulada
(enfraquecida ou fortalecida) por situacdes que ddao contorno ao evento.
Guardamos mais fatos emocionais (positivos e negativos) fortes (LeDoux, 2001;
Lent, 2005, p. 613, 2008). Isso ocorre porque os hormdnios de descarga natural
afetam a disponibilidade de glicose no cérebro, sendo um fator fisioldgico que
afeta a funcdo de memoria pois esses hormoOnios sdo associados a eventos
altamente excitantes (como traumas, conquistas, primeiras experiéncias —
positivas ou negativas —, crises € outros momentos de pico) e cumprem papel
importante na lembranca desses eventos. Quanto mais carregado um evento for
emocionalmente, maior probabilidade de que venha a ser lembrado (Cahill et al.,
1996, in Sternberg, 2008, p. 185; Erka et al.,, 2003; Quevedo et al., 2003;
Heinrichs, 2007).

Entretanto, parece existir um efeito patolégico neste processo de

consolidagdo de memoérias. J4 hd um certo consenso na participagdo do
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hipocampo na formacdo e consolidacdo das memorias explicita; a amigdala
participaria deste processo modulando as memorias explicitas em situacOes de
alerta emocional. Entretanto, se o alerta for muito intenso, o estresse continuo faz
degenerar as células hipocampais, e, a0 mesmo tempo, amplifica a contribui¢cdo da
amigdala para o medo, aumentando a capacidade de estabelecer memorias
implicitas sobre a situacdo traumatica. Como ndo sabemos explicitamente o que
armazenamos em nossa memoria, aqueles estimulos ligados ao trauma podem, em
ocasides posteriores, nos levar a disparar respostas de medo que ndo
compreendemos e que ndo controlamos facilmente, podendo levar ao surgimento
de patologias (Lent, 2008, p. 260). Medos condicionados podem ser “implicitos”
quando os individuos ndo podem descrever com precisdo sua causa, porque nao
foram capazes de percebé-las conscientemente quando foram expostos a ela em
associacdo a alguma situacdo ameacadora ou simplesmente desagraddvel (Lent,

2005, p. 659-660).

Assim, através dos conteidos da memoria autobiografica — que contém
elementos de memoria episddica e de memoria semantica — podemos estabelecer
uma conexdo entre as memorias e a formacdo de crengas e esquemas (Landeira-
Fernandez e Frank, 2006; Young 2003, 2008). O uso continuo de informacdes de
natureza episOdica propicia sua integracdo a niveis mais gerais de abstracio,
transformando-as em memorias de natureza semantica (Landeira-Fernandez e
Callegaro, 2007); neste nivel se daria a formacdo de crencas conforme hoje
entendidas pela Terapia Cognitiva (Rangé, 1995, 1998; Beck, 1997; McMullin,
2005, p. 31).

A formagcdo da memodrias de longo prazo pode estar ligada ao
fendmeno de LTP (potenciagdo de longo prazo) (Landeira-Fernandez e Cruz,
1998a; Lent, 2008; Sternberg, 2008), podendo estar relacionada a um processo de
fortalecimento sindptico. Assim, em situacOes da vida real a memoria €
construtiva, porque a experiéncia anterior afeta a forma como nds recordamos as
coisas e aquilo que realmente recordamos de memoria (Sternberger, 2008, p. 207),
de maneira que as experiéncias ambientais de cada individuo determinardo as
diferencas individuais ou sua estrutura de personalidade, ou seja, as células ou os

padrdes de comunicacdo sindptica de cada individuo respondem em fungdo das
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mais variadas fontes de estimulacdo e significados com que esse individuo se

deparou (Landeira-Fernandes e Cruz, 1998b).

Este processo exemplificaria a influéncia de processos implicitos sobre
a expressdao de alguns transtornos mentais (Landeira-Fernandez e Callegaro,
2007). Estabelecendo uma relagdo com o conceito de esquemas de Young (2003,
2008), teriamos que estes sdo de natureza implicita, mas se expressam de forma
explicita e sua ativacdo € mediada pelo complexo amigdaléide — e suas conexdes
com outras dreas ligadas a emcionalidade-memoria, como o hipocampo e o cortex
pré-frontal —, ja que as memdrias emocionais de experi€éncias traumaticas
permanecem armazenadas na amigdala, podendo ocorrer de maneira muito rapida
e independentemente de avaliagcdes racionais (Landeira-Fernandez e Callegaro,

2007, p. 863).

Ha relatos de envolvimento da amigdala nas intera¢des sociais ao se
pesquisar como as tendéncias implicitas (ndo conscientes) ao racismo se refletem
no grau de ativagdo da amigdala quando uma pessoa € exposta ao estimulo para o
qual apresenta um preconceito (Lent, 2008, p. 216). Talvez este mesmo

mecanismo neural funcione para os traumas.

Tendo sido explicitados os processos envolvidos na memdria
emocional e no funcionamento esquematico, pode-se buscar uma associa¢cdo com
a etiologia das Psicopatologias, embora esta nio seja tarefa simples, visto que uma
dificuldade para modelar doencas psiquidtricas tem sido as limitadas informacdes
sobre sua origem (Quevedo et al., 2003; Eppel, 2005; Pergher et al., 2006;
Landeira-Fernandez et al., 2008, p. 2). Alguns trabalhos t€ém demonstrado as
relagdes de transtornos de personalidade (Barlow, 1999; Young, 2003, 2008;
Caballo, 2008, p. 31) com a existéncia de experiéncias de forte contetdo

emocional (Rutter e Maughan, 1997; Eppel, 2005).

Um primeiro argumento seria a defesa de que patologias mentais
podem estar relacionadas com uma disfungdo no coértex pré-frontal e sua
capacidade de modular estruturas corticais tais como a amigdala (Perry 1997;
Lent, 2008, p. 267). Algumas explicagdes possiveis podem ter amparo junto aos
processos de distorcoes de memoria (vieses de recordacdo) e erros de

monitoramento de fontes — acreditar que recordam, mas na verdade estdo
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imaginando — (Sternberg, 2008, p. 208 e 212). Pode-se adotar também o fato de
que o medo condicionado, ao transformar estimulos inexpressivos em sinais de
alerta, conduz o individuo a reconhecer pistas que indicam situagdes
potencialmente perigosas com base em experiéncias do passado (Lent, 2008, p.
258). Num outro prisma, a escolha de comportamentos, ou seja, a tomada de
decisdes, leva em conta ndao somente avaliacdes racionais sobre futuro, mas
também as antecipagdes emocionais, muitas vezes inconscientes, de futuro
(Seymour et al., 2008; Lent, 2008, p. 264). Seria a hipétese do marcador somético
(Damasio, 1998): estado corporal que inclui rea¢des corporais autonOmicas,
constituido com base nas experiéncias anteriores andlogas aquelas que simulamos
mentalmente a cada momento (Lent, 2008, p. 265), estando a amigdala envolvida
neste processo, ativada nas rememoragdes. Um exemplo disso seria o fato de que
experiéncias passadas estressantes exercem um papel em certos tipos de ansiedade
(Landeira-Fernandez et al., 2007, p. 253), como o Transtorno de Panico e as
Fobias, por exemplo; experiéncias estressoras do passado exercem um papel
crucial no desenvolvimento de transtornos mentais (Heim e Nemeroff, 2001;

Heim et al, 2004, 2008; Landeira-Fernandez et al., 2007, p. 254).

3.2
Modelos Animais em Neurociéncia Afetiva

Embora uma série de estudos clinicos tenha apontado a correlagdo entre
experiéncias aversivas na infancia e desenvolvimento de transtornos psiquidtricos
como a ansiedade e a depressdo, ndo se pode atribuir uma causalidade entre os
dois aspectos. O desenvolvimento das psicopatologias, como pdde ser visto,
apresenta-se como multifatorial, sendo as influéncias ambientais apenas um
desses fatores. Seria preciso, entdo, que se manipulassem muitas condicdes
durante o desenvolvimento de uma crianca para que se pudesse inferir uma

relacdo causal.

Conforme se sabe, os limites éticos apontam em outra direcdo, e, em

funcdo deles, se torna interessante e aconselhdvel tentar estabelecer um modelo
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comparativo de desenvolvimento, com possibilidades maiores de controle, usando

Modelos Animais.

O continuum de modelos animais utilizados em vdrias categorias de
pesquisa psiquidtrica variam desde ensaios em animais a modelos homdlogos
(Newport et al. 2002). Ensaios em animais fornecem um meio pré-clinico
fundamental no rastreamento de possiveis medicamentos psicotrépico; instituem-
se especificas avaliacdes comportamentais apds a administracdo de um composto
de farmacos candidatos. Porque o comportamento animal-alvo ndo precisa ser
semelhante a qualquer paralelo humano, os ensaios em animais tém limitada
utilidade para o estudo da etiopatogenia de doencas. De modo diferente, modelos
homoélogos sdo baseados na convic¢do de que certos aspectos do comportamento e
fisiologia animais sdo um espelho de suas contrapartes humanas, em virtude de
uma ancestralidade evolutiva comum. Os comportamentos de animais de interesse
ndo sdo simplesmente andlogos (ou seja, imitando um comportamento humano),
mas homdlogos (isto €, se assemelha a um comportamento humano, porque eles
desempenham uma funcdo similar e sdo ativadas por semelhantes processos
biolégicos). Modelos homélogos, portanto, permitir testes de hipdteses sobre o
comportamento humano em vdérios niveis dentro da ordem filogenética (Newport

et al. 2002).

Para o estudo da emocionalidade, existem paradigmas animais que se
valem do uso principalmente de roedores e primatas como modelos experimentais
para a investigacdo de comportamentos emocionais. Os experimentos com
animais em neurociéncia afetiva permitem que se estudem uma série de
comportamentos, interacoes e influéncias, correlacdes e causalidades que ndo
podem ser realizados experimentalmente em seres humanos, tanto por questdes
ligadas a conduta ética quanto pela prépria inviabilidade temporal, passando ainda

pela impossibilidade de serem controladas e isoladas as varidveis de interesse.

Mais especificamente, alguns modelos animais sdo desenhados para
avaliar a influéncia das experiéncias infantis na emocionalidade, que é o escopo

deste trabalho.

O experimento que influenciou fortemente o inicio deste campo de

investigacdo foi o proposto por Seymour Levine e colegas, em 1956 (Levine,
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2002), onde filhotes de ratos eram separados em trés grupos: um deles recebia
choques nas patas, o segundo, era manipulado diariamente e o ultimo, ndo era
manipulado. Levine concluiu que os ratos que recebiam choques e também os
manipulados tinham melhores curvas de aprendizagem emocional em testes de

ansiedade contextual.

Outro experimento classico foi o publicado por Harry Harlow em 1958.
Harlow (1958) sujeitou filhotes de macacos ao convivio com “maes” de arame,
que forneciam ou ndo comida e/ou aconchego (estrutura forrada com material
macio). Harlow concluiu que os animais passavam mais tempo com as maes
forradas do que com as maes somente de arame, ainda que nestas estivesse
disponivel o alimento. Quando jovens, estes macacos ainda recorriam as “maes”
substitutivas para conforto e seguranca e, quando elas foram retiradas, os macacos
frequentemente apresentavam comportamentos indicativos de medo, insatisfacido

e tristeza.

Desde entdo, muitos outros desenhos experimentais foram confeccionados,
de forma que muitas varidveis independentes relacionadas ao ambiente inicial de
criacdo foram testadas avaliando-se ndo apenas o comportamento, mas também
uma série de parametros fisioldgicos, como caracterizacdo hormonal e de
neurotransmissores no SNC. Uma gama de estudos pré-clinicos avaliou o impacto
das experi€ncias iniciais no desenvolvimento de transtornos mentais (Francis et
al., 1999; Kaufman, 2000; Gartside, 2003; Neumann et al.,2005; Lippmann et al.,
2007; Aisa et al., 2008). Em alguns deles, os animais foram submetidos a
experiéncias iniciais negativas (privacdo de contato materno, isolamento,
condicionamento de medo, etc.) ou positivas (estimulagdo, manipulacdo do
experimentador, aumento do contato e do cuidado materno, etc.) e posteriormente,
na vida adulta, eram alvo de avaliacdo comportamental, em tarefas que avaliavam

tracos ou estados relacionados a depressao e ansiedade.

De maneira similar, muitos paradigmas de avaliacio comportamental
(como o Labirinto em Cruz Elevado (LCE), o Campo Aberto, as Caixas de
Condicionamento Contextual, o paradigma de Nado Forcado, as caixas de
Esquiva Ativa, entre muitas outras) foram pensados como modelos avaliativos
vdlidos para o estudo da relacdo entre caracteristicas do desenvolvimento inicial e

a emocionalidade.
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Diante destas diversas possibilidades, sdo destacados alguns pontos de
maior interesse nesta pesquisa: 1) o procedimento de separacdo materna; 2) o
procedimento de manipulacdo (geralmente adotado na literatura internacional
como handling) e 3) o uso do LCE como instrumento de avaliacao. O
interesse € por trabalhos que busquem esclarecer os efeitos destas intervencoes
realizadas no inicio da vida de ratos, logo apds o nascimento até o fim do periodo
de lactacdo, no seu comportamento emocional, tendo esses trés nicleos como

norteadores.

Cabe neste trabalho trazer alguns exemplos de pesquisas nas quais foram
utilizados os procedimentos de Handling e Separacdo Materna para o estudo dos

aspectos comportamentais da emocionalidade.

Estudos sobre os efeitos da Manipulacdo (Handling) sobre a Emocionalidade

A estimulagdo ambiental em periodos precoces da vida leva a modificagdes
morfoldgicas e neuroquimicas no SNC, assim resultando em consequéncias
duradouras no que diz respeito a expressdao comportamental. Uma das formas de
administracdo de estimulo ambiental precoce € a manipulacdo dos filhotes,
procedimento denominado na literatura de handling (Levine, 2002). Neste
paradigma, os filhotes de roedores sdo removidos diariamente das suas gaiolas e
manipulados brevemente pelos experimentadores; o procedimento consiste em
efetuar uma estimulacdo tétil nos filhotes, nos primeiros dias de vida do animal.
As respostas biocomportamentais de estresse de filhotes manipulados e ndo-
manipulados sdo entdo analisadas para determinar os efeitos persistentes da
exposi¢do a manipulacao (Newport et al. 2002).

A expectativa dos primeiros estudos de que a manipulagdo neonatal seria
um estressor que iria aumentar a ansiedade e as medidas biolégicas da
responsividade do estresse em situacdes de novidade no futuro ndo foi
confirmada; na verdade, na manipulacdo neonatal foi encontrado, paradoxalmente,
reducdo dos comportamentos de ansiedade e da resposta de estresse bioldgico.
Filhotes handling sdo resistentes ao estresse e tém menor perda da capacidade de
aprendizagem advinda com o envelhecimento (Heim e Nemeroff 2001); ratos

expostos a estimulacdo ambiental nos estdgios iniciais pds-natais demonstram
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menor ativagdo emocional em tarefas que despertam medo e sdo mais incitados a
exploracdo de ambientes novos — que por si sé trariam ansiedade (Ruil et al.,
1999), apresentando niveis mais elevados de comportamento exploratério nestes
ambientes (Cirulli et al. 2010); eles também demonstram uma ativagcdo atenuada
do circuito neuronal do medo em resposta ao estresse durante a idade adulta
(Beaney et al. 2002).

Em avaliagio comportamental posterior, esses ratos, quando adultos,
tendem a explorar por mais tempo os bracos abertos de um labirinto (Labirinto em
Cruz Elevado; Cruz et al. 1997) do que ratos ndo estimulados (Ruil et al., 1999).
Esta medida comportamental se refere a ansiedade — neste caso, a menor
ansiedade. Assim, o handling é atualmente considerado um enriquecimento
ambiental (Diamond 2001), reconhecido por promover alteracdes enddcrinas e
comportamentais em ratos.

Este simples procedimento vem se mostrando bastante capaz de
exemplificar como experiéncias iniciais, especialmente nas primeiras semanas de

vida, sdo importantes para moldar o comportamento adulto.

Estudos sobre os efeitos da Separagcdo Materna sobre a Emocionalidade

Respostas de estresse desadaptativas na idade adulta tém sido associadas a
ocorréncia de eventos adversos no inicio da vida (Nemeroff 2004). Estas
experiéncais podem predispor a doengas mentais, como transtornos ansiosos €
depressdo. Ja estd fortemente estabelecido que o estresse estd relacionado com
alteracOes a longo prazo no fator liberador de corticotropina (CRF) do SNC, e as
respostas ao estresse sao pensadas como contribuintes para essa vulnerabilidade

para o adoecimento mental (Nemeroff 2004; Steckler e Dautzenberg 2006).

De uma forma bastante consistente, os resultados de estudos coletados
sugeriram que os animais submetidos a experiéncias emocionais negativas na
infincia eram mais propensos a apresentar comportamentos andlogos de
depressdao ou ansiedade na vida adulta. Alguns desses estudos também realizaram
avaliagdes neuroanatOmicas, encontrando atrofia em determinadas estruturas do

SNC, além de correntes disfungdes em dreas ligadas a emocionalidade, como uma
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maior ativacdo do eixo HPA e liberacdo de hormonios ligados ao estresse nos
animais submetidos a experiéncias precoces negativas (Moreira, 2003).

Um dos procedimentos que tem sido largamente utilizado na atualidade
para simular a ocorréncia de situagOes adversas na infancia é o da Separagdo
Materna (MS — Maternal Separation), um modelo bem estabelecido e validado de
estresse precoce na vida (O'Mahony et al 2009; Plotsky e Meaney, 1993; Wigger e
Neumann, 1999). A separacdo da mae durante o periodo neonatal instiga
mudancas cruciais no desenvolvimento do sistema nervoso central (Plotsky et al.
2005) que resultam em alteragdes na regulacdo do eixo HPA na idade adulta
(Lippmann et al. 2007). Estudos demonstraram que ratos que sofreram separag¢ao
materna quando filhotes apresentam, na idade adulta, um aumento da ansiedade e

da defecacao induzida por estresse no campo aberto (O'Malley et al. 2010).

A privagdo do cuidado materno (sistemdtica retirada do convivio do filhote
com a mde de forma tempordria, conhecida como separacdo materna) tem se
apresentado como eficiente em alterar o comportamento emocional do animal
adulto, em testes de emocionalidade que avaliam comportamentos correlatos a
ansiedade e a depressdo. Esses dados nos levam ao interesse por pesquisas com
individuos recém-nascidos e criangas pequenas, pois, como citado, as fases

iniciais do desenvolvimento sdo especialmente relevantes.

3.21
Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Handley e Mithani (1984) desenvolveram um labirinto em forma de cruz,
que mais tarde foi validado por Pellow, Chopin, File e Briley (1985). Este
paradigma de Labirinto em Cruz Elevado € um dos mais amplamente utilizados
em modelos animais de farmacologia comportamental (Rodgers e Johnson, 1995);
foi validado para ratos e € relatado como sensivel as manipulagdes concebidas

para influenciar as respostas de ansiedade.

Este paradigma bem estabelecido tem uma histdria longa e bem sucedida
na avaliacdo de comportamentos similares a ansiedade em ratos. O teste baseia-se
na aversdo de roedores por espacos abertos e aproveita a tendéncia natural dos

ratos para explorar novos ambientes. Isso resulta num conflito aproximacao-
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evitagdo onde o animal exibe comportamentos que t€m sido correlacionados com

o aumento nos indicadores de estresse fisiologico (Bailey e Crawley, 2009).

A validacdo do Labirinto é farmacolégica: a administracdo de medicacao
ansiolitica provoca um aumento da frequéncia e permanéncia do animal em BA,
enquanto que a administracdo de compostos ansiogénicos faz com que haja
evitagdo dos BA, concomitantemente com a preferéncia plelos BF (Rodgers e
Johnson, 1995). Uma anélise etofarmacolégica do comportamento do rato nesse
modelo experimental demonstrou que certas categorias comportamentais t€ém uma
maior sensibilidade para a quantificacdo de comportamentos de defesa, dentre elas
os comportamentos de avaliacdo de risco (Cruz, Frei e Graeff, 1994); a
administracdo de benzodiazepinas e outros tratamentos ansioliticos resultaram em
aumento da exploracdo dos bragos abertos, sem afetar a motivagdo geral ou de

locomocdo (Bailey e Crawley, 2009).

O LCE € um modelo naturalistico de ansiedade animal, amplamente
utilizado para investigar a emocionalidade, que se baseia no comportamento
exploratério espontdneo. Os indices de ansiedade primdria neste modelo sdo
medidas espaco-temporais relacionadas com a frequéncia de visitas aos bragos
abertos (em relag@o ao total de entradas nos bracos) € o montante de tempo gasto
nestas dreas aversivas do aparelho (em relagdo a duracdo da sessdo). A maior
freqiiéncia de visitas e o maior tempo de exploracio dos BA indicam maior
comportamento exploratério ou menor ansiedade, ja que o LCE explora o medo
natural que os ratos apresentam de locais altos e abertos (Cruz et al., 1994; Roy &

Chapillon, 2004; Dias 2009).

Como um exemplo de descricdo e dimensdes, pode-se citar o Labirinto
existente no Laboratério de Neurociéncia Comportamental (LANEC) da PUC-
Rio: o LCE € disposto a uma altura de 50 cm do chdo; apresenta 4 bracgos
dispostos em cruz, sendo 2 abertos (BA) e 2 fechados (BF) por paredes com 50cm

de altura. Entre os bracos, hd uma plataforma central de 10x10cm.
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Objetivo

Este projeto visa a melhor compreensdo dos impactos das experiéncias

emocionais iniciais na emocionalidade.

Diante disto, além do levantamento bibliogréfico extensivo sobre o tema,
esta pesquisa visou a avaliagdo de sujeitos em um modelo animal onde se pudesse
investigar a ansiedade em ratos que tiveram diferentes experiéncias durante a vida
precoce. Assim, de forma mais especifica, este trabalho objetivou avaliar se os
procedimentos de handling (manipulagdo) e/ou separacdo materna no periodo de
lactacdo de ratos sdo capazes de alterar sua resposta comportamental de ansiedade

no LCE.

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica da PUC-Rio

(processo niimero PSI. COMITE DE ETICA 03/2010 — vide Anexos).
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5

Materiais e Métodos

Para atender aos objetivos propostos, foi utilizado o modelo animal como
comparativo para o entendimento dos mesmos processos na populacdo humana,
com vistas a possibilidade de maior rigor cientifico junto a populacdo de animais
(Landeira-Fernandez e Cruz, 1998; Landeira-Fernandez e Cruz, 2007 in Landeira-

Fernadez e Silva, 2007).

O desenho adotado nesta investigacdo foi o experimental, onde, neste
caso, animais (Almeida et al., 2006; Landeira-Fernandez et al., 2006; Landeira-
Fernandez et al., 2008) foram submetidos a experiéncias iniciais negativas
(privacdo de contato materno) e/ou positivas (estimulacdo, manipulacdo do
experimentador, aumento do contato € do cuidado materno, etc.) e posteriormente
foram alvo de avaliagdo comportamental, na vida adulta (Francis et al., 1999;
Kaufman, 2000; Gartside, 2003; Neumann et al.,2005; Lippmann et al., 2007;
Aisa et al., 2008). A avaliacdo comportamental valeu-se do paradigma de LCE, ja

descrito anteriormente.

5.1
Animais

Para esta pesquisa, foram utilizados ratos (ratus novergicus) Wistar provenientes

de cruzamentos realizados do Laboratorio de Neurociéncias da PUC-Rio.
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No nascimento, as ninhadas foram reduzidas a oito animais por rata-mae,
sendo seis machos e duas fémeas. As ninhadas foram designadas aleatoriamente a

um dos grupos abaixo, representando as diferentes Condi¢des Ambientais:

B H = Handling (manipulados) — filhotes que receberam a manipulacdo
durante 3 minutos cada, diariamente (totalizando uma breve separacdo

materna de 24 minutos);

B MS = Maternal Separation (separagdo materna) — filhotes separados de

suas maes por 180 minutos, diariamente;

B HMS = Handling + Maternal Separation — animais manipulados por 3
minutos cada e, apds todos terem sido manipulados, mantidos separados

das maes por mais 180 minutos.

B C = Controle — filhotes mantidos todo o tempo com a ninhada e a rata-
mae, manipulados somente uma vez por semana para pesagem € limpeza

da gaiola; e

B CH = Controle do Handling — filhotes que ndo foram manipulados, mas
que foram separados das maes por 24 minutos (tempo de duracdo do

procedimento de handling).

Todas as manipulacdes (handling e separacdo materna) foram sempre

executadas no periodo diurno (entre 8h00 e 12h00).

Os filhotes destas ninhadas foram divididos em trés subgrupos, testados
independentemente aos 21, 50 e 70 dias de idade. Para avaliacio dos animais
foram utilizados 2 filhotes machos de cada ninhada formada para cada idade (2
filhotes avaliados aos 21 dias, 2 aos 50 e 2 aos 70) a fim de evitar efeitos de
fatores genéticos sobre o comportamento desses filhotes no mesmo grupo

experimental.

Todos os filhotes machos foram mantidos em conjunto até os 70 dias de
idade para evitar alteracbes na condicdo de alojamento. As fémeas foram

utilizadas em cruzamentos para outros experimentos do laboratdrio.
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Exemplo de divisdo dos grupos, para que todos os animais machos da

ninhada fossem utilizados:

B Controle =C
O 6 machos
B 2 machos testados aos 21 dias (C21)
B 2 testados aos 50 dias (C50)
B 2 testados aos 70 dias (C70)

Na Figura 4 podem ser observados os diferentes grupos da pesquisa, assim
como as possibilidades de andlise comparativa das diferencas diretas entre os
mesmos (linhas conectoras). As linhas conectoras horizontais indicam a avaliagao
entre animais da mesma idade, porém de diferentes grupos experimentais. As
linhas verticais representam a comparacdo dentro de um mesmo grupo

experimental, avaliados em idades diferentes.

Handling +
Controle do Separacio .
. i Separagao
Controle Handlin Handling
g Materna Materna

C21 == CH21 == H21 [=== MS L HMS

21 21
| | | | |
C50 == CH50 == H50 [=== I\S/IOS — H;\(/I)S
U J U J
| | | | |
e N\ ™
C70 == CH70 == H70 == '\7/IOS — H;\(/I)S
U J J

Figura 4 — Composicdo dos 15 Grupos pela combinagdo entre as
Condigdes Ambientais e as Idades de avaliagcdo no LCE.

5.2

Instrumentos

5.2.1. Manutencao dos animais
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5.2.1.1. Cruzamento e Lactacao

Durante o cruzamento, a lactacdo e até o dia das sessdes dos testes
comportamentais, os animais foram mantidos em caixas de Polipropileno

(41x34x16 cm), com grade superior e garrafa d” d4gua disponivel (Figura 5).

Figura 5 — Caixa de Polipropileno usada para acondicionar os animais.

5.2.1.2. Manipulacao e Separacao Materna

Para a manipulacdo dos filhotes e separacdo das ninhadas da rata-mae,
foram usadas caixas de Polipropileno (30x19x13cm). Foram também utilizados
algoddo, lampadas (para manter aquecidos os filhotes que estavam sendo
manipulados ou separados das ratas-mdes) e termOmetro para o controle da

temperatura em torno de 25 graus Celsius.

5.2.2. Medida comportamental

Para a avaliagdo comportamental, foi utilizado o Labirinto em Cruz Elevado

(LCE).

O LCE (ilustrado na Figura 6) do LANEC (Laboratério de Neurociéncia
Comportamental) da PUC-Rio € feito de madeira e disposto a uma altura de 50 cm
do chao; apresenta 4 bracos dispostos em cruz, sendo 2 abertos (BA) e 2 fechados
(BF) por paredes com 50cm de altura. Como citado anterirmente, o LCE € um
modelo naturalistico de ansiedade animal que se baseia no comportamento
exploratério espontdneo, sendo largamente utilizado para investigar a

emocionalidade em ratos.
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Elevated Plus Maze

Figura 6 — Ilustragdo do Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

5.3
Procedimentos

As manipulacdes foram realizadas desde o periodo neonatal até o fim da lactagdo
(0-21 dias de idade); a avaliacdo comportamental foi efetuada nas idades de 21, 50

e 70 (+ 1) dias (adulto jovem).

5.3.1. Cuidados com os animais:

As manipulagdes sdo de dois tipos: handling (manuseio) e maternal

separation (separacao materna).

a) Handling - Manipulacdes gentis e repetidas no dorso do animal — da
cabeca para a cauda (Figura 7); realizadas do nascimento ao 21° dia de vida,
diariamente, por 3 min em cada animal; procedimento positivo (Plostky &
Meaney, 1993; Riul et al., 1998; Mclntosh et al., 1999; Neumann et al., 2005;
Aisa et al., 2007).
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Figura 7 - Procedimento de Handling; os dois momentos indicam a dire¢do da
manipulacdo cabega-cauda. Foto no LANEC — Laboratdrio de Neurociéncia Comportamental.
Acervo pessoal.

b) Maternal Separation - Consiste em separar os filhotes da mae (mas nao
de seus irmaos); feito do nascimento ao 14° dia de vida, diariamente, por 180 min
(3 horas); adotado como um procedimento negativo (Ladd et al., 1996 e Plostky &
Meaney, 1993 in Kaufman et al., 2000; Gartside et al., 2003; Ladd et al., 2005;
Neumann et al., 2005; Aisa et al., 2007, 2008; Lee et al., 2007; Rees et al., 2008)

— vide Figura 8, abaixo.

Figura 8 - Procedimento de separacdo materna. Observe a lumindria usada para aquecer e
o termOmetro, para controle da temperatura.
Foto no LANEC - Laboratério de Neurociéncia Comportamental. Acervo pessoal.
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5.3.2. Avaliacao Comportamental

Os animais foram testados aos 21, 50 ou 70 (+1) dias. A testagem
consistiu na colocacdo do animal com a cabeca voltada para um dos BF do LCE

para livre exploragdo do aparato por 5 minutos.

Figura 9 — Rato explorando o LCE. Foto no LANEC — Laboratério de Neurociéncia
Comportamental. Acervo pessoal.
Todas as sessdoes de videos foram gravadas para posterior avaliacdo das
seguintes categorias comportamentais (vide Tabela 1), de acordo com a literatura

(Cruz et al., 1994; Roy & Chapillon, 2004):
u Numero de entradas e saidas de bragos;
u Tempo de permanéncia no centro (quadrado central — vide

Figuras 9 e 10) do LCE - tempo total de exploragdo do LCE enquanto

no centro do mesmo.

u Porcentagem de entradas em bragos abertos (divide-se o

nimero de entradas em BA pelo nimero total de entradas — BA + BF);

u Porcentagem de tempo em bracos abertos (divide-se o
tempo total de exploracdo dos BA por 5 minutos, que € o tempo total de

exploracao do aparato); e

u Exploracdo de extremidades de bracgos abertos.
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Figura 10 - Detalhe do Centro do LCE. Foto no LANEC — Laboratério de
Neurociéncia Comportamental. Acervo pessoal.

Tabela 1 - Categorias comportamentais analisadas e suas defini¢des.

Categoria Comportamental Definicao
BA Entrada em BA
(considerada pela entrada com as 4 patas)
BF Entrada em BF
Total Soma das entradas em BA e em BF

Porcentagem de BA (Porc_BA)

Divisdo do niimero de entradas em BA pelo
numero total de entradas

Tempo Centro (T_Centro)

Tempo de exploracdo na plataforma central

Tempo BA (T_BA)

Tempo de permanéncia em BA

Tempo BF (T_BF)

Tempo de permanéncia em BF

Porcentagem de Tempo em BA
(Porc_T_BA)

Divisdo do Tempo BA pelo tempo total de
exploracgio do aparato

End-exploration (End_expl)

Frequéncia de visitas as extremidades
(dltimo quarto) dos BA



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912442/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

51

6

Analise Estatistica

Os dados resultantes das andlises dos videos dos experimentos foram tabulados e
posteriormente analisados utilizando o programa SPSS (Statistical Package for

the Social Sciences).

Foram analisadas as diferencas entre as médias obtidas dos grupos
(experimentais e controles). Nas andlises, foram utilizadas ANOV As (Analysis of
Variance), de uma e duas vias. Quando encontradas diferengas significativas,
foram efetuados testes estatisticos post-Hoc LSD. Para a significancia estatistica,

foi adotado um p-value < 0,05.

Nos Anexos desta Dissertacdo constam algumas tabelas do output do
SPSS, que serviram de base para a constru¢do das Tabelas e Graficos da secdo

seguinte: Resultados.

6.1
Analises comparativas desempenhadas
A seguir, sdo descritas todas as andlises efetuadas, detalhando-se seu objetivo.

a) Andlises em funcdo da Condi¢cdo Ambiental, fixadas as Idades de avaliacdo no
LCE:

a.1) Grupos C21 x CH21 x H21 x HMS21 x MS21
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a.2) Grupos C50 x CH50 x H50 x HMS50 x MS 50

a.3) Grupos C70 x CH70 x H70 x HMS70 x MS 70
Foram comparados animais avaliados na mesma idade, porém pertencentes a
Condicdes Ambientais diversas. Estas comparacdes permitiram, através de
ANOVAs Oneway, verificar o efeito das diferentes Condi¢des ambientais a que

os diferentes grupos de animais foram submetidos durante o periodo de lactagao.

b) Anélises em funcdo da Idade, dentro de cada Condi¢do Ambiental:
b.1) Grupo C: Grupos C21 x C50 x C70
b.2.) Grupo CH: Grupos CH21 x CH50 x CH70
b.3) Grupo H: Grupos H21 x H50 x H70
b.4) Grupo HMS: Grupos HMS21 x HMS50 x HMS70
b.5) Grupo MS: Grupos MS21 x MS50 x MS70

Com estas avaliagdes foi possivel investigar, através da execug¢do de cinco
ANOVAs Oneway, o efeito da Idade de avaliacdo, em cada uma das diferentes

Condi¢des Ambientais.

c¢) Analises por Condicdo Ambiental
c.1) Grupos C x CH x H x HMS x MS

Nesta andlise todos os animais de cada uma das diferentes Condicdes Ambientais
foram analisados em conjunto. Esta medida buscou avaliar o efeito dos diferentes
ambientes de criagdo durante a lactacdo no comportamento, independentemente

da idade em que os animais foram submetidos ao LCE.

d) Andlises por Idade
d.1) Idades 21 dias x 50 dias x 70 dias

Analisando os ratos pela Idade em que foram alvo da avaliagdo comportamental,
buscou-se investigar o efeito isolado da varidvel idade sobre o comportamento.
Foram comparados 0s grupos: (C+CH+H+HMS+MS) 21 X
(C+CH+H+HMS+MS) 50 x (C+CH+H+HMS+MS) 70.
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e) Andlises em funcdo da divisdo dos grupos quanto a: idade, manuseio e

separacdo materna de 3h de duracdo.

Com esta avaliacdo, foi possivel verificar a interacdo entre trés varidveis

independentes deste estudo, a saber:
- Manuseio (handling): Realizado em dois niveis: auséncia e presencga.
- Separacdo Materna: Efetuada em dois niveis: auséncia e presenca.

- Idade de avaliacao no LCE: Contando com trés niveis: 21 dias, 50 dias e 70 dias.

Nesta avaliacdo, de forma diferente das anteriores, buscou-se conhecer o
comportamento de uma varidvel em fungdo da outra. Desta maneira, através de
um recorte nos grupos (onde se excluiu o Grupo CH), foram analisados os grupos

HMS, MS, H e C (Tabela 2).

Tabela 2 — Alocagio das Condi¢des Ambientais em fun¢do do Manuseio e da Separacido materna.

Manuseados (H)

Sim Nao
Separados por ‘ Sim HMS MS
3h (MS) | Nio H C

Assim, os grupos anteriores passam a ter outra denominagao:
HMS = Manuseado e Separado

H = Manuseado e Nao separado

MS = Niao manuseado e Separado

C = Nao manuseado e Nao separado

Outro recorte realizado foi a retirada também dos animais que foram
analisados aos 70 dias de vida. Este recorte foi experimentado em vista dos
resultados encontrados a respeito dos animais avaliados aos 21, 50 e 70, onde os
efeitos comportamentais dos animais avaliados no LCE aos 21 e 50 dias
mostraram-se interessantes, cabendo uma investigacdo mais detalhada. Estes

resultados podem ser encontrados na se¢do Resultados, a seguir.
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7

Resultados

Ao final dos experimentos, totalizou-se um nimero de 154 ratos machos
avaliados, distribuidos conforma ilustra a Tabela 3, tendo-se um nimero minimo

de 8 e mdximo de 14 por grupo, com uma média aproximada de 10 animais por

grupo.

Tabela 3 — Distribui¢do dos animais por Grupo experimental, dentro das diferentes Condi¢des
Ambientais e Idades de Avaliacdo.

Condigdo ambiental durante a lactagdo

de de avaliagdo no labirinto C CH H HMS MS Total de Animais

. C21 CH21 H21 HMS21 MS21 _

21 dias n=12 n=10 n=10 n=11 n=12 n=>3

50 dias C50 CHS50 H50 HMS50 MS50 n=40

n=_§ n=8 n=8 n=8 n=8

. C70 CH70 H70 HMS70 MS70 _

70 dias n=9 n=13 n=14 n=11 n=12 n=>59

Total de Animais n=29 n=31 n=32 n=30 n=32 n=154

As seguintes andlises foram desempenhadas:
a) Andlises em funcdo da Condi¢cdo Ambiental, fixadas as Idades
de avalia¢dao no LCE:
a.1) Grupos C21 x CH21 x H21 x HMS21 x MS21
a.2) Grupos C50 x CH50 x H50 x HMS50 x MS 50
a.3) Grupos C70 x CH70 x H70 x HMS70 x MS 70

b) Andlises em funcdo da Idade, dentro de cada Condicao
Ambiental:

b.1) Grupo C: Grupos C21 x C50 x C70

b.2) Grupo CH: Grupos CH21 x CH50 x CH70

b.3) Grupo H: Grupos H21 x H50 x H70

b.4) Grupo HMS: Grupos HMS21 x HMS50 x HMS70

b.5) Grupo MS: Grupos MS21 x MS50 x MS70
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c¢) Analises por Condicdo Ambiental
c.1) Condicdo Ambiental C x CH x H x HMS x MS

d) Anadlises por Idade
d.1) Idades 21 dias x 50 dias x 70 dias

e) Andlises em funcdo da divisdo dos grupos quanto a idade,
manuseio e separacdo materna de 3h de duracdo.

A seguir, constam as Tabelas e Graficos com os dados obtidos, bem como a
apresentacdo da avaliacdo das diferencas entre os grupos, apontando se estas
foram significativas (obtendo-se um p-value < 0,05) ou nao (p>0,05). As tabelas

de output do SPSS podem ser encontradas nos Anexos desta Dissertagao.

Visando uma melhor compreensdo e visualizagdo, os dados foram

separados de acordo com as diferentes andlises realizadas.

7.1
Resultados por Analise

a) Andlises em funcdo da Condicdo Ambiental, fixadas as idades de avaliacdo no

LCE:

Nesta categoria de andlise, as Condigdes Ambientais sdo comparadas, entre ratos

da mesma idade em que foram avaliados no LCE.

As Tabelas a seguir apresentam as médias € EPM (Erro Padrao da Média)
em todas as categorias comportamentais avaliadas. Entretanto, os Graficos
ilustram apenas os resultados para as trés categorias mais comumente avaliadas no
Labirinto, com grande sensibilidade e especificidade: BF, Porcentagem BA e

Porcentagem Tempo BA (Cruz, Frei e Graeff, 1994; Scarpelli et al. 2008).

a.1) Grupos C21 x CH21 x H21 x HMS21 x MS21

Ratos avaliados no Labirinto aos 21 dias de vida. As médias e EPM podem ser

encontradas na Tabela 4.
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Nao houve diferencas significativas em relacdo a frequencia de entradas

em BF (Figura 11a) e Porcentagem de Entradas em BA (Figura 11b).

A ANOVA Oneway revelou a existéncia de diferencas significativas em
algumas outras categorias comportamentais analisadas, que foram apuradas por

testagem post-hoc (Tabela 4):

Tempo BA (F=3,829; p<0,05): o Grupo C21 despendeu significativamente menos
tempo explorando os BA do que os Grupos H21 e HMS21.

J4 o Grupo MS21 apresentou significativa diferenga em relagdao aos Grupo
H21 e HMS2I1, passando menos tempo que eles nos BA; entretanto, nio
apresentou diferenca significativa em relacdo ao Grupo C21, embora os tenha

explorado menos.

Outra diferenca encontrada foi entre os Grupos CH21 e HMS21, onde o

segundo explorou mais o BA que o primeiro.

Tempo BF (F=3,245; p<0,05): o Grupo C21 passou mais tempo explorando os BF
que os Grupos H21 e HMS21 (em relacdo a este dltimo, p=0,066); a diferenca em

relacdo ao grupo MS21 ndo foi significativa.

O Grupo MS21 explorou por mais tempo os BF que os Grupos H21 e
HMS?21, indicando que a manipulacdo (handling) foi capaz de alterar esta medida
comportamental, mesmo que, em relacdo ao Grupo HMS21, tenha havido também

separacao materna.

Porcentagem Tempo BA (F= 3,829; p<0,05): o Grupo C21 apresentou menos
tempo relativo de permanéncia em BA que os Grupos H21 e HMS21. Mais uma

vez, ndo houve diferenca significativa em relagdo aos animais do Grupo MS21.

O Grupo HMS21 apresentou diferenga significativa em relagdo a todos os

outros, em exce¢do ao Grupo H21, passando mais tempo relativo nos BA.

O Grupo MS21 passou menos tempo relativo nos BA que os Grupos H21
e HMS21.
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Tabela 4 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos avaliados no LCE

aos 21 dias de idade.

Porcentagem

Tempo
Grupo BA BF Total BA Centro Tempo BA Tempo BF Porcentagem de End-.
(BA + BF) (BA/Total) © (s) (s) Tempo BA (%) exploration
(%)
a d a
C21 3,00+ 0,77 6,75+ 1,03 9,75 + 1,69 26,85+ 4381 54,42 +9,78 22,92+5,53 222,67 + 12,69 7,64 + 1,84 0,33 +0,14
c
CH21 4,30 +0,82 9,30 + 0,60 13,60 + 1,12 29,50+ 4,12 59,10 + 6,98 31,10+ 6,61 209,80 + 9,47 10,37 +2,20 0,50 + 0,34
H21 4,90 + 0,87 8,20+ 0,71 13,10 + 1,02 36,09 + 4,54 61,00 + 7,87 56,00 + 14,14 183,00 + 14,22 18,67 +4,71 0,90 + 0,43
T
HMS21 4,09 +0,78 8,82+ 0,94 12,90+ 1,21 30,63 + 4,45 44,27 + 6,00 60,45 + 10,53 195,27 + 7,65 20,15+ 3,51 1,91 +0,76
b e d
MS21 3,17+ 0,59 7,75 + 0,89 10,92+ 1,11 27,56 +4.85 42,33 +5,55 28,67 + 5,60 229,00 + 7,40 9,55 + 1,87 0,83 + 0,42

Notas: a C21 < H21 e HMS21; b MS21 < H21 e HMS21; ¢ CH21 < HMS21; d C21>H21; e
MS21>H21 e HMS21; f HMS21>C21, CH21 e MS21 quando p<0,05; valores expressos em
Meédia + EPM. BA: Bracos Abertos; BF: Bracos Fechados; LCE: Labirinto em Cruz Elevado.

Frequéncia de Entradas em BF - 21 dias

12

10

8

Numero de Entradas
=

CH HMS

H MS

Condigdo Ambiental

Porcentagem de entradas (%)

Porcentagem de Entradas em BA - 21 dias

CH

HMS H

Condigdo Ambiental

MS C

Porcentagem de Tempo em BA - 21 dias

25

20

|

15 4

10 +

Porcentagem de Tempo (%)

CH

HMS H

Condigdo Ambiental

MS C

Figura 11 — a) Frequéncia de Entradas em Bracos Fechados (BF) no LCE. b) Porcentagem de
Entradas em Bragos Abertos (BA) no LCE. ¢) Porcentagem de Tempo em Bracos Abertos (BA) no

Avali¢do de ratos aos 21 dias de idade. *=p<0,05.

LCE.

a.2) Grupos C50 x CH50 x H50 x HMS50 x MS 50

*

Ratos avaliados no LCE aos 50 dias de vida. As médias e LCE estdo expressas na

Tabela 5. A ANOVA Oneway nao foi capaz de revelar diferencas de médias entre

os Grupos (vide Figura 12).
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Tabela 5 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos avaliados no LCE

aos 50 dias de idade.

Porcentagem Porcentagem Frequéncia
Total BA Tempo Tempo de Tempo de
Cmpes || 1 BF | BA+BF) | (BATotal) | Centro BA | lempoBF BA End
(%) (%) Exploration
3,50 + 7,13 + 10,63 + 29,12 + 46,38 + 224,50 +
C50 29,89 + 4,42 15,46 £ 4,85 1,12+ 0,86
1,00 0,48 1,34 3,88 14,54 16,20
6,50 + 7,63 + 14,13 + 49,37 + 75,00 + 163,00 +
CH50 44,82 + 2,67 25,00 + 4,67 312+ 1,17
0,94 0,53 1,29 8,13 14,02 25,24
4,50 + 9,25+ 13,75 + 42,50+ 79,87 + 177,62 +
H50 29,42 +595 26,62 6,17 3,12+ 1,26
1,19 0,92 1,76 5,00 18,52 21,45
4,00 + 7,50 £ 11,50 + 48,50 + 66,12 + 185,38 +
HMS50 29,87 + 6,36 22,04 £5,93 1,12+ 0,44
1,07 0,78 1,51 9,85 17,80 22,23
2,62+ 7,62+ 10,25 + 50,00 + 39,87 + 210,13
MS50 24,93 + 4,87 13,29 £ 3,77 0,75 £ 0,49
0,56 1,02 1,19 9,75 11,32 12,09

Notas: Valores expressos em Média + EPM. BA: Bracos Abertos; BF: Bracos Fechados;
LCE: Labirinto em Cruz Elevado.
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Frequéncia de Entradas em BF - 50 dias Porcentagem de Entradas em BA - 50 dias Porcentagem de Tempo em BA - 50 dias
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Figura 12 — a) Frequéncia de Entradas em Bracos Fechados (BF) no LCE. b) Porcentagem de
Entradas em Bragos Abertos (BA) no LCE. ¢) Porcentagem de Tempo em Bracos Abertos (BA) no
LCE. Avalicao de ratos aos 50 dias de idade.

Uma observagdo importante a ser considerada é que a Figura 12c¢ (Grafico
de Porcentagem de Tempo em BA — 50 dias), nos mostra a grande variag@o entre
as médias dos Grupos H e HMS contra o Grupo MS - e C, em menor escala. Esta
variacdo ndo podde ser percebida pela ANOVA de uma via, o que gerou a

necessidade de se efetuarem andlises mais potentes, como serd visto na andlise “e”

(ANOVA two-way).

a.3) Grupos C70 x CH70 x H70 x HMS70 x MS 70

Ratos avaliados do LCE aos 70 (£1) dias de vida. As médias e EPM estao

indicados na Tabela 6.

A ANOVA Oneway nao revelou diferenca de médias entre os Grupos.
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Tabela 6 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos avaliados no LCE

aos 70 dias de idade.
Porcentagem
Porcentagem Frequéncia de
Total BA
Grupo BA BF Tempo Centro Tempo BA Tempo BF de Tempo BA End
(BA + BF) (BA/Total) :
(%) Exploration
(%)
3,89+ 184,44 +
C70 087 6,67+0,64 | 10,56+ 1,01 35,35+5,03 56,89 + 13,26 58,33+ 14,72 2081 19,44 + 4,90 2,78+ 1,26
3,77+ 190,62 +
CH70 7,61+0,43 11,38 £ 0,86 30,47 £4,52 55,61 £5,15 53,77+ 11,67 17,92 + 3,89 1,77 £ 0,66
0,78 12,41
393+ 176,36 +
H70 076 6,92+0,45 | 10,86+0,74 33,64 + 4,89 57,50 + 6,69 66,14 + 15,26 16,84 22,05 + 5,08 2,36+ 0,89
4,72+
HMS70 0.62 8,09+ 0,74 12,81+ 1,07 36,81+ 3,10 64,18 £ 3,96 77,45 £ 8,76 160,18 £ 9,97 25,82+£2,92 2,54+0,75
5,00+ 177,92 +
MS70 083 8,83+0,80 | 13,83+ 1,08 34,70 + 4,83 58,50 + 6,31 63,58 + 11,20 1430 21,19+ 3,74 2,92+0,77

Notas: Valores expressos em Média + EPM. BA: Bracos Abertos; BF: Bragos Fechados;

LCE: Labirinto em Cruz Elevado.

Numerode entradas
[=)]

Frequéncia de Entradas em BF - 70 dias

CH HMS H MS C

Condigdo Ambiental

35

Porcentagem de BA - 70 dias
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Condigdo Ambiental
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20
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Porcentagem (%)
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5

0

Porcentagem de Tempo em BA - 70 dias

CH HMS H MS

Condi¢do Ambiental

Figura 13 —a) Frequéncia de Entradas em Bracos Fechados (BF) no LCE. b) Porcentagem de
Entradas em Bragos Abertos (BA) no LCE. ¢) Porcentagem de Tempo em Bracos Abertos (BA) no

LCE. Avali¢do de ratos aos 70 dias de idade.

b) Anélises em funcdo da Idade, dentro de cada Condi¢dao Ambiental:

b.1) Condi¢do Ambiental C: Grupos C21 x C50 x C70

M¢édias e EPM encontram-se na Tabela 7.
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Mesmo que se possa observar aparente aumento das médias em BA e
Porcentagem de BA a medida em que ocorre o envelhecimento dos ratos desta
Condi¢cdo Ambiental C e embora haja uma tendéncia (F=2,829; p=0,077) em
relacdo as medidas de Tempo BA e Porcentagem Tempo BA, uma vez que os
ratos do Grupo Controle mais velhos aumentaram sua permanéncia nos BA, a

ANOVA Oneway nao revelou diferenca de médias nas categorias.

Tabela 7 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos da Condicdo

Ambiental Controle (C) avaliados no LCE aos 21, 50 e 70 dias de idade.

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

Porcentagem Frequéncia de
Total (BA + Porcentagem de
Grupo BA BF BA (BA/Total) Tempo Centro Tempo BA Tempo BF End

BF) Tempo BA (%)

(%) Exploration

C21 3,00 + 0,77 6,75 + 1,03 9,75 + 1,69 26,85 +4.81 54,42+ 9,78 22,92 +5,53 222,67 + 12,69 7,64 + 1,84 0,33 +0,14

C50 3,50 + 1,00 7,13 + 0,48 10,63 + 1,34 29,89 + 4,42 29,12+ 3,88 46,38 + 14,54 224,50 £ 16,20 15,46 £ 4,85 1,12+ 0,86

70 3,89 +0,87 6,67 + 0,64 10,56 + 1,01 35,35+5,03 56,89 + 13,26 58,33+ 14,72 184,44 + 20,81 19,44 +4,90 2,78 + 1,26

Notas: Valores expressos em Média + EPM. BA: Bracos Abertos; BF: Bracos Fechados;
LCE: Labirinto em Cruz Elevado.

b.2.) Condi¢do Ambiental CH: Grupos CH21 x CH50 x CH70
Os dados referentes as médias e EPM destes grupos encontram-se na Tabela 8.

A ANOVA revelou a existéncia de diferencas significativas nas categorias

BF e Porcentagem BA e Tempo BA, que foram apuradas por testagem post-hoc:

BF (F=3,478; p<0,05): o Grupo CH21 apresentou maior freqiiéncia de entradas
em BF que os dois Grupos mais velhos, indicando que uma maior ativa¢do motora

foi encontrada em ratos do Grupo CH avaliados aos 21 dias de vida.

Porcentagem BA (F=3,562; p<0,05): o Grupo CHS50 apresentou mais entradas
relativas em BA do que os Grupos CH21 e CH70.

Tempo BA (F=3,342; p<0,05): o Grupo CH21 despendeu significativamente

menos tempo explorando os BA do que o Grupo CH50.

Tabela 8 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos da Condicdo

Ambiental Controle do Handling (CH) avaliados no LCE aos 21, 50 e 70 dias de idade.
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Porcentagem Frequéncia
Total Porcentagem
BA Tempo Tempo de
Grupo BA BF (BA + Tempo BF | de Tempo BA
(BA/Total) Centro BA End
BF) (%) :
(%) Exploration
430+ | 0% | 13604 59104 | 3L10+ | 209804 | 1037%220
CH21 a 29,50 + 4,12 c 0,50 + 0,34
0,82 0,60 1,12 6,98 6,61 9,47
650+ | 763+ | H13% 4937+ | 7500+ | 163,00+
CH50 b 44,82 + 2,67 25,00 + 4,67 3,12+ 1,17
0,94 0,53 1,29 8,13 14,02 25,24
3,77+ 7,61 + 11,38 55,61 + 53,77 £ 190,62 +
CH70 30,47 £4,52 17,92 + 3,89 1,77 £ 0,66
0,78 0,43 0,86 5,15 11,67 12,41

Notas: a CH21>CHS50 e CH70; b CH50>CH21 e CH70; ¢ CH21<CH50 quando p<0,05; valores
expressos em Média + EPM. BA: Bragos Abertos; BF: Bragos Fechados; LCE: Labirinto em Cruz

b.3) Condi¢do Ambiental H: Grupos H21 x H50 x H70

Elevado.

A ANOV A ndo apontou haver diferencas estatisticamente significativas entre as

médias em relagd@o as categorias comportamentais avaliadas. As médias e EPM

encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9— Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos da Condi¢ao
Ambiental Handling (H) avaliados no LCE aos 21, 50 e 70 dias de idade.

Porcentagem Porcentagem Frequéncia de
Total (BA
Grupo BA BF BE) BA (BA/Total) Tempo Centro Tempo BA Tempo BF de Tempo BA End
+
(%) (%) Exploration
H21 490 +0,87 | 820+0,71 13,10+ 1,02 36,09 + 4,54 61,00 + 7,87 56,00 + 14,14 183,00 + 14,22 18,67 +4.,71 0,90 + 0,43
H50 450+ 1,19 | 9,25+ 0,92 13,75+ 1,76 29,42 + 5,95 42,50 + 5,00 79,87 + 18,52 177,62 £ 21,45 26,62 + 6,17 3,12+ 1,26
170 393+0,76 | 6,92+0,45 10,86 + 0,74 33,64 + 4,89 57,50 + 6,69 66,14 + 15,26 176,36 + 16,84 22,05+ 5,08 2,36+ 0,89

Notas: Valores expressos em Média + EPM. BA: Bracos Abertos; BF: Bracos Fechados;

LCE: Labirinto em Cruz Elevado.

Embora ndo tenha se configurado como diferenca significativa, pode-se

notar que em relagdo a categoria BF uma tendéncia de diferenca entre os Grupos

H50 e H70, que apresentou significancia limitrofe (F=3,199; p=0,56).
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b.4) Condi¢cdo Ambiental HMS: Grupo HMS21 x HMS50 x HMS70

A ANOVA Oneway ndo revelou a existéncia de diferencas entre os grupos

(médias e EPM expressos na Tabela 10).

Cabe considerar que o Tempo Centro apresenta uma tendéncia de aumento
em funcdo da idade em ratos do Grupo HMS, ainda que esta diferenca ndo tenha

alcancado significancia estatistica (F=2,88; p=0,073).

Tabela 10 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos da Condic¢ao

Ambiental Handling+Maternal Separation (HMS) avaliados no LCE aos 21, 50 e 70 dias de idade.

Porcentagem
Porcentagem Frequéncia de
Total (BA BA
Grupo BA BF Tempo Centro Tempo BA Tempo BF de Tempo BA End
+ BF) (BA/Total)
(%) Exploration
(%)
HMS21 4,09 + 8,82+0,94 | 12,90+ 1,21 30,63 + 4,45 44,27 + 6,00 60,45 + 10,53 195,27 + 7,65 20,15+ 3,51 1,91 + 0,76
0,78
HMSS0 4,00 + 7,50+0,78 11,50 £ 1,51 29,87 + 6,36 48,50 +9,85 66,12 + 17,80 185,38 + 22,04 £5,93 1,12+ 0,44
1,07 22,23
HMS70 4,72+ 8,09+0,74 | 12,81 +1,07 36,81+ 3,10 64,18 £ 3,96 77,45 £ 8,76 160,18 £ 9,97 25,82+£2,92 2,54+0,75
0,62

Notas: Valores expressos em Média + EPM. BA: Bracos Abertos; BF: Bracos Fechados;
LCE: Labirinto em Cruz Elevado.

b.5) Condi¢cdo Ambiental MS: Grupos MS21 x MS50 x MS70

Anlisando as médias e EPM (Tabela 11) dos grupos, encontrou-se que ele
divergiram em funcido de Tempo BA, Tempo BF e Porcentagem Tempo BA; os

post-hoc tests indicam diferencas entre:

Tempo BA (F=3,925; p<0,05): o Grupo MS21 permaneceu menos tempo no BA
que o Grupo MS70, indicando que esta medida de emocionalidade foi alterada
pela idade; quando os ratos que sofreram separacdo materna no periodo de

lactacdo ficaram mais velhos, passaram a permanecer mais tempo nos BA.

Tempo BF (F=5,402; p<0,05): o Grupo MS70 passou menos tempo da exploracao
dentro dos BF que os Grupos MS21 e MS50, ndo havendo diferencas entre esses
dois. Esta medida pode ser compreendida como complementar a anterior,

observando-se que ndo houve variagdo significativa no Tempo Centro.
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A ANOVA demonstrou ainda haver diferenca significativa em relagdo a
freqiiéncia de exploracdo do ultimo quarto dos BA (End-exploration). O teste
post-hoc revelou que os ratos do Grupo MS70 efetuaram mais este
comportamento que os ratos MS21 e MS50 (F=4,201 p<0,05), mais uma vez nao
havendo diferenca entre estes. A diferenca entre os Grupos em relacio a BA

atingiu p=0,060 (OneWay ANOVA, F=3,110).

Tabela 11 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos da Condic¢ao

Ambiental Maternal Separation (MS) avaliados no LCE aos 21, 50 e 70 dias de idade.

Porcentagem
Porcentagem Frequéncia de
Total (BA BA Tempo
Grupo BA BF Tempo BA Tempo BF de Tempo End
+ BF) (BA/Total) Centro
BA (%) Exploration
(%)
a
MS21 3,17 +0,59 7,75 + 0,89 10,92 + 1,11 27,56 + 4,85 42,33 +5,55 | 28,67 +5,60 229,00 + 7,40 9,55 + 1,87 0,83 + 0,42
MS50 2,62+0,56 7,62+ 1,02 10,25 £ 1,19 24,93 + 4,87 50,00 £ 9,75 39,87+ 11,32 210,13 £ 12,09 13,29 £ 3,77 0,75 £ 0,49
b c
MS70 5,00+ 0,83 8,83 +0,80 13,83 £ 1,08 34,70 £ 4,83 58,50 £ 6,31 63,58 £ 11,20 177,92 + 14,39 21,19+ 3,74 2,92 +0,77

Notas: a MS21<MS70; b MS70>MS21 e MS50; ¢ MS70>MS21 e MS50 quando p<0,05; valores
expressos em Média + EPM. BA: Bragos Abertos; BF: Bragos Fechados; LCE: Labirinto em Cruz
Elevado.

Outras andlises realizadas

Sabe-se que o aumento do ndmero de varidveis do projeto aumenta
dramaticamente o nimero de fontes de variacdo no mesmo. Com muitas Varidveis
Independentes (VI's) — como € o caso deste projeto — , sdo testados muitos efeitos
diferentes, contra muitas hipdteses nulas diferentes, o que aumenta a
probabilidade de se cometerem erros do Tipo 1'. Por isso é importante utilizar o
bom senso ao analisar dados de pesquisas com muitas varidveis (Dancey e Reidy,
2008; p. 333-4). Por esta razdo, os grupos foram divididos em fungdo: da
Condi¢cdo Ambiental durante a lactacdo; e da idade em que foram avaliados no

LCE.

! Um erro de Tipo I (ou Falso Positivo) consiste em rejeitar uma hipétese nula que é verdadeira, ou

seja, chegar a um resultado que tem significancia estatistica quando na verdade a diferenca pode ser devida ao
acaso. (Dancey e Reidy, 2008).



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912442/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

64

c¢) Analises por Condicdo Ambiental

Além das andlises dentro de grupos de mesma Idade ou mesma Condi¢do
Ambiental, também foram efetuadas andlises entre ratos de diferentes Condigdes
Ambientais, agrupados em funcdo de sua pertengca a um dos cinco grupos: C, CH,

H, HMS ou MS.

Esta andlise visou a compreensao dos efeitos das manipulacdes no periodo

de lactacdo dos ratos, independente da idade em que foram avaliados.

c.1) Condi¢des Ambientais C x CH x H x HMS x MS

A ANOVA Oneway revelou a existéncia de diferencas significativas em
todas as categorias comportamentais avaliadas, exceto no tempo de centro, que

foram apuradas por testagem post-hoc:

Tempo BA (F=2,988; p<0,05): o Grupo C despendeu significativamente menos
tempo explorando os BA do que os Grupos H e HMS, representando
comportamento mais indicativo de ansiedade, quando evita os BA. Nao houve

diferenca significativa em compara¢do com o Grupo MS.

J4 o Grupo MS apresentou significativa diferenca em relacdo aos Grupos
H e HMS, passando menos tempo que eles nos BA. Este dado pode traduzir uma
possivel reducdo da ansiedade provocada pela manipulacdo recebida pelos

animais H e HMS no periodo de lactacdo.

Tempo BF (F=2,737; p<0,05): as andlises post-hoc revelaram haver diferencas
entre Grupos de maneira idéntica ao item anterior, tendo os animais do Grupo C
passado mais tempo que os do H e HMS nos BF, e o Grupo MS, diferindo dos
ratos dos Grupos H e HMS, estes ultimos apresentando menor tempo de

permanéncia no BF que os ratos MS, porém sem diferenca entre si.

Porcentagem Tempo BA (F=2,989; p<0,05): as andlises de post-hoc revelaram

haver diferencas entre Grupos de maneira idéntica aos itens anteriores.

Podemos atentar para a comparagdo, nesta categoria, entre os Grupos MS
e HMS, onde o procedimento de handling foi capaz de alterar respostas

emocionais de ratos avaliados no LCE.
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Tabela 12 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos das Condi¢des

Ambientais avaliados no LCE, independente da idade da submissao ao teste comportamental.

Porcentagem Porcentagem Frequéncia de
Condigao Total (BA
BA BF BA (BA/Total) | Tempo Centro Tempo BA Tempo BF de Tempo BA End
Ambiental + BF)
(%) (%) Exploration
a a a
C 341+0,49 6,83 +£0,48 10,24 £ 0,83 30,33 £2,79 48,21 +£6,10 40,38 + 6,87 211,31+£9,71 13,46 +£2,29 1,31+0,48
CH 4,64+0,51 8,16+ 0,32 12,80+ 0,63 33,86 + 2,62 55,13 + 3,69 51,94+ 6,94 189,68 £ 9,13 17,31 £2,31 1,71 +£0,45
H 437+0,51 7,90 + 0,40 12,28 0,65 33,35+2,90 54,84 +£4,12 66,41 +£9,10 178,75+ 9,83 22,14 +3,03 2,09 +0,52
HMS 4,30+ 0,45 8,20+ 0,48 12,50+ 0,70 32,69 + 2,58 52,70 +£3,94 68,20 + 6,78 179,77 £7,74 22,73 +£2,26 1,93 +0,41
b b b
MS 3,72+0,43 8,12+ 0,50 11,84 £ 0,69 29,58 £2,85 50,31 £ 4,02 44,56 + 5,98 205,12 + 7,69 14,85+ 1,99 1,59 +0,39

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

Notas: a C<H e HMS; b MS<H e HMS quando p<0,05; valores expressos em Média + EPM. BA:
Bracos Abertos; BF: Bracos Fechados; LCE: Labirinto em Cruz Elevado.

d) Andlises por Idade

Os dados também foram avaliados em funcdo das idades em que os animais foram
apresentados ao LCE. Os testes comportamentais foram efetuados quando os ratos
tinham 21, 50 e 70 (+ 1) dias de vida. As comparagdes a seguir buscam
compreender se o fator idade de avaliagdo pode representar uma varidvel

importante no estudo da emocionalidade.

d.1) Idades 21 dias x 50 dias x 70 dias

As seguintes categorias comportamentais apresentaram diferenga significativa
(vide médias e EPM na Tabela 13) em relacdo a idade de avaliacdo no LCE. Os

testes post-hoc foram administrados.

Tempo Centro (F=4,475; p<0,05): os ratos avaliados aos 50 dias apresentaram
menor tempo de exploracdo e permanéncia do centro do LCE que os ratos mais

velhos.

Tempo BA (F=6,275; p<0,05): os ratos do Grupo 21 passaram menos tempo
explorando os BA do que os ratos mais velhos, ndo havendo diferengas entre os

Grupos 50 e 70.

Tempo BF (F=5,736; p<0,05): os ratos do Grupo 21 despenderam mais tempo
dentro dos BF que os ratos do Grupo 70 dias.
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Esta medida, em conjunto com a anterior, pode indicar que o LCE é mais

aversivo para os ratos mais jovens.

Porcentagem Tempo BA (F=6,275; p<0,05): os ratos avaliados no Labirinto aos
21 dias passaram menos tempo relativo nos BA que os Grupos 50 e 70 dias, ndo
havendo, porém, diferenca entre estes. Esta medida vai ao encontro das anteriores,

apontando que os ratos mais jovens evitam mais os BA que os mais velhos.

End-exploration (F=5,881; p<0,05): os ratos avaliados no Labirinto aos 21
apresentaram menos visitas as extremidades dos BA que os ratos do Grupo 70,

porém ndo existindo diferenga em relacdo aos ratos avaliados com 50 dias.

Tabela 13 — Dados comportamentais nas diferentes categorias analisadas de ratos das Condi¢des

Ambientais avaliados no LCE aos 21, 50 e 70 dias, independente da Condi¢do Ambiental.

Porcentagem
dade de Porcentagem Frequéncia de
Total (BA BA
valiacdo BA BF Tempo Centro Tempo BA Tempo BF de Tempo BA End
+ BF) (BA/Total)
10 LCE (%) Exploration
(%)
] b C b C
21 dias 3,84 +0,34 8,11 £0,39 11,95+ 0,59 29,92 +2,03 51,80 £ 3,37 39,18 £ 4,31 209,02 +5,09 13,06 + 1,44 0,89 £ 0,21
a
50 dias 4,23 +0,46 7,83 £0,35 12,05 + 0,66 31,79 £2,39 43,90 + 3,51 61,45 +7,02 192,12+£9,19 20,48 £2,34 1,85+0,42
70 dias 425+0,34 7,64 £0,28 11,90 + 0,44 34,01 +£2,01 58,44 + 3,08 63,81 £5,62 178,03 £ 6,65 21,27+ 1,87 2,44 £ 0,37

Notas: a 50 dias<70 dias; b 21 dias<50 e 70 dias; ¢ 21dias>70 dias quando p<0,05; valores
expressos em Média + EPM. BA: Bragos Abertos; BF: Bragos Fechados; LCE: Labirinto em Cruz
Elevado.

e) Andlises em funcdo da divisdo dos grupos quanto a: idade, manuseio e

separacdo materna de 3h de duracdo.

Nesta avaliacdo, diferente das anteriores, buscou-se conhecer o comportamento de
uma varidvel em fun¢do da outra. Desta maneira, através de um recorte nos grupos
(onde se excluiu o Grupo CH, em funcdo das indicagdes de resultados obtidos
pelas ANOV As de uma via, anteriores), foram analisados os grupos HMS, MS, H
e C (Tabela 14).

Tabela 14 — Alocagdo das Condi¢cdes Ambientais em funcdo do Manuseio e da Separagdo materna.

Manuseados (H)

Sim Nio
Separados por ‘ Sim HMS MS
3h(MS) | Ndo H C
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Assim, os grupos anteriores passam a ter outra denominagao:
HMS = Manuseado e Separado
H = Manuseado e Nao separado
MS = Niao manuseado e Separado

C = Nao manuseado e Nao separado

Para esta andlise, a partir do que foi enontrado nas ANOVAs de uma via,
somente trés categorias comportamentais foram analisadas: BF, Porcentagem BA
e Porcentagem Tempo BA. Esta escolha foi baseada no fato de que estas
categorias sdo bastante sedimentadas na literatura do estudo da emocionalidade no

LCE (Cruz, Frei e Graeff, 1994; Scarpelli et al. 2008).

Nesta andlise, a ANOVA de duas vias demonstrou ndo haver diferencas
significativas entre os grupos na categoria que indica as entradas em BF (Figura
14). Em relagdo a categoria Porcentagem de entradas em BA (divisdo do nimero
de entradas em BA pelo nimero total de entradas em BA e BF), também ndo foi

encontrada diferenca significativa entre os grupos (Figura 15).

J4 no que tange a avaliacdo da Porcentagem de Tempo em BA (divisdo do
tempo absoluto em BA pelo tempo total de sessdo, que € de 300 segundos, ou 5
minutos), diferencas significativas puderam ser observadas entre os animais

avaliados no LCE aos 21 dias e aos 50 dias de vida.

A ANOVA two-way revelou que os animais que receberam manuseio no
periodo de lactacdo despenderam mais do tempo total explorando os BA do que
os animais que ndo foram manuseados (F=2,142; p<0,05), independente da
ocorréncia do procedimento de separagdo materna (Figura 16). Este padrao pode
ser observado fortemente nas idades de 21 e 50 dias. A ANOVA revelou ainda
efeitos em relacdo a idade (F=4,273; p=0,016) e a manipulacio (F=11,034;

p=0,001). Nao houve qualquer efeito da separacdo materna.
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Figura 14 — Frequéncia de Entradas em Bragos Fechados (BF) no LCE em ratos separados e ndo
separados na ausencia e presenca de Manuseio. Animais testados aos 21, 50 e 70 dias.
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Figura 15 — Porcentagem de Entradas em Bragos Abertos (BA) no LCE em ratos separados e ndo
separados na ausencia e presenca de Manuseio. Animais testados aos 21, 50 e 70 dias.
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Figura 16 — Porcentagem de Tempo em Bracos Abertos (BA) no LCE em ratos separados e ndo
separados na auséncia e presenca de Manuseio. Animais testados aos 21, 50 e 70 dias. *=p<0,05.
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Outro recorte realizado foi o executado promovendo-se a retirada dos
animais que foram analisados aos 70 dias de vida. Este recorte foi experimentado
em vista dos resultados encontrados a respeito dos animais avaliados aos 21, 50 e
70, onde os efeitos comportamentais dos animais avaliados no LCE aos 21 e 50
dias mostraram-se interessantes (Figuras 15 e 16), cabendo uma investigacao mais
detalhada, uma vez que as ANOVAs de uma via nem sempre puderam ter forca

para demonstrar estatisticamente os efeitos encontrados.

Desta maneira, mantendo-se mais especificamente os animais avaliados
aos 21 e 50 dias, e novamente realizando uma ANOVA de duas vias, foi possivel
investigar as interacdes e padrdes em funcdo da condi¢do ambiental durante a

lactacdo e as idades de avaliagdo no LCE.

Mais uma vez, ndo houve diferenca significativa entre os grupos em
relacdo a freqiiéncia de entradas em BF (Figura 17a). O mesmo ocorreu com a

variavel Porcentagem de entradas em BA (Figura 17b).

Entretanto, mantendo o mesmo padrdao observado na andlise anterior, em
relacdo a Porcentagem de Tempo em BA (Figura 17c), os animais manuseados, de
21 e 50 dias, mostraram padrio comportamental significativamente diferente
daqueles que ndo foram manuseados durante a lactacdo (F=2,684; p<0,05). Ficou
claro o forte efeito de manipulacdo (F=13,246; p<0,01) e foi limitrofe o efeito
idade (F=3,515; p=0,065). Mais uma vez, ndao houve efeito da separacdo materna

que fosse estatisticamente significativo.
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Figura 17- a) Frequéncia de Entradas em Bracos Fechados (BF) no LCE. b) Porcentagem de Entradas em
Bracos Abertos (BA) no LCE. c¢) Porcentagem de Tempo em Bragos Abertos (BA) no LCE. Avalicdo de ratos
separados e ndo separados na auséncia e presenca de Manuseio. Animais testados aos 21 e 50 dias. *=p<0,05.
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8

Discussao

Uma série de trabalhos aponta os efeitos de manipulacdes realizadas durante fases
iniciais do desenvolvimento, como no periodo da lactacdo, por exemplo, na
emocionalidade e em outras fungdes cognitivas; porém ha ainda insuficiente
informacdo sobre como esses efeitos podem interagir de acordo com diferentes

periodos do desenvolvimento (Rocinholi e Landeira-Fernandez, 2010).

Neste sentido, para esta pesquisa, foi pensado um desenho experimental
que desse conta de investigar esta interacdo com a idade, a0 menos nas primeiras
10 semanas de vida dos animais. As andlises realizadas dentro de cada uma das
cinco Condicdes Ambientais e as que investigaram os efeitos de interacdo
puderam mostrar diferencas comportamentais, como foi visto na se¢do anterior e
serd mais detalhadamente interpretado e discutido a seguir, com comentérios

sobre os resultados obtidos nas diferentes analises realizadas.

8.1
Resultados por Analise efetuada

a) Andlises em funcdo da Condicdo Ambiental, fixadas as idades de avaliacdo no

LCE:

a.1) Gupos C21 x CH21 x H21 x HMS21 x MS21
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O Grupo C21 despendeu significativamente menos tempo explorando os BA do
que os Grupos H21 e HMS21, representando comportamento mais indicativo de
ansiedade, quando evita os BA. J4 o Grupo MS21 apresentou significativa
diferenca em relacdo aos Grupos H21 e HMS21, passando menos tempo que eles
nos BA; entretanto, ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao Grupo
C21, embora tenha explorado menos os bracos abertos do Labirinto. Outra
diferenca encontrada foi entre os Grupos CH21 e HMS21, onde o segundo

explorou mais o BA que o primeiro.

O Grupo C21 passou mais tempo explorando os BF que os Grupos H21 e
HMS21 (em relagdo a este utlimo, p=0,066); a diferenca em relacdo ao grupo
MS21 ndo foi significativa. O Grupo MS21 explorou por mais tempo os BF que
os Grupos H21 e HMS21, indicando que a manipulagdo (handling) foi capaz de
alterar esta medida comportamental, mesmo que, em relacdo ao Grupo HMS21,

tenha havido também separa¢do materna.

O Grupo C21 apresentou menos tempo relativo de permanéncia em BA
que os Grupos H21 e HMS21. Mais uma vez, ndo houve diferenca significativa
em relacdo aos animais do Grupo MS21. O Grupo HMS21 apresentou diferenca
significativa em relagcdo a todos os outros, em excecdo ao Grupo H21, passando
mais tempo relativo nos BA. O Grupo MS21 passou menos tempo relativo nos

BA que os Grupos H21 e HMS21.

Aos 21 dias, ndo houve diferenca entre os grupos CH e H. Isto pode
significar que o fato de ter recebido o procedimento de handling ndo promoveu
alteracdes comportamentais em comparacdo com o simples fato de ter sido
manipulado na lactagcdo, sem que se tenha recebido o procedimento. No entanto,
nas categorias comportamentais indicativas de menor ansiedade, este Grupo (CH),
ndo se mostrou diferente do Grupo C, nas avaliagdes por Grupo levando em conta

a sessdo integral.

De um modo geral, os resultados relativos aos Grupos H21 e HMS21
indicam que o handling foi capaz de alterar esta medida comportamental
relacionada com a ansiedade (Plotsky e Meaney, 1993): animais menos ansiosos
(pelo conflito causado por este aparato naturalistico) tendem a explorar mais o0s

BA, seja em termos absolutos ou relativos.
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Este resultado estd coerente com o encontrado em muitos estudos
anteriores, especialmente os que se referem aos elevados niveis de comportamento
exploratério em novos ambientes, com menor ansiedade (Ruil et al. 1999;

Diamond 2001; Beaney et al. 2002; Cirulli et al. 2010).

a.2) Grupos C50 x CH50 x H50 x HMSS50 x MS 50

Nao houve diferenca significativa entre os Grupos, avaliados com 50 dias
de vida através de uma ANOVA de uma via. Em virtude de os Gréficos (Figuras
10a, b, c) referentes aos animais de 50 dias mostrarem desenhos gréaficos
indicativos de uma tendéncia — no que tange especificamente a medida
Porcentagem de Tempo de BA —, estas andlise foram refeitas por ANOVAS de
duas vias, buscando a investigacdo da interacdo entre os fatores manuseio,
separacdo materna e idade, como serd visto em momento posterior desta

Discussao.

a.3) Grupos C70 x CH70 x H70 x HMS70 x MS 70

Nao houve diferenca significativa entre os Grupos, avaliados com 70 dias

de vida.

Comparando as andlises “a.1” e “a.3” as diferencas percebidas aos 21 dias
ndo se mantiveram ao longo do tempo, indicando que as manipulacdes efetuadas
na lactacdo ndo configuraram um efeito de longo prazo no comportamento

emocional destes ratos.

Esta informacdo € bastante relevante quando a proposta deste trabalho é
avaliar uma forma de Modelagem Animal para o estudo das influéncias que as
experiéncias infantis podem exercer sobre a emocionalidade na vida adulta. No
modelo animal aplicado, pareceu haver um efeito apenas inicial (nas idades
tenras), que diminuiu ao longo do tempo, cessadas as manipulacdes. Como os
ratos sdo avaliados apenas com 50 e 70 dias, ndo foi possivel, neste trabalho,
observar exatamente quando as experi€ncias iniciais deixaram de influenciar o

comportamento.
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Aqui € importante mencionar que numa andlise clinica com seres humanos
jovens e adultos é bastante explicito que as experiéncias emocionais, sejam elas
positivas (como suporte social, estabelecimento de apego seguro, estimulacio
ambiental) ou negativas (abuso, negligéncia, entre outras) ndo cessam apos O
termino da primeira infancia. Se isto ocorrer, em raros casos se dd de forma

estanque e repentina, como € o que acontece neste desenho experimental.

A influéncia mais forte das experiéncias iniciais na emotividade de seres
humanos, como amplamente apresentado nesta Dissertacdo, do que a percebida
através dos dados deste trabalho com animais (roedores) demonstra a grande
complexidade do aparato cognitivo-emocional humano, que n3o pode ser

completamente modelado.

b) Anélises em funcdo da Idade, dentro de cada Condi¢do Ambiental:
b.1) Grupo C: Grupos C21 x C50 x C70

Foi observada uma tendéncia de variagdo entre os ratos Controle de
diferentes idades quanto ao BA (nimero absoluto e relativo de entradas, tempo de
permanéncia, absoluto e relativo), porém sem significancia estatistica (talvez pelo
nimero pequeno do n neste grupo). Esta tendéncia pode também ser explicada
pelo resultado da andlise por Idade, independente do grupo experimental (ver

andlise no item d.1, na secdo Resultados).

b.2.) Grupo CH: Grupos CH21 x CH50 x CH70

O comportamento dos ratos do Grupo CH pode estar refletindo apenas a
maior ativacdo motora de ratos jovens e sua posposicao em relacdo aos BA, o que

pode ser visualizado na andlise por Idade.

b.3) Grupo H: Grupos H21 x H50 x H70

O Grupo H nao apresentou diferenca significativa ao longo do tempo.

b.4) Grupo HMS: Grupos HMS21 x HMS50 x HMS70
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Sem diferencas significativas para o Grupo HMS em diferentes idades.

b.5) Grupo MS: Grupos MS21 x MS50 x MS70

As diferencas significativas encontradas no Grupo MS podem estar
traduzindo o comportamento de ratos de diferentes idades. Porém, como essas
diferencas ndo foram encontradas nos Grupos H e HMS, podemos sugerir que o
handling foi capaz de mediar a influéncia da idade: em ratos de todos os grupos,
analisados por Idade, os mais jovens tiveram uma tendéncia maior a evitar os BA
e preferir os BF, comportando-se de maneira dispare em relagdo aos mais velhos,
e esta diferenca entre idades nio foi confirmada para os grupos que receberam a
manipulacdo handling. Esta sugestdo deve ser investigada em estudos futuros,

para que seja ou ndo refutada.

¢) Anélises por Condicdo Ambiental (sem que se separassem em diferentes idades

de avalia¢do no LCE)

c.1) Grupos C x CH x H x HMS x MS

O Grupo C despendeu significativamente menos tempo (absoluto e relativo)
explorando os BA do que os Grupos H e HMS, representando comportamento
mais indicativo de ansiedade, quando evita os BA. J4 o Grupo MS apresentou
significativa diferenca em relacdo aos Grupos H e HMS, passando menos tempo
(absoluto e relativo) que eles nos BA. Este dado pode traduzir uma possivel
reducdo da ansiedade provocada pela manipulacdo recebida pelos animais H e
HMS no periodo de lactacdo. Ao mesmo tempo, como ndo houve diferenca
significativa na comparacdo dos Grupos C e MS, podemos inferir que o
procedimento de separacdo materna ndao foi capaz de modelar uma experiéncia

aversiva na infancia que pudesse elevar os niveis de ansiedade.

Esta observacdo ¢ também de suma importincia para este estudo. A
relevancia clinica da investigagdo das experi€ncias infantis negativas (como o
abuso, a negligéncia e o estabelecimento de vinculos inseguros) estd em saber de

que maneira elas alteram a emocionalidade, levando ao desenvolvimento de
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doencas mentais. O protocolo de separacdo materna utilizado neste estudo ndo
mostrou grande validade na tentativa de constru¢do de um modelo animal para
representar a influéncia de experi€ncias negativas no comportamento emocional.
Este resultado estd de acordo com a literatura, que aponta existirem muitos
modelos diferentes de separacdo materna e, além disso, muitos resultados
incoerentes entre os trabalhos efetuados usando este paradigma (Lehman e

Feldon, 2000).

Podemos atentar para a comparacdo, nas categorias referentes aos BA,
entre os Grupos MS e HMS, onde o procedimento de handling foi capaz de alterar
respostas emocionais de ratos avaliados no LCE. Os grupos HMS exploraram
mais os BA que os ratos MS, indicando que o handling alterou medidas
relacionadas a ansiedade (Ruil et al. 1999; Diamond 2001; Beaney et al. 2002;
Cirulli et al. 2010).

Os animais do Grupo C passaram mais tempo que os do H e HMS nos BF.
O Grupo MS diferiu dos ratos dos Grupos H e HMS, que apresentaram menor
tempo de permanéncia no BF que os ratos MS, porém sem diferenca entre si.
Estes dados apontam no sentido de que o handling também foi capaz de alterar
medidas de locomoc¢do, quando realizada esta andlise entre todos os animais das
cinco Condi¢cdes Ambientais, independente da idade de avaliagdo no LCE. Sabe-

z

se, entretanto, que € importante que se facam andlises de interacdo, o que foi

(193]

atendido pela andlise “e”, apresentada em momento posterior.

d) Andlises por Idade (sem que se separassem em Condicdes Ambientais)
d.1) Idades 21 dias x 50 dias x 70 dias

Os resultados em BA e BF indicam que o LCE foi mais aversivo para os
ratos mais jovens. Os ratos avaliados no Labirinto aos 21 dias passaram menos
tempo relativo nos BA que os Grupos 50 e 70 dias, ndo havendo, porém, diferenca
entre estes. Esta medida vai ao encontro das anteriores, apontando que os ratos

mais jovens evitam mais os BA que os mais velhos.
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e) Andlises em funcdo da divisdo dos grupos quanto a idade, manuseio e

separacdo materna de 3h de duracdo.

Nestas andlises, que funcionaram como um recorte possivel dentro dos grupos e
varidveis comportamentais analisadas, os dados estdo se referindo apenas as
modalidades comportamentais freqiiéncia de entradas em BF, porcentagem de

entradas e de tempo em BA.

e.l) Manuseio X Separacdo Materna X Idades (Grupos HMS, H, MS e C, de todas

as idades)

Analisando animais das trés idades, diante dos resultados referentes aos BF, ndo
houve alteracdo do comportamento motor que possa ser devido as Condicoes
Ambientais durante a lactacdo: os procedimentos efetuados (manipulacdo e

separa¢do materna) ndo promoveram efeitos na ambulacdo dos animais.

Em relacdo as medidas de emocionalidade, somente foram encontradas
variagoes significativas na medida Porcentagem de Tempo nos BA. Este resultado

serd discutido a seguir.

e.2) Manuseio X Separacdo Materna X Idades de 21 e 50 dias (Grupos HMS, H,
MS e C, nas Idades 21 e 50 dias)

Nesta andlise ficou novamente explicita a auséncia de efeito motor ou de
ambulagdo, uma vez que ndo foram encontradas diferencas significativas entre os

grupos analisados a respeito do numero de entradas em BF.

Da mesma maneira, o procedimento de separacdo materna mostrou-se
ineficaz para promover alteracdes comportamentais nos ratos destes grupos,

independente da ocorréncia simultanea de manuseio durante a lactag@o.

De forma intrigante, o manuseio foi capaz de alterar seletivamente apenas
uma das duas medidas relacionadas a ansiedade: a porcentagem de tempo nos BA.
A literatura correlata a investigagdo da emocionalidade de ratos no LCE nos traz
muitos exemplos de alta taxa de ocorréncia de comportamento alterado em ambas

as medidas (Porcentagem de entradas e Porcentagem de Tempo em BA), em
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diversas linhas de pesquisa diferentes, com diferentes VI's* manipuladas e ratos

avaliados em idades diversas (Scarpelli et al. 2008; Cruz et al. 1994, entre outros).

Entretanto, também podem ser encontrados trabalhos em que o padrdo de
diferencas foi semelhante ao encontrado nesta pesquisa: as diferengas entre os
grupos ocorreram apenas na Porcentagem de Tempo de BA, sem extensdo dos
efeitos para a Porcentagem de Entradas em BA (Liebsh et al. 1998; Holmes et al.,
2003; Bailey e Crawley, 2009; Matsuto et al., 2009.). Por exemplo, o estudo de
Liebsch e colegas (1998) verificou que ratos das Linhagens LAB (Low-anxiety
behavior) e HAB (High-anxiety behavior), com administracio ou ndao de
Diazepam (uma medicacdo ansiolitica) comportaram-se de maneiras diferentes
nas duas categorias comportamentais citadas acima. Os ratos LAB que receberam
a medicacdo apresentaram uma diferenca comportamental em relacdo aos ratos
LAB sem medicacdo apenas na Porcentagem de Tempo em BA. Os autores se
posicionam em relacdo a esta variabilidade defendendo que a resposta de
ansiedade e a prépria resposta a medicacdo ansiolitica sdo extremamente
complexas, inclusive dependentes de padrdes genéticos determinantes dos niveis

basais de ansiedade; apontam que sdo necessdrios mais estudos para examinar

estes padroes dispares entre as duas medidas.

Matsuto e colegas (2009), também analisando comportamentos de animais
de diferentes linhagens, encontraram as varia¢des de respostas no LCE: ndo houve
efeito entre os grupos na porcentagem de entradas em BA, mas houve na
porcentagem de tempo de exploracdo dos BA. Como neste estudo outros
paradigmas de avaliacdo da ansiedade foram aplicados, foi possivel uma melhor
discussdo sobre estes efeitos: como nio foram encontradas diferencas em relagdo
a outras medidas de emocionalidade indicativas de menor ansiedade (como a
exploracdo do centro do campo aberto e das dreas claras do paradigma claro-
escuro), estes autores concluiram que as diferencas comportamentais entre as
linhagens estudadas podem sugerir diminuicdo da ansiedade como uma

consequéncia, embora o efeito seja sutil, se houver.

Um ponto a ser considerado para ampliar a discussdo sobre esta diferenca

€ o fato de o handling afeta o comportamento exploratério dos animais

* VI: Varidvel Independente
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(Denenberg 1999), o que pode trazer um dado a mais sobre o comportamento dos

animais manipulados no LCE.

Nesta andlise, ficou bastante claro o efeito do procedimento de handling
(manipulacdo) na emocionalidade dos animais, quando testados no LCE. O
resultado de rebaixamento do comportamento ansioso encontrado estd de acordo
com o documentado em trabalhos anteriores (Plotsky e Meaney 1993; Ladd et al.
2000; Francis et al. 1999; Caldji et al. 1999), indicando que o handling é capaz de

reduzir reacdoes de medo em ambientes novos.

O efeito redutor de ansiedade do handling pode ser observado em varias
das andlises anteriores, sugerindo que uma manipulagdo durante o
desenvolvimento pode provocar alteracdes no comportamento emocional de ratos.
Estes efeitos comportamentais sdo acompanhados por efeitos neurobioldgicos
correspondentes (Kaufman et al 2000), que estiveram, neste momento, a parte dos

objetivos desta pesquisa.

A questdo de reversibilidade ou interagdao que buscou ser acessada com o
grupo HMS (manipulado e separado) ainda estd em discussao (Francis et al. 2002;
Pryce et al. 2001; Heim e Nemeroff 2001). Os dados encontrados nesta pesquisa
de Mestrado — em especial os das andlises “a” dos animais de 21 e 50 dias —
revelaram dados curiosos sobre este grupo. Como pdde ser visto nas Figuras 11b,
11c e 12¢c e na Tabela 4, os ratos HMS21 diferiram dos ratos MS21 e H213,
comportamento que sugere ser resultante da aplicacdo das duas manipulacdes de
forma simultanea. Estudos mais detalhados sobre este grupo seriam interessante

para contribuir nesta discussao.

8.2
Resultados relativos ao procedimento de separacao materna

O protocolo de separacdo materna utilizado (separacdo por 3horas didrias nas

primeiras duas semanas de vida dos animais MS e HMS) ndo se mostrou capaz de

? Diferenca significativa em: H21 e HMS21 > MS21 no Tempo de BA; H21 e HMS21< MS21 no
Tempo de BF; HMS21 > MS na Porcentagem Tempo BA; (p<0,05); diferenca indicativa de
tendéncia em Porcentagem Tempo BA (50 dias) e Porcentagem Entradas BA (21 dias).
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alterar — negativamente — o comportamento emocional dos animais avaliados: os
animais MS e HMS ndo se mostraram mais ansiosos que os outros quando

avaliados no LCE, nas trés idades avaliadas.

Embora o procedimento de maternal separation seja largamente apontado
como influente para alteracdes morfofuncionais no SNC — em especial alterando a
funcdo do eixo HPA — os efeitos comportamentais ndo puderam ser observados

nesta pesquisa.

Desta maneira, conclui-se que o protocolo adotado neste procedimento
experimental ndo foi suficientemente bom para servir como um modelo animal da

associacdo entre negligéncia e doenga mental nestes animais estudados.

E preciso indicar, entretanto, que os efeitos comportamentais da separagdo
materna freqiientemente apresentam-se como contraditérios (Lehmann e Feldon
2000), e que muitas vezes o comportamento emocional avaliado € o referente a
depressao (como o uso do paradigma de Nado forcado, por exemplo — Aisa et al.

2007). Nesta pesquisa, o comportamento estudado foi o relativo a ansiedade.

Além disso, os resultados ndo significativos obtidos com os animais em
relacdo ao procedimento de separacdo materna encontra espago na literatura da
area, que demonstra haver grande inconsisténcia de resultados em relacdo a este
procedimento, no que tange aos efeitos sobre a emocionalidade (Newport et al.
2002); enquanto alguns trabalhos apontam que o procedimento de separacdo
materna € capaz de promover alteracdes comportamentais posteriores a lactacao
(Heim e Nemeroff 2001; Ladd et al. 2000; Aisa et al. 2007; Lippmann et al. 2007;
Lee et al. 2007), outros argumentam que ela se mostra ineficaz (Caldji et al. 1999;

Mclntosh et al. 1999; Marais et al. 2008; Aisa et al. 20084; Cirulli et al. 2010).

Em relacdo aos estudos que apontam a critica a validade e aplicabilidade
deste modelo para o estudo das implicacdes da infancia para a emocionalidade,
pode-se destacar o trabalho de Lehmann e Feldon (2000), que, a0 promover uma
extensa revisdo sobre os efeitos biocomportamentais da separagdo materna,
apontam para a grande inconsisténcia de protocolos e resultados. Estes autores

defendem, entre outros pontos, que o termo “separacao materna’” mostra-se como

* Neste estudo, os resultados referem-se ao Labirinto em Cruz Elevado; foi encontrada diferenca
significativa no paradigma de nado for¢ado, modelo animal para o estudo da Depressao.
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um termo coletivo para uma variedade de manipulacdes experimentais

extremamente diferentes umas das outras.

Um outro ponto que pode ser considerado nesta discussdo é que uma
experiéncia estressante ndo pode ser considerada como sendo necessariamente
negativa, uma vez que representa uma resposta fisiologica adaptativa aos perigos
aos quais todos os individuos sdo expostos (Lupien et al. 2009; Cirulli et al.
2010), aumentando a regulacdo excitatoria e gerando resiliéncia (Lyons et al.

2010).

8.3
Consideracoes criticas

Algumas consideracdes criticas podem ser feitas ao desenho experimental

utilizado e as andlises estatisticas efetuadas para analisar os dados.

O desenho experimental deste projeto € complexo e inclui muitos grupos e
niveis diferentes de varidveis independentes. Como foi explicitado anteriormente,
esta caracteristica aumenta o nimero de fontes de variacdo no mesmo, 0 que
aumenta a probabilidade de se cometerem erros na interpretacdo dos dados. Por
esta razao, diferentes andlises foram executadas, desde as andlises com uma sé

varidvel até as andlises de interacio (ANOVA two-way).

Devido as caracteristicas do desenho experimental, e a existéncia de
. ., . . . 5
diversas varidveis dependentes, muitos recortes podem ser feitos nestes dados”, o
que tornou extensas a andlise dos dados e a interpretacio dos resultados

alcancados.

Em funcdo dos dados obtidos com o procedimento de separagdo materna
ndo terem sido capazes de mostrar alteracdes comportamentais provocadas por
esta manipulacdo, outros paradigmas de avaliacio comportamental poderiam ter

sido utilizados, como por exemplo os que simulam situacdes que geram respostas

> Estes recortes foram feitos também durante a realizagio desta pesquisa, ao longo dos

meses, resultando em diferentes trabalhos apresentados em Congressos da area; os Resumos destes
trabalhos estdo nos Anexos desta Dissertagéo.
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similares a depressdo, como o nado for¢ado (Newport et al. 2002; Aisa et al. 2007,

2008).

Um outro ponto que cabe consideracdo € a respeito do nimero de animais;
ainda que o numero total de animais efetivamente avaliados no LCE tenha sido
expressivo, contando com 154 ratos ao fim da pesquisa, o n por grupo foi pequeno
(média de aproximadamente 10 por grupo). O nimero de sujeitos avaliados € um
fator que tem relagdo direta com os resultados obtidos. O nimero de outliers nos
grupos (ver Anexos) foi expressivo, € somente um aumento considerdavel do n por

grupo poderia dizer se os resultados obtidos se alterariam ou nao.
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9

Conclusao

9.1
Pesquisa experimental em suma

O levantamento bibliografico apresentou-se bastante consistente na descricdo de
correlacdo entre a ocorréncia de experiéncias infantis negativas e o
desenvolvimento de doencas mentais, em especial a depressdo, os transtornos de
ansiedade e personalidade. Com a descricdo dos modelos neurobiolégicos das
diferentes psicopatologias, fica claro que estas apresentam efetivas alteracoes
funcionais ou anatomicas em regides especificas do SNC. Analisando o impacto
neurobiolégico que as experiéncias negativas precoces tém no tecido cerebral, é

possivel compreender como esta correlacao se d4.

Muitos estudos pré-clinicos sdo pensados e aplicados no intuito de melhor
entender como todo este processo ocorre nos niveis comportamental e neural.
Estes trabalhos tém certamente contribuido enormemente para o desenvolvimento
do conhecimento principalmente sobre os mecanismos neurobioldgicos e
neuropsicoldgicos envolvidos. Alguns destes trabalhos se concentraram nas
relagdes entre experi€éncias precoces e emocionalidade, e foram aqui

aproveitados.

Mesmo que haja varios trabalhos apontando os efeitos comportamentais,
emocionais e cognitivos das manipulagdes realizadas durante as primeiras fases
do desenvolvimento, ainda ndo ha informacdo suficiente sobre como esses efeitos

podem interagir com diferentes periodos do desenvolvimento (Rocinholi e
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Landeira-Fernandez, 2010). Isso motivou o desenho experimental desta pesquisa
com os animais, buscando-se investigar esta interacdo com a idade, a0 menos nos

primeiros 70 dias de vida.

As diversas andlises efetuadas puderam mostrar  diferencas
comportamentais entre os animais de diferentes grupos, especialmente as
referentes aos efeitos do handling. Ja em relacdo a separacdo materna, os efeitos

nao foram observados.

O procedimento de handling mostrou-se como eficaz para promover
alteracdes no comportamento emocional (Levine et al. 2002; Cirulli et al. 2010),
representando um bom modelo para simular a influéncia das experiéncias
precoces na emocionalidade e expressando como o SNC responde aos inputs

ambientais (Diamond, 2001; Beane et al. 2002).

J4 no que tange aos efeitos observados com o protocolo de separacao
materna, tem-se que sdo de grande importancia para este estudo. A proeminéncia
clinica da investigacdo sobre as sequelas das experi€ncias infantis negativas
(como o abuso, a negligéncia e a criacdo de vinculos inseguros) para a vida estd
em compreender como elas modificam a emocionalidade, levando ao
desenvolvimento de psicopatologias. O protocolo de separagdo materna
empregado neste estudo ndo mostrou grande validade na tentativa de construgao
de um modelo animal para simular a influéncia de experi€ncias negativas no
desempenho emocional. Os estudos sobre abuso e negligéncia e doenca mental
ndo foram passiveis de modelacao pelo procedimento experimental aplicado nesta
pesquisa, muito embora haja a possibilidade de que isto tenha se devido ao
paradigma de avaliagdo comportamental utilizado ser sensivel a ansiedade, e os
trabalhos com separacdo materna apontarem efeitos mais consistentes em

paradigmas de avaliacdo emocional correlatos a estados depressivos.

Em relagdo aos efeitos terem sido mais fortes nas idades iniciais (animais
testados no LCE aos 21 dias de vida), considera-se esta informacdo de grande
importancia para este estudo, uma vez que sua proposta € justamente avaliar a
aplicabilidade de um tipo de Modelagem Animal para estudar como as

experiéncias infantis exercem influencia no comportamento emocional adulto.
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Neste modelo animal aplicado os efeitos diminuiram ao longo do tempo, uma vez

que as manipulacdes cessaram.

Neste ponto, pode ser pensado que, recorrendo a uma analogia, uma
avaliacdo clinica com seres humanos ird apontar que as experi€éncias emocionais,
sejam elas positivas (como suporte social, estabelecimento de apego seguro,
estimulagdo ambiental) ou negativas (abuso, negligéncia, entre outras) ndo cessam
apds o termino da primeira infancia. Se isto ocorrer, em raros casos se dd de

forma estanque e repentina, como € o que acontece neste desenho experimental.

Os trabalhos citados nesta Dissertacdo apontam para uma expressiva
influéncia das experiéncias iniciais na emotividade de seres humanos adultos. Esta
influéncia de modo geral ndo pode ser tdo amplamente percebida através dos
dados deste trabalho com animais (roedores). Isto demonstra a grande
complexidade do aparato cognitivo-emocional humano, que ndo pdde ser

completamente modelado.

9.2
Perspectivas Futuras

Muitos dos trabalhos encontrados na literatura apontados nesta Dissertacao
sugerem a existéncia de multiplas interagdes entre estresse precoce e gendtipo na
determinacdo da vulnerabilidade ao estresse e doencas como a depressdao
(Kaufman et al. 2000; Heim et al. 2008; Gatt et al. 2010a) e os transtornos de
ansiedade e de personalidade (Buccheim et al. 2008). As causas, desenvolvimento
e sintomatologia dos transtornos psiquidtricos sdo determinados pela relacdo de
fatores psicolégicos, sociais e culturais com a bioquimica e a fisiologia.
Bioquimica e fisiologia ndo estdo desconectados nem sdo diferentes do resto de
nossas experiéncias e eventos da vida (Soussumi 2006; Juruena et al. 2007). O
esquema a seguir (Figura 18) reproduz um bom modelo operacional trazido pelas

neurociéncias para a compreensdo do relacionamento destas varidveis com o SNC.
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704 C. Heim et al.

! |

GENOME —> DEVELOPMENT +——— ENVIRONMENT

Polymorphisms Early-Life Stress
Gander l
TRAUMA SOCIAL SUPPORT

CHROMNIC STRESS = TREATMENT
BEHAVIORAL — PHYSIOLOGICAL
RESPONSE RESPONSE
(DEPRESSION, (EMDOCRINE,
ANXIETY) AUTOMNOMIC)

Figure & A working model. Genetic disposition and early-life stress interact in shaping a vulnerable phenctype with changes in
cortical-limbic-brainstem circuits. Upon stress or trauma, maladaption in these circuits leads toincreased endoecrine—autonomic and
behavioral-emotional responses. Social support and successful treatments modify the stress responses system in different
COMPONEents.

Figura 18 — Modelo operacional de multiplas influéncias — Heim et al. 2008, p. 704.

A tendéncia atual, com contribuigcdes importantes das neurociéncias,
defende que a circuitaria cerebral emerge e ¢ modelada pela combinacdo de
influéncias ambientais e genéticas. O debate antigo entre herdado e adquirido,
como dicotdmicos e até antagbnicos, tem sido substituido pela investigacdo de
como ambos interagem e contribuem para a constru¢do da rede cerebral (Oliva et

al. 2009).

Achados das neuroci€éncias apontam para a existéncia de janelas
desenvolvimentais durante as quais a microcircuitaria geneticamente determinada
de estruturas ligadas a emocionalidade no SNC estd suscetivel as influéncias do
ambiente precoce. Essas influéncias modelam de forma poderosa a responsividade
individual a fatores estressores psicossociais e também a resiliéncia ou
vulnerabilidade a vérias formas de psicopatologia na vida adulta (Mayes et al.

2005).

Desenhos experimentais que envolvam aspectos genéticos podem ser uteis
para testar o quanto fatores hereditdrios contribuem para a associacao entre fatores
de risco do meio ambiente e fendtipos saudaveis (Dias et al. 2009; Rice et al.

z

2010). Um dos pontos a serem explorados é o conceito de epigenética (ou
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transmissdo epigenética) (Gartside et al. 2003; Holmes et al. 2005; Dias 2009;
Neigh et al. 2009; Bale et al. 2010), uma forma de transmissdo intergeracional de
caracteres adquiridos, de forma diferente da genética mendeliana tradicional
(Francis et al. 1999). Dai, o estudo destas interacdes no nivel do SNC é uma

importante area para estudos futuros.

A disposi¢do genética pareada com estresse precoce em fases criticas do
desenvolvimento pode resultar num fenétipo neurobiologicamente vulneravel ao
estresse e assim aumentar o risco de desenvolver depressiao ou ansiedade diante de
uma futura exposi¢do ao estresse (Heim e Nemeroff 1999, 2001). Este modelo
fisiopatoldgico proporciona uma nova forma de pensar a prevencgdo e o tratamento
de psicopatologias, de modo especial aquelas associadas a existéncia de estresse

precoce.

A fim de avaliar o efeito das manipulagcdes realizadas nesta pesquisa
experimental, os procedimentos podem ser replicados em sujeitos com conhecida
carga genética para ansiedade, como € o caso dos ratos Cariocas (CAC — Cariocas
de Alto Congelamento), linhagem desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Prof. J.
Landeira-Fernandez na PUC-Rio (Gomes e Landeira-Fernandez, 2008), no intuito

de verificar se os mesmos resultados seriam encontrados nestes ratos.

O debate Genética X Ambiente

A contribuicdo relativa dos fatores Genética e Ambiente para o desenvolvimento
de desordens psiquidtricas tem sido hd muito debatido (Heim e Nemeroff 1999,
2001; Oliva et al. 2009). Dentro desta discussdo, surge a indagagdo sobre a
mediacdo dessas influéncias ambientais pelo fator genético (Gross e Hen 2004).
Alguns estudos apontam que o estresse precoce serd determinante para o
desenvolvimento de doencas mentais se houver uma maior vulnerabilidade
genética (Mello et al. 2007; Bradley et al. 2010; Lupien et al. 2009; Neigh et al.
2009; Ressler et al. 2009; Coplan et al. 2010; Gatt et al. 2010ab), como ilustrado
pela Figura 19.
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Vulnerabilidade X Fator Estressor

Estressor
Vulnerabilidade

Figura 19 — Interacdo entre vulnerabilidade e estressores ambientais (adaptado de

Juruena 20096).

As disposi¢des genéticas sao compreendidas como fatores de risco (Heim
et al. 2008; Bradley et al. 2010) que, juntamente com o estresse ambiental,
aumentam a vulnerabilidade para o desenvolvimento de doengas mentais; ao
mesmo tempo, no entanto, podem servir como fator de protecdo (Neigh et al.

2007; Gatt et al. 2010b).

Trabalhos recentes visam compreender melhor a interacdo entre aspectos
genéticos e ambientais para a expressao de fenétipos psiquidtricos, como ansiosos
e depressivos. Muito se tem evoluido neste campo, com o conhecimento atual
sobre a necessdria existéncia de determinados genes ou polimorfismos (Mello et
al. 2007; Ressler et al. 2009; Bradley et al. 2010; Coplan et al. 2010) para o

desenvolvimento de determinadas doencas, incluindo as psicoldgicas.

Cross-fostering

Um dos modelos mais importantes e reconhecidamente vélidos para este estudo é
o procedimento de cross-fostering (adogdo cruzada), realizado entre individuos de
diferentes endogendtipos. E possivel aplicar este procedimento na modelagem
experimental, usando animais de diferentes linhagens: filhotes de uma linhagem

sdo criados por maes pertencentes a outra linhagem (Landgraf e Wigger 2002;

Uchida et al. 2010). Neste modelo, € possivel isolar determinados fatores (como

® Apresentacio durante Seminério na APERJ, Setembro de 2010.
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heranca genética e ambiente de criagdo, por exemplo) e estudar a interacdo entre

eles (Bartolomucci et al. 2004; Holmes et al. 2005; Dias 2009).

Este modelo de estudo tem apontado interessantes interacdes entre
genética e ambiente, e tem sido largamente aplicado para o estudo da
emocionalidade (Francis et al. 1999; Landgraf e Wigger 2002; Dias 2009; Rice et
al. 2010; Uchida et al. 2010): num dos estudos realizados com ratos High/Low
Anxiety Behavior (HAB/LAB) (Landgraf e Wigger 2002), o paradigma de cross-
fostering revelou que as diferencas comportamentais referentes a emocionalidade
dos dois grupos € devida a fatores genéticos. Estes resultados foram
compreendidos como um indicio de que a ansiedade € um traco (e ndo um estado),
onde faz sentido uma maior herdabilidade. Entretanto, estes autores frisam que os
aspectos ndo-genéticos tém importincia crucial para a clinica dos transtornos
ansiosos; num outro estudo, os resultados encontrados apontaram tanto para a
influéncia de fatores genéticos quanto para o ambiente (fatores maternos) na
emocionalidade (Uchida et al. 2010), em especial na vulnerabilidade ao estresse;
outro estudo apontou que o paradigma de cross-fostering para o estudo de
comportamentos ansiosos demonstrou que o fator mais importante para este
comportamento foi o ambiente de criacdo, especialmente para os ratos machos
(Curley et al. 2010); de modo similar, Holmes et al. (2005) encontraram uma
importante influéncia do ambiente social durante o perfodo critico do
neurodesenvolvimento, e apontaram de que maneira os fatores genéticos
determinam como as experiéncias iniciais podem moldar o SNC e o

comportamento ao longo da vida.

Como pdde ser visto, um dos mais frequentes usos do procedimento de
cross-fostering € o que visa determinar a contribuicdo relativa da genética e
fatores ambientais iniciais na modelagem dos tragcos fenotipicos caracteristicos
(Bartolomucci et al. 2004). A pergunta-chave que este procedimento procura
responder € se variacdes no comportamento materno e/ou outros elementos do
ambiente inicial de desenvolvimento podem alterar o desenvolvimento das

diferengas individuais comportamentais e fisiolégicas na vida adulta

(Bartolomucci et al. 2004; Holmes et al. 2005).

Uma extensdo natural deste trabalho de Mestrado serd a execucdo do

procedimento de cross-fostering com os ratos Carioca CAC (Gomes e Landeira-


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912442/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

90

Fernandez, 2008; Dias, 2009; Dias et al. 2009). Esta continuidade se dara ainda na
busca por um melhor entendimento de como fatores ambientais podem ser

determinantes para o desenvolvimento de transtornos psiquidtricos.

9.3

Reflexbes sobre a aplicacao deste conhecimento para a clinica

psicoldgica

Em Psicoterapia muito se tém trazido a discussdao o papel das crengas e dos
esquemas na etiologia e manutengdo das psicopatologias (como depressdo e
transtornos de personalidade, entre outros). Importante pontuar que estas crencas
sdo, em sua maioria, desenvolvidas na infincia, nas relacdes com cuidadores e
pares (Young, 2003, 2008). Experi€ncias inseguras com um cuidador abusador ou
negligente no inicio da vida podem levar os individuos a formar modelos internos
de funcionamento (Rozenel 2006) de retracdo e ansiedade, que, embora sejam
adaptativos na relacdio com o cuidador primério, podem interferir com outros
relacionamentos (Bogels e Brechaman-Toussaint 2006).

As experiéncias de vinculacdo e convivio com adultos e pares
significativos sdo capazes de formar as bases cognitivas (Rozenel 2006) e, como
foi visto, neurobiolégicas do comportamento emocional. Uma vez que a
emocionalidade pode ser alterada por experi€ncias emocionais negativas, o
comportamento sintomdtico dos pacientes (como a diminui¢cdo da experimentacao
de prazer na depressdo, a impulsividade no transtorno de personalidade
borderline, a hipersensibilidade fisiologica nos transtornos de ansiedade, entre
outras), que em ultima analise é o que caracteriza sua patologia, pode estar sendo,
em muitos casos, determinado por estas alteracoes no SNC.

Como pdde ser visto, as emogOes envolvem uma série de alteracdes
morfofuncionais no sistema nervoso. Assim também é com a psicoterapia: ela
exerce efeitos duradouros sobre o funcionamento do sistema neural (Kim e
Hamann, 2007; Landeira-Fernandez e Cruz, 1998b). Se as relacdes sociais tém o
poder de alterar o funcionamento neural, de acordo com sua importancia

biolégica, entdo quanto mais forte for o significado biolégico das intervencdes em
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psicoterapia, maior serd a possibilidade de que esta atinja seus objetivos através
de alteracdes neuronais e, assim, padrdes de comunicacdes sindpticas (Landeira-
Fernandez e Cruz, 1998a).

A psicoterapia funciona como fator de alivio, a partir do apoio social que
estabelece (Fonagy 2000, 2003; Lyons-Ruth, 2008), para as sequelas negativas da
interacdo entre a predisposicdo genética e experi€ncias infantis negativas,
interacdo esta que se traduziu no transtorno mental (Winograd et al.,, 2007;
Young, 2008). Nesse ponto, uma vez que memdrias emocionais sdo memorias
implicitas (Lent, 2008, p. 260), os processos implicitos sdo importantes no
trabalho de psicoterapia, pois muitas vezes sdo responsaveis por determinar a
expressao de sintomas sem que haja qualquer processo consciente por parte do
paciente (Landeira-Fernandez e Callegaro, 2007, p. 861 e 869). Os processos
implicitos, ndo conscientes, sdo fun¢des superaprendidas por repeticdao (Sternberg,
2010). Permitem que se respondam aos estimulos ambientais de modo automdtico
e independente do processamento consciente dos mesmos. O paciente pode
desempenhar-se de modo automdtico sem ter consciéncia tanto do estimulo que
deflagrou sua reacdo quanto de seu proprio comportamento, neste caso,
patoldgico.

Além disso, foram encontradas modificacdes no funcionamento cerebral
de pacientes como efeitos da psicoterapia, exatamente em dreas limbicas (Fumark
et al., 2002; Sakai et al. 2006; Schenell e Herpertz, 2007). Curiosamente, tem-se
evidéncia de que a psicoterapia age usando exatamente as mesmas bases de
construcdo dos problemas emocionais (LeDoux, 2001, p. 242), isto €, as novas
aprendizagens, muitas delas implicitas, o que serviria para defender a posicao de
que se pratiquem diferentes modelos de psicoterapia, que pode (e, diante das
evidéncias, deve) ser ampliada por intermédio de um trabalho mais voltado para
0s aspectos nao racionais da cognicdo (Beck, 1995; Young, 2003, 2008;
McMullin, 2005; Vasconcellos e Machado, 2006). Uma proposta seria a aplicagdo
de técnicas experienciais, voltadas a experi€éncia emocional (Beck, 1995).

O impacto das experi€ncias negativas precoces ndao estd apenas na
etiologia das doengas, mas também em alterar os padrdes de curso da doenga e de
responsividade ao tratamento. Pacientes com histérico de sofrimento infantil
respondem de modo pior a terapia psicolégica e medicamentosa (Nemeroff et al.

2003; Heim at al. 2004).
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Uma melhor compreensdo dos impactos das experi€éncias emocionais
iniciais na emocionalidade, investigando a participacdo das situacdes emocionais
adversas nos periodos iniciais do desenvolvimento neurolégico, parece poder
contribuir para enriquecer o conhecimento acerca da formacdo de transtornos

mentais, bem como da prépria psicoterapia.

9.4
Consideracoes finais

A relevancia clinica da investigacdo das experi€ncias infantis negativas (como o
abuso, a negligéncia e o estabelecimento de vinculos inseguros) estd em saber de
que maneira elas alteram a emocionalidade, levando ao desenvolvimento de
doencas mentais. Parece haver consenso entre os estudos em relagdo a
desregulacdo do eixo HPA ser repetidamente documentada como uma
consequéncia psicobiologica das experi€ncias iniciais aversivas, tendo sido
proposta como o potencial mediador dos efeitos de longo prazo das experi€ncias
emocionais negativas (Neigh et al. 2009).

Embora os estudos citados indiquem uma ligacdo forte entre eventos
traumaticos e adoecimento psiquico, é importante relembrar que € necesséria a
interacdo entre fatores genéticos e experi€ncias posteriores (ambiente) como co-
ocorrentes tanto para a vulnerabilidade a transtornos psiquidtricos como para a
reversdo de quadros disfuncionais (Heim et al., 2008), corroborando a existéncia
de um modelo explicativo multifatorial para o adoecimento mental, onde fatores
de diferentes naturezas interagem entre si, desviando da ideia de que apenas a
carga genética ou os acontecimentos ambientais, isoladamente, podem ser
suficientes para o surgimento de uma psicopatologia.

E importante considerar que hd a possibilidade de que seja o
comportamento disruptivo de algumas criangas (possivelmente afetadas por
alguma psicopatologia) o que de fato determina, ao incitar, uma atitude violenta,
abusiva ou negligente por parte dos cuidadores ou pares, ou, por outro lado, é o
ambiente violento que expde as criancas ao adoecimento mental (Abramovitch

2008). Este € um ponto de discussdo no qual ainda ndo se obteve um consenso. O
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questionamento € “Serd que as criancas adoecem porque estdo em alto risco para
desenvolver um grupo especifico de doencas mentais [como transtornos afetivos
ou de ansiedade] ou, por conta de ja apresentarem de fato os diagndsticos, estdo
mais susceptiveis a abusos?” (Abramovitch 2008, p.163).

Individuos que experienciam estresse na vida precoce parecem ser mais
propensos ao desenvolvimento de alteragdes patoldégicas no SNC que aumentam
sua vulnerabilidade ao estresse em fases posteriores da vida, predispondo-os ao
adoecimento fisico e mental. Entretanto, uma vez que nem todas as criancas
expostas a situagdes de abuso e negligencia acabam por desenvolver doencas
mentais quando adultas, é provadvel que aqueles individuos que adoecem possuam
vulnerabilidade genética (preexistente) que, em interacdo com as experiéncias
aversivas precoces, aumentam o risco de se desenvolverem patologias
relacionadas ao estresse (Neigh et al. 2009).

Além disto, os efeitos deletérios das experiéncias emocionais aversivas
como abuso e negligéncia podem reverberar através de geracOes, através de
efeitos adversos para o feto durante a gestacdo, efeitos sobre o comportamento
materno e também efeitos epigenéticos (Neigh et al. 2009).

O tratamento para doencas fisicas e mentais de pacientes que
sobreviveram a situagOes negativas na infancia deve ser diferenciado, respeitando
as caracteristicas distintas desta populacdo, sobretudo no que tange a maior
necessidade do estabelecimento de uma relacdo terapéutica forte e estdvel.

Dados os impactos imediatos ou em longo prazo para as vitimas — e
geragcdes seguintes — serem negativos e ainda ndo se conhecerem curas, a
prevencao do abuso é a melhor estratégia de acdo. Informar aos pais, professores e
profissionais de saide e ao publico geral sobre o possivel impacto negativo das
experiéncias infantis pode ajudar a reduzir a subestimacdo do impacto da
negligéncia e abusos contra as criangcas, € também levar a uma observacdo e
diagndstico mais acurados, contribuindo ainda para que se construam intervengoes

adequadas, no intuito de prevenir adoecimento em longo prazo.
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ANALISE DE MEDIAS — TODOS OS SUBGRUPOS — TODAS VD’S
SESSAO INTEIRA

Report
| subarypo |at ba hf total PORC BA | t centro t ha t hf PORC T BA | end expl | PORC END
o2l Mean 33333 | 30000 | 67500 | 87500 | 26,8617 | s44167 | 229167 | 22T 75302 3333 5,0100
N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Std.EmorofMean | 4 jepeg | 7ee7t | 103078 | 156270 | 481230 | 877074 | 653200 126884 184449 | 14213 297737
¢80 Mean 18750 | 38000 | 71250 | 10,5260 | 20,8088 | 201250 | 463750 | A24E) 164575 | 1,1260 15,0000
M 8 8 5 8 8 8 5 8 8 8 8
Std.BmorofMean | consg | 100000 | 47040 | 133547 | 441500 | 388421 148333 | 181983 484683 | 87500 10,00000
t7o Maan 43333 | 38080 | BE667 | 10,5566 | 353480 | 56,8880 | s@33zy | 1B4H 10,4456 | 27778 53,1480
M a a 9 a a a 9 a 9 a a
Std.EmorofMean | g gag31 | s7a1z | 64550 | 101531 | 5.02662 B R 4,90569 | 1,24588 14,90318
el Mean 45000 | 43000 | 93000 | 135000 | 294860 | sgio000 | 31,1000 | AO9ES 10,3680 5000 B,5080
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Std.ErorofMean | 140831 | s1718 | 59722 | 111754 | 411842 | 698164 | 660547 | 9,47019 220200 | 34157 4,60334
chi0  Mean 38750 | 65000 | 76250 | 141260 | 44,8175 | 48,3750 | 750000 | B30 250013 | 31250 43,2508
M 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
St ENnorofMean | sgis | assr | 53243 | 128782 | 267543 | si30en | 140180 | 252445 467200 | 117165 | 1545855
ehrl - Mean 46923 | 37802 | 76154 | 11,3946 | 304862 | s56154 | s37eez | 902 17,9223 | 1,7882 35,9284
N 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
Std.BworofMean | g copop | 7rrsz | 43173 | ssses | 451000 | 514073 116787 | 12ms 389171 | 66172 11,03218
h21 Mean 75000 | 48000 | 82000 | 131000 | 36,0890 | 61,0000 | seoooo | B3E0 18,6660 9000 14,4890
M 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Std.BrorofMean | anazg | arass | 71181 | 101588 | 454538 | 7.88977 TA4razd | 142150 471418 | 43333 §,20432
hso Mean 33750 | 45000 | 93500 | 137500 | 29,4200 | 425000 | 7egvs0 | TVEZ 66250 | 31250 46,2312
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Std.BrorofMean | g yssa1 | 110823 | 02000 | 176017 | 504725 | 500714 185236 | 214501 817444 | 1,25878 1559465
hro Mean 52143 | 3,0286 | 65,0286 | 108571 | 33,6407 | s7,5000 | 661420 | 7B 22,0486 | 2,357 37,5850
M 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
St EmorotMean | caons | 7ses0 | 4s0ss | 401 | 429323 | eessvo | 152532 | 188414 508601 | 89707 10,37593
hms21  Mean 40009 | 40008 | 88182 | 12,8091 | 30,6300 | 442727 | oodsds | 98I 20,1527 | 1,808 39,0800
M 11 1 11 11 11 11 11 11 11 11 11
Std.EmorofMean | eegen | 77om | w43 | 120047 | 445352 | 590860 105382 | 7 65308 351122 | 75624 11,18333
hms50 - hean 71250 | 40000 | 75000 | 11,5000 | 29,8725 | 4g5000 | eedzs0 | 1853 22,0400 | 11250 20,0000
M 8 8 5 8 8 8 5 8 8 8 8
St EmorofMean | oca | 1osane | 77ate | 151186 | 636355 | 9gs248 178y | 2amly 503248 | 44068 779194
hms70 - Mean 59081 | 47273 | 80009 | 1281682 | 36,8136 | 641818 | 774545 | 16018 258182 | 2,5455 45,4800
N 11 1 11 11 11 11 11 11 11 11 11
Std. ErrorofMean | 142080 | G195 | 7aatz | 108871 | 310605 | 398076 | s7sere | ogrsze 291960 | 75515 9,55083
ms21 - Mean 20000 | 31667 | 77500 | 108167 | 27,8667 | 42,3333 | 286667 | 22900 49,5542 8333 23,2633
M 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Std.EnorofMean | s77as | sse1s | geses | 111005 | 434914 | 554914 | 550842 | 730574 196861 | 42343 9,58765
mssh - Mean 17500 | 26250 | 76250 | 10,2500 | 24,9335 | so0000 | 3agvso | 21013 13,2800 7500 18,1662
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Std.EmorofMean | gniag | se4s7 | 101860 | 110148 | 486850 | 874579 113180 | 1,20858 3,77199 | 49089 12,37230
ms7d Mean 22500 | 50000 | 88333 | 138333 | 347017 | ses000 | e3sess | TR 21,1933 | 2,9167 47,0267
M 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
St EmorotMean | cieog | s2s72 | 7este | 107ees | 42859 | eatiey | 112070 | 143819 3,73603 | 7732 9,10854
Total  Mean 41429 | 40074 | 78871 | 11,8545 | 31,9718 | 52,2022 | s44026 | 98 18,1340 | 1,7338 30,2889
N 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154
Std.EnorofMean | 3se01 | 21504 | 19918 | 31666 | 122686 | 195916 | 337222 | 405442 100741 | 20144 2,32979
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ANALISE DE MEDIAS — 5 GRUPOS — TODAS VD'S — SESSAO INTEIRA

Report
GEUED It ba b total | PORC BA | t certro |t ba t bf | PORC T BA | end expl | PORC EMD
¢ Mean 32414 | 34138 | 68276 | 10,2414 | 303265 | 482080 | 403793 | 113D 134600 | 13103 22,7055
M 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29
Std. ErorofMean | 7737 | 48757 | 47620 | 82845 | 279454 | 609820 | maeoss | a71073 320003 | 48399 §,50671
GH - Mean 44194 | 45452 | 81613 | 12,8085 | 33,8565 | 551200 | 610385 | 189EE 173116 | 17087 28,3297
M 2 3 3 1 3 31 31 31 3 2 2
Std. ErorofMean | .gogss | 51127 | 32161 | 52805 | 262615 | 3gemaz | so4330 | 913138 231445 | 44768 F,58542
H Mean 54667 | 4,750 | 79082 | 12,2812 | 33,3506 | 548438 | 6o4062 | TEI5 221356 | 20837 325228
M 32 32 32 22 32 32 32 22 32 32 32
Std.ErorofMean | 7aso4 | 51146 | 40000 | 4049 | 290053 | 411946 | s00001 | 9,82970 3,02286 | 52433 §,40124
HMS  Mean 55667 | 4,000 | 82000 | 12,5000 | 32,6053 | s37000 | eszooo | 1PRTE 327333 | 18333 36,3423
M 0 0 0 20 0 a0 a0 a0 0 0 0
Std. ErrorofMean | 120886 | 45016 | 48042 | F9934 | 258375 | 303740 | mrszer | 774473 226072 | 40947 5,00436
M3 Mean 20312 | 57188 | 81250 | 11,8438 | 205800 | 60,3125 | 45625 | 20912 14,8628 | 15037 31,1503
M 32 32 32 32 32 32 32 72 32 32 32
Std. ErorofMean | 40031 | 43356 | 50750 | G141 | 284788 | 404272 | 597603 | 760016 100242 | 38849 B,07227
Total  Mean 41429 | 40074 | 78571 | 11,9545 | 319710 | 532027 | sasnze | 192TE 181340 | 17338 20,2688
M 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154
Std. ErrorofMean | 3se01 | 21504 | 19919 | 31686 |  1.2266B | 195018 | 332202 | 405442 110741 | 30144 2,82979
ANALISE DE MEDIAS - 3 IDADES (21, 50 E 70 DIAS) - TODAS VD'S —
SESSAO INTEIRA
Report
dade |3t ha hf fotal PORC BA | t centro t ha t hf PORC T BA | end expl | PORC ENMD
1
3 Mean 41636 | 38364 | 81001 | 11,0485 | 20,9213 | 518000 | 39,818 | 20902 12,0604 8909 17 8007
M 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55
Std.ErorofMean | 55582 | 34207 | 30408 | 58857 | 202476 | 337174 | 431411 | 500357 1,43806 | 21189 3,72118
u Mean 36000 | 42250 | 78280 | 120600 | 31,7862 | 438000 | ei4s00 | 19212 20,4828 | 1,850 28,7312
M 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Std.ErorofMean | 3483 | 46330 | 34878 | 66823 | 22812 | 350800 | ro1047 | 818212 3,33086 | 42146 5,74883
0 Mean 44915 | 42642 | 76441 | 11,8983 | 340002 | 684407 | B3gras | 7OL3 21,2712 | 24407 42,0864
M 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59
Std. ErrorofMean | 50482 | 34240 | 28375 | 43830 | 200835 | 3po7err | 561686 | 654504 187225 | 37317 4,76839
Total - Mean 41420 | 40074 | 78571 | 11,9545 | 319710 | 522022 | s4snze | 192IE 181340 | 17338 20,2688
M 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154
Std. ErorofMean | 3sso1 | 21504 | 19919 | 31686 | 122666 | 195016 | 337007 | 405442 110741 | 30144 2,82979
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ANALISE DE MEDIAS — MANIPULADOS X NAO-MANIPULADOS - TODAS
VD’S — SESSAO INTEIRA

Report
ani It ba b total | PORC_BA | t certro |t ba t bf | PORC_T BA | end_expl | PORC_EMD
5 Maan 55161 | 43387 | 80484 | 12,3871 33,0335 | 538085 | B7,2743 | 1792 224248 | 20161 34,3710
M 52 52 52 62 52 52 52 62 52 52 52
Std. ErorofMean | 9132 | 33049 | 30880 | 47260 | 192852 | 283488 | 568433 | 625653 1,80468 | 33284 4,37393
n Maan 32174 | 39348 | 77283 | 11,8630 | 312563 | 61,2717 | a57283 | ZO0TES 152473 | 15435 275379
M 93 92 92 a2 92 82 82 92 92 93 93
Std. ErorofMean | 42436 | 27813 | 26008 | 42308 | 158046 | 267275 | 3.79636 | 512985 126550 | 25133 3,69959
Tatal  Mean 41420 | 40074 | TESM1 | 11,8545 | 31,0718 | 522022 | s4snze | 92TE 181340 | 17338 20,2888
M 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154
Std. ErrorofMean | 3ss01 | 21504 | 19919 | 31686 | 122666 | 195016 | 337002 | 405442 110741 | 30144 2,82979
Report
op 3k It ba b total | PORC_BA | t certro |t ba t bf | PORC_T BA | end_expl | PORC_EMD
5 Maan 37419 | 40000 | 81613 | 12,1613 | 31,0874 | 14677 | seooop | 19ZES 18,6660 | 17581 33,6676
M 52 52 52 62 52 52 52 62 52 52 52
Std. ErorofMean | 5526 | 31193 | 34738 | 48955 | 192417 | 280853 | 471504 | 565175 157200 | 28041 421915
n Maan 44130 | 41630 | 76522 | 11,8152 | 325678 | 28478 | 533261 | 19200 17,7754 | 17174 28,0153
M 93 92 92 a2 92 82 82 92 92 93 93
Std. ErorofMean | 47265 | 20337 | 23665 | 41644 | 150766 | 268004 | 458086 | 554215 152604 | 28049 3,78867
Tatal  Mean 41420 | 40074 | TESM1 | 11,8545 | 31,0718 | 522022 | s4snze | 92TE 181340 | 17338 20,2888
M 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154
Std. ErrorofMean | 3ss01 | 21504 | 19919 | 31686 | 122666 | 195016 | 337202 | 405442 110741 | 30144 2,82979
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SEPARADOS (C, CH, H)

TODAS AS VD’'S — SESSAO INTEIRA

TESTE T DE STUDENT — GRUPOS SEPARADOS POR 3H (MS, HMS) X NAO

£T658'01 z4$95's- 35049' STLRY'S vze! ozg'sel | 966" 0l Saueleh jonb

z8gp0'2l LEFEL's- Z6044' STLFY'S 74 75l 616 nse’ 5.8’ saauenonlonby ONS—OHOd
\5¥28' LiEps'- 1a8BE’ 19050° 816’ 860'0¥L | €04 10U SEIUENEA jEnb

zaros' 1heds'- BOZ 1Y 19050° zz8' z5l BE0' f34 oy’ SN it iapua
BIIIL'S BOLPF'E- TELEIT £5068" 2Ly LOEPPL | B0Y 10U S3IUENEA jEnb

21792’ DIEBG'E- FEFOT'E ES06E’ 569' z51 £6E’ zee’ 96’ saaeleAEnbS  Ya-I=9HOd
DETHE'GL EBETE'G L 009862 G165 Fa6' leg'srl | 0Z0° 10U SaauELEn |Enh

zE9r5's ) 56.72'91- LEYBT'D 6165 1 586" z5l B0’ a0z’ £19' saauenen ey L
71898') B20ZE'D - Z5v45'9 VBELD'T 589’ zog'vrl | 208 10U SaauELEA jonb

LaPB0'a L BB9PL'0 1 D0E6L'G VBELD'T iy 4:7) FBE’ zee’ 9¥6' sanuenen ey e
S0F0E'D TTFO0'E- 1p288'E 8008¢" |- £Ts! 0ZF'ERL | GSE- 10U SaaUELEn [Enh

FEGES'D 155626 0¥900'y 80082'1- ved! z51 Fre- z67’ L'l saauElE jEnb —
8199¥'E 09.7¥'s- BEODS' VpOBY'I- 555" SE0TEL | TBG- 0l SaauENEA [Bnb

1BLLK'E T9TEF'D- 25905 HPOEF'1- 955" 75l 165~ Fhd:y B¥0’ sanenonlonby WE—OHOd
£TL19') 80526 - ¥E4L:Y 2095E’ iy BELYEL | 8E5’ 10U S3IUENEA jEnb

9iFI9'L 197E6" LZLPe Logpe’ ¥BS' 75l SES' g 9z 0’ sanuenen ey -
LELVE'L PEETE £cozy’ Z1605" BIz ZaTrLL | LEL 10U SaaLELER |Ehh g

3001£') 78167~ 0¥S0¥ Z1605' e z51 35z’ 1z0’ 854'S SN ot 1
9reag’ F5600'L- zzaty’ pOEG L pOL' BoL'zEL | bBE- 10U SaauELEn |Enh

04502 BZLED'L- ZABEY' FOES - b z5l bag'- 950’ #69'E saauenen ey £
59876’ 180072 ¥EL08" bLLig'- 80’ eE'Bll | 1E8- 0l SEIUENEA [onb

9588' 85277z VaL8L" bLLig'- 96E" z5l z58'- Log' pap’ saueles jonbs -

Taaan IE] ERIEIETW) ERIETETTW) EEEA R i T TS J
INER L uealy
ERDEIE)
31140 [EAIBJU| BIUBPILOD %96
SuEap Jo0 AEenbg 101 san SAILELEA
10 &llenb3 0L1sa] sauana]
ysa] sajihwies japuadapu|

VO/2v¥2T60 oN [enbiq oedesynia)d - o1y-ONd



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912442/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

118

ANOVA (ONEWAY) - GRUPOS (C, CH, H, HMS, MS) — TODAS AS VD'S —

SESSAO INTEIRA (5 minutos)

ANOWA
Sum of
Sguares of hMean Square F i,
lat Between Groups 285,694 4 71,424 3,300 13
Within Groups 3225163 1449 21,645
Total 3510,857 143
ha Between Groups 31,138 4 7,785 1,096 361
Within Groups 1058,400 149 7103
Total 1089,539 143
bf Between Groups 38,507 4 9,877 1,644 166
Within Groups 898,350 1449 £,009
Total 934,857 143
total Between Groups 120,345 4 30,086 1,888 048
Within Groups 22432337 149 15,0449
Total 2362682 143
FORC_BA Between Groups 448,212 4 112,053 ATT ,7a3
Within Groups 38005,172 149 234934
Total 35453,384 153
t_centro Between Groups 1072,214 4 268,054 447 J7H
Within Groups 89365 636 149 799,769
Total 90437,851 153
t ha Between Groups 19311,947 4 4827 987 2,988 021
Wfithin Groups 240745092 1449 1615,739
Total 2600457,034 153
t_bf Between Groups 26512,263 4 628,066 2,737 031
Within Groups 360807548 1449 2421524
Total 387320110 153
PORC_T_BA  Betwaen Groups 2146,058 4 536,514 2,989 021
Within Groups 267459,1549 1449 179,525
Total 28895, 217 153
end_expl Between Groups 11,186 4 2,797 441 S
Within Groups 944,398 1449 G,342
Total 956,084 153
PORC_END  Betwaen Groups 3069 477 4 TEY 3649 G616 648z
Within Groups 185607,718 1449 1245 K34
Total 188677 195 153
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ANOVA (ONEWAY) — IDADES (Avaliagao no EPM: 21, 50 e 70 dias) — TODAS
AS VD’'S — SESSAOQO INTEIRA (5 minutos)

ANOYVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Iat Between Groups 18,984 2 9492 410 JGE4
Within Groups 3481 873 141 23,124
Total 3510,857 153
ba Between Groups 5,850 2 2825 408 JBEE
Within Groups 1083684 141 TATT
Total 1089,5349 153
bt Between Groups 6,211 2 3,106 05 05
Within Groups 928 F4h 181 150
Total 934,857 153
total Between Groups JAAE 2 278 18 REL
Wyithin Groups 2362126 181 156,643
Total 2362 682 143
FORC_BA Between Groups 47754 2 238,766 1,031 2549
Within Groups 348745 843 141 231,628
Total 35453 384 153
t_centro Between Groups a060,902 2 2530,454 4474 013
Within Groups 25376 942 141 agE5,410
Total 90437 8451 153
t_ha Between Groups 19854 0082 2 Q977,004 6,274 ooz
Within Groups 240103,01 141 15490,026
Total 2600487,039 153
t_bf Between Groups 2734881 2 13674,411 8,736 Joo4
Within Groups 3849471 284 141 2383916
Total 387320,110 153
FORC_T_BA  Between Groups 2217138 2 1108,5649 6,275 ooz
Within Groups 2E6TE,080 141 176,676
Total 28885217 153
end_expl Between Groups B9,0497 2 34,548 5,881 003
Within Groups 286,988 141 5874
Total 456,084 153
PORC_EMND Between Groups 18186,971 2 ana93,4a4 8,054 ,ooo
Within Groups 170480224 141 1128,074
Total 188677 1495 153
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ANALISE DE MEDIAS — GRUPQOS: 21 dias — TODAS VD’S — SESSAO INTEIRA
(Comparando C21 CH 21 H 21 HMS21 e MS21)

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912442/CA

Report
GRUPQ LAT BA BF TOTAL | PORC BA | CEMTRO | T BA | T BF | PORC T BA | END_EXPL | PORC_END
e Mean 33333 | 30000 | 67500 | 97500 | 268517 | 544167 | 220167 | Z22E 76392 3333 50100
N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
St EmorotMean | 1seae | esti | 103078 | 169278 | 481239 | @77974 | 553200 | 120888 1,84449 14213 2,87737
GH2T - Mean 45000 | 43000 | 93000 | 135000 | 294850 | 591000 | 314000 | 20989 10,3660 5000 6,5080
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Std EmorofMean | 140831 | #1718 | 50722 | 141754 | 411842 | 598164 | 660547 | 947010 2,20200 34157 4,60334
HZ1 - Mean 75000 | 49000 | 82000 | 13,7000 | 350800 | 81,0000 | seooco | 30 18,6860 4000 14,4890
M 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
S EMororMESN | 4 eno7g | a74ge | 71181 | 101588 | 454538 | 7asery | 141429 | 142150 471418 43333 B,20432
HMSZ1 - Mean 40008 | 40909 | 88182 | 12,9091 | 30,6300 | 442727 | 604545 | 190Z 20,1527 1,3091 38,0800
N 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
St EmorotMean | eegso | rest | 94213 | 120047 | 445352 | 590553 | 105347 | 75308 351122 75624 | 1118333
M3Z1 - Mean 20000 | 31667 | 77500 | 10,9167 | 27,5667 | 423333 | 286067 | SO0 9,5542 8333 23,2623
N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Std. ErorofMean | 7735 | sss1s | 6eep9 | 111095 | 484014 | 554914 | 558942 | 7,38574 1,86661 42343 358765
Total - Mean 41636 | 38364 | 81061 | 11,0485 | 200M3 | 518000 | 3sasis | A0902 13,0804 2809 17,3007
N 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 56
Std ErrorofMean | sssgz | 34307 | 30493 | s8ssT | 203476 | 337174 | 431411 | 508387 1,43808 21189 372118
ANOVA
Sum of
Snuares of Mean Square F Sig.
LAT Betwaen Groups 176,942 4 44,238 2,987 027
Within Groups T40576 50 14,812
Total 917 627 54
BA Betwaen Groups 27 942 4 6,988 1,093 70
Within Groups 39576 50 £,392
Total 347 827 54
BF Betwaen Groups 43509 4 10,877 1,295 285
Within Groups 419836 50 8,387
Total 463,345 54
TOTAL Between Groups 121 461 4 30,365 1,673 A7
Within Groups 807 376 50 18,148
Total 1028 836 54
PORC_BA  Bebween Groups 567817 4 141,879 605 BB
Within Groups 11728 465 50 234,471
Total 12296432 54
CEMTRO Between Groups 3160135 4 740,034 1,291 286
Within Groups 30604 BES a0 B12,083
Total 33764800 54
T_BA Between Groups 12860,971 4 3240,243 3,828 003
Wyithin Groups 42315211 50 846,304
Total 65276182 54
T_BF Betwaen Groups 15880533 4 3870,133 3,245 013
Within Groups 61174448 50 1223489
Tatal 7054 982 54
FORC_T_BA  Between Groups 1440339 4 360,085 3,829 009
Within Groups 4701 GGE a0 94,033
Tatal §142,007 54
ErD_EXFL Between Groups 16,703 4 4176 1,790 RE
Wwithin Groups 116,642 50 2,333
Total 133,345 54
PORC_END Between Groups 8693139 4 2173,285 3,350 017
Wyithin Groups 3243291 a0 G458 658
Total 41126 060 54
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ANALISE DE MEDIAS — GRUPQOS: 50 dias — TODAS VD’S — SESSAO INTEIRA
(Comparando C50 CH50 H50 HMS50 MS50)

Report
GRUPO LT B4 BF TOTAL | PORC BA | CENTRO | T BA | TBF | PORC T BA | END_EXP | PORC_END
50 Mean 18750 | 35000 | 71250 | 106250 | 298887 | 29,1250 | 45,3750 | 22430 15,4575 11250 15,0000
N 8 8 5 5 5 B 5 5 5 8 5
Std.EmorotMean | conse | 100000 | 47ese | 133547 | a41s00 | 3eezr | 145333 | 181983 484683 | BFAOD | 10,0000D
CHSD Mean 38750 | 5000 | 76260 | 14,1250 | 448175 | 403750 | 75,0000 | B30 260012 3,1260 43,2688
M 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
SULEmorotMean | 4 4eizs | 94431 | 53243 | 128782 | 267543 | 813049 | 140180 | 252485 4F7200 | 117165 | 1545555
RS0 Mean 33750 | 45000 | 92500 | 137500 | 294200 | 425000 | 7o.87s0 | PR 26,6250 | 3,1250 46,2312
M g g ] ] ] ] ] ] ] ] ]
St EmorotMean |y 1azer | 119523 | 92088 | 176017 | 594725 | sporrg | 185238 | 214501 B1T444 | 125078 | 1560485
HMS50  Mean 71260 | 40000 | 75000 | 115000 | 288725 | 4gs000 | etas0 | O3S 22,0400 1,1250 20,0000
M 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
St EmorotMean | 12500 | 106904 | 77e1a | 151188 | 636385 | sesaes | 1T7SI9 | 222317 593248 | 44068 7,79194
MSSD - Mean 17500 | 26250 | 76250 | 102500 | 249325 | so0000 | 3gsrso | 21013 13,2900 7500 19,1662
M 8 8 5 5 5 5 5 5 5 8 5
Sl EmorotMean | egias | se4s7 | 101660 | 119140 | ageeso | 974e79 | 113100 | 120880 377198 | 48089 | 12,37230
Total - Mean 36000 | 42250 | 78250 | 12,0500 | 31,7862 | 439000 | 61400 | 19213 20,4828 1,8500 28,7313
M 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Std.ErorofMean | 93493 | 46339 | 34878 | 66923 | 233912 | 3,50600 | 7,01947 | 819213 233986 | 42146 574883
ANOVA
Sum of
Sguares df Mean Sguare F Sig.
LAT Between Groups 151,600 1 37,900 1,094 374
Wwithin Groups 1212,000 35 34629
Total 1363,600 39
EA Between Groups 87,100 1 16,775 2,192 080
Within Groups 267,875 35 7 B54
Total 334,875 39
BF Between Graups 21,850 1 5,413 1127 360
Wwiithin Groups 168,125 35 4,204
Total 189,775 38
TOTAL Between Groups 102,150 1 25,537 1,550 207
Within Groups 573,750 35 16,203
Total 575,900 39
FORC_BA  Between Groups 1837,196 1 459,299 2,275 081
Wwithin Groups 7067,107 35 201,817
Total 8904,302 39
CENTRO Between Groups 468,350 1 617,213 1,293 262
Wwithin Groups 16706,750 35 477,336
Total 19175600 38
T_BA Between Graups 8901,400 1 2475,350 1,294 201
within Groups BB964,500 35 1913271
Total TEBA5,900 38
T_BF Eetween Groups 19809,750 4 4952 438 1,548 210
Within Groups 112002625 35 3200,075
Total 131812,375 39
FORC_T_BA Between Groups 100,463 1 275116 1,294 201
Wwithin Groups 7440455 35 212,584
Total 8540,918 39
END_EXP  Between Groups 44,100 1 1,025 1,656 182
Within Groups 233,000 35 6,657
Total 277,100 38
PORC_END  Between Groups 5986,555 1 1747139 1,372 264
within Groups 44567,378 35 1273,368
Total 51656433 39
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ANALISE DE MEDIAS — GRUPOS: 70 (+ 1) dias — TODAS VD'S — SESSAO

122

(Comparando C70 CH70 H70 HMS70 MS70)
Report
GRUPQ LAT BA BF TOTAL | PORC_BA | CENTRO T BF | PORC T BA | END_EXPL | PORC_END
Cri Mean 43333 | 38809 | 66667 | 10,5656 | 353480 | 568800 | spa3szy | 1AM 19,4456 27778 53,1438
N 3 3 3 a 3 3 3 3 3 a 3
St EmorotMean |y oze31 | 87312 | 6asso | 101531 | 502682 | 1325754 | 147153 | 208141 490588 | 1725585 | 1430318
CHID - Mean 46023 | 37802 | 76154 | 11,3846 | 304862 | 556154 | s3veqz | 19082 17,8223 1,7692 35,9285
N 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
St EnororMesn | 4 zogog | 77752 | 43173 | 8sess | 451900 | sqesr3 | TIGTET | 124115 389171 68172 | 11,03218
HrD - Mean 52143 | 30286 | 69286 | 108571 | 336407 | 575000 | ee1420 | 17E3S 22,0488 2,3571 37,5850
N 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
St EmorotMean | zoap3 | 7sean | 45045 | 74018 | 489323 | eeesro | 192987 | 1.88414 5,08601 BBTO7 | 1037598
HMSTO - Mean 59001 | 47273 | 80009 | 128182 | 358136 | 641818 | 7rases | 16018 25,8182 2,5455 45,4800
N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11
Std ErrorofMean | 142990 | 61925 | 74412 | 108871 | 310605 | 396076 | 5,75078 | 8,87526 2,91960 75615 9,55083
MS7O0 - Mean 22600 | 50000 | 88333 | 13,8333 | 347017 | ses000 | e3sean | T2 21,1933 2,0187 47,0267
N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Std BrrorofMean | oygng | g2s572 | 7os14 | 107895 | 482859 | 631197 112000 | 1.43919 3,73603 773 8,10854
=
utal - Mean 44015 | 42542 | 7441 | 11,8983 | 340002 | se4407 | 638138 | O3 21,2712 2,4407 42,9864
N 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59 59
Std ErrorofMean | 59482 | 34240 | 28375 | 43830 | 200635 | 307877 | 561686 | 6,54504 187225 37317 476839
ANOVA
Sum of
Squares of lean Sguare F Sig.
AT Between Groups 30,460 1 22,615 | 1,080 371
wiithin Groups 1120,285 4 20,746
Total 1210,745 58
BA Between Groups 14,878 1 3720 520 721
wiithin Groups 386,307 54 7154
Total 401,186 58
EF Between Groups 34,944 1 8736 | 1961 114
Within Groups 240,581 54 4,455
Total 275,528 A3
TOTAL Between Groups 39,073 1 22268 | 2116 091
Within Groups a63,316 ad 10,424
Total A57F 390 a8
PORC_BA  Between Groups 173513 1 88,378 273 894
Wiithin Groups 134601,867 a4 260,029
Total 13775,069 68
CENTRO  Behween Groups 500,440 1 125110 212 931
Within Groups 31936,102 a4 491,409
Total 32436542 58
T_BA Between Groups 3705,283 1 926,371 430 750
iithin Groups 104255,665 54 1930,660
Total 107960,349 58
T_BF Between Groups 5972,365 1 1493,215 556 696
ithin Groups 145131,066 54 2687,612
Total 151103,932 58
PORC_T_BA Belween Graups 411,751 1 102,938 480 750
Within Groups 11583,403 a4 214,507
Total 11995,155 56
EMD_EXPL Between Groups 9,821 4 2,455 284 88T
iithin Groups 486,721 54 3643
Total 476,542 56
PORC_END  Between Groups 1243309 1 562,452 402 806
iithin Groups 75557,921 54 1399,221
Total FTRO0F, T30 A3
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ANALISE DE MEDIAS — GRUPOS POR IDADE — GRUPO C - TODAS VD’'S —
SESSAO INTEIRA
(Comparando C21, C50, C70)

Report
TEM_
qrunn B BF TOTAL PORC BA CENTRO TEMFP BA | TEMP BF PORC T BA | END EXFPL | PORC END
C21 Mean 3,0000 6,7500 | 87500 26,8517 54 4167 338167 | 2326667 76392 3333 5,0100
M 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Std. Error of Mean 76871 | 1,03078 | 163279 481239 9,77974 553290 | 132,68878 1,84449 14213 297737
CE0 Mean 3,5000 71250 | 10,6250 20,8887 20,1250 46,3750 | 2245000 16,4575 1,1250 15,0000
M 8 8 8 ] 8 8 ] 8 8 8
5td. ErrorofMean | 100000 47849 | 133547 4415089 3,88421 | 1453928 | 16,19634 4 84683 L7500 10,00000
cro Mean 38889 B BBEY 10,5556 35,3484 A6,8889 58,3333 184 4444 19,4456 27778 53,1489
N 3 9 9 g 3 9 g 3 3 9
Std. Errar of Mean 87312 B4550 | 101831 5,02662 13,25754 | 14,71583 | 2081407 4,90469 1,26588 14,80318
Tatal  Mean 32,4138 6,276 | 10,2414 30,3266 48,2069 40,3793 | 211,3102 13,4600 1,3103 22,7085
N 29 29 29 249 29 29 249 29 29 29
Std. Error of Mean 48757 ATB20 | 82846 279454 £, 05639 686955 | 971073 2,26003 48399 B58671
ANOWA
Surm of
Sguares i hean Souare F .
BEA Between Groups 4,146 2 2,073 285 ,7a4d
Within Groups 188,889 26 7,265
Total 183,034 28
EF Between Groups 1,013 2 JA06 a7z A3
Within Groups 183,125 26 7,043
Total 184,138 28
TOTAL Between Groups 4 953 ? 2,482 1T 840
Within Groups 052,347 26 21,244
Total 587,310 28
FORC_BA Between Groups A73,446 2 186,723 813 LT
Within Groups Q96T 827 26 229532
Total 341,273 28
TEM_CENTRO  Between Groups 4054,078 2 2027,0349 2017 143
Within Groups 26124 631 26 1004,795
Total 30178,759 28
TEMP_EA Between Groups BE48,036 2 424018 2,829 077
Within Groups 470,742 26 12104145
Total 38318,828 28
TEMFP_BEF Between Groups 9435318 2 4717 654 1,827 181
Within Groups G71.34,8349 26 2682,111
Total TEAT0,207 28
FORC_T_BA Between Groups TED947 2 380,474 2,829 077
Within Groups 3497 3549 26 134,514
Total 42a88,306 28
ErMD_EXPL Between Groups 1,110 2 15,555 2542 ,0as8
Within Groups 189,097 26 6,119
Total 180,207 28
FPORC_EMD Between Groups 12673, 766 2 G286,883 7181 o3
Within Groups 22761,630 26 ara,4449
Total 36335 446 28
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ANALISE DE MEDIAS — GRUPOS POR IDADE — GRUPO CH-TODAS VD'S —
SESSAO INTEIRA
(Comparando CH21, CH50, CH70)
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Report
GRUPD LATENCIA | BA BF TOTAL | PORC BA | CENTRD | T BA | T BF | PORC T BA | END_EXPL | PORC_END
CH2T - Wean 45000 | 43000 | 98,3000 | 136000 | 204050 | se1000 | 310000 | 209ED 10,3680 5000 6,500
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Std. EmorofMean | 140831 | 81718 | 59722 | 111754 | 411842 | 698164 | 660547 | 947019 2,20200 34157 450334
CHSD - Mean 38750 | 65000 | 76250 | 141250 | 448175 | 493750 | rspo00 | 16300 25,0012 3,1250 43,2538
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Sl EmorotMean |y 4e128 | easer | 53203 | 128782 | 267543 | s1304g | TAD1ED | 257445 457200 | 117165 | 1545585
CHPD - Mean 46923 | 37692 | 76154 | 11,3846 | 304662 | 556154 | s37eaz | O0E2 17,9223 17602 35,9285
N 13 13 12 13 13 13 13 13 13 13 13
St EworotMean |y zogos | 777s2 | 42173 | ssess | asteo0 | sieer | TIBTET | 124115 3,89171 BB17Z | 1103218
Total — Maan 44194 | 45452 | B,1613 | 128065 | 338565 | 551290 | 51,9355 | 198 17,3116 1,7007 28,3207
N Y 31 31 3 3 31 3 3 3 3 31
Std. Error of Mean o0ges | 51127 | 32161 | p7805 | 362615 | 368833 | 604339 | 513135 231445 44768 £,58542
ANOVA
Surm of
Squares df Mean Sguare F Sig.
LATEMCIA Between Groups 3,404 7 1,702 062 840
Within Groups THE,144 28 27 362
Total 7E9,548 3a
BA Betwean Groups 38,6849 2 19,345 2,650 08s
Within Groups 204 408 28 7,300
Total 243,097 3a
BF Between Groups 19,142 2 9471 3,478 044
Within Groups Troaz a8 27482
Total 96,194 a0
TOTAL Betwean Groups 46,487 2 23,243 2,032 1580
Within Groups 320,352 28 11,441
Total 366 834 30
FORGC_BA Between Groups 1300,803 2 Ga0,401 3,562 04z
Within Groups 5113,104 28 182,611
Total £413,807 30
CEMNTRO Betwean Groups 425632 2 212816 Aar 614
Within Groups 12225,852 28 436 638
Total 12651 484 30
T_BA Between Groups 8640, 663 2 4320332 3,342 jula
Within Groups 36185 208 28 1292 686
Total 44835871 30
T_EF Betwean Groups 9754097 2 48770449 2,014 14z
Within Groups BY790,677 28 24321 096
Total Fro44.774 30
PORC_T_BA  Between Groups 960,308 2 480,154 3,343 Rl
Within Groups 4021 418 28 143 622
Total 4981 776 30
EMD_EXPL Betwaen Groups 30,704 2 15,3452 2,761 .08a
Within Groups 155,683 28 4,560
Total 186,387 30
FORGC_END Betweean Groups T2854513 2 3647 TAT 2,980 0BT
Within Groups 34270710 28 1223954
Total 41566224 3a
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SESSAO INTEIRA
(Comparando H21, H50, H70)
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Report
TEM_
aryno LATENCIA BA BF TOTAL | FORC_BA CENTRO TEMP_BA | TEMP BF | PORC T BA | END _EXPL | PORC_ERND
H21 Mean 7.5000 48000 §,2000 | 13,1000 36,0890 61,0000 56,0000 | 1830000 18,6660 8000 14,4690
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Std. Error of Mean 1,80278 87486 JF1181 1,015498 454538 F.ABSTY | 1414282 | 1421502 471418 43333 £,20432
Hi0  Mean 3,3750 4,5000 9,2600 | 13,7500 20,4200 42,5000 79,8750 | 1776250 26,6260 31250 46,2312
N g g g g g g g g g g g
Std. Error of Mean 113281 | 1,19523 92089 | 1,76017 504725 500714 | 1862357 | 21,45006 517444 1,26878 15,69465
H7a Mean 52143 38286 69286 | 10,8571 33,6407 a7, 5000 66,1428 | 176,3571 220486 2,3571 3758450
M 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
Stdl. Error of Mean 72003 75930 45045 74018 489323 5,69570 | 1525925 | 168414 508601 BEvov 10,37598
Total  Mean 54687 4,3750 70062 | 12,2813 33,3506 54,8438 66,4062 | 178,7500 22,1366 2,0038 32,6228
N a2 3z az a2 a2 a2 a2 a2 3z az a2
Std. Errar of hean 73504 51146 40000 54044 200953 411046 9.089901 382039 303286 52433 5 49124
ANOWA
Sum aof
Sguares df hean Sguare F Sig.
LATENCIA Between Groups 7r237 2 J8618 2,441 05
Within Groups 458,732 28 15,818
Total 535,969 Kl
BA Between Groups 5,671 2 2,836 324 726
Within Groups 253,829 28 8,753
Total 259,500 Ell
BF Betweaen Groups 28,690 2 14,345 3,189 046
Within Groups 130,029 29 4,484
Total 158,719 Ell
TOTAL Betweaen Groups 52,354 2 26177 2,074 144
Within Groups 366,114 28 12625
Total 418 469 21
PORC_BA Betweaen Groups 199,764 2 49,882 3483 ros
Within Groups 8197,906 29 202 686
Total 8397 670 N
TEM_CENTRO  Between Groups 1696,7149 2 848,359 1,625 214
Within Groups 15137,500 29 521,983
Total 1h334,2149 N
TEMP_BA Between Groups 25351249 2 1267 565 462 B35
Within Groups TO594 589 29 2744 641
Total 52129,7149 N
TEMP_BF Between Groups 270,911 2 135,455 041 960
Within Groups 954573,089 24 3295624
Total 95544,000 H
PORC_T_BA Betweaen Groups 281,725 2 140,862 462 B35
Within Groups 0E42 942 29 304,929
Total 9124 667 H
EMD_EXFL Betweasen Groups 23,729 2 11,865 1,382 267
Within Groups 248,989 29 8586
Total 272,719 Ell
FORC_EMND Between Groups A121,532 2 2560, 766 2,025 140
Within Groups IGRTT,AIA 24 1264743
Total 41799 067 il
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ANALISE DE MEDIAS — GRUPOS POR IDADE — GRUPO HMS — TODAS VD’S
— SESSAO INTEIRA
(Comparando HMS21, HMS50, HMS70)

Report
TEM_
uhorupo HMS LATERMCIA BA EF TOTAL | PORC_BA CENTRO TEMP_BA | TEMP_BF | PORC T BA | END_EXFL | PORC_END
hms21  Mean 4,0808 4,0008 83182 | 12,9081 30,6300 44,2727 60,4545 | 1953727 20,1527 1,031 39,0300
N 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
Std. Error of hean GBS0 77091 84213 | 1,20047 4,45352 508550 | 10,53424 | 755388 351122 75624 11,18333
hms50  Mean 71250 4,0000 75000 | 11,5000 20,8725 48,5000 66,1250 | 185,3750 22,0400 1,1250 20,0000
M 8 g 8 g 8 8 3 g g g g
5td. Error of ean 412500 | 1,06804 719 | 1,51186 6,36355 9,55248 | 1779791 | 22231683 593248 44068 779194
hms70  Mean 5,9091 47273 80808 | 12,5182 36,8136 fi4,1818 774545 | 160,1818 75,8152 2,5455 45,4800
N 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
5td. Error of bean 1,42980 61825 74412 | 1,06871 3,10605 3,96076 B,75979 | 987525 2,91960 75515 9,546083
Total Mean 55667 4,3000 8,2000 | 12,5000 32,6953 52,7000 §8,2000 | 178,7B6T 22,7333 1,9333 36,3423
N a0 30 a0 30 a0 30 a0 a0 30 30 30
Std. Error of Mean 1,30386 45018 48042 | 59934 258375 303749 578257 | 774473 226072 40947 550436
AMOWVA,
Sum of
Sruares of hlean Souare F S
LATEMNCIA Between Groups 44 673 2 22337 4492 B17
YWithin Graups 1226,693 7 45,433
Toatal 1271367 29
BA Between Groups 3,208 2 1,605 250 780
Within Groups 173,081 27 6,411
Total 176,300 249
BF Between Groups 8,255 2 4127 474 6T
Within Groups 192545 27 i
Total 200,800 29
TOTAL Between Groups 10,955 2 5477 357 703
Within Groups 414 545 a7 15,354
Total 4245 500 29
FORC_BA Between Groups 297,233 2 148617 728 482
Within Groups 510,664 27 204,099
Total 5807 897 29
TEM_CENTRD  Between Groups 2372482 2 1186,241 2,80 073
YWithin Graups 11115818 7 411 687
Toatal 13488300 29
TEMP_BA Between Groups 1636,470 2 818,235 76 Ralag:)
Within Groups 38386,330 27 1421716
Total 40022800 29
TEMP_EF Between Groups 114,673 2 3857837 21N 138
Within Groups 45067693 27 1B69,174
Total 52183367 29
FORC_T_BA Between Groups 181,780 2 40,880 TS Ralag:)
Within Groups 4264 683 a7 157,951
Total 4446 462 29
ERDC_EXFL Between Groups 9,355 2 4678 525 409
Within Groups 136,511 27 5,056
Tatal 144 867 29
PORC_END Between Groups 3138,088 2 15649,044 1,558 229
Within Groups 27191,3749 27 1007,088
Total 30329 467 29
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ANALISE DE MEDIAS — GRUPOS POR IDADE - GRUPO MS - TODAS VD'S —
SESSAO INTEIRA
(Comparando MS21, MS50, MS70)

Report
TEM_
LATEMCIA BA BF TOTAL FORC BA CEMNTRED TEMP BA | TEMP BF | PORC T BA | END EXPL [ PORC END
521 Mean 20000 31667 F,7500 10,9167 27 5567 42,3333 28 BEET 2290000 446542 8333 23,2633
N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Std. Error of Mean A77358 58818 88869 1,11095 4,84914 554914 559942 739574 1,86661 42343 9,58765
ME50  Mean 1,7500 2,6250 7.6250 10,2500 24 9325 50,0000 39,8750 2101250 13,2900 7400 19,1662
il 8 g kS 8 g 8 g 8 g 8 kS
Std. Error of Mean 90139 56497 1,01660 1,191448 4,86650 9, 74674 11,31598 12 08665 3,77189 ,49099 12,37230
MST0 Mean 22500 5,0000 8,8333 13,8333 347017 58,5000 63,5833 1779167 211933 29167 47 0267
M 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
5Std. Error of Mean 71806 82572 79614 1,07895 4,82859 6,31197 11,20704 14,39195 3,73603 73N 9,10854
Total Wean 20312 31,7188 8,1250 11,8437 29,5800 A0,3125 44 5625 2051250 14,8528 1,5938 31,1403
il 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
Std. Error of Mean 40031 A3356 50750 59141 284768 404272 597693 7 68016 1,09242 3858449 507227
AHOVA
Sum of
Sguares df Mean Square F Sig.
LATEMCIA Eetween Groups 1,219 2 E09 12 894
Within Groups 1687, 7&0 29 5,440
Total 158 064 31
BA Between Groups 32927 2 16,464 3,110 OG0
Within Groups 153,542 29 5,284
Total 186,464 31
BF Between Groups 9,708 2 4,854 av3 ava
Within Groups 2457492 29 8,476
Total 255 500 KLl
TOTAL Between Groups 78135 2 39068 2,860 073
Within Groups 386,083 29 13,648
Total 474,214 il
FPORC_BA Between Groups A36,698 2 268,344 1,037 36T
Wyithin Groups 7507 726 29 258,887
Total 5044 424 31
TEM_CEMNTRO  Between Groups 1569,208 2 Ta4.604 1,554 228
Within Groups 14643 BET 29 A04,954
Total 16212,875 31
TEMP_BA Between Groups 7e49 417 2 3774708 3,924 O
Within Groups 27888 458 29 961,671
Total 35437,875 31
TEMP_EF Between Groups 15923 708 2 ¥HA1 854 5,402 010
Within Groups 42741 792 29 1473855
Total 58665,500 31
PORC_T_BA Between Groups 838,873 2 4149 437 3,924 O
Within Groups 3099 125 29 106, 36E
Total 3937,998 31
EMD_EXPL Between Groups 33635 2 16,818 4,201 025
Within Groups 116,083 29 4,003
Total 149714 31
FPORC_END Between Groups 4920099 2 2460049 2,254 123
Within Groups 31657 4145 29 1091 635
Total 36577514 31
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