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1.Introducéo

Nas ultimas décadas, trés eixos de pesquisa ganharam tracao
mensuravel e relevancia translacional: (i) neurociéncia das emocdes; (ii) eixo

microbiota—intestino—cérebro; e (iii) neuroparasitologia.

No que tange as emocdes, observa-se um aumento gradual de
publicacdes entre 1992 e 2005, seguido por um crescimento vertiginoso e pela
entrada de pesquisadores de diversas areas nesse campo. Nos ultimos 30 anos,
portanto, houve um crescimento consistente no nimero de artigos e publicacdes.
A expansao do interesse cientifico em compreender a neurobiologia das

emocdes continua a se expressar de maneira continua e significativa @,

No eixo intestino—cérebro, sinteses-ancora evidenciam um
crescimento progressivo de dados pré-clinicos e clinicos sobre vias neurais,
enddcrinas e imunes que conectam a microbiota ao cérebro, tornando 0 campo
prioritario para intervencGes em estresse, ansiedade e humor @. H4, ainda,

evidéncias bibliométricas de que esse crescimento seguira constante ©.

J& a neuroparasitologia, embora emergente, € hoje reconhecida
e bem aceita como subdisciplina que investiga como parasitas modulam circuitos
neurais e comportamento. Ainda que as evidéncias diretas de manipulacédo
neural em humanos sejam escassas, cresce o interesse em associagdes entre

Toxoplasma gondii e transtornos psiquiatricos, como esquizofrenia e transtorno



bipolar. Estudos recentes sugerem, inclusive, que algumas doencas

psiquiatricas podem ter etiologia infecciosa além da predisposicao genética (4,



5). Esse novo campo de estudo mostra-se, portanto, capaz de explicar
alteracdes comportamentais em hospedeiros mamiferos e artropodes, além de
abrir novas perspectivas para a integracdo entre neurociéncia, parasitologia e
psiquiatria (4). E nesse contexto que se inicia a justificativa deste trabalho.

O T. gondii, protozoario intracelular obrigatério do filo
Apicomplexa, constitui um modelo robusto para investigar modulacéo
comportamental e circuitos do medo/ansiedade. Em roedores, a infeccéo cronica
reduz a aversdo a odores de predadores felinos, aumentando a vulnerabilidade
do hospedeiro. Além disso, a infec¢cao diminui a ansiedade geral, em correlacao
com carga cistica e neuroinflamacdo, envolvendo a amigdala, vias
dopaminérgicas e plasticidade epigenética local (6). Resultados classicos em
labirinto em cruz elevado e em testes de interacdo social ja demonstraram
reducdo da ansiedade apds a infeccdo por T. gondii (). Complementarmente,
evidéncias indicam hipometilacdo do promotor da vasopressina (AVP) na
amigdala medial posterior (MePD) como mecanismo proximal para o fenétipo
comportamental, reforcando a ponte entre neuroepigenética e comportamento
(8). Esse conjunto sustenta a pertinéncia de investigar relagbes “ansioliticas”
associadas ao T. gondii e seus moduladores.

Por outro lado, a literatura mostra que a microbiota intestinal
modula a reatividade ao estresse e a ansiedade por vias vagais, GABAEérgicas,
imunes e metabdlicas, consolidando bases biologicas para intervencdes
psicobidticas (2). Em modelo murino, a ingestdo de Lactobacillus rhamnosus
(JB-1) reduziu comportamentos ansiosos e reconfigurou a expressdo de
receptores GABA no cérebro; tais efeitos foram abolidos pela vagotomia —

evidéncia causal de um circuito intestino—vago—cérebro (9). Em humanos, ensaio



clinico randomizado mostrou menor prevaléncia de sintomas de ansiedade e
depressdo no poés-parto com L. rhamnosus HNOO1, apoiando a plausibilidade
translacional, ainda que dependente da cepa utilizada (10). O conceito de
psicobidticos — microrganismos vivos que beneficiam a satde mental — vem se
consolidando de forma crescente na literatura cientifica (11).

Evidéncias atuais indicam que a infecgcdo por T. gondii
desestabiliza a eubiose intestinal e repercute no sistema nervoso central,
conectando imunidade de mucosa, inflamacao sistémica e lesdo neural. Em
modelos animais, Lactobacillus spp. (e seus metabdlitos, como o indol-3-latico)
atenuam danos a barreira intestinal e reduzem marcadores neuroinflamatorios,
sugerindo uma via de modulacgéo intestino—cérebro relevante ao fenotipo ansioso
(12). Revisdes recentes propdem explicitamente que a disbiose induzida por T.
gondii pode estar na base das alteragbes comportamentais, reforcando a

justificativa para manipular a microbiota como estratégia experimental (13).

Diante do crescimento e da convergéncia desses campos, investigar as relacoes
ansioliticas entre Toxoplasma gondii e Lactobacillus rhamnosus ¢é

cientificamente oportuno e clinicamente pertinente. Tal abordagem explora:

e um modelo consolidado de modulagdo do medo/ansiedade por um
parasita neurotrépico;

e um modulador microbiano com mecanismos definidos no eixo intestino—
céerebro; e

« 0 nexo fisiopatologico entre disbiose, neuroinflamacao e circuitos afetivos
— alinhado ao estado da arte da neurociéncia afetiva, da biologia do

estresse e da parasitologia moderna.



2. Revisao da literatura

2.1 O papel adaptativo das emoc¢des na evolucdo de Homo sapiens:

énfase nas emocdes negativas e na ansiedade

As emocoes constituem sistemas neurobioldgicos
fundamentais, moldados ao longo da evolugéo para regular o comportamento
diante de desafios recorrentes do ambiente. Essas respostas afetivas rapidas e,
muitas vezes, automaticas, promovem a sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivo
dos organismos, inclusive dos Homo sapiens. Em termos funcionais, as
emocdes podem ser compreendidas como estados mentais moduladores de
acao, que operam de modo mais flexivel que reflexos, mas menos deliberativos
que os comportamentos volitivos. Elas permitem uma avaliagdo eficiente de
ameacas e oportunidades, facilitando a tomada de decisbes em contextos

incertos e dinAmicos 4,

Do ponto de vista funcional, os estados emocionais sao
caracterizados por multiplas propriedades, como escalabilidade, persisténcia,
prioridade no controle comportamental e integracdo de multiplos sistemas
fisiolégicos e cognitivos — elementos que os distinguem de outros estados
mentais como reflexos ou conceitos (4. Essas propriedades podem ser

sintetizadas no esquema a seqguir:
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Figura 1. Caracteristicas funcionais dos estados emocionais. O
fluxograma apresenta propriedades centrais que definem o0s estados
emocionais. Tais caracteristicas incluem escalabilidade, persisténcia, prioridade
sobre o controle comportamental, estrutura de similaridade, valéncia,
aprendizado, predisposicdo a comunicacao social, efeitos multicomponentes,
automaticidade. Essas propriedades distinguem os estados emocionais de
reflexos simples ou comportamentos volitivos, oferecendo um modelo funcional

util para investigacdes em neurociéncia afetiva®®.

As emocdes podem ser classificadas de acordo com sua
valéncia (Figura 1), refletindo tendéncias motivacionais de aproximagao

(positiva) ou esquiva (negativa) @.



As emocdes de valéncia positiva, como alegria, contentamento
e orgulho, desempenham fun¢cbes adaptativas essenciais ao promoverem
comportamentos de aproximacao e aquisicado de recursos, fortalecendo vinculos
sociais e estratégias cooperativas. Essas emocdes estdo enraizadas no sistema
motivacional apetitivo, responsavel por orientar o organismo em direcdo a
estimulos prazerosos e recompensadores. Em termos neurobioldgicos, esse
sistema envolve a ativacdo de circuitos dopaminérgicos mesolimbicos —
notadamente o nucleo accumbens e o cértex pré-frontal ventromedial —, os
quais favorecem o reforco de acdes que aumentam o bem-estar e o sucesso
reprodutivo 19, Evidéncias psicofisiolégicas indicam que, diante de estimulos
agradaveis e emocionalmente excitantes, ha inibicdo do reflexo de sobressalto,
maior atividade nos muasculos faciais relacionados ao sorriso (Eletromiografiia do
musculo zigomatico), além de aceleracdo cardiaca e aumento do tempo de
visualizagado voluntaria *6), Em contextos ancestrais, essas respostas facilitavam
a manutencao de interacfes sociais benéficas, cooperacdo entre membros do
grupo e o fortalecimento de lacos afetivos — elementos cruciais a sobrevivéncia

e a reproducdo em espécies de organizacdo social complexa, como os humanos

(17, 18).

Em contrapartida, emocdes de valéncia negativa — como medo,
raiva, tristeza e ansiedade — foram igualmente mantidas por seu valor protetivo.
Evocadas por estimulos associados a ameaca, a frustracdo ou a perda, essas
emocdes ativam rapidamente circuitos subcorticais como a amigdala, o
hipotalamo e a substancia cinzenta periaquedutal, mobilizando respostas

comportamentais e fisioldgicas de defesa®®. Ainda que subjetivamente



desconfortaveis, essas respostas aumentam a vigilancia, a prontiddo e a

capacidade de evitar danos — fungGes essenciais em ambientes incertos 9.

Entre elas, destaca-se a ansiedade, um estado emocional
preventivo, que se diferencia do medo por antecipar perigos potenciais ou
incertos, em lugar de ameacas imediatas. Filogeneticamente, a ansiedade
favoreceu a deteccdo precoce de riscos e a preparacdo comportamental,
especialmente em cenarios em gue a ameaca ainda ndo havia se manifestado
plenamente@d, Comportamentos defensivos eliciados por pistas ambientais
ambiguas, como sons subitos ou movimentos inesperados, refletem estratégias
adaptativas selecionadas filogeneticamente para maximizar a sobrevivéncia em
ambientes hostis e imprevisiveis, mesmo na auséncia de uma ameaca

iminente@2,

Para estudar os mecanismos subjacentes a ansiedade, tanto a
autoprotetiva e normal quanto a disfuncional e patoldgica, a neurociéncia tem
empregado modelos animais robustos, especialmente o teste do labirinto em
cruz elevado (LCE). Esse paradigma explora o conflito entre a motivacao
exploratéria e o medo inato de espacos abertos. O LCE consiste em duas hastes
abertas e duas fechadas, elevadas do solo. Ratos ansiosos tendem a
permanecer nas areas fechadas, evitando as abertas ?3. O modelo é validado
por sua sensibilidade a benzodiazepinicos e sua correlacdo com a ativacao da

amigdala e do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (23-25)

Nas Ultimas décadas, a emergéncia da neuroparasitologia
ampliou as possibilidades de investigacédo sobre o substrato emocional a partir

da manipulacdo comportamental induzida por parasitas “* %. Um dos modelos
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mais emblematicos é o da infeccdo por Toxoplasma gondii em roedores.
Diversos estudos demonstraram que esse protozoario, ao formar cistos em
regides limbicas como a amigdala medial posterior, altera a valéncia emocional
de pistas associadas a predadores felinos (- 26), Como consequéncia, 0s ratos
infectados exibem reducao da ansiedade relacionada a autodefesa e da averséo
inata ao odor de urina de gato, comportamento interpretado como uma
manipulacdo adaptativa do hospedeiro intermediario, que aumenta as chances

de transmissao do parasita ao hospedeiro definitivo (),

Esse modelo demonstra que circuitos emocionais, considerados
altamente conservados do ponto de vista evolutivo, podem ser modulados por
agentes infecciosos, oferecendo uma janela privilegiada para o estudo das bases

neurobiolégicas da emocao, da motivacdo e do comportamento defensivo.

Contudo, os mesmos circuitos que sustentaram a ansiedade
adaptativa durante a evolugcdo — como o eixo amigdala-hipocampo-cortex pré-
frontal medial — podem tornar-se disfuncionais. Em sociedades altamente
informatizadas, com estressores cronicos e auséncia de ameacas fisicas claras,

esses sistemas podem ser hiperativados, levando a ansiedade patolégica @7,

Dessa forma, a ansiedade pode ser compreendida como um
resquicio funcionalmente vantajoso da historia evolutiva, que hoje, em
determinados contextos, pode se tornar disfuncional. Ao investigar suas bases
biologicas, funcionais e filogenéticas, a neurociéncia contemporanea nao
apenas elucida a origem dos transtornos mentais, como também oferece um
modelo integrativo para entender a emocdo humana como um fendmeno

adaptativo.



2.2 A amigdala e o medo

A amigdala, ou complexo amigdaloide, € uma estrutura do
sistema limbico, situada no lobo temporal medial, e composta de mais de dez
ndcleos, de onde se destacam: Grupo basolateral, Grupo cortical, Grupo
centromedial, massas de células intercaladas (MCIs), éarea amigdalo-
hipocampal, a area amigdaloide anterior, além da amigdala estendida, proposta
alternativa que incorpora o nucleo do leito da estria terminal (NLET — parte do
sistema limbico que contém neurdnios GABAErgicos e glutamatérgicos, além de
expressar receptores de CRF (fator liberador de corticotropina), AVP (arginina
vasopressina) e noradrenalina)) e a substancia inominada como parte funcional

da amigdala centromedial (8,

Suas principais aferéncias incluem informagdes sensoriais
olfatéria, somatossensorial, gustativa, auditiva e visual provenientes do cértex,
além de outras regides limbicas como o hipocampo, nucleos talamicos, tronco
encefalico e hipotdlamo, e projeta impulsos nervosos para o cortex pré-frontal,
hipocampo, nucleo accumbens, cértex sensorial, talamo, hipotdlamo, nucleo do
leito de estrias terminais, além de regides monoaminérgicas. Dessa forma, ela
modula comportamentos autondmicos, enddcrinos e defensivos, incluindo o

medo (7. 26-28),

O medo tem sido popular em pesquisas da expressao
neurocientifica das emocdes por ser tdo importante para a sobrevivéncia e pela

existéncia de varios protocolos consagrados para seu estudo experimental (29,



O medo é amplamente reconhecido como um componente
central dos transtornos de ansiedade, devido a sua estreita relacdo com esses
quadros. Medo e ansiedade sdo manifestacdes inter-relacionadas de um mesmo
fendmeno emocional, ambas associadas a comportamentos de autopreservacao
diante de ameacas presentes ou futuras. Enquanto o medo representa uma
resposta emocional frente a uma ameaca real ou iminente, a ansiedade refere-
se a antecipacao de um perigo potencial. Apesar de sobrepostos em muitos
aspectos, esses estados diferenciam-se funcionalmente: o medo esta mais
frequentemente ligado a ativacdo autondémica intensa, mobilizada para
respostas de luta ou fuga, ao passo que a ansiedade se associa a tensao

muscular e a vigilancia prolongada, voltadas a preparacao para ameacas futuras.

Diversas evidéncias apontam atualmente que a conexdo da
amigdala basolateral com a amigdala central, juntamente com as projecées
eferentes da amigdala central, representam coletivamente um sistema central de

medo envolvido tanto na expressao quanto na aquisi¢cdo do medo condicionado

(20).

2.3 Microbioma
Nas ultimas décadas, a visao cientifica sobre os microrganismos
gue habitam o corpo humano sofreu profundas transformacdes. O que antes era
denominado genericamente como “flora normal” — termo botanico considerado
inadequado e reducionista — evoluiu para a nogao de “microbioma”, conceito
gue abrange tanto os microrganismos (microbiota) quanto seus genes, produtos
metabolicos e vias funcionais (0-33), Estima-se que o corpo humano seja

habitado por uma comunidade composta por cerca de 100 trilhdes de células
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microbianas — em sua maioria bacterianas — e aproximadamente um quatrilhdo
de virus, com concentracdo predominante no intestino grosso ©G4. A distingdo
entre microbiota e microbioma é crucial: enquanto a primeira refere-se aos
organismos vivos, a segunda contempla tanto os organismos vivos, quanto seu
material genético e fungdes associadas (%32, Entre suas mudltiplas funcdes,
destacam-se a fermentacéo de fibras alimentares néao digeridas e a producéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e butirato —

metabdlitos com papel fundamental na homeostase intestinal e cerebral (35 36),

Esses AGCCs sdo produzidos a partir da fermentacdo de
polissacarideos complexos presentes em alimentos como aveia, banana verde,
alho-poro, trigo e legumes ©%. Uma vez sintetizados por bactérias como
Bacteroides, Ruminococcus e Eubacterium, esses acidos exercem funcbes
diversas: fornecimento energético, modulacdo do pH intestinal, inducdo de
gliconeogénese hepatica e manutencio da integridade da barreira epitelial ©5).
Além disso, atravessam a barreira hematoencefédlica (BHE) por meio de
mecanismos mediados por receptores acoplados a proteina G e por modulagéo
epigenética via inibicdo de histonas desacetilases (HDACs) 8- O butirato, em
especial, tem efeito epigenético relevante ao aumentar a acetilacdo de histonas
e favorecer a expressdo de genes envolvidos na plasticidade sinaptica,
neurogénese e sintese de BDNF — fator neurotréfico associado a memoria e ao
humor @537, Evidéncias em modelos animais associam esses efeitos a

propriedades ansioliticas, antidepressivas e de melhora cognitiva (35-38),

Ha ainda muita controvérsia a respeito da origem do microbioma

intestinal humano. Por anos, prevaleceu a hipétese do “utero estéril”, segundo a

11



qual o liquido amnidtico seria livre de microrganismos e o recém-nascido adquiria
integralmente sua microbiota apenas apés o nascimento % 40, Contudo, nos
altimos anos, surgiram estudos que contrariam essa visao e apontam que podem
existir bactérias no liquido amniotico, sugerindo que ele seja uma das principais

fontes de microrganismos que colonizariam o intestino fetal e neonatal “1-45),

Um estudo que analisou fezes maternas, placenta, liquido
amnidtico, colostro, mecoénio e fezes neonatais verificou que a placenta e o
liquido amniotico apresentam comunidades bacterianas de baixa diversidade,
dominadas por Proteobacteria, enquanto o colostro mostrou-se mais diverso e
rico em Streptococcus e Lactobacillus. O meconio apresentou semelhancas com
placenta e liquido amniético, mas um perfil préprio, caracterizado por Firmicutes;
ja as fezes neonatais, apos alguns dias, mostraram-se principalmente
influenciadas pelo leite materno 2. Assim, ele apoia a hipétese de colonizagao
intrauterina: a de que placenta e liquido amnidtico contém comunidades
microbianas proprias, estaveis entre individuos e distintas das fezes maternas.
Dessa forma, o processo de colonizacdo seguiria etapas sucessivas: inicio
intrauterino (placenta e liquido amniético), amplificacdo pods-natal imediata
(colostro) e estabelecimento progressivo da microbiota intestinal durante a

primeira semana de vida “2),

Muller et al. (2024) apontam que a composi¢cdo do meconio
neonatal se assemelha mais ao trato gastrointestinal materno do que ao
microbioma vaginal, especialmente no final da gestacdo. Isso sugere que a
transferéncia ocorra provavelmente por via hematogénica, isto €, pela

translocacao de bactérias ou de seus componentes do intestino materno para o

12



compartimento fetal. Embora contrarie a hipotese do utero estéril, esse estudo
apoia a ideia de que o feto € exposto a assinaturas microbianas intradtero, ainda

que ndo se trate de uma colonizacg&o ativa 2,

Por outro lado, Lim et al. (2017), em contraste com estudos
anteriores gque relataram microbiota no liquido amniético, demonstraram que, em
gestacdes a termo, sem complicacbes e sem sinais de infeccdo, ndo ha
evidéncia de microbioma detectavel. Segundo os autores, os achados positivos
de outros trabalhos provavelmente se devem a contaminacfes decorrentes de
baixo nivel de DNA bacteriano nos reagentes ou manipulacdo das amostras.
Esse estudo reforca a hipétese de que o feto saudavel se desenvolve em
ambiente intrauterino estéril e que a colonizagdo microbiana ocorre apenas no

momento do parto e no periodo neonatal (39).

Em uma das investigagbes mais recentes sobre o tema, Kim et
al. (2024) confirmaram a possibilidade de transmissao vertical de
microrganismos maternos para neonatos, possivelmente via degluticdo do
liqguido amniético e da microbiota cervical. Os autores mostraram ainda que
fatores como tipo de parto, idade gestacional, peso ao nascer, corioamnionite e
diabetes materna influenciam significativamente a diversidade e a composi¢cao

do microbioma oral neonatal 49,

Em contraposicdo, em outro artigo recente, Lyu et al. (2025)
reforcaram a hipotese do utero estéril ao avaliar o liquido amnidtico no segundo
trimestre e no momento do parto, ndo encontrando nenhuma bactéria em

gestacdes saudaveis “9). Esses achados, quando comparados a estudos que
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evidenciam sinais de DNA bacteriano no ambiente intrauterino, demonstram que

0 tema permanece altamente controverso e ainda carece de consenso cientifico.

Independentemente do momento inicial da colonizacdo do
microbioma intestinal neonatal, sua maturacao se estende até os trés primeiros
anos de vida, sendo fortemente modulada por fatores como tipo de parto,
aleitamento materno, dieta e uso de antibidticos (26—-28). Com o tempo, a
microbiota torna-se dominada por bactérias estritamente anaerdbias, com
predominio dos filos Bacillota (Firmicutes) e Bacteroidota (Bacteroidetes), cuja
composicao se torna tdo singular quanto uma impressao digital (22, 24, 29-31).A
maturacdo do microbioma intestinal humano comec¢a ao nascimento — que
ocorre em meio a um estado estéril — e se estende até os trés primeiros anos
de vida, sendo influenciada por tipo de parto, aleitamento materno, dieta e uso
de antibidticos ©638), Recém-nascidos por cesariana apresentam menor
diversidade microbiana e maior abundancia de patobiontes em comparagao aos
nascidos por parto vaginal. Essas diferencas iniciais podem ter efeitos
duradouros sobre a saude metabdlica e imunologica. Evidéncias recentes
sugerem que o intestino materno, e ndo apenas o canal de parto, € a principal
fonte inicial da microbiota do neonato, como demonstrado por estudos com
transplante fecal materno 8. Com o tempo, a microbiota torna-se dominada por
bactérias estritamente anaerdbias, com predominio dos filos Bacillota
(Firmicutes) e Bacteroidota (Bacteroidetes), cuja composicdo torna-se tao

singular quanto uma impresséo digital (32 34 46-48)

A estrutura bacteriana intestinal adulta € dominada por cinco

filos principais — Bacillota (Firmicutes), Bacteroidota (Bacteroidetes),
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Actinobacteria, Pseudomonadota (Proteobacteria) e Verrucomicrobia — que
juntos compdem 93-95% da microbiota intestinal 9. Esses filos exercem
funcdes essenciais, como a fermentacdo de fibras, producdo de AGCCs e
modulacdo imunolégica G* 50-59) A variabilidade na composi¢do microbiana é
influenciada por fatores como dieta, medicamentos, estresse, localizacéo
geogréafica e envelhecimento ©“7). Esforcos colaborativos, como o Human
Microbiome Project (HMP), o MetaHIT, e os projetos intestinais americano e
britAnico, permitem mapear a diversidade genética e funcional da microbiota em
diferentes populagdes 55, Por fim, com os avangos em filogenia gendmica,
importantes atualizacdes taxonbmicas tém sido propostas, como a
reclassificacdo de Firmicutes para Bacillota, adotando-se nomenclaturas

hibridas nesta tese para manter clareza e rigor cientifico (€9,

A andlise taxondmica da microbiota intestinal em niveis mais
especificos — como géneros e espécies — permite uma compreensao
aprofundada das funcdes ecoldgicas, metabdlicas e imunoldogicas dos
microrganismos residentes. Espécies como Faecalibacterium prausnitzii, com
potente acdo anti-inflamatéria (~5 % do total bacteriano), e Clostridium, produtor
de acidos graxos de cadeia curta, desempenham papéis centrais na homeostase
intestinal. Bacteroides pode compor até 30% da microbiota e atua na
degradacéao de glicanos, enquanto Prevotella, comum em dietas ricas em fibras,
pode atingir até 50 % da microbiota em populagdes nado ocidentalizadas.
Bifidobacterium, do filo Actinobacteria, € amplamente reconhecido por seu
potencial probidtico e por contribuir para cadeias tréficas sintréficas com
produtores de butirato. J& Akkermansia muciniphila, do filo Verrucomicrobia,

auxilia na degradacdo de mucina e preservacdo da barreira intestinal G”. A
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predominéncia ou escassez relativa desses géneros podem indicar estados de
eubiose ou disbiose: enquanto Bifidobacterium e Lactobacillus estdo associados
a beneficios imunoldgicos e digestivos, a superabundancia de Clostridium ou
Escherichia pode sinalizar desequilibrios associados a condicbes como

sindrome do intestino irritavel (Sll) e doenca inflamatéria intestinal (DI1) G7),

2.4 O Eixo Intestino-Cérebro

O intestino € o maior 6rgao digestivo, imune e endocrino do
corpo humano, e possui uma inervacdo tdo abundante e complexa que seu
sistema nervoso, o Sistema Nervoso Entérico (SNE), é relativamente
independente do cérebro. O sistema nervoso entérico tem uma certa
similaridade com o cérebro em termos de componentes neuronais e de
neurotransmissdo. Dado que 90-95% das células do intestino correspondem a
microrganismos, podemos chama-lo de 6rgdo microbiano. A relacdo simbiotica
entre a microbiota e esse 6rgdo hospedeiro envolve uma troca com profundas
repercussdes sobre todo o organismo. Enquanto o intestino traz espaco e
alimentos para os microrganismos, estes influenciam o desenvolvimento e o
funcionamento do intestino. O trabalho em conjunto dos dois melhora a
performance da digestao, imune, enddcrina e a funcédo de neurotransmisséo. A

essa relagdo da-se o nome de eixo intestino-cérebro (60-62),

A comunicagéo entre a microbiota intestinal e o Sistema Nervoso
Central (SNC) ocorre por meio de um complexo conjunto de vias interligadas,

gue incluem rotas neurais, imunoldgicas, endécrinas e metabdlicas.
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2.4.1 Vias neurais

O principal componente neural envolvido nessa comunicacéo é
0 nervo vago, que é o décimo par craniano e representa a rota mais rapida e
direta que conecta o intestino ao cérebro. Seu nome deriva do latim vagus, que
significa "errante”, em razdo de sua extensa inervacao, a qual permite a coleta
de informacgdes de diversos 6rgédos viscerais 664, Esse nervo, composto por
80% de fibras aferentes e 20% de fibras eferentes, é o responséavel por transmitir
informac6es sensoriais do trato gastrointestinal ao encéfalo ¢4). A maioria das
fibras vagais aferentes transmitem informacdes da mucosa intestinal para

centros cerebrais, como o nuicleo do trato solitario (NTS) (64),

As células enteroendocrinas, amplamente distribuidas na
mucosa intestinal, participam ativamente dessa sinalizacdo, interagindo
diretamente com as fibras aferentes vagais por meio da liberacédo de serotonina
(5-HT), que ativa receptores locais 5-HT3, ou pela secrecdo de hormdnios
intestinais como colecistoquinina (CCK), Peptideo glucagon like 1 (GLP-1) e
Peptideo tirosina tirosina (PYY). Esses hormdnios ativam receptores orexigenos
e anorexigenos localizados nas terminacdes vagais, influenciando vias neurais

associadas ao controle do apetite e da homeostase energética (4.

Evidéncias experimentais demonstram que a integridade
anatdbmica e funcional desse nervo € essencial para a mediacdo de efeitos
ansioliticos de probidticos ©3). Estudos em modelos animais mostram que a
vagotomia impede os efeitos comportamentais benéficos de certas cepas
bacterianas, como Lactobacillus rhamnosus, sugerindo que o nervo vago atua

como via aferente critica nessa sinalizagcdo bidirecional. Por meio dessa
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conexdo, estimulos intestinais atingem estruturas cerebrais envolvidas na

regulacdo emocional, como o hipotalamo e o tronco encefélico (%),

O estresse, por exemplo, exerce efeitos significativos sobre a
fisiologia intestinal por meio da modulagcéo autonémica e pela promoc¢éao de um
estado de inflamacé&o crbnica de baixo grau. Em situacfes de estresse cronico
ou agudo, pode ocorrer alteracdes na microbioga intestinal (disbiose) e assim ha
uma inibicdo da atividade parassimpatica vagal e uma ativacdo simultanea do
sistema nervoso simpatico. Além disso, ha reducdo na expressdo de MUC2
(gene responsavel pela codificagdo da mucina 2, uma glicoproteina secretada
gue representa o principal componente do muco intestinal) e de proteinas como
occludina e Zonula Occludens-1 (ZO-1), que sdo componentes fundamentais
das juncdes de ocluséo (tight junctions) das células epiteliais intestinais. Essas
juncdes sdo estruturas que mantém a integridade da barreira intestinal,
controlando o que pode ou ndo atravessar 0 espaco entre as células (via
paracelular) @ 54, Essas alteracbes comprometem a integridade da barreira
intestinal, resultando em aumento da permeabilidade epitelial (fenbmeno
conhecido como leaky gut), facilitando a translocacdo de endotoxinas e
antigenos microbianos para a circulacdo sistémica. Evidéncias apontam que
essa desregulacdo neuroimune esta fortemente associada a diversas condicfes
clinicas, incluindo sindrome do intestino irritavel (Sll) e doenca inflamatéria
intestinal (DIl), além de doencas neurodegenerativas como doenca de
Alzheimer®®, doenca de Parkinson ®7), Esclerose Lateral Amiotréfica (68),
Esclerose Mdltipla 9, doenca de Huntington (70) e de transtornos psiquiatricos
como depressdo (¥ e ansiedade ("? nas quais se observam reducdo do ténus

vagal e desequilibrio na homeostase do eixo microbiota-intestino-cérebro (73 74),
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2.4.2 Vias imunoldgicas

A microbiota intestinal exerce profundo impacto sobre o sistema
imunolégico do hospedeiro, influenciando a liberacéo de citocinas e a maturagéo
de células imunes. Em situacdes de disbiose, ha aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatorias, como Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 1 beta (IL-1)
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais podem atravessar a BHE ou
afetd-la indiretamente, promovendo estados de neuroinflamagdo ). Tal
condicdo estd associada a alteracdbes na neuroplasticidade e na
neurotransmissao, contribuindo para quadros de ansiedade e depressao. Além
disso, a microbiota modula o equilibrio entre células T reguladoras e células T

pré-inflamatdrias, afetando a homeostase imunoldgica sistémica (62-65 73-75),

Evidéncias experimentais demonstram que a auséncia de uma
microbiota intestinal diversificada compromete significativamente a maturacao e
a funcdo das microglias — as principais células imunocompetentes do sistema
nervoso central. Camundongos germ-free exibem micréglias com morfologia
alterada, perfis génicos imaturos e resposta inflamatoéria deficiente a estimulos
bacterianos ou virais, como lipopolissacarideo e Virus da coreomeningite
linfocitica (LCMV). Além disso, a suplementacdo com AGCC, produtos da
fermentacado bacteriana, foi capaz de restaurar parcialmente a maturidade e a
morfologia microglial, indicando que metabdlitos derivados da microbiota
intestinal exercem papel fundamental na manutencdo da imunovigilancia

cerebral em condicGes basais (7®
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2.4.3 Vias endodcrinas

A via endocrina é predominantemente mediada pelo eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), que regula a resposta ao estresse por meio
da liberagdo de glicocorticoides, como o cortisol. A microbiota influencia a
sensibilidade desse eixo, modulando a liberagdo hormonal diante de estimulos
estressores. Modelos germ-free, desprovidos de microbiota, apresentam
hiperatividade do eixo HPA, com niveis exacerbados de corticosterona ("). A
colonizacdo desses animais com bactérias especificas, como Bifidobacterium
infantis, normaliza a resposta ao estresse, evidenciando o papel regulador da

microbiota na neuroendocrinologia (),

2.4.4 Vias metabdlicas

A microbiota intestinal, como ja mencionado, produz uma ampla
gama de metabdlitos bioativos com potencial neuroativo. Entre eles, destacam-
se 0s AGCCs, como acetato, propionato e butirato, derivados da fermentacéo de
fibras alimentares. Tais compostos modulam a funcdo da barreira intestinal, a
resposta inflamatéria e a atividade epigenética no SNC, podendo atravessar a
barreira hematoencefalica e regular diretamente a funcdo da micrdglia @8, Além
disso, microrganismos intestinais sdo capazes de sintetizar neurotransmissores,
como GABA (por Lactobacillus e Bifidobacterium), dopamina, serotonina e
noradrenalina, os quais afetam circuitos neurais envolvidos na regulacédo do
humor e da cognicdo. Outros metabdlitos, como o 4cido indol-3-acético, derivado
do triptofano, participam da neurogénese, plasticidade sinaptica e comunicacao

célula-célula no cérebro ©. 62-65,73-75),

20



2.5 O papel do sistema nervoso entérico ha comunicacao intestino-cérebro
O SNE, frequentemente denominado “segundo cérebro”, é uma
rede complexa de neurénios e gliécitos situada ao longo da parede do trato
gastrointestinal ("®). Composto por aproximadamente 100 milhdes de neurdnios
distribuidos principalmente nos plexos mioentérico (de Auerbach) e submucoso
(de Meissner), o SNE € capaz de operar de forma autdbnoma, ainda que
mantenha comunicacao bidirecional com o SNC por meio de fibras aferentes e

eferentes, sobretudo via nervo vago e fibras simpaticas (9.

O SNE possui um papel central na regulacdo de funcdes
digestivas essenciais, como motilidade intestinal, secre¢cdo de muco e enzimas,
fluxo sanguineo e absorcdo de nutrientes. Mais recentemente, no entanto,
tornou-se evidente que o SNE também atua como um intermediario critico na

sinalizac&o entre a microbiota intestinal e o cérebro (79,

O SNE envia sinais ao SNC principalmente por meio de vias
aferentes do nervo vago. Estimulos detectados localmente no trato
gastrointestinal, como distensdo, presenca de patdgenos ou alteragbes na
microbiota, sdo transmitidos ao tronco encefalico e, a partir dai, processados em
regibes superiores, como o hipotdlamo e o sistema limbico. Isso influencia
respostas comportamentais e neuroenddcrinas. A via inversa, eferente, também
existe: 0 SNC pode modular a atividade do SNE por meio de fibras simpéaticas e

parassimpaticas, especialmente em contextos de estresse ou inflamacéo (9.
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2.5.1 Desenvolvimento e plasticidade

O desenvolvimento adequado do SNE depende, em parte, da
presenca da microbiota intestinal. Em modelos germ-free, observa-se atraso na
maturacdo neuronal entérica, reducdo da excitabilidade neuronal e alteracdes
morfofuncionais dos plexos entéricos. A colonizacdo com microbiota
convencional restaura parcialmente essas funcdes, indicando uma
interdependéncia dinamica entre bactérias comensais e 0 sistema nervoso

entérico €0,

Além disso, o SNE apresenta notavel plasticidade, sendo capaz
de adaptar sua funcdo em resposta a mudancas na microbiota, no estado
inflamatorio local e nos estimulos nutricionais. Essa plasticidade permite ajustes
rapidos na homeostase gastrointestinal e na comunicacdo com o SNC,

funcionando como um elo modulavel no eixo intestino-cérebro ©9,

2.6 Uso de prebioticos, probidticos e posbidticos para ansiedade e
depressao

Prebidticos sdo definidos como substratos ndo digeriveis que
conferem beneficios a salde do hospedeiro, por meio da modulacdo especifica
da composicdo e atividade da microbiota intestinal. Probi6ticos, por sua vez,
referem-se a microrganismos vivos que, guando administrados em quantidades
adequadas, promovem efeitos benéficos a salde por meio de sua atuacdo na
microbiota 8D, Recentemente, surgiu o termo posbidtico, que foi definido como
uma preparagdo composta por microrganismos inativados e/ou seus
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componentes estruturais, que, comprovadamente, conferem beneficios a saude

do hospedeiro ©2),

O interesse cientifico nesse campo cresceu substancialmente na
dltima década, com aumento expressivo no nimero de publica¢des nos ultimos
anos, especialmente aquelas que investigam o impacto de psicobidticos — termo
que abrange prebidticos, probidticos e posbidticos com efeitos sobre o eixo

intestino-cérebro — em transtornos como ansiedade e depressao (82

Modelos animais tém sido amplamente utilizados para explorar
os efeitos dos psicobioticos em condigbes de estresse precoce. Estudos com
roedores submetidos a separacao materna demonstraram disfuncdes no HPA,
aumento da vulnerabilidade a distarbios gastrointestinais e alteracdes
comportamentais associadas a ansiedade. Notavelmente, a administracdo de
probidticos como Lactobacillus rhamnosus e L. helveticus foi capaz de reverter
tais alteragcdes em animais adultos, sugerindo efeitos duradouros na regulagéo

neuroenddcrina e comportamental €2),

Além disso, foi evidenciado que L. rhamnosus pode modular a
expressdo dos receptores GABA-A e GABA-B por meio de vias vagais,
implicando diretamente no sistema GABAérgico, crucial para o controle da
ansiedade. Alteracbes nesse sistema sao frequentemente observadas em
doencas psiquiatricas relacionadas ao estresse e, inclusive, constituem o alvo

de farmacos ansioliticos, como os benzodiazepinicos ©5).
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2.7 Lactobacillus rhamnosus: propriedades taxonémicas, clinicas e

aplicacdes experimentais

Lactobacillus rhamnosus €é uma bactéria gram-positiva,
anaerdbia facultativa, pertencente ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales e familia Lactobacillaceae. Entre as espécies do género
Lactobacillus, destaca-se como uma das mais amplamente estudadas,
sobretudo pela cepa GG (ATCC 53103), isolada por Gorbach e Goldin em 1983,

notavel por suas propriedades probiéticas bem estabelecidas 81-83),

No contexto clinico e experimental, L. rhamnosus tem sido
extensivamente investigado por sua capacidade de modular o sistema
imunologico ®4, fortalecer a integridade da barreira epitelial do intestino,
competir com microrganismos patogénicos na adesdo a mucosa e influenciar a
composicédo e funcionalidade da microbiota residente ®%. Essas caracteristicas
conferem a espécie um papel relevante na prevencao e no tratamento adjuvante
de diversas condicfes, como diarreia associada ao uso de antibiéticos, infeccdes
respiratorias 9, dermatite atopica ®”), sindrome do intestino irritavel 8 e até
mesmo transtornos do humor, em razdo de sua interface com o eixo intestino-

cérebro (89.90),

Do ponto de vista imunolégico, diferentes cepas de L.
rhamnosus, em especial a cepa GG, demonstram efeitos anti-inflamatérios
robustos, modulando tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa. Estudos
indicam que essa modulacdo ocorre por meio da reducdo na producao de
citocinas pro-inflamatorias — como TNF-q, IL-6 e IL-1B — e pelo aumento da

secrecdo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 8491,
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Modelos experimentais de colite demonstram que a
administracdo oral de L. rhamnosus promove uma significativa reducao da
inflamacéo intestinal, em associacéo a inibicdo da via de sinalizacado do fator
nuclear kappa B (NF-kB), central na mediagao da resposta inflamatéria. Além
disso, essa bactéria contribui para a preservacdo da integridade da barreira
epitelial ao estimular a expressdo de proteinas de juncéo intercelular, como

occludina e claudina, reduzindo assim a translocacdo bacteriana e a ativacao

imunolégica exacerbada ©b-

2.8 A neuroparasitologia e o Toxoplasma gondii

A neuroparasitologia constitui um campo emergente e
interdisciplinar da biologia que investiga as complexas interacbes entre
organismos parasitarios e o sistema nervoso de seus hospedeiros. Essa area
dedica-se a compreensdo dos mecanismos moleculares, celulares e
comportamentais pelos quais determinados parasitas sdo capazes de modular,
interferir ou até mesmo assumir o controle de circuitos neurais, alterando
respostas emocionais, cognitivas e motoras de hospedeiros, a fim de manter sua
prépria sobrevivéncia e sucesso reprodutivo ®). Diversos protozoarios, helmintos
e artrépodes parasitas apresentam estratégias evolutivamente selecionadas
para manipular o comportamento do hospedeiro, de modo a favorecer sua
propria replicacdo, disseminacdo ou acesso ao hospedeiro definitivo. Nesse
contexto, Toxoplasma gondii emerge como um dos modelos mais estudados,
dada sua capacidade de induzir altera¢cées neurocomportamentais duradouras

em hospedeiros intermediarios, especialmente roedores, por meio da formacao
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de cistos intracerebrais em regides limbicas e da modulacdo de vias

neuroimunes e epigenéticas 2,

2.8.1 Um dos parasitas mais bem-sucedidos do mundo

O Toxoplasma gondii € descrito como um dos parasitas
intracelulares de maior sucesso evolutivo, devido a sua distribuicdo ubiqua pelo
mundo e & ampla quantidade de hospedeiros que é capaz de infectar. E
encontrado profusamente em diversas espécies de mamiferos e aves ©2 93),

Em 1908, Nicole e Manceaux descobriram esses parasitas nos
ratos africanos Ctenodactylus gundi. Desde entdo, recebeu a taxonomia do
género Toxoplasma, subfamilia Toxoplasmatinae, familia Sarcocystidae,
subclasse Coccidia, classe Sporozoa e filo Apicomplexa 4

Estudos epidemiolégicos estimam que entre 30 e 70% da
populagdo mundial esta infectada com Toxoplasma 9,

Em humanos, a infeccdo por Toxoplasma, a toxoplasmose,
costuma ser assintomatica em individuos imunocompetentes ©%, mas, em
imunodeprimidos, pode causar diferentes distarbios neuropsiquiatricos, bem
como alteracbes de comportamento, manifestacdes oculares, pneumonias,
hepatites e encefalites®), além de, em casos mais graves, abscessos cerebrais
e morte 8. Alguns estudos postulam que ha uma significante associacédo entre
individuos soropositivos para Toxoplasma gondii e transtornos mentais como

esquizofrenia 9,

O quadro também se torna critico em caso de transmissao

materno-fetal, onde ele estd relacionado a diversas anormalidades, como
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microcefalia, hidrocefalia, surdez, aborto e morte ao nascer, além de retardo
psicomotor, deficiéncia intelectual, perda auditiva, desenvolvimento pos-natal
mais lento durante o primeiro ano de vida, coriorretinite, epilepsia criptogénica e
transtornos do espectro autista em recém-nascidos %,

No contexto de sua morfobiologia infecciosa, Toxoplasma gondii
apresenta trés formas evolutivas distintas; cada uma desempenhando papéis
especificos nos diferentes estagios do ciclo parasitario e nas diversas vias de
transmissdo. Os taquizoitos constituem a forma proliferativa associada a fase
aguda da infeccao, caracterizando-se por sua notavel capacidade de replicacdo
por meio do processo de endodiogenia, um mecanismo de divisdo assexuada
gue permite a rapida disseminacao do parasita pelos tecidos do hospedeiro. Em
contraposicdo, os bradizoitos representam a forma de persisténcia tecidual,
estando alojados em cistos intracelulares duradouros, nos quais se multiplicam
lentamente, também por mecanismos assexuados, como a divisdo binaria ou
endodiogenia ©"). Essa morfoforma é crucial para a cronicidade da infecgéao,
garantindo a manutencdo prolongada do parasita nos hospedeiros
intermediarios. Por fim, os esporozoitos correspondem a forma presente nos
oocistos esporulados eliminados nas fezes dos felideos. Dotados de elevada
resisténcia as condicdbes ambientais adversas, 0S esporozoitos sao
fundamentais para a transmisséo indireta do parasita, sobretudo em hospedeiros

ndo carnivoros, perpetuando sua ampla disseminacao ecoldgica 8 99,

No que se refere ao ciclo biologico de Toxoplasma gondii, este

se organiza em duas fases distintas e complementares:
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e Fase sexuada - restrita aos hospedeiros definitivos

(felideos)

Essa etapa ocorre exclusivamente no epitélio intestinal de
felideos, principalmente gatos domésticos e selvagens. A infec¢do é iniciada
com a ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitos, que, ao atingirem o
intestino delgado, invadem os enterdcitos e sofrem diferenciacéo, culminando na
reproducéo sexuada do parasita. Esse processo resulta na liberacéo de oocistos
nao esporulados nas fezes, os quais esporulam no ambiente sob condicdes
adequadas de temperatura e umidade, tornando-se infectantes em um periodo
de 1 a 5 dias. Cada oocisto esporulado contém dois esporocistos, cada um

abrigando quatro esporozoitos viaveis.

e [Fase assexuada — desenvolvida em hospedeiros

intermediarios (mamiferos e aves)

A infeccdo nessa fase ocorre por meio da ingestao de oocistos
esporulados presentes no ambiente (dgua, solo ou alimentos contaminados) ou
de cistos teciduais presentes em carnes cruas ou malcozidas. Apds a ingestao,
esporozoitos (provenientes dos oocistos) ou bradizoitos (originarios dos cistos
teciduais) invadem as células do hospedeiro e se diferenciam em taquizoitos,
formas altamente proliferativas que se disseminam sistemicamente,
promovendo a fase aguda da infec¢do. Posteriormente, os taquizoitos se
convertem novamente em bradizoitos, formando cistos teciduais, 0s quais

permanecem viaveis por longos periodos, caracterizando a infec¢éo crénica.
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E importante destacar que, mesmo na auséncia de hospedeiros
definitivos, o ciclo pode ser mantido indefinidamente entre hospedeiros
intermediarios, devido a capacidade dos cistos teciduais de perpetuar a infec¢ao

via predacgdo ou consumo alimentar 9,

2.7.1 O Toxoplasma no cérebro de mamiferos

A transmissao de Toxoplasma gondii é favorecida por alteracdes
neurocomportamentais induzidas nos hospedeiros intermediarios, as quais
parecem resultar de estratégias adaptativas do parasito que aumentam sua
eficiéncia de transmissdo ao hospedeiro definitivo. Evidéncias provenientes de
estudos experimentais demonstram de forma consistente que a infeccéo latente
por T. gondii esta associada a um amplo espectro de alteracdes
comportamentais, incluindo prejuizo nas habilidades motoras, déficits em tarefas
de aprendizagem e memoria espacial, reducdo dos niveis de ansiedade,
hiperatividade em ambientes tanto novos quanto familiares, déficits na atencéo
sensorial e alteracbes na responsividade a estimulos ambientais. Além disso,
observa-se incremento nos tempos de laténcia de reacdo e alteracbes no
comportamento exploratorio, particularmente no que diz respeito a busca por

novidades (100),

O efeito mais notavel e recorrente, entretanto, consiste na

diminuicdo da aversao inata de roedores ao odor de predadores felinos.

Roedores apresentam uma aversao inata ao odor da urina de
felinos, ou seja, um comportamento adaptativo crucial a sua sobrevivéncia, pois
sinaliza a proximidade de predadores naturais. Essa resposta de esquiva é

desencadeada por compostos volateis presentes na urina de gatos, como a
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felinina — um pequeno peptideo sulfurado derivado dos aminoacidos glutamina,
glicina e cisteina —, que atua como sinal quimico relevante na comunicacao
urinaria dos felinos. A percepcdo desse estimulo ativa circuitos neurais
associados a amigdala medial, estrutura cerebral envolvida na deteccédo de
sinais olfativos de ameaca e na mediacdo de respostas defensivas, como o
medo 0D A producéo de felinina na urina felina é regulada pela cauxina, uma
proteina urinaria maior cuja atividade enzimatica hidrolisa o precursor 3-
metilbutanol-cisteinilglicina, liberando felinina e glicina. Estudos mostram que
essa producao € dependente do sexo e da idade do animal, sendo mais elevada
em machos adultos ndo castrados, 0 que sugere sua participacdo em estratégias
de comunicacdo quimica intraespecifica, como a marcacdo territorial e o

comportamento reprodutivo ©),

O fato da perda da sensibilidade do odor a felinos, como o de
urina de gato, sem alteracdo da resposta a odores de outros predadores nao
felinos sugere uma modulacdo comportamental altamente especifica, com
provavel base neurobiolégica, que culmina na elevacdo da probabilidade de
predacdo por felideos — hospedeiros definitivos do ciclo do parasita —,
aumentando, assim, as chances de transmissao e perpetuacao do ciclo bioldgico

de T. gondii (102, 103),

Uma vez no organismo, Toxoplasma gondii pode atravessar a
BHE por trés mecanismos principais: (1) disrupcao das juncdes intercelulares,
mediada por proteinas de roptria, que comprometem a coesao entre células
endoteliais, facilitando sua passagem para o SNC (104; (2) mecanismo do “cavalo

de Troia”, no qual o parasita invade células do sistema imune inato,
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especialmente células dendriticas, sem induzir lise, promovendo nelas um
fendtipo hipermigratério que permite atravessar barreiras bioldgicas e atingir o
SNC, protegendo-se da vigilancia imunolégica %%; e (3) dano endotelial
induzido, mediante replicacdo ativa nas células da BHE, levando a destruicdo
dessas células e permitindo a entrada do parasita. Proteinas como toxofilina (do
parasita) e Rabll (do hospedeiro) participam desse processo, regulando a
reorganizacao do citoesqueleto e a formacgéo do vacuolo parasitéforo essencial

para o estabelecimento intracelular e replicacdo do protozoario (104 105),

2.7.2 Mecanismos Moleculares de Formacao e Manutencédo dos Cistos

A transicdo de taquizoitos para bradizoitos € induzida por
estresses ambientais, como alteracdes no pH, privacdo de nutrientes e resposta
imune do hospedeiro ®"), Esse processo envolve mudangas na expressao génica
e na morfologia do parasita, levando a formacdo de cistos com paredes
espessas compostas por proteinas glicossiladas, como a glicoproteina da
parede do cisto 1 (GPC1) (glicoproteina do tipo mucina, responsavel pela
estruturacdo e estabilidade da parede do cisto tecidual), que conferem
resisténcia a condi¢cdes adversas e a acdo do sistema imune (109, Essa transicéo
também esta associada a ativacdo de fatores reguladores como Bradyzoite-
Formation Deficient 1 (BFD1), considerado o principal regulador da diferenciagéao

em bradizoitos (7. 107),

A manutencao dos cistos cerebrais depende da interagéo entre
0 parasita e o sistema imunolégico do hospedeiro. A resposta imune mediada
por células T CD8+ e a producao de interferon-gama (IFN-y) sdo cruciais para

controlar a replicacdo do parasita e prevenir a reativacdo da infecgdo (1%8)- Além
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disso, o parasita pode modular a resposta imune do hospedeiro para favorecer
sua persisténcia, utilizando proteinas efetoras que interferem na sinalizacéo

imunolégica (109,

2.7.3 Localizacdo do parasita no cérebro

Duas semanas apés a infec¢do, o Toxoplasma gondii forma
cistos esféricos no cérebro dos hospedeiros, com diametro entre 50 e 70 um (103),
Estudos histolégicos revelam uma distribuicdo heterogénea desses cistos no
encéfalo, com variabilidade interindividual quanto a quantidade e a localizacéo
(6,100-110) Embora n&o haja um padréo fixo de tropismo regional, observa-se uma
predominancia em estruturas associadas a regulacdo do comportamento e da
emocao, como cortex cerebral, hipotalamo, hipocampo, amigdala, bulbo olfatério
e nucleo accumbens (¢ 100-110) Destaca-se, ainda, maior densidade de cistos nas
regides medial e basolateral da amigdala em comparacao ao hipocampo dorsal,
cortex pré-frontal e bulbo olfatério, sugerindo um tropismo sutil por areas
envolvidas no medo inato a predadores ©8). Durante a fase aguda da infeccéo,
microéglias e astrocitos sdo preferencialmente infectados pela forma taquizoita do
parasita, enquanto na fase cronica outras células neuronais passam a ser alvo

da infeccao (111 112),

2.7.4 AlteracOes neurofisiolégicas provocadas pelo Toxoplasma que afetam

0 comportamento
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Conforme dito anteriormente, a presenca do cisto no hospedeiro
intermediario causa alteracdes de comportamento que culminardo com sua
perda de habilidade inata de protecdo ao hospedeiro. Essas e outras alteracdes
comportamentais descritas acima ocorrem por um conjunto de fatores que

coadunam para formar esse conjunto de sintomas:

1. Alteracbes dopaminérgicas: Estudos indicam que
Toxoplasma gondii € capaz de aumentar os niveis de dopamina cerebral,
alteracdo relacionada a comportamentos que favorecem a predacdo do
hospedeiro 192113) Farmacos como haloperidol, acido valproico e inibidores da
recaptacdo dopaminérgica demonstram capacidade de atenuar parcialmente
esses efeitos (193, A dopamina é sintetizada a partir da L-tirosina, sendo a enzima
tirosina hidroxilase (TH) responsavel pela etapa limitante da via biossintética,
com conversao de L-tirosina em L-DOPA, que, por sua vez, é transformada em
dopamina pela descarboxilase de aminoacidos aromaticos (AADC). A atividade

da TH é altamente regulada e determina a taxa de producao do neurotransmissor

(99).

Evidéncias recentes sugerem que infeccdes crénicas por T.
gondii podem modular a expresséo e atividade funcional da TH no encéfalo do
hospedeiro, influenciando os niveis de dopamina e gerando potenciais
consequéncias neuropsiquiatricas. Cistos do parasita contém enzimas com
atividade de tirosina hidroxilase codificadas pelos genes TgAaaH1 e TgAaaH?2,
sendo este Ultimo expresso durante a diferenciacdo para bradizoitos, que

formam cistos no cérebro (194 105 Embora a delecdo do gene TgAaaH2 reduza
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0s niveis de dopamina cerebral, ndo elimina as alteracdes comportamentais

associadas a infeccéo, sugerindo a atuacdo de outros mecanismos paralelos

(106).

O nucleo accumbens (NAc) tem sido implicado como estrutura
central na modulacdo da valéncia emocional durante a infeccéo, por seu papel
na integracdo entre sistemas emocionais e motivacionais 17 108)  Parte do
circuito mesolimbico, o NAc é dividido em duas subestruturas: o core, associado
ao controle da impulsividade e tomada de decisdo, e o shell, relacionado a
motivacdo, prazer e reatividade emocional (1°8-119) Curiosamente, apesar do
aumento geral da dopamina cerebral, observou-se reducdo de dopamina
especificamente no core do NAc em animais infectados, acompanhada por
diminuicdo da densidade de espinhas dendriticas nessa regido. Tais alteracfes
estruturais e neuroquimicas tém sido associadas ao chamado “efeito carpe
diem”, caracterizado por perda do medo inato, impulsividade aumentada e maior

atratividade sexual 07,

2. Diminuicdo da serotonina: A 5-HT, é um neurotransmissor
cerebral com uma variedade de func¢des biolédgicas, que consistem em regulacdo
do humor, cognicado, aprendizado, memaria, apetite e sono. 90% da serotonina
€ produzida no intestino, e sua sintese esta ligada a conversdo do aminoéacido
triptofano em 5- hidroxitriptofano, a partir da enzima triptofano hidroxilase, que é
considerada a etapa limitante da velocidade na biossintese da serotonina. Essa
substancia é catalisada, entédo, em 5-hidroxitriptofano pela enzima AADC (114, 115),
A reducao de serotonina esta ligada a quadros depressivos. Na toxoplasmose

aguda, a producédo de IFN-y e a ativacdo da 2, 3 indolamina desidrogenase
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cerebral leva a converter o triptofano em quinurenina, e isso causa a diminuicao

dos precursores da serotonina ©%).

3. Diminuicdo do GABA: 0 GABA, neurotransmissor depressor
do sistema nervoso, é produzido a partir do aminoacido glutamato, a partir da
enzima Glutamato Descarboxilase, que possui nos mamiferos duas isoformas
de Dense Granule Protein 15 (GAD), as GAD 65 e GAD 67. Um estudo
demonstrou que, em cérebros de camundongos infectados com a cepa tipo I
ME49 de T. gondi, a distribuicdo de GADG67 tornou-se difusa no neurdpilo, em
contraste com a localizagcdo pontual tipica nos terminais pré-sinapticos
observada em cérebros nao infectados. Essa redistribuicdo néo resultou de uma
diminuicdo na expressdo de GADG67, mas, sim, de uma alteracdo em sua
localizac&o intracelular. Isso pode perturbar a sinalizacdo GABAérgica no SNC,
potencialmente contribuindo para manifestacdes neuroldgicas, como convulsées

em pacientes com toxoplasmose cerebral (116),

4. Alteracdes na resposta imune: A infec¢do pelo protozoario
no SNC desencadeia uma resposta imunologica coordenada, que envolve
componentes da imunidade inata e adaptativa. Células residentes do SNC, como
astrocitos e microglia, sdo os primeiros elementos celulares a detectar a
presenca do parasita, ativando vias inflamatorias que visam a conter sua
disseminacao. A ativacdo dessas células resulta na producéo de citocinas pro-
inflamatorias essenciais para o controle da infeccdo, como o IFN-y, a

interleucina-12 (IL-12) e o TNF-a. No entanto, a persisténcia de sinais
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inflamatorios pode culminar em dano neural significativo e disfuncao neuronal
duradoura. Os microgliécitos ativados pelo parasita exibem um perfil fenotipico
inflamatorio, com expressdo aumentada de genes estimulados por IFN-y,
notadamente as GTPases imunorreguladoras (IRGs), que desempenham papel
central na destruicdo intracelular do parasita por meio da ruptura do vacuolo
parasit6foro 117, Paralelamente, os astrocitos respondem a infecgéo secretando
um repertério de citocinas pro-inflamatorias — incluindo IL-6, IL-1qa, IL-1B € TNF-
a —, além de produzirem IFN-y de forma autdcrina/paracrina 118, A |L-12,
predominantemente secretada por células apresentadoras de antigeno, como
micréglia e células dendriticas infiltrantes, atua como potente indutora de IFN-y
em células T e em células natural killer (NK), estabelecendo uma cascata
imunolégica que culmina na contengdo da replicacédo do parasita (19, O TNF-q,
por sua vez, atua sinergicamente com o IFN-y, promovendo a producgao de 6xido
nitrico (NO), por meio da inducdo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(iINOS), cujos produtos tém ac&o antiparasitaria direta 2%, Contudo, a ativacéo
sustentada do eixo inflamatdério no SNC pode comprometer a integridade tecidual
e a funcionalidade neuronal. Citocinas como IFN-y e TNF-a, quando
persistentemente elevadas, promovem recrutamento celular excessivo,
disfuncéo sinaptica e morte neuronal ®?), Em modelos murinos, observou-se
que a auséncia de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10, exacerba a
resposta inflamatéria e estd associada ao agravamento das lesGes cerebrais
(122) Assim, o equilibrio entre mediadores pré e anti-inflamatérios é determinante

para o desfecho neuropatolégico da toxoplasmose.
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2.8 A amigdala e sua liberacdo de Arginina-Vasopressina
As relacdes entre a liberacdo de AVP e a amigdala sao
fortemente alteradas pelo T. gondii e serdo responsaveis por uma série de

alteracOes de comportamento.

2.8.1 A Arginina-Vasopressina
A AVP é considerada um hormonio neuroenddcrino, sendo
produzida no hipotalamo, nos neurénios magnocelulares do nucleo supradptico
e nos nudcleos paraventriculares. Ele promove a vasoconstriccdo e antidiurese
(123) Apds sua sintese, o AVP é acoplado a proteinas transportadoras chamadas
neurofisinas, que a conduzem até as termina¢fes axonais localizadas na

hipofise posterior (neuro-hipofise) 124),

Além desses efeitos, a AVP é um neuro-hormbnio potente
envolvido em atividades simpéticas, sensibilidade barorreflexa (a capacidade de
o sistema nervoso autbnomo ajustar a frequéncia cardiaca em resposta a
mudancas na pressao arterial), homeostase da glicose, liberacéo de corticoides

e catecolaminas, resposta ao estresse, ansiedade, memadria e comportamento

(125)

A AVP exerce papel fundamental na homeostase hidrica e na
resposta ao estresse, sendo sua liberacdo regulada por diversos estimulos
fisiologicos. Pequenas elevacdes na osmolalidade plasmatica, detectadas por
osmorreceptores hipotalamicos, sédo o sinal mais sensivel para sua secrecao,
promovendo reabsor¢ao de agua nos tubulos coletores renais e restauracdo do
equilibrio osmético 29). A reducdo do volume sanguineo ou da presséo arterial
também estimula a liberacdo de AVP por meio da ativacdo de barorreceptores
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do seio carotideo e do arco adrtico 129, Além disso, situacdes de estresse fisico
ou emocional ativam o HPA, levando a liberacédo conjunta de AVP e do horménio
liberador de corticotropina (CRH) pelos neurbnios parvocelulares do nucleo
paraventricular. Ambos atuam sinergicamente na hipdéfise anterior para induzir a
secrecdo de adrenocorticotropina (ACTH), estimulando a liberacdo de cortisol
pelas glandulas suprarrenais. A AVP, por meio dos receptores V1b, potencializa
a acao do CRH, especialmente em contextos de estresse cronico ou depressao
maior, modulando a atividade do eixo HPA em diferentes niveis, inclusive na

liberacdo de CRH e ACTH (127, 128),

2.8.2 Liberacédo extra hipotalamo-hipofisaria de arginina-vasopressina na

amigdala

A liberacdo de AVP ndo é exclusiva da neuro-hipdfise, mas
também é expressa e liberada em regides extra-hipotalamicas do sistema
nervoso central, incluindo a amigdala. Evidéncias acumuladas nas ultimas
décadas demonstram que a AVP atua como neuromodulador central,

especialmente em circuitos neurais associados a regulacdo emocional e ao

processamento do estresse (127.129),

Neurénios localizados na amigdala medial (MeA) e no leito da
estria terminal (BNST) expressam AVP endogenamente, sugerindo um papel
funcional autoctone no controle de comportamentos sociais e emocionais,
sobretudo em machos de roedores. Além disso, ha projecdes
vasopressinérgicas originadas dos nucleos paraventricular (PVN) e supradptico
(SON) do hipotdlamo que se estendem até a amigdala central (CeA),

estabelecendo conexdes sinapticas com interneurdnios GABAEérgicos que
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expressam receptores Vl1a. Tal arquitetura sinaptica indica que a AVP modula
de forma ativa a excitabilidade neuronal da amigdala, influenciando respostas
autonbmicas e comportamentais diante de estimulos ameacadores ou

socialmente relevantes (127,

Adicionalmente, o estresse fisico ou psicolégico tem sido
associado ao aumento da expressdo e da densidade de fibras
vasopressinérgicas na amigdala, evidenciando que o sistema AVP participa de
mecanismos neuroadaptativos ao estresse. Experimentalmente, verificou-se que
a liberacéo local de AVP na amigdala potencializa o recrutamento de neurdnios
hipotalamicos apds a exposicdo a estressores agudos, sugerindo um circuito

funcional interligado entre a amigdala e o eixo HPA (128),

Portanto, a AVP nao esté restrita a sua acdo periférica como
hormdnio neuro-hipofisario, mas desempenha fung¢des centrais relevantes,
especialmente no interior da amigdala, onde contribui para a integracdo

neuroenddcrina e comportamental da resposta ao estresse 127,

2.8.3 Atuacédo do Toxoplasma sobre o eixo AVP-Amigdala
Estudos tém demonstrado cada vez mais o papel central da
amigdala na alteragdo comportamental do hospedeiro intermediario que

favorece a sobrevivéncia e propagacédo do parasita & 129-131),

A MeA é subdividida funcionalmente em duas regifes: a regiao
postero-ventral (MePV), que responde a sinais de predadores e a regido postero-

dorsal (MePD) que esta associada a comportamentos sexuais e expressao de
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AVP. Em ratos néo infectados, a exposi¢cao ao odor de felinos, como a urina de
gato, leva a ativacdo seletiva da MePV, regido funcionalmente associada ao
processamento de sinais olfativos de ameaca e a modulacdo de respostas
defensivas inatas. Em contrapartida, a MePD, tradicionalmente implicada na
codificacdo de estimulos sociossexuais, permanece funcionalmente inativa
diante desse tipo de estimulo, uma vez que o odor de predador ndo possui
valéncia reprodutiva, mas, sim, aversiva. Agora em ratos cronicamente
infectados por Toxoplasma gondii, a exposi¢cdo ao odor de felinos continua a
promover ativacdo da MePV da amigdala medial, de maneira semelhante ao
observado em animais-controle, indicando que a capacidade de deteccdo de
estimulos ameacadores permanece funcional. No entanto, observa-se
adicionalmente uma ativacdo robusta da MePD, resposta considerada atipica
diante de um estimulo n&do reprodutivo. A MePD, tradicionalmente envolvida no
processamento de sinais sociossexuais, ndo € recrutada por odores de
predadores em condicdes fisiologicas. A ativacdo simultanea da MePD frente a
estimulos aversivos em animais infectados sugere uma reorganizacao funcional
das redes neurais amigdalares, resultando em uma reatribuicdo de valéncia ao
estimulo olfativo. Tal “invasao funcional” de circuitos reprodutivos por sinais
originalmente defensivos promovem uma valéncia emocional que transforma um
estimulo de aversivo em atrativo, 0 que pode representar um mecanismo
adaptativo pelo qual o parasita converte um estimulo de ameaca em um sinal de

aproximacao, favorecendo sua transmissdo ao hospedeiro definitivo (129,

Além disso, a presencga do parasita nesse nucleo da amigdala

induz a alteracBes epigenéticas que vao atuar diretamente no comportamento.
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O Toxoplasma induz a uma hipometilacdo do gene promotor de AVP, no MePD,

causando nessa regido uma superexposicdo desse neuropeptideo 129,

A epigenética € definida como modificacbes na expressao
génica que ocorrem sem alteracdes na sequéncia de DNA. A compreenséao dos
seus mecanismos exigiu uma distincdo conceitual, proposta por Berger e
colaboradores (2009), que separa 0s processos epigenéticos em trés categorias
funcionais de sinais que atuam na inducdo e sustentacdo de estados
epigenéticos estaveis: epigenator, initiator e maintainer 132, Dessa forma, o
epigenator é o estimulo inicial — ambiental ou celular —, que ativa vias de
sinalizacdo responsaveis por iniciar modificacbes epigenéticas. Seu efeito &
transitério, funcionando como um gatilho. O initiator traduz esse sinal em
alteracdes especificas na cromatina, direcionando modificacbes a regides
definidas do genoma. Pode ser um RNA néo codificante, uma proteina de ligacao
ao DNA ou um complexo regulador, como 0 RNA Xist, que inativa 0 cromossomo
X. O maintainer sustenta o estado epigenético apés sua inducdo, mesmo sem o
estimulo inicial. Isso inclui mecanismos como metilacdo de DNA e modificacGes
de histonas. Esses elementos mantém a memdéria epigenética ao longo das

divisdes celulares (32,
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Figura 2. Representacdo esquematica do modelo epigenético
tripartido aplicado a interacdo parasita-hospedeiro. (1) Epigenator: o parasita
intracelular atua como um sinal ambiental que desencadeia alteragbes
epigenéticas no hospedeiro, por meio da secrecdo de proteinas efetoras ou por
contato com sua superficie. (2) Initiator: os sinais do epigenator séo interpretados
por proteinas do hospedeiro, que direcionam modificac6es em locais especificos
da cromatina. (3) Maintainer: mecanismos epigenéticos, como retroalimentacao
via microRNAs, mantém o estado cromatinico alterado ao longo do tempo,
perpetuando os efeitos do parasita mesmo apdés sua eliminacao. Essa figura foi

adaptada de Cheeseman K, Weitzman JB (133),

O Toxoplasma gondii parece ter a funcdo de epigenator, ao
secretar proteinas como a Rhoptry Protein 18 (ROP18), GRA15, GRA16 no
citoplasma do hospedeiro. Elas vdo modular a fungéo celular ao interferir com a
transcricdo génica e as vias de sinalizacdo do hospedeiro como a via NF-kB, que

regula genes ligados a inflamacéo, sobrevivéncia celular e imunidade. Enquanto
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a GRA15 ativa a via NF-kB, a ROP18 pode inibi-la, dependendo da cepa do
parasita. A GRA 16, por outro lado, entra no nucleo da célula hospedeira e
interage com enzimas (Herpesvirus-associated ubiquitin-specific protease
(HAUSP) e Protein Phosphatase 2A (PP2A)) que regulam a Proteina supressora
tumoral, p53, inibindo sua funcéo proapoptodtica. O parasita ainda ativa quinases
da propria célula hospedeira, como Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK),
c-Jun N-terminal Kinase (JNK) e Signal Transducer and Activator of Transcription
(STATSs), e ainda secreta suas préprias quinases, como ROP16 e ROP18, que
interferem diretamente na resposta imune do hospedeiro. Ele ainda ativa a
Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha (HIF-1a) para favorecer a adaptagéo
metabdlica e sobrevivéncia em ambientes inflamatorios. Os fatores de
transcricdo, como NF-kB, STATs e HIF-1a, enzimas que modificam a cromatina
e RNAs nédo codificantes, configuram-se como iniciadores epigenéticos, que
entdo ocasionam a hipometilacdo do gene promotor de AVP na amigdala medial
do hospedeiro intermediério. Por fim, a ativacdo pelo toxoplasma da microRNA
cluster 17-92 (miR-17-92), via STAT3, inibe a apoptose e mantém o resultado

epigenético (133),

A testosterona, hormoénio com agao tanto sobre comportamentos
sexuais quanto sobre a reducdo do medo, apresenta papel sinérgico nesse
processo. Ratos machos infectados por Toxoplasma gondii apresentam um
aumento significativo da producdo de testosterona por meio de um aumento
coordenado tanto na expresséo do receptor de hormoénio luteinizante (LH) como
de enzimas esteroidogénicas. Esse aumento esta funcionalmente ligado a perda
de medo e ao aumento de atratividade sexual, sugerindo que a manipulacao da

producdo hormonal compde o conjunto de estratégias do parasita para, a partir
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da alteracdo do comportamento do hospedeiro intermediario, conseguir
sobreviver e se propagar 3%, Além disso, a testosterona pode ser uma
mediadora da hipometilacdo do gene promotor de AVP, uma vez que é
conhecida sua regulacéo epigenética da expressao de AVP em neurdnios extra-

hipotalamicos (129,

2.9 Interacdo entre Toxoplasma gondii e Lactobacillus: implicacdes

imunolégicas e terapéuticas

Além das alteragbes imunoldgicas descritas acima, a
toxoplasmose cronica também se destaca por uma inducdo de disbiose
intestinal, caracterizada por reducéo da diversidade bacteriana e diminuicédo de
espécies probidticas benéficas, especialmente Lactobacillus murinus e
Lactobacillus  gasseri, conforme demonstrado em  camundongos
imunocompetentes infectados por T. gondii 3%, Essa disbiose exacerba o
comprometimento das barreiras epiteliais intestinal e hematoencefalica,
favorecendo a translocac@o microbiana e intensificando processos inflamatorios

e neuroinflamatorios 12,

Estudos recentes tém demonstrado que a administracéo oral de
probidticos do género Lactobacillus, vivos ou inativados, apresenta efeitos
terapéuticos promissores em camundongos infectados experimentalmente por
T. gondii. A suplementacdo oral com Lactobacillus murinus e Lactobacillus
gasseri reduziu significativamente a carga parasitaria no jejuno, figado e cérebro

de camundongos infectados por Toxoplasma gondii, além de preservar a
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arquitetura intestinal, atenuar o dano a barreira hematoencefalica e aumentar
significativamente a taxa de sobrevivéncia dos animais 3%, Adicionalmente,
evidéncias demonstram que probidticos como Lactobacillus rhamnosus e L.
casei podem exercer efeitos imunomoduladores relevantes ao ativar células
imunes, promover a liberacédo de 6xido nitrico (NO) por macrofagos e estimular
a producdo de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e TNF-a, contribuindo para

a eliminacéo de patdgenos intracelulares como T. gondii (12 136),

Outro mecanismo de acédo relevante envolve a producdo de
metabdlitos derivados do triptofano, como o acido indol-3-lactico (ILA),
especialmente por cepas como L. gasseri. O ILA, um metabdlito do triptofano
produzido por bactérias da microbiota, atua como ligante do receptor de
hidrocarbonetos aromaticos (AhR), promovendo efeitos imunomoduladores ao
estimular a secrecdo de IL-22 pelas células epiteliais intestinais e reforcar
respostas mediadas por IFN-y, contribuindo para a regulacédo da inflamacéao e a
defesa contra patdégenos intracelulares (137 138) A ativacdo do eixo AhR—IL-22
desempenha papel central na regeneracdo tecidual, na manutencdo da
homeostase de barreiras e na defesa contra parasitas intracelulares como T.

gondii (137),

Além disso, analises transcriptdmicas demonstraram que o
tratamento com lactobacilos influencia a expressao génica cerebral em animais
infectados, revertendo parcialmente a ativacdo de vias ligadas a apoptose e a
apresentacdo antigénica exacerbada (*3%. Essas evidéncias reforcam a

existéncia de um eixo intestino—cérebro funcionalmente relevante na
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toxoplasmose e apontam para a possibilidade de interferéncia terapéutica via

modulacao microbiana.

A administracdo de probidticos das espécies Lactobacillus
delbrueckii e Lactobacillus fermentum demonstrou multiplos efeitos benéficos
frente a infeccdo experimental por Toxoplasma gondii, atuando por diferentes
mecanismos complementares. Observou-se aumento significativo da producao
de IFN-y sérico, citocina central na defesa contra parasitas intracelulares;
reducado da carga parasitaria hepatica em 33% nos animais tratados apenas com
probidticos; distorcdo morfologica dos taquizoitas detectada por microscopia
eletrbnica de varredura; além de efeito sinérgico quando combinados a terapia
com Sulfametoxazol- Trimetoprima (SMZ-TMP), promovendo preservacao
hepatica, aumento da taxa de sobrevivéncia (95%) e prolongamento da
sobrevida para até 16 dias. Os autores destacam ainda que o0s probioticos
utilizados séo formulacfes seguras, economicamente acessiveis e com ampla
disponibilidade comercial, reforcando seu potencial como adjuvantes

terapéuticos promissores na toxoplasmose aguda (12,

Resultados semelhantes foram observados com a administracéo
de Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 — anteriormente classificado como
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus, mas atualmente reconhecido como
pertencente a espécie L. rhamnosus, muito proxima da cepa GG (ATCC 53103),
amplamente estudada por suas propriedades probioticas. Nesse contexto, 0 uso
de L. rhamnosus como adjuvante vacinal combinada a proteinas do
citoesqueleto de T. gondii resultou em expressiva reducéo na formacao de cistos

cerebrais, efeito atribuido a sua elevada capacidade imunogénica. Apenas o uso
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isolado de L. rhamnosus foi capaz de reduzir significativamente o nimero de

cistos cerebrais, sugerindo um efeito imuno estimulador direto (139),

Portanto, as evidéncias acumuladas sugerem que cepas
especificas de Lactobacillus constituem uma ferramenta valiosa na modulacéo
da resposta do hospedeiro frente & infec¢do por T. gondii, atuando de maneira
sinérgica para conter a proliferacdo parasitaria, atenuar a inflamacéo sistémica,

restaurar a homeostase da microbiota e proteger o sistema nervoso central.

2.10 Pesquisas com analise de metilacdo do promotor de AVP
Estudos sobre a regulacéo epigenética do promotor do gene da
AVP tém se destacado por revelar mecanismos moleculares sensiveis a fatores
ambientais e potencialmente envolvidos na modulacdo de comportamentos

sociais e emocionais (140 141),

Dentre os estudos que investigam esse eixo epigenético,
destaca-se a utilizacdo de enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo, como
Bacillus stearothermophilus U, isozima | (BstUl) e Haemophilus parainfluenzae,
isozima Il (Hpall), as quais desempenham papel fundamental na discriminacao
de padrbes de metilacdo do DNA em regifes de Citosina — ponte fostodiester —

Guanina (CpG) do gene promotor de AVP.

A Hpall é uma enzima de restricdo do tipo Il, que cliva
especificamente a sequéncia de DNA 5'-CCGG-3', desde que ela ndo esteja
metilada. Essa enzima foi originalmente identificada e caracterizada em estudos

com Haemophilus parainfluenzae. A precisdo do reconhecimento desse sitio,
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bem como sua sensibilidade a presenca de grupos metil, tornam-na uma

ferramenta-padrdo em estudos de metilacdo do DNA (142),

A enzima BstUl (também conhecida como BsH1236l) é uma
endonuclease de restricdo tipo Il, isolada da bactéria Bacillus
stearothermophilus. Ela reconhece especificamente a sequéncia 5'-CGCG-3' no
DNA e realiza o corte apenas quando essa regido nao esta metilada, sendo
amplamente utilizada em estudos que avaliam padrées de metilacdo por meio
da técnica de enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo-PCR quantitativo

(MSRE-gPCR) (143,

Essa abordagem permite uma analise semiquantitativa da
metilacdo gendmica e tem se mostrado particularmente Util em investigacfes
com tecido neural, dada a natureza dindmica da metilacdo no sistema nervoso
central e sua susceptibilidade a eventos ambientais como infec¢des, estresse

precoce ou intervencdes farmacoldgicas.

2.11 Abordagens experimentais para avaliacdo comportamental em

modelos animais

O uso de modelos animais na neurociéncia comportamental tem
sido essencial para a formulacdo e testagem de hipbteses sobre cognicéo,
ansiedade, memoria, tomada de decisdo, processamento emocional e
plasticidade neural. Dentre as abordagens experimentais, destacam-se
paradigmas comportamentais classicos, como o LCE, o Campo Aberto (CA), a

Esquiva Aversiva (EA) e o Labirinto de Barnes (LB), que permitem avaliar
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diferentes dominios funcionais com base em respostas espontaneas ou

aprendidas a estimulos ambientais.

2.11.1 Labirinto em Cruz Elevado

O teste do LCE € uma ferramenta comportamental amplamente
utilizada na neurociéncia comportamental para a avaliacdo de respostas de
ansiedade em roedores. Desenvolvido originalmente em 1985 por Pellow et al.,
baseados nos experimentos de Montgomery in 1958, o LCE explora o conflito
inato entre a tendéncia exploratéria e a evitacdo de espacos abertos, tipico de

animais de pequeno porte, como ratos e camundongos 144,

A estrutura do LCE consiste em dois bracos abertos e dois
fechados, dispostos em cruz e elevados do solo. Nele observa-se a
manifestacdo classica de um conflito comportamental do tipo aproximacao-
esquiva, no qual o animal se vé dividido entre o impulso exploratério diante de
um ambiente novo e a tendéncia inata de evitar areas abertas e elevadas,
percebidas como potencialmente aversivas ou ameacadoras (14%). Animais
ansiosos tendem a evitar os bracos abertos, interpretados como ambientes
potencialmente ameacadores, enquanto exploram preferencialmente os bracos
fechados, considerados seguros. Assim, o tempo de permanéncia e 0 nimero
de entradas em cada tipo de brago sé&o utilizados como indices comportamentais
de ansiedade 145). O tempo gasto nos bracos abertos, o nimero de entradas e
a frequéncia de comportamentos como head-dipping, rearing e grooming séo

analisados como marcadores de ansiedade, exploracéo e estresse (144 147),
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O comportamento de head-dipping, definido como a LCE em
cruz elevado, é tradicionalmente interpretado como um indice de exploracéo e
um marcador inverso de ansiedade. Um maior nimero de episodios de head-
dipping estad associado a menor aversividade percebida e maior curiosidade
investigativa. A variavel rearing representa o numero de comportamentos de
exploracéo vertical realizados pelos animais, geralmente interpretado como um
marcador de atividade exploratéria geral e motivacao investigativa. Esse tipo de
comportamento pode ser modulado por estados emocionais, com reducdes em
contextos de alta ansiedade. Ja o parametro grooming, definido como o
comportamento de autocuidado ou limpeza dos animais, é frequentemente
interpretado como um marcador indireto de estresse ou ansiedade, funcionando
como um comportamento substitutivo diante de situacbes ambiguas ou
desafiadoras. AlteracBes na frequéncia desse comportamento podem indicar
diferentes estados emocionais dos animais frente ao ambiente do labirinto em

cruz elevado (144,145, 147, 148)

Um dos mais usados € o aparato descrito por Handley e Mithani
(149) " com algumas modificacdes. O aparato é constituido de madeira branca,
com elevacdo de 50 cm do solo. Possui dois bracos abertos de 50x10 cm
cruzados perpendicularmente por dois bracos da mesma dimenséo, fechados
por parede de madeira de 40 cm de altura e com a parte superior aberta. O ponto
em que os bracgos se cruzam € formado por uma arena central de 10x10 cm (Fig.

1).

50



Figura 3 - Labirinto em Cruz Elevado

Foto do arranjo tirada no biotério da FCMSCSP. Estrutura em
forma de cruz composta por dois bragcos abertos (sem paredes laterais) e dois
bracos fechados (com paredes laterais opacas), dispostos ortogonalmente e
elevados do solo. Na imagem, observa-se o contraste entre os bracos abertos
(com fundo escuro) e os bracos fechados (com paredes laterais claras),
caracteristica que facilita a quantificacdo comportamental em protocolos de

etologia experimental.

Os parametros analisados sao 0s seguintes:

e Tempo no Braco Aberto (TBA): Refere-se a duracao, em segundos,
gue o animal permanece nos bracos abertos do labirinto. Como
esses bragos sdo expostos e elevados, seu acesso é normalmente
evitado por animais ansiosos. Assim, um maior TBA é interpretado
como indicativo de menor ansiedade ou maior comportamento

exploratdrio.
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Tempo no Bragco Fechado (TBF): Corresponde ao tempo que o
animal permanece nos bracos fechados, que oferecem maior
protecdo. Um aumento no TBF esta geralmente associado a maior
comportamento de esquiva e ansiedade.

Tempo no Centro (TC): Indica o tempo que o animal permanece na
intersecao central entre os quatro bragos. Esse local de transicao
pode refletir ambivaléncia entre exploracdo e evitacdo, sendo um
indicador intermediario entre 0s comportamentos ansiosos e
exploratorios.

Entradas no Braco Aberto (EBA): Representa o nimero de vezes
gue o animal entra com as quatro patas nos bracos abertos. Assim
como o TBA, este parametro € inversamente proporcional aos
niveis de ansiedade.

Entradas no Braco Fechado (EBF): Contabiliza as entradas nos
bracos fechados e é frequentemente utilizado como indicador de
atividade locomotora geral, dado que os animais preferem transitar
nesses bragos por se sentirem mais seguros.

Tempo de Fundo do Bragco Aberto (FBA): Mede o tempo que o
animal permanece especificamente na extremidade distal do bracgo
aberto, regido mais exposta do labirinto. Um aumento nesse tempo
reflete reducéo da averséo ao risco e menor ansiedade.

Tempo de Fundo do Braco Fechado (FBF): Refere-se ao tempo
gasto no final do braco fechado, que oferece a maxima protecao.

E considerado um marcador de comportamento de esquiva.
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e Além do Rearing, Head-dipping e Quantificacdo das fezes: A
contagem de bolos fecais durante o teste € um marcador indireto
de ativacdo autondmica e ansiedade emocional. Um numero
elevado costuma estar associado a maior estresse ou desconforto

emocional.

2.11.2 Campo Aberto

O teste do CA é amplamente empregado na pesquisa
neurobioldgica do comportamento emocional, especialmente na avaliacao da
ansiedade e na triagem de farmacos com potencial ansiolitico. Embora tenha
sido originalmente concebido para mensurar a atividade locomotora espontanea,
esse paradigma comportamental também permite a andlise de uma gama de
respostas associadas ao estado emocional e & integridade funcional de
roedores. Entre o0s comportamentos avaliados, destacam-se aqueles ja
avaliados no LCE: o grooming, o rearing, o head-dipping e a locomocao geral no

ambiente 150

Além desses, o teste permite inferéncias sobre a atividade do
sistema nervoso autbnomo por meio da quantificacdo da defecacdo —
parametro classico introduzido por Hall (1934) 51 como um marcador indireto
da reatividade emocional. A eliminacdo de fezes permanece até hoje como um
dos indicadores mais amplamente utilizados de "emocionalidade", tendo sua
validade e confiabilidade corroboradas por analises fatoriais em estudos

subsequentes (152,

Os parametros avaliados envolvem variaveis como mensuragao

do tempo de centro, que é amplamente utilizada como um indice de
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comportamento ansioso em roedores, sendo inversamente proporcional ao grau
de aversao ao espacgo aberto. Ha também a aferi¢ao do “tempo na periferia” (TP-
CA), tempo (em segundos) em que 0s animais passaram na regido periférica do
campo aberto por um mecanismo chamado tigmotaxia 53, Ele representa uma
métrica comportamental inversa ao tempo exploratorio no centro da arena,
sendo geralmente interpretada como um indicador de comportamento evitativo,
relacionado a estados ansiosos em roedores (150 154, 155)  Por outro lado, o
namero de quadrantes explorados no teste do campo aberto é amplamente
utilizado como medida objetiva de atividade locomotora geral e comportamento
exploratdrio espontaneo. Essa variavel permite quantificar o grau de ambulacao
do animal ao longo da arena, sendo considerada um marcador confiavel da
capacidade motora e da disposicao para explorar o ambiente. Além disso, seu
monitoramento é fundamental para a correta interpretacdo de outros
comportamentos, como a evitacdo do centro da arena, pois permite distinguir
entre inatividade decorrente de estados emocionais (como ansiedade) e
possiveis limitacdes motoras. Dessa forma, o nimero de quadrantes explorados
funciona como um importante parametro de controle em testes comportamentais
com roedores, especialmente na avaliacdo dos efeitos de drogas ou mutacdes

genéticas sobre a exploragédo e a atividade espontanea dos animais (153 154),

2.11.3 Labirinto de Barnes

O LB foi utilizado com o objetivo de avaliar a aprendizagem
espacial, memaria de referéncia e flexibilidade cognitiva dos ratos, com minimo

estresse comportamental (56158 Dessa forma, ele avalia o funcionamento do

54



hipocampo dos animais 9 de acordo com Babovic et al. (156 e Gortz et al. 157,
O equipamento é constituido de material polipropileno no formato de arena, cor
branca, com um metro de diametro, contendo 16 orificios vazados (tocas falsas)
com 9,5 cm de diametro, dispostos radialmente com um metro de elevacdo do
chéo (fig. 4). Todo perimetro da arena € constituido por parede escura, com
figuras coloridas dispostas na parte interna para facilitar a orientacdo espacial
dos roedores. Sobre o centro da arena, com aproximadamente 50 cm de altura,
manteve-se uma lampada fluorescente de 21W. Sob um dos 18 orificios foi
acoplada uma caixa escura, contendo maravalhas, usada como escape (toca
verdadeira) dos roedores. Na sala onde estava o equipamento € colocado um
ventilador, que permanece ligado enquanto as luzes estdo acesas a fim de

proporcionar barulho enquanto o rato se deslocava pelo equipamento.

A quantificacdo do comportamento de grooming ao longo do
experimento permite avaliar possiveis alteracdes emocionais e autonémicas

associadas a tarefa do Labirinto de Barnes (148),

e
-—
o
L

* ‘4 'S

Figura 4 — Labirinto de Barnes
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Utilizado em testes comportamentais com roedores. O aparato
consiste em uma plataforma circular elevada com mdltiplos orificios dispostos ao
longo da periferia, sendo apenas um deles conectado a uma caixa de fuga. As
imagens ilustram um rato explorando o ambiente e investigando os orificios em
busca da saida, comportamento comumente avaliado em estudos de memoéria

espacial, ansiedade e aprendizagem.

2.11.4 Esquiva aversiva
Trata-se de experimento para avaliar aprendizado e memoria.
Durante o treinamento de evitagéo inibitoria, os ratos normalmente recebem um
anico choque aversivo nas patas, apdés passarem 0 corpo inteiro de um

compartimento iluminado a um compartimento escuro.

7

O protocolo experimental € estruturado em trés fases
sequenciais: a primeira consiste no treino inicial dos animais; a segunda,
realizada 90 minutos apés o treino, tem como objetivo avaliar a aquisicdo da
aprendizagem; e a terceira, aplicada 24 horas ap6s o treinamento, busca
mensurar a retencdo da memoria. A metodologia utilizada é descrita nos

trabalhos de Wang et al. 69 e Wang et al. (69,

2.12 Imunohistoquimica e os marcadores c-FOS e AVP: fundamentos e

aplicacdes em neurociéncia comportamental

A imunohistoquimica (IHQ) é uma técnica amplamente empregada
nas neurociéncias para a localizacéo, visualizacdo e quantificacdo de proteinas
especificas em tecidos biologicos, por meio da utilizacdo de anticorpos dirigidos

a antigenos de interesse. Ela combina a anatomia histolégica com métodos
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moleculares, possibilitando mapear com alta resolucéo espacial a expressao de
moléculas associadas a atividade neuronal, regulacdo neuroenddcrina e
plasticidade sinaptica. Entre os marcadores mais utilizados em estudos de
comportamento emocional e social destacam-se o c-FOS e a arginina-

vasopressina (AVP) (162),

2.12.1 c-FOS: marcador molecular de ativacdo neuronal
O c-FOS é uma proteina nuclear codificada por um gene de resposta
imediata, cuja expressao € rapidamente induzida por despolarizacdo neuronal e
por diversos estimulos fisiolégicos ou ambientais, como estresse agudo,
exposicdo a ambientes novos, aprendizagem ou dor 163, Sua expresséo atinge
0 pico entre 60 a 120 minutos apds a estimulacdo, sendo amplamente utilizada

como indicador funcional de ativag&o neuronal recente (164,

Através da técnica de IHQ, é possivel identificar nacleos de
neurdnios que expressaram c-FOS, permitindo inferir sua ativacdo em resposta
a paradigmas comportamentais especificos. Esse método tem sido amplamente
padronizado em modelos como o LCE, nos quais se observa aumento da
imunorreatividade para c-FOS em regifes limbicas e diencefélicas, incluindo a
amigdala medial, o cértex pré-frontal medial, o hipotdlamo e o periaqueduto
cinzento apds exposicdo a estimulos ansiogénicos(65 166) Nesse contexto, foi
demonstrado que esse tipo de estressor promove aumento significativo da
expressdo de c-FOS em estruturas-chave, como a amigdala central (CeA) e o
ndcleo do leito da estria terminal (BNST), reforgcando o papel desses nucleos na
mediac&o de respostas emocionais desencadeadas por estimulos aversivos (167),

A imunorreatividade para c-FOS nessas regides fornece uma medida funcional
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da ativacdo neuronal em redes associadas ao processamento do medo, da

ansiedade e do estresse emocional (168),

Silveira et al. (1993) demonstraram que a ativacéao de c-FOS em
regides como o septo lateral e o nucleo do leito da estria terminal (BNST) é
sensivel ao tipo de estimulo enfrentado e a estratégia de enfrentamento adotada
pelo animal 169, A IHQ para c-FOS, portanto, constitui uma ferramenta neuro

funcional precisa para o mapeamento de circuitos emocionais.

2.12.2 AVP: neuropeptideo regulador da emocéao e sociabilidade

A IHQ para AVP possibilita a visualizacdo da distribuicao
somatodendritica e axonal dos neurbnios que expressam esse peptideo,
permitindo também comparar sua densidade entre diferentes grupos
experimentais (169, Bielsky et al. (2004), utilizando IHQ e hibridizagdo in situ,
demonstraram que a expresséo de AVP no PVN e SON permanece preservada
em camundongos knockout para o receptor Vl1a, apesar de apresentarem
alteracdes comportamentais significativas, indicando que os efeitos emocionais
observados estdo mais associados a sinalizacdo do peptideo do que a sua

sintese (179,

Adicionalmente, Bunck et al. (2009) identificaram, em camundongos
geneticamente selecionados para baixa ansiedade (LAB), uma reducédo da
expressao de AVP no PVN, confirmada por imunofluorescéncia. Essa diminui¢cao
foi atribuida a mutacbes na regido promotora do gene AVP, correlacionando

diretamente a quantidade de AVP com o fenétipo emocional observado 79,
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O mapeamento da AVP por IHQ tem se mostrado essencial para
investigar como variacbes genéticas, manipulacbes ambientais (como o
isolamento social) ou farmacoldgicas influenciam o eixo hipotalamo—amigdala—
BNST, regides centrais na mediacdo do medo inato e de comportamentos de

evitagdo (172-174),

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito modulador do Lactobacillus rhamnosus sobre os
sinais comportamentais de ansiedade em ratos infectados experimentalmente

por Toxoplasma gondii, em comparacéo ao placebo.

Comparar sinais de ansiedade em ratos infectados
experimentalmente por Toxoplasma recebendo Lactobacillus rhamnosus ou

placebo.

3.2 Objetivos especificos

o Caracterizar os efeitos comportamentais e neurobiolégicos da

infeccdo crénica por Toxoplasma gondii em ratos Wistar.

o Investigar as propriedades ansioliticas associadas a infeccdo por
Toxoplasma gondii e verificar a capacidade do Lactobacillus rhamnosus de

modula-las.
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o Avaliar o impacto da infeccdo por Toxoplasma gondii sobre
processos de aprendizagem e memoria espacial, e examinar a influéncia do

Lactobacillus rhamnosus na atenuacao desses prejuizos.

o Determinar se a infeccdo por Toxoplasma gondii promove
alteracbes epigenéticas, com énfase na hipometilagdo do gene AVP na regido
postero-dorsal da amigdala medial, e se essas alteracdes sdo moduladas pelo

Lactobacillus rhamnosus.

4. Materiais e Métodos

Foram utilizados parasitas Toxoplasma gondii da cepa ME49,
adquiridos por doacéo pelo Institudo de Medicina Tropical da Universidade Sao
Paulo e o probiodtico Lactobacillus rhamnosus, cepa IAL 1883 (ATCC 7469)
recebidos como uma contribuicdo da Probac do Brasil Produtos Bacteriol6gicos,
bem como 50 espécimes machos de Rattus norvegicus da linhagem Wistar, com

idade entre seis e oito semanas.

Os animais eram visitados semanalmente pela equipe de
pesquisa, ocasido em que era realizada a higienizagdo das caixas com
maravalha previamente autoclavada, bem como a reposicdo de racdo e agua
também autoclavadas. As caixas eram substituidas integralmente a cada

semana por outras devidamente esterilizadas. Duas vezes por semana eram
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realizadas a coleta de fezes e a pesagem individual dos animais, de modo a

monitorar sua saude e bem-estar.

Os ratos foram mantidos em estante ventilada, sob iluminacéo
controlada que respeitava o ritmo circadiano, permanecendo clara durante o
periodo da manha e escurecendo ao final da tarde. Todos os procedimentos
experimentais foram conduzidos exclusivamente no periodo da manha, a fim de

evitar variacdes relacionadas ao ciclo claro/escuro.

Adotaram-se cuidados adicionais para reduzir possiveis fatores
de interferéncia. Entre eles, destacou-se a recomendacdo de nao utilizar
perfumes nos dias de contato com o0s animais e a manutencdo do mesmo
ndmero de pesquisadores do sexo masculino e feminino em todas as etapas da
experimentacdo. Embora o biotério permanecesse em ambiente
predominantemente silencioso, durante o periodo de ambientacdo foram
realizadas visitas regulares aos animais, com 0 objetivo de favorecer a
habituagcédo a presengca humana e as vozes dos manipuladores. Os individuos

foram marcados com &cido picrico.

Os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais

distintos, conforme representado na Figura 5:

e Grupo 1 (G1) — Dez ratos receberam 14 dias de placebo e

entdo foram inoculados com T. gondii.
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e Grupo 2 (G2) — A mesma quantidade de ratos recebeu a
inoculacdo do T. gondii como no grupo anterior, mas, dessa vez, sucedeu-se
com a administracdo de 14 dias de probidtico.

e Grupo 3 (G3) — A mesma quantidade de animais recebeu
inicialmente por 14 dias o probidtico e so6 entéo foi feita a inoculacéo do T. gondii.

e Grupo 4 (G4) - Dez ratos receberam 14 dias de probidtico
sem inoculagédo com T. gondii.

e Grupo-Controle (GC): composto por 10 ratos sem infeccéo

e tratados 14 dias com placebo.

Grupo Controle Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Animais ) Animais Animais tratados Animais tratados
tratados com infectados com T. com L. rhamnosus com L. rhamnosus
lacebo gondii e tratados depois da infecgio antes da infecgéo
P com placebo por T. gondii por T. gondii

Grupo 4

Animais tratados
com L. rhamnosus
sem infecgdo

—»

Figura 5 — Grupos experimentais utilizados no estudo

Distribuicdo dos grupos experimentais utilizados ao longo dos

testes comportamentais e moleculares. Esses grupos permitiram avaliar os
efeitos da infeccédo isolada, do probiético isolado e das diferentes estratégias de
intervencédo probiotica sobre os desfechos comportamentais e neurobiologicos

analisados.
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A infeccdo e o tratamento com probiotico dos animais foram
efetuadas via oral, por intermédio de sonda esofagica. Nos animais do grupo-
controle, foram administrados, pela mesma via, quantidade equivalente de
solucéo salina.

Nos dias 60 e 90 dias pos-infeccdo, os animais foram
submetidos a:

1. Labirinto em Cruz Elevado

Uma hora antes do procedimento, os animais foram transferidos
para a antessala do laboratério para ambientacdo. Apds esse periodo, eles
foram individualmente levados a sala onde estava posicionado o aparelho e
colocados na interseccéo dos bracos do labirinto, com a cabeca voltada para o
braco aberto, em sentido oposto ao avaliador. Cada animal permaneceu no
aparelho por cinco minutos. Durante esse tempo, foram observadas as variaveis:
tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos, fechados e no centro,
frequéncia de entrada nos bracos abertos e fechados, fundo dos bragos abertos
e dos bracos fechados e frequéncia de mergulhar a cabeca no braco aberto
(head-dipping). Nos intervalos entre cada animal, o aparato foi higienizado com
Etanol 5%.

2. Campo Aberto

ApoOs periodo de ambientagédo, os animais foram individualmente

introduzidos na parte central da caixa de madeira do aparato por 5 minutos para

observacao e registro das variaveis de comportamento: movimentos horizontais
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e verticais, tempo de grooming, quantidade de pellets fecais eliminados e tempo

de imobilidade. As variaveis foram manualmente medidas.

3. Labirinto de Barnes

No dia do experimento, uma hora apés ambientagdo, os animais
foram conduzidos a sala onde se localizava a arena. As luzes estavam acesas e
o ventilador ligado para proporcionar um ambiente aversivo aos roedores. Cada
rato foi colocado no centro do labirinto, dentro de uma camara acrilica, por um
minuto. Apds esse periodo, o animal foi liberado para nele deambular. Foi
registrado o tempo para que encontrassem a toca verdadeira (caixa escura). O
periodo méximo para cada roedor explorar o labirinto e encontrar a caixa de
escape foi de cinco minutos. Quando o animal encontrou a toca e entrou nela, o
tempo foi interrompido e registrado. As luzes e o ventilador foram desligados, a
fim de proporcionar a sensacdo de seguranca pela auséncia de iluminagéo e
barulho. O animal permaneceu na caixa por um minuto. Quando o animal
excedeu o tempo maximo sem encontrar a toca verdadeira, foi encaminhado
pelo pesquisador até a caixa de escape; as luzes e o ventilador foram desligados,
e o0 roedor permaneceu la por um minuto. Apds esse tempo, o animal foi
recolocado ao centro do labirinto, dentro da caixa acrilica, por um minuto. Entéo,
o animal foi novamente liberado no labirinto para explorar o ambiente em busca
da caixa de escape. Quando o animal encontrou a toca e entrou nela antes do
tempo, as luzes e o ventilador foram desligados, e o animal permaneceu nela
por um minuto. Se o roedor ndo obteve éxito em encontrar a toca e adentra-la,
foi reconduzido a toca, e as luzes e o ventilador foram desligados pelo mesmo

periodo. Esse procedimento foi efetuado durante cinco dias consecutivos no
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periodo da manha e da tarde. Apés um intervalo de dois dias, 0s animais foram

desafiados no periodo da manha para avaliacdo da memoaria e aprendizado.

4. Esquiva aversiva

Para a realizagdo desse procedimento, foi utilizado o
equipamento da Ugo Basile 7551, Passive Avoidance, que consiste em uma
caixa dividida em dois compartimentos, um iluminado e outro escuro, separados
por uma porta com sistema guilhotina. A metodologia utilizada foi semelhante a
descrita nos trabalhos de Wang et al. 169 e Wang et al. 61 com algumas
modificagdes. O experimento foi dividido em trés partes: treinamento, verificagdo
da capacidade de aprendizagem dos animais (90 min. apds o treino) e avaliacdo
da memodria (24 horas ap6s treinamento). No periodo de treinamento, os animais
foram colocados no aparelho no compartimento iluminado, com a cabeca voltada
para a porta de acesso ao compartimento escuro, sendo contados dois segundos
para a abertura da porta que separa as duas regioes (clara e escura). O tempo
maximo que cada animal teve para entrar no compartimento escuro (laténcia) foi
de cinco minutos. Ao entrar na parte escura do aparato, o animal recebeu um
choque de 5 mA por dois segundos de duracao. Imediatamente apds o choque,
o roedor foi retirado do aparato e levado para a gaiola de descanso. Apenas a
laténcia foi observada, e 0s animais que nao entraram no compartimento escuro
no decorrer dos cinco minutos foram devolvidos a caixa de descanso. Para
avaliar a capacidade de aprendizagem de cada animal, 90 min apds o treino, 0s

animais foram submetidos ao procedimento descrito anteriormente.
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Para todos os procedimentos de analise comportamental, os
animais foram retirados do biotério e colocados na sala de descanso durante
uma hora para evitar interferéncia de ambientacdo. Nos intervalos entre cada

animal, o aparato foi higienizado com Etanol 5%.

5. Eutanasia

Quinze dias apds o inicio da segunda bateria de testes
comportamentais, 0s animais foram submetidos a eutanasia seguindo protocolo
previamente estabelecido. Inicialmente, foi administrada anestesia por via
intraperitoneal, utilizando Tiopental sédico na dosagem de 40 mg/kg associado
a Lidocaina a 2% sem vasoconstrictor. Em seguida, procedeu-se a
exsanguinacdo. Apos a confirmacdo do O6bito, realizou-se a remocdo do
encéfalo, com o objetivo de viabilizar as analises posteriores de metilacdo do

promotor do gene da AVP e a aplicacdo da técnica de IHQ na amigdala cerebral.

O processo de experimentacdo seguiu 0 cronograma

demonstrado na Figura
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Administragéo do Fimda 22 bateria de testes
probidtico administragao do comportamentais
Recepcgédo dos Infecgéo pelo probidtico
animais parasita i baieria detestas Eutanésia
comportamentais
Ambientagédo
30 dias 14 dias 14 dias 45 dias 30 dias 30 dias
60 dias
90 dias

Figura 6 - Linha do tempo experimental representando a

sequéncia cronologica dos procedimentos realizados durante o protocolo.

Inicialmente, houve o recebimento e ambientacdo de 50 animais (Inicio). Apos

30 dias, foi iniciada a administracéo do probiotico por 14 dias. Procedeu-se com

a infecgéo pelo T.gondii. Transcorreu-se outros 14 dias de administragdo do

probiodtico ranqueados de acordo com 0 grupo. Realizou-se entdo a primeira

bateria de testes comportamentais 60 dias apés a infeccdo. Decorridos 90 dias

da infeccéo, iniciou-se a segunda bateria de testes comportamentais. Trinta dias

apos esta Ultima, procedeu-se a eutanasia final para coleta de material bioldgico.

6. Andlise de metilacdo do promotor de AVP

Obteve-se o corte contendo a regido da amigdala (coordenadas:

Bregma —2,00 a —4,00; Interaural 6,24-5,76), conforme atlas estereotaxico The

Rat Brain in Stereotaxic Coordinates 197, utilizando a matriz de 2 mm para corte
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de cérebro de ratos. A seguir, procedeu-se a analise da metilacdo do promotor

do gene da arginina-vasopressina (AVP).

A extracdo de DNA gendmico a partir do tecido da amigdala foi
realizada com o kit comercial DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN), de acordo com
o protocolo adaptado ao Procedimento Operacional Padrdao (POP) do laboratorio

(ANEXO 2).

Obteve-se o corte contendo a regido da amigdala (coordenadas:
Bregma —2,00 a —4,00; Interaural 6,24-5,76), conforme atlas estereotaxico The
Rat Brain in Stereotaxic Coordinates 7%, utilizando a matriz de 2 mm para corte
de cérebro de ratos. A seguir, procedeu-se a analise da metilagdo do promotor

do gene da AVP.

A quantificacdo da metilacdo no promotor do gene da AVP foi
realizada por meio da técnica de digestdo enzimatica com endonucleases
sensiveis a metilacdo (MSRE), seguida de amplificacdo por PCR quantitativo em
tempo real (QPCR). Os primers utilizados, bem como os sitios-alvo, foram

definidos com base em adaptagGes do protocolo descrito por Auger et al. 176),

O DNA previamente extraido da amigdala foi submetido a
digestdo com duas enzimas especificas para reconhecimento de sequéncias nao
metiladas: a enzima Hpall (PROMEGA, REF-R6311), que atua sobre o sitio
CCGG e aenzima BsH1236I (BstUl; Thermo Scientific, ER0921), que atua sobre

o sitio CGCG também apenas na auséncia de metilacao.
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A eficiencia de clivagem dessas enzimas foi previamente
verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando como

controle amostras de DNA amplificado do gene AVP sem metilacéo.

Apos a digestéo, foi realizada a reacdo de PCR em tempo real
com o uso do sistema fluorescente SYBR Green (BIO-RAD, cat. #172-5271),
conduzida no equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. O
corante SYBR Green é um marcador fluorescente que se intercala (liga-se
internamente) ao DNA de fita dupla. Conforme a reacao de PCR progride e novas
copias de DNA sao sintetizadas, ocorre um aumento proporcional na
fluorescéncia emitida. O equipamento de PCR em tempo real detecta essa luz a
cada ciclo, permitindo quantificar a quantidade de DNA amplificado naquele
momento. Os primers especificos utilizados para os sitios de interesse foram os

seguintes:

e Paraositio 2:

o Forward: GTA GAC CGC CACACCTGATT
o Reverse: CCAGAC ATT GCT GTG TGA CC
e Paraositio 4:

o Forward: GGC CTT TGG CTC TAT GTT C

o Reverse: TTG AGG GTC ACC TGG AAATC

7. Técnica de Imunohistoquimica — AVP e FOS.

O protocolo completo de preparo das laminas para IHQ,

incluindo etapas de desparafinacdo, recuperacdo antigénica, bloqueio da
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peroxidase endogena, incubacdo com anticorpos primarios e secundarios,
desenvolvimento cromogénico e montagem final, encontra-se descrito
detalhadamente no Anexo 4. Todas as etapas foram conduzidas sob condicdes
padronizadas de temperatura, tempo e reagentes, conforme protocolos

validados na literatura especializada.

8. Comité de Etica no uso de Animais (CEUA)

O projeto experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) em 7 de fevereiro de 2022, sob o numero de protocolo

001/22 (ANEXO 3).

9. Fomento

A pesquisa obteve financiamento da FAP (Fundo de Amparo a
pesquisa) da Fundacdo Arnaldo Vieira de Carvalho/ Faculdade de Ciéncias

Médicas da Santa Casa de Sao Paulo.

10. Metodologia Estatistica

Inicialmente, foi realizada uma andlise descritiva de todas as
variaveis de interesse. Para as variaveis qualitativas, foram apresentadas as
frequéncias absolutas e relativas; para as varidveis quantitativas, foram
calculadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e de dispersao
(desvio-padréo, intervalo interquartil e amplitude). As trajetérias dos animais ao
longo do tempo foram representadas por graficos de perfis para as variaveis do
LB. Para as varidveis mensuradas em um unico momento, foram utilizados

gréaficos de violino, estratificados pelo grupo (controle, G1, G2, G3 e G4).
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A comparacao das variaveis quantitativas continuas em relacao
ao grupo (controle, G1, G2, G3 e G4) foi realizada por meio de analise de
variancia (ANOVA) de um fator, desde que as suposi¢cdes do modelo fossem
atendidas. A suposicédo de normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk,
e a homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de Levene. Quando
as suposicoes da ANOVA foram violadas ou quando a variavel de interesse
consistia em dados de contagem, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Walllis (K-W). Comparacdes par-a-par (pairwise comparisons) foram conduzidas
guando a hipétese nula associada ao teste de K-W foi rejeitada. Nesses casos,
aplicou-se o teste de Dunn com ajuste dos valores de p pelo método de Holm.

Para as variaveis de contagem mensuradas em um Unico
momento, também foi ajustado um modelo de regressao linear generalizada
(GLM) com distribuicdo binomial negativa, visando a acomodar a sobredispersao
observada nos dados. O modelo estima as razdes de taxa de incidéncia
(Incidence Rate Ratios, IRR), permitindo comparar a taxa média entre 0s grupos
experimentais e o grupo-controle. Comparagdes par-a-par entre os grupos foram
realizadas com base nesse modelo, e os valores de p foram ajustados pelo
meétodo de Tukey para multiplas comparacdes.

Para acomodar o delineamento de medidas repetidas e a
natureza de dados de contagem das variaveis de interesse, foi ajustado um
modelo linear misto generalizado utilizando a distribuicdo binomial negativa, com
funcdo de ligagdo logaritmica. Essa distribuicdo permite acomodar tanto a
sobredispersao quanto a subdispersdo em dados de contagem. O modelo incluiu
efeitos fixos para grupo e tempo, além de um intercepto aleatério por animal,

com o objetivo de considerar a correlacéo intra-animal entre as medidas ao longo
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do tempo. A interac&o entre grupo e tempo foi avaliada por meio de um teste de
razao de verossimilhanca (likelihood ratio test, LRT), comparando modelos
aninhados com e sem o termo de interacdo. Comparacdes par a par (post hoc)
entre os niveis de grupo e tempo foram conduzidas com base nas médias
marginais estimadas a partir do modelo, com ajuste para multiplas comparacdes
utilizando o método de Tukey. Os coeficientes do modelo foram apresentados
na escala logaritmica e, quando apropriado, exponenciados para a obtencao das
razdes de taxas de incidéncia (IRRs). Para as variaveis quantitativas continuas
mensuradas ao longo do tempo, foi ajustado um modelo linear misto, incluindo
efeitos fixos para grupo e tempo, bem como intercepto aleatorio por animal. As
mesmas estratégias de teste para interacdo e comparacdes mdultiplas foram
adotadas nesse contexto.

Todos os testes de hipétese foram bicaudais, adotando-se um
nivel de significancia de 5%. As andlises estatisticas foram realizadas no

software R versao 4.5.

Os dados obtidos nas analises de metilagdo do gene AVP foram
submetidos a andlise estatistica utilizando o software GraphPad Prism (versao
9.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Inicialmente, foram
realizados testes de normalidade (Shapiro-Wilk) para avaliar a distribuicdo dos
dados. Considerando que os dados nao apresentaram distribuicdo normal,
optou-se pela aplicagdo do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
comparacdes entre dois grupos independentes (tratado vs. ndo tratado com
enzimas de restricdo Hpall ou BstUI). Esse teste avalia a hipétese de igualdade
entre as distribuicdes dos grupos, baseando-se na ordenacgéo dos dados (ranks),

sendo apropriado para amostras pequenas e dados assimétricos.
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Os resultados foram expressos em termos de valores de p,
medianas, diferenca entre medianas observada e intervalos de confianca
estimados pelo método de Hodges-Lehmann. A significaAncia estatistica foi
considerada quando p < 0,05. Todas as analises foram realizadas com testes

bilaterais (two-tailed), sem pressuposi¢céo da direcéo do efeito.

11. Resultados

. Labirinto em Cruz Elevado

Realizou-se o primeiro teste comportamental do LCE 60 dias

apos a infeccdo. Obteve-se os seguintes resultados:

1. Tempo de Braco Aberto

Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos para a variavel TBA (Kruskal-Wallis, p = 0,004 (Tabela 2 - ANEXO 1). O
Grupo 1 apresentou a maior média (42,9 s) e mediana (21,5 s em comparacao

ao grupo-controle (GC), que exibiu média de 11 s e mediana de 3 s.

O Grupo 2 apresentou tempo reduzido (média = 5,5 s; mediana
= 3 s), semelhante ao GC e significativamente inferior ao G1 (p = 0,2232). O
Grupo 4 exibiu comportamento semelhante ao GC, sem diferencas estatisticas

relevantes (p > 0,25) (Quadro 1 — ANEXO 1).

O Grupo 3 apresentou tempo nulo de permanéncia nos bracos
abertos (média e mediana = 0 s) (Tabela 2 — Anexo 1). Essa resposta

diferenciou-se significativamente do Grupo 1 (p = 0,0075) e mostrou, quando
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comparado ao grupo-controle, um valor de p préximo ao limiar de referéncia (p

= 0,0535) (Quadro 1 — ANEXO 1).

LCE1 - TBA
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Tempo (s)

20

GC G1 G2 G3 G4
Grupo

Figura 7 — Grafico do tipo violin plot representando a distribuicdo do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (em segundos) no Labirinto em Cruz Elevado (LCE) entre os
diferentes grupos experimentais. A largura do gréafico representa a densidade dos dados; a linha
horizontal no interior de cada forma indica a mediana e os pontos representam valores

individuais.

2. Tempo de Brago Fechado

A andlise descritiva dos dados (Tabela 5 - ANEXO) revela que
as medianas de TBF variam entre 0os grupos, com valores mais baixos

observados no G1 (246,5 s). Ja 0 G4 apresentou a maior mediana de TBF (291,0

S).
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O teste de Kruskal-Wallis nao apontou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos para a variavel TBF (p = 0,233),

conforme mostrado na (Tabela 5 — ANEXO 1).

Visualmente, o grafico de violino (Figura 8) a seguir ilustra a
concentracdo dos dados em torno das medianas e evidencia a dispersdo em
alguns grupos, como G1 e G3, que possuem valores extremos, inclusive de

tempo préximo ao zero.

LCE1 - TBF
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Figura 8 — Grafico do tipo Violin plot representando a distribuicdo do TBF (em
segundos) no LCE por grupo experimental. A largura representa a densidade dos dados; a linha

horizontal indica a mediana, e os pontos individuais representam as observacoes.
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3. Tempo de Centro

Observa-se que o grupo G3 apresentou a maior média de tempo
no centro (62,30 s) e a maior dispersédo (DP = 91,09). O grupo G4 apresentou a
menor média (15,10 s) e mediana (9,0 s). O teste de Kruskal-Wallis ndo apontou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,248) (Tabela 7 —

ANEXO).

O gréfico de violino a seguir (Figura 9) evidencia a distribuicéo
dos dados de TC em cada grupo. No grupo G3, ha clara assimetria e presenca
de valores extremos (outliers). JA os grupos GC, G1 e G2 apresentaram
distribuic6es mais simétricas e concentradas, enquanto o grupo G4 demonstrou

comportamento mais restrito, com baixos valores de TC.
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Figura 9 — Grafico tipo Violin plot representando a distribuicao do
tempo de permanéncia (em segundos) no centro (TC) no Labirinto em Cruz
Elevado (LCE) por grupo experimental. A largura representa a densidade dos
dados; a linha horizontal indica a mediana, e os pontos individuais representam

as observacoes.

4. Entradas no Braco Aberto

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk (Tabela 8 - ANEXO)
indicou distribuicdo normal para os grupos GC (p = 0,0739) e G1 (p = 0,2604). O
grupo G2 apresentou dados né&o normais (p = 0,0441), enquanto nos grupos G3
e G4 o teste foi indefinido devido a auséncia de variabilidade (todos os animais
obtiveram zero ou valores constantes), o que impede o calculo estatistico

parameétrico.
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O grupo G1 (Tabela 9 — ANEXO 1) exibiu a maior média de
entradas nos bracgos abertos (2,90 + 2,38), seguido pelo G2, com média de 1,70.
O GC apresentou média de 1,00 entrada. Os grupos G3 e G4 apresentaram

meédias préoximas de zero.

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,001), justificando a realizacdo de
comparacdes pareadas por Wilcoxon com correcdo de Holm (Quadro 2 —
ANEXO 1). Observa-se que o grupo G1 diferiu significativamente do grupo G3
(p = 0,0022) e do grupo G4 (p = 0,0226). O grupo G2 também apresentou

diferenca significativa em relagéo ao G3 (p = 0,0466).

O grafico de violino a seguir (Figura 10) ilustra visualmente essas
diferencas. Grupos G1 e G2 exibiram maior variabilidade e medianas mais altas
de EBA, enquanto G3 e G4 apresentaram distribuicdo comprimida no valor zero,

com baixa dispersao.
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Quantidade de vezes que entrou no braco aberto

Figura 10 — Grafico tipo Violin plot representando a distribuicédo
da quantidade EBA entre os grupos. A largura representa a densidade dos
dados; a linha horizontal indica a mediana, e 0os pontos representam os valores
individuais. Os grupos G3 e G4 apresentaram valores nulos ou muito baixos,
enquanto o G1 demonstrou maior comportamento exploratorio, compativel com

efeito ansiolitico da infeccao por T. gondii.

O grupo G1 (Tabela 9 — ANEXO 1) exibiu a maior média de
entradas nos bragos abertos (2,90 + 2,38), seguido pelo G2, com média de 1,70.
O GC apresentou média de 1,00 entrada. Os grupos G3 e G4 apresentaram

médias préximas de zero.

79



O teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p < 0,001), justificando a realizacdo de
comparacdes pareadas por Wilcoxon com correcdo de Holm (Quadro 2 —
ANEXO 1). Observa-se que o grupo G1 diferiu significativamente do grupo G3
(p = 0,0022) e do grupo G4 (p = 0,0226). O grupo G2 também apresentou

diferenca significativa em relagdo ao G3 (p = 0,0466).

O gréfico de violino a seguir (Figura 10) ilustra visualmente essas
diferencas. Grupos G1 e G2 exibiram maior variabilidade e medianas mais altas
de EBA, enquanto G3 e G4 apresentaram distribuicdo comprimida no valor zero,

com baixa dispersao.

10

Quantidade de vezes que entrou no brago fechado

GC G1 G2 G3 G4
Grupo

Figura 10 — Gréfico tipo Violin plot da distribuicdo da quantidade

de entradas nos bracgos fechados por grupo experimental. Os grupos G3 e G4
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apresentaram menores meédias e menor dispersdo, enquanto G2 exibiu maior
atividade, compativel com menor inibicdo comportamental. A linha preta indica a
mediana, os limites da caixa representam os quartis (Q1 e Q3), e 0 ponto
vermelho representa a média. As areas coloridas ilustram a densidade de

probabilidade dos dados por grupo.

5. Tempo de Fundo de Brago Aberto

Em FBA néo houve variabilidade entre os dados, uma vez que

46 de 50 ratos apresentaram tempo ZERO.

A tabela de estatisticas descritivas (Tabela 12 — ANEXO 1)
mostra que os valores de FBA foram extremamente baixos em todos os grupos,
com medianas iguais a 0 em todos 0s casos e valores maximos oscilando entre
1se2s. O grupo G4 apresentou a maior média de tempo (0,20 s + 0,63),
seguido de GC (0,20 s £ 0,42), enquanto o grupo G2 nao apresentou nenhum

animal que explorasse o fundo do braco aberto (0,00 £ 0,00).

O teste de Kruskal-Wallis revelou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,459) (Tabela 12 — ANEXO

1).

O grafico de violino a seguir (Figura 11) confirma essa limitacao,
demonstrando forte assimetria com a maioria dos dados concentrados em zero,

especialmente nos grupos G2 e G3. Embora alguns animais no grupo G4 tenham
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atingido valores de 2 s, a dispersédo geral permanece baixa e a variabilidade

intragrupo elevada.

Figura

Tempo (8)

GC G1 G2 G3 G4
Grupo

Figura 11 — Grafico tipo Violin plot representando a distribuicédo
do tempo de permanéncia (em segundos) no fundo do braco aberto (FBA) entre
0S grupos experimentais. A maior parte dos dados concentra-se no valor zero,
especialmente nos grupos G2 e G3. O grupo G4 apresentou maior dispersao,
com poucos animais permanecendo até dois segundos na extremidade distal do
braco aberto. A linha preta indica a mediana, os limites da caixa representam o0s
quartis (Q1 e Q3), e o ponto vermelho representa a média. As areas coloridas

ilustram a densidade de probabilidade dos dados por grupo.
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6. Tempo de Fundo de Braco Fechado

O grupo-controle (GC) (Tabela 14 - ANEXO) obteve a maior
meédia de tempo no fundo do bracgo fechado (5,10 s £ 2,85), seguido de G2 (4,70
s £ 1,16). Os grupos G1, G3 e G4 apresentaram médias menores, variando de
3,10 a 3,80 s. O teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (p = 0,044).

As comparagdes pareadas (Quadro 4 — ANEXO 1), utilizando o
teste de Wilcoxon com correcao de Holm, no entanto, ndo revelaram diferencas
significativas entre pares de grupos, sugerindo que, embora haja diferenca global
entre eles, ndo ha contrastes pontuais suficientemente fortes para superar o

critério de significancia apos corre¢do multipla.

O grafico de violino a seguir (Figura 12) mostra maior dispersao
dos dados no grupo GC, com valores variando de 1 s a 11 s. O grupo G2
apresentou distribuicdo mais concentrada e assimétrica. Os grupos G3 e G4

apresentaram distribuicbes mais compactas, com amplitudes reduzidas.
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LCE1 - FBF

Tempo (s)

GC G1 G2 G3 G4
Grupo

Figura 12 — Graéfico tipo Violin plot ilustrando a distribuigdo do
tempo de permanéncia (em segundos) no fundo do bragco fechado entre os
grupos. Observa-se maior dispersdo no grupo GC, com valores extremos, e
padrdao mais compacto nos grupos G3 e G4, sugerindo menor exploracdo ou
maior evitagao. A linha preta indica a mediana, os limites da caixa representam
os quartis (Q1 e Q3) e o ponto vermelho representa a média. As areas coloridas

ilustram a densidade de probabilidade dos dados por grupo.

7. Rearing

Observou-se médias proximas entre os grupos GC (12,10), G1
(12,20) e G2 (12,20), com medianas entre 10 e 13 rearing (Tabela 16 — ANEXO

1). O grupo G3 apresentou menor média (8,80), e o grupo G4 (10,40) valores
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intermediarios. O teste de Kruskal-Wallis ndo identificou diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,414).

No grafico de violino a seguir (Figura 13), observa-se alta
dispersdo em G1 e G3, com a presenca de outliers. Os grupos G2 e G4
apresentaram distribuicdes mais compactas. O G3 mostrou tendéncia a menor

exploracao vertical, embora sem significancia estatistica.

30
25
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Numero de exploragdes verticais
I

GC G1 G2 G3 G4
Grupo
Figura 13 — Grafico tipo Violin plot ilustrando a distribuicdo do
namero de rearing nos diferentes grupos. Os grupos G1 e G3 apresentaram
maior dispersdo, com outliers. Ndo se observam padrdes claros de alteracao
comportamental entre os grupos, embora G3 tenha mostrado tendéncia a

reducdo. A linha preta indica a mediana, os limites da caixa representam 0s
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quartis (Q1 e Q3), e o ponto vermelho representa a média. As areas coloridas

ilustram a densidade de probabilidade dos dados por grupo.

8. Head-dipping

O grupo G1 apresentou o maior numero médio de episodios de
head-dipping (6,90 * 5,40), seguido de G2 (5,50 *+ 3,54) e GC (5,80 + 5,14). Os
grupos G3 e G4 apresentaram os menores valores meédios, respectivamente
2,50 + 1,18 e 3,90 = 5,69. O teste de Kruskal-Wallis ndo indicou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,077), embora o resultado se
aproxime do limiar convencional de significancia, sugerindo possivel tendéncia

gue merece investigacao adicional (Tabela 18 — ANEXO 1).

Com o objetivo de aprofundar a andlise, foi ajustado um modelo
de regressdo binomial negativa, apropriado para dados de contagem com
sobredispersdo. A analise por regressao utilizando razdo de incidéncia (IRR —
Incidence Rate Ratio) (Tabela 19 - ANEXO) mostrou que o grupo G3 apresentou
uma reducao estatisticamente significativa no nimero de episédios de head-
dipping em comparacao ao grupo-controle (IRR = 0,431; 1C95%: 0,196-0,938; p

= 0,034).

Nas comparagdes multiplas com correcédo de Tukey (Quadro 6
— ANEXO 1), embora nenhuma das comparacdes tenha atingido significancia
estatistica apds ajuste, a comparacao entre G1 e G3 aproximou-se do limiar de

significancia (p = 0,0753).
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O gréfico de violino a seguir (Figura 14) ilustra claramente esse
padrdo. O grupo G1 exibe maior dispersdo e numero de eventos de head-
dipping, enquanto o grupo G3 apresenta dados concentrados em torno de
valores baixos, com minima variabilidade intragrupo. O grupo G2, que recebeu

o probidtico apés a infeccdo, manteve desempenho intermediario.
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Figura 14 — Grafico tipo Violin plot representando a distribuicédo
do numero de head-dips entre os grupos. G1 e G2 apresentaram maior
disperséo e frequéncia, enquanto G3 e G4 demonstraram menor expressao do
comportamento, possivelmente relacionado a maior inibicdo emocional. A linha
preta indica a mediana, os limites da caixa representam os quartis (Q1 e Q3), e
o ponto vermelho representa a média. As areas coloridas ilustram a densidade

de probabilidade dos dados por grupo.

87



9. Grooming

A analise descritiva dos dados (Tabela 21 — ANEXO 1) mostrou
que os grupos G2 (2,00 + 2,16) e G4 (1,70 £ 0,95) apresentaram as maiores
médias de grooming, seguidos de GC (1,00 + 1,76) e G3 (0,90 + 1,10). O grupo
G1 exibiu a menor média (0,60 + 1,07). As medianas também refletem essa

tendéncia, com valores mais elevados nos grupos G2 (1,50) e G4 (2,00).

O teste de Kruskal-Wallis ndo indicou significancia estatistica

entre os grupos (p = 0,170).

Complementarmente, foi utilizado um modelo de regresséo
binomial negativo com IRR (Tabela 22 — ANEXO 1), considerando o GC como
referéncia. Os grupos G2 (IRR =2,000; p =0,212) e G4 (IRR =1,700; p = 0,346)
apresentaram maior frequéncia de grooming, embora sem significancia
estatistica. O grupo G1 apresentou IRR= 0,600 (p = 0,433), sugerindo uma
reducdo da ocorréncia do comportamento em relacdo ao controle. Os intervalos
de confianca, no entanto, foram amplos e incluiram a unidade, indicando

incerteza quanto a magnitude e a direcado dos efeitos.

As comparacdes multiplas, ajustadas pelo método de Tukey
(Quadro 7 — ANEXO 1), ndo mostraram contrastes estatisticamente significativos
entre 0s grupos, sendo o contraste G1 vs. G2 (p = 0,2830) o mais proximo da
significancia. Esse resultado sugere que, embora haja tendéncia de aumento do
grooming no grupo G2 em comparacao ao G1, os dados ndo permitem uma

concluséo definitiva com o nivel de confian¢a adotado.
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A visualizac&o por meio do grafico de violino a seqguir (Figura 15)
reforca esses achados, revelando uma maior dispersdo e concentracdo de
valores elevados nos grupos G2 e G4. Em contraste, os grupos G1 e G3
mostram distribuicbes mais estreitas e concentradas em valores baixos,

indicando menor expressédo do comportamento de grooming.

LCE 1

Grooming

GC G1 GrCi'on G3 G4
Figura 15 - Distribuicdo da variavel grooming nos grupos GC,
G1, G2, G3 e G4 representada por gréafico do tipo Violin plot. Observa-se maior
disperséo e frequéncia de grooming nos grupos G2 e G4, e menor expressao
nos grupos G1 e G3. A linha preta indica a mediana, os limites da caixa
representam os quartis (Q1 e Q3), e o ponto vermelho representa a média. As

areas coloridas ilustram a densidade de probabilidade dos dados por grupo.
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10. Fezes

A estatistica descritiva (Tabela 24 — ANEXO 1) mostra médias
relativamente proximas entre 0s grupos, com o0s valores mais altos observados
em G4 (2,40 £ 1,90) e GC (2,30 £ 1,95), seguidos de G2 (2,20 + 1,55), G3 (1,80
+1,48) e G1 (1,70 + 1,64). As medianas mantém esse padrdo, variando entre
1,50 e 2,00 em quase todos os grupos. A analise de variancia ndao parametrica
de Kruskal-Wallis indicou auséncia de diferencas estatisticamente significativas

entre os grupos (p = 0,875).

O grafico de violino a seguir (Figura 16) permite uma
visualizagdo mais refinada da distribuicdo dos dados. Observa-se alta
sobreposicao entre 0os grupos, com leve assimetria a direita em alguns deles,

especialmente GC e G4. A dispersao dos dados € relativamente homogénea.

LCE1
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Grupo

Numero de defecagbes
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Figura 16 - Gréfico do tipo Violin plot, representando a distribuicdo do nimero
de defecacdes por grupo. A sobreposicdo entre os grupos sugere padrdo semelhante de
resposta autondmica ao estresse em todos os grupos experimentais. A linha preta indica a
mediana, os limites da caixa representam os quartis (Q1 e Q3), e o ponto vermelho representa

a média. As areas coloridas ilustram a densidade de probabilidade dos dados por grupo.

Labirinto em cruz elevado no segundo tempo

Trinta dias apds o primeiro experimento com o Labirinto em Cruz
Elevado (LCE), os animais foram novamente submetidos ao experimento, e

verificaram-se 0s seguintes resultados:

1. Segundo Tempo de Brago Aberto (TBA 2)

A analise descritiva (Tabela 26 — ANEXO 1) indica que os
Grupos-Controle (GC) e G1 apresentaram as maiores medianas de TBA2 (18,5
s e 53,5 s, respectivamente). Por outro lado, os grupos G2, G3 e especialmente
G4 demonstraram tempos muito inferiores de permanéncia nos bracos abertos.
Destaca-se o grupo 4, cujos animais apresentaram valores uniformemente nulos
(0,0 s), evidenciando um comportamento de completa evitacdo da area em

questéao.

O teste de Kruskal-Wallis apontou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,013), justificando as analises post-hoc. As
comparacdes par a par (Quadro 9 — ANEXO 1) indicaram diferencas
significativas entre o grupo 4 e os grupos GC (p = 0,050) e G1 (p = 0,014). As
demais comparagfes ndo atingiram significancia estatistica.
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A distribuicdo dos dados apresentada no grafico de violino a
seguir (Figura 17) reforca esses achados. Os grupos GC, G1 e G3 demonstraram
maior dispersdo, com presenca de valores elevados de TBA, enquanto o grupo

4 exibiu uma distribuicdo achatada em torno de zero.

LCE2 - TBA

400
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Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Grupo

Figura 17 - Grafico de tipo Violin plot representando a
distribuicdo do tempo (em segundos) nos bragos abertos (TBA2) para cada
grupo experimental no LCE2. O grupo 4 apresenta auséncia total de
permanéncia nos bracos abertos, enquanto os grupos GC e G1 apresentam
maior dispersao e medianas elevadas. A linha preta indica a mediana, os limites
da caixa representam os quartis (Q1 e Q3), e o ponto vermelho representa a

média. As areas coloridas ilustram a densidade de probabilidade dos dados por

grupo.
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2. Segundo Tempo de Braco Fechado (TBF2)

Os dados descritivos (Tabela 28 — ANEXO 1) indicaram que o
grupo 4 apresentou o maior tempo meédio (280,00 s) e mediana (291,00 s) de
permanéncia nos bracos fechados, com baixa variabilidade (DP = 22,29). Em
contraste, os grupos GC e G1 exibiram tempos médios consideravelmente
menores (190,20 s e 189,70 s, respectivamente), com maior variabilidade entre
os individuos. O grupo 2 apresentou desempenho intermediario (média = 247,50
s), enquanto o grupo 3 apresentou média elevada (223,50 s), mas com ampla

dispersédo dos dados (DP = 89,50).

O teste de Kruskal-Wallis identificou diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos (p = 0,005). As comparac¢des multiplas com
correcdo de Holm revelaram diferencas significativas entre o grupo 4 e os GC (p

= 0,041) e G1 (p = 0,022) (Quadro 10 — ANEXO 1).
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Figura 18 - Grafico tipo Violin plot demonstrando a distribuicédo
dos tempos de permanéncia (em segundos) em bracos fechados (TBF2) por
grupo experimental no LCE2. O grupo G4 apresenta maior concentracao de
tempos elevados. A linha preta indica a mediana, os limites da caixa representam
os quartis (Q1 e Q3), e o ponto vermelho representa a média. As areas coloridas

ilustram a densidade de probabilidade dos dados por grupo.

3. Segundo Tempo de Centro

A tabela descritiva (TABELA 30 — ANEXO 1) mostra que 0s
grupos GC (44,10 + 44,87 s) e G1 (47,60 = 36,50 s) apresentaram 0S maiores
tempos médios no centro, seguidos por G2 (38,20 £ 29,10 s) e G3 (27,80 + 35,88

s). O grupo G4 apresentou o0 menor tempo médio (19,80 + 21,99 s), com mediana
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de apenas 9 s. A diferenca entre 0os grupos nao atingiu significancia estatistica

no teste de Kruskal-Wallis (p = 0,117).

No gréfico de violino a seguir (Figura 19) visualiza-se que o G4
apresenta distribuicdo mais concentrada em valores baixos de tempo no centro,
com baixa dispersédo, enquanto os grupos GC e G1 exibem ampla variacao,

incluindo tempos mais elevados.

LCE2-TC
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Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
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Figura 19 - Grafico tipo Violin plot, ilustrando a distribuigdo do
tempo de permanéncia (em segundos) no centro do labirinto (TC2) entre os
grupos no LCE2. Note-se a menor dispersdo e concentragdo em valores baixos
no grupo G4. A linha preta indica a mediana, os limites da caixa representam os
quartis (Q1 e Q3), e o ponto vermelho representa a média. As areas coloridas

ilustram a densidade de probabilidade dos dados por grupo.
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4. Segundo Tempo de Entrada em Braco Aberto (EBA 2)

A tabela descritiva (Tabela 32 — ANEXO 1) evidencia que o
grupo G1 apresentou a maior média (3,80 * 2,74) e mediana (4,50) de entradas
nos bracgos abertos, seguido pelo grupo G4 (2,50 + 2,07), enquanto oS grupos 2
e 3 apresentaram os menores valores médios e medianos (< 1,0). O GC exibiu

valores intermediarios, com média de 1,40 e mediana de 1,0.

As analises post-hoc com correcdo de Holm (Wilcoxon) (Quadro
11 — ANEXO 1) nao revelaram diferencas estatisticamente significativas nas
comparacdes par a par. Contudo, a andlise de contrastes multiplos com correcéo
de Tukey apontou diferencas significativas entre o grupo G1 e os grupos G2 (p
=0,0090) e G3 (p = 0,0032), com destaque para o maior numero de entradas no

braco aberto no grupo G1 (Quadro 12 — ANEXO 1).

O gréfico de violino a seguir (Figura 20) reforca esses achados,
evidenciando uma distribuicdo mais ampla e assimétrica para o grupo G1, com
varios individuos apresentando altas frequéncias de entrada, em contraste com
0s grupos G2 e G3, cujas distribuigcbes sdo estreitas e concentradas em valores

baixos ou nulos.
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Figura 20 — Grafico tipo Violin Plot, representando a quantidade

de vezes que os animais de cada grupo experimental ingressaram nos bragos

abertos (EBA2) do labirinto, 30 dias ap0s a primeira exposi¢do (LCE1). A linha

preta indica a mediana, os limites da caixa representam os quartis (Q1 e Q3), e

o ponto vermelho representa a média. As areas coloridas ilustram a densidade

de probabilidade dos dados por grupo.

5. Segundo Tempo de Entrada no Bragco Fechado (EBF2)

A analise descritiva (Tabela 34 — ANEXO 1) evidencia que 0s
maiores valores medios e medianos de EBF2 foram observados nos grupos G1
(Média = 5,60; Mediana = 6,00) e G2 (Média = 4,20; Mediana = 4,00), seguidos
do grupo GC (Média = 3,80; Mediana = 3,50). Ja os G3 e G4 apresentaram 0s

menores indices (Médias = 2,50 e 2,60, respectivamente).
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O teste de Kruskal-Wallis apontou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = 0,030), o que justificou a realizagcdo de
comparacdes multiplas subsequentes (Tabela 34 — ANEXO 1). No entanto, os
testes post-hoc de Wilcoxon com corre¢éo de Holm néo identificaram diferencas
significativas apés correcao para multiplas comparacdes (Quadro 13 — ANEXO
1). Os contrastes log-lineares (modelo de razfes de taxas de incidéncia — IRR)
indicaram aumento de entradas nos bracos fechados no grupo G1 em relacdo
ao GC (IRR =1,474; I1C95% = 0,897-2,440; p = 0,128), e redu¢ao nos grupos
G3 (IRR = 0,658) e G4 (IRR = 0,684), embora sem alcancar significancia

estatistica (Tabela 35 — ANEXO 1).

O grafico a seguir reforca os achados estatisticos. Conforme
ilustrado na Figura 21, o grupo G1 apresentou a maior concentracdo de entradas
nos bracos fechados (EBF2), com mediana de 6,0 e ampla dispersdo. Em
contraste, os grupos G3 e G4 exibiram distribuicdes mais estreitas e medianas
reduzidas (ambas igual a 2,0). Os grupos GC e o G2 situaram-se em posicao
intermediaria, com medianas de 3,5 e 4,0, respectivamente. Visualmente,
destaca-se a simetria do GC e a assimetria da distribuicdo no G2, que

apresentou outliers superiores.
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Figura 21 — Gréfico tipo Violin plot, representando o numero de
entradas nos bracos fechados (EBF2) durante a segunda sessdo do Labirinto
em Cruz Elevado (LCE2), segundo o0s grupos experimentais. O grafico ilustra a
distribuicdo da variavel EBF nos grupos GC, G1 a G4, 30 dias apos a primeira
exposicao ao LCE. Os pontos individuais representam os valores observados
por animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e o ponto vermelho

representa a média de cada grupo.

6. Segundo Tempo de Fundo de Braco Aberto

As medidas descritivas apontaram que o grupo G1 (infectado por
T. gondii sem intervencdo probidtica) apresentou o maior tempo meédio de
permanéncia no fundo do braco aberto (2,60 £ 2,80 s), seguido pelo grupo G3
(1,10 + 2,60 s), enquanto o GC exibiu média inferior (0,40 £ 0,84 s) (Tabela 37 —

ANEXO 1). A andlise post-hoc com o teste de Wilcoxon ajustado por Holm
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(Quadro 14 — ANEXO 1) néo identificou diferencas estatisticamente significativas

entre pares de grupos (todos os valores de p > 0,05.

O grafico de violino a seguir (Figura 22) corrobora esses
achados, demonstrando maior dispersao e assimetria nos grupos G1 e G3, com
presenca de outliers que atingiram até 8 segundos de permanéncia no FBA2).
Em contraste, os grupos GC, G2 e G4 exibiram baixa variabilidade e valores

mediana e maximo de zero ou préximo de zero.

LCE2 - FBA

Tempo (s)

Figura 22 — Grafico tipo Violin plot da variavel FBA — LCE2.
Representacéo grafica da distribuicdo dos tempos de permanéncia no fundo dos
bracos abertos (FBA2) para cada grupo experimental. Os pontos individuais
representam os valores observados por animal; os boxplots indicam os quartis e

a mediana, e o ponto vermelho representa a média de cada grupo.
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Segundo tempo do Fundo de Brago Fechado

O teste de Kruskal-Wallis (Tabela 39 — ANEXO 1), demonstrou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,385).
As médias de tempo variaram entre 3,10 segundos (G3) e 4,80 segundos (G2),
com desvios-padrado entre 1,95 s e 2,99 s. As medianas variaram de 2,50 s (G3)

a 6,00 s (G1), evidenciando certa disperséo e sobreposicéo entre 0s grupos.

O gréfico em formato de violino a seguir (Figura 23) permite
observar, de maneira integrada, a distribuicdo da variavel em cada grupo.
Destaca-se uma maior amplitude de valores no GC e no G2, com alguns animais
apresentando valores extremos. Ja os G3 e G4 exibiram distribuicdes mais
concentradas, com tempos inferiores a média geral. Visualmente, a densidade
maior na porcao inferior das distribuicdes nos grupos G3 e G4 indica menor

tempo de permanéncia no fundo dos bracos fechados (FBF2).
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Figura 23 - Gréfico tipo Violin plot representando a distribuicédo
do tempo de permanéncia no fundo do braco fechado (FBF2) na sesséo LCEZ2.
Cada gréfico de violino exibe a densidade da distribuicdo dos dados em
segundos para cada grupo experimental. Os pontos individuais representam os
valores observados por animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e 0

ponto vermelho representa a média de cada grupo.

Rearing

No segundo teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE2), os dados
descritivos para a variavel rearing indicaram diferencas entre 0s grupos
experimentais (Tabela 41 — ANEXO 1). A média geral foi de 9,88 episddios (DP
= 5,40). O G1 apresentou a maior média (14,20 * 6,03), seguido pelos G4 (9,90
+ 4,75), G3 (9,70 + 6,11), G2 (8,80 + 4,29) e GC (6,80 * 3,39). As medianas

seguiram padrao semelhante: G1 (12,5), G3 (10,0), G4 (8,5), G2 (9,0) e GC (7,0).
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O teste de Kruskal-Wallis revelou uma diferencga entre os grupos (p =
0,060), embora se observe uma proximidade ao limiar de significancia (p>0,05)

(Tabela 41 — ANEXO).

Para identificar diferencas significativas entre grupos, utilizou-se a
analise de IRR com comparacdes entre pares. A avaliacdo da IRR, com o GC
como referéncia, mostrou que o G1 teve IRR = 2,088 (IC95%: 1,335-3,280; p =
0,001), o G2 teve IRR = 1,294 (IC95%: 0,812-2,067; p = 0,279), o G3 teve IRR
= 1,426 (IC95%: 0,899-2,270; p = 0,132) e 0 G4 teve IRR = 1,456 (IC95%:

0,918-2,314; p = 0,111) (Tabela 42 — ANEXO 1).

As comparacgdes mdultiplas com correcdo de Tukey indicaram
diferenca estatisticamente significativa entre o0 G1 e o GC (ratio = 0,479; p =
0,0114). Nenhuma outra comparacdo apresentou significancia estatistica (p >

0,05) (Quadro 16 — ANEXO 1).
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Figura 24 - Gréfico tipo Violin plot da variavel rearing no LCE2
por grupo experimental. Distribuicdo individual das respostas comportamentais
de rearing representada por gréafico de violino para cada grupo experimental no
segundo tempo de avaliacdo (LCE2). Os pontos individuais representam os
valores observados por animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e o

ponto vermelho representa a média de cada grupo.

7. Head-dipping

A analise do teste de Kruskal-Wallis (Tabela 44 — ANEXO 1)

revelou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0.006).

Em termos descritivos, o G1 apresentou a maior média de
eventos de head-dipping (M = 12.3; DP = 7.29), seguido pelo GC (M = 6.5), G3
(M=4.9), G2 (M=4.22) e G4 (M = 2.7). As comparacdes pareadas (Wilcoxon
com correcao de Holm) indicaram diferenca significativa entre 0 G1e 0 G4 (p =
0.018). Destaca-se que a comparacao entre 0 G1 e 0 G2 (p = 0,077) — (Quadro
18 — ANEXO 1) — apresentou tendéncia a significancia estatistica, considerando

o limiar convencional de p < 0,05.

Os dados de IRR reforcam esses achados (Quadro 19 — ANEXO
1): o G1 apresentou uma taxa de ocorréncia de head-dipping mais de quatro
vezes superior ao G4 (IRR = 4.556, p < 0.0001), mais de duas vezes superior ao
G2 (IRR =2.913, p=0.0069), e aproximadamente 2,5 vezes superior ao G3 (IRR

= 2.510, p = 0.0199) (Quadro 19 — ANEXO 1).

A Figura 25 ilustra a distribuicdo do comportamento de head-

dipping no LCE2 entre os cinco grupos experimentais. Observa-se que o G1
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apresentou os valores mais elevados dessa variavel, com mediana visivelmente
superior e ampla dispersdo. Em contraste, 0s grupos que receberam tratamento
com probiotico (G2, G3 e G4) apresentaram medianas inferiores e distribuicbes

mais compactas, com menor amplitude interquatrtilica.
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Figura 25 - Gréfico tipo Violin plot da varidvel head-dipping

(LCE2). Distribuicao dos dados de head-dipping por grupo experimental, 30 dias

apos a primeira exposicdo ao LCE. Os pontos individuais representam os valores

observados por animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e o ponto

vermelho representa a média de cada grupo.

8. Segundo Tempo de Grooming

Na andlise descritiva geral (Tabela 46 — ANEXO 1), a média
geral de grooming foi de 18.92 episddios (DP = 13.35). O GC exibiu média mais
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elevada (22.40 + 12.92), seguido pelos G3 (20.60 + 17.16), G2 (19.90 + 15.10),
G1(17.70 £10.58) e G4 (14.00 £ 11.08). As medianas reforcam essa tendéncia,
com destaque para o GC (21.0) e G1 (19.5), em contraste com o G4 (13.5), que

apresentou os menores valores centrais de grooming.

Apesar dessas variacdes, o teste de Kruskal-Wallis ndo detectou
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (H = 2.26; p = 0.704).
A anadlise de IRR (Tabela 47 — ANEXO 1), usando o GC como referéncia,
mostrou que nenhum grupo apresentou diferencas significativas. Realizado o
modelo de regressao binomial negativa, que estima a razdo de taxas de
incidéncia entre os grupos (IRR) (Tabela 47 - ANEXO 1), o G4 exibiu um IRR

menor (IRR = 0.625; 1C95%: 0.297-1.317; p = 0.212).

A andlise visual por meio do grafico tipo violino a seguir (Figura
26) reforca as observacgdes descritivas ao revelar padrdes distintos de dispersao
e concentracdo dos dados entre os grupos experimentais. O GC apresentou
distribuicdo mais ampla e simétrica, com maior variabilidade de grooming. Em
contraste, 0 G4 (tratado exclusivamente com probi6tico) apresentou a menor
dispersdo e uma densidade acentuadamente concentrada abaixo da mediana.
Os grupos G1, G2 e G3 exibiram padrdes intermediarios, com densidades
bimodais ou levemente assimétricas, indicando heterogeneidade individual

dentro dos tratamentos.
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Figura 26 - Gréfico tipo Violin plot, representando a distribuicdo
do numero de episédios de grooming nos diferentes grupos durante o LCE2. Os
pontos individuais representam os valores observados por animal; os boxplots

indicam os quartis e a mediana, e o ponto vermelho representa a média de cada

grupo.

9. Segundo Tempo de Contagem de Fezes

Na comparacao entre grupos (Tabela 49 — ANEXO 1) (teste de
Kruskal-Wallis, p = 0.161), ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas quanto ao numero de fezes eliminadas. A média geral foi de 0,80
(DP = 1,21), com mediana de 0,00. O GC apresentou a maior média (1,50 *
1,78), seqguido pelo G4 (1,00 + 1,49), enquanto o G2 (tratado com probiotico apds
a infeccdo) apresentou a menor média de defecacdes (0,10 £ 0,32). Os demais

grupos apresentaram valores intermediarios: G1 (0,90 + 0,88) e G3 (0,50 £ 0,71).
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A andlise post-hoc com ajuste de Tukey (Quadro 21 — ANEXO
1) revelou que nenhuma das comparacfes entre pares atingiu significancia

estatistica (p > 0.05).

A Figura 27 a seguir ilustra esses dados. O GC exibiu a maior
frequéncia de defecacdes, com mediana em torno de 2 e valores que atingiram
até 6 episodios. Em contraste, o G1 apresentou reducdo no numero de

defecacdes, com distribuicdo menos dispersa.

De forma ainda mais pronunciada, o G2 apresentou 0s menores
valores observados com predominancia de individuos sem qualquer episédio de

defecacédo durante o teste.

G3 e G4 também apresentaram numero reduzido de

defecacdes, com medianas em torno de 1 e menor variabilidade.
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Figura 27 — Grafico do tipo Violin plot ilustrando a distribuicédo
do numero de defecacbes por grupo experimental na sessdo LCE2. Os pontos
individuais representam os valores observados por animal; os boxplots indicam

0s quartis e a mediana, e o ponto vermelho representa a média de cada grupo.

II.  Campo Aberto

1. Tempo de Centro (TC)

A estatistica descritiva (Tabela 51 — ANEXO 1) revela que o
grupo G1 apresentou o maior tempo médio no centro (33,10 s; DP = 36,65),
seguido por G2 (26,20 s), G3 (21,40 s) e G4 (19,50 s), enquanto o grupo GC
apresentou o menor tempo médio (10,60 s). A mediana do grupo G1 (24 s) foi
substancialmente maior que a de GC (6,5 s).
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A comparacdo entre grupos pelo teste de Kruskal-Wallis nédo
indicou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,294)

(Tabela 51 — ANEXO 1).

A Figura 28 apresenta essa distribuicdo. O GC exibiu os
menores tempos no centro, com valores concentrados abaixo de 25 segundos.
Em contraste, 0 G1 apresentou mediana mais elevada e alta disperséao, incluindo
valores extremos acima de 150 segundos. O G2 também apresentou tempo
elevado no centro, com mediana superior a do controle. Ja os G3 e G4

apresentaram valores intermediarios, com medianas superiores as do controle.
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Figura 28 — Analise da variavel TC no CA2. Grafico tipo Violin

plot, representando distribuicdo do TC (em segundos). Os pontos individuais
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representam os valores observados por animal; os boxplots indicam os quartis e

a mediana, e o ponto vermelho representa a média de cada grupo.

2. Tempo de periferia

Os dados descritivos (Tabela 53 — ANEXO 1) indicam que o GC
apresentou o maior tempo médio na periferia (289,10 s; DP = 9,29), seguido
pelos grupos G4 (279,70 s), G3 (277,10 s), G2 (270,80 s) e G1 (265,70 s). A

mediana de GC (293,5 s) também foi a mais alta.

O teste de Kruskal-Wallis n&o revelou diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos para a variavel TP-CA (p = 0,180).

A Figura 29 a seguir apresenta a distribuicdo da variavel. De
modo geral, todos 0s grupos apresentaram medianas elevadas, acima de 260

segundos.
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Figura 29 - Gréfico tipo Violin plot, representando a distribuicéo
do tempo (em segundos) gasto na periferia da arena do CA entre 0s cinco grupos
experimentais. Os pontos individuais representam os valores observados por
animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e o ponto vermelho

representa a média de cada grupo.

3. Numero de quadrantes

A andlise descritiva (Tabela 55 — ANEXO 1) demonstrou que o
grupo G1 apresentou o maior nimero médio de quadrantes cruzados (92,6; DP
=17,99), seguido por GC (82,2), G2 (80,0), G4 (65,1) e G3 (60,8). A mediana de

G1 (97,5) também foi a mais elevada, e sua distribuicdo a mais concentrada.

O teste de Kruskal-Wallis apontou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (p = 0,040). Comparac¢6es multiplas com correcéo
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de Holm (Quadro 23 — ANEXO 1) revelaram diferenca significativa apenas entre

os grupos G1 e G4 (p = 0,032), sendo os demais contrastes nao significativos.

A IRR (Tabela 56 — ANEXO 1) também foi calculada com GC
como referéncia. Nenhuma comparacao alcancou significAncia estatistica (p >

0,05).

As comparacdes post-hoc realizadas para a variavel numero de
guadrantes, com ajuste dos valores de p pelo método de Tukey, ndo revelaram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (Quadro
24 — ANEXO 1). No entanto, observou-se uma proximidade do limiar de

significancia (p<0,05) na comparacéo entre o G1 e 0 G4 com p = 0,0639.

A Figura 30 a seguir ilustra esses achados. O GC apresentou 0s
maiores valores de locomocdo, com mediana acima de 100 quadrantes e ampla
dispersdo. O G1 mostrou leve reducdo na mediana e variabilidade moderada. Ja
o G2 apresentou valores levemente inferiores ao controle. Nos G3 e G4,
observou-se maior reducdo no nimero de quadrantes, especialmente no G4,
cuja mediana foi a menor entre todos 0s grupos, com valores concentrados entre

40 e 80 quadrantes.
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Figura 30 — NUumero de quadrantes cruzados no campo aberto.
Gréfico tipo Violin plot ilustrando a distribuicdo do namero total de quadrantes
cruzados por roedores nos cinco grupos experimentais. Os pontos individuais
representam os valores observados por animal; os boxplots indicam os quartis e

a mediana, e o ponto vermelho representa a média de cada grupo.

4. Rearing

A média de rearings foi mais elevada no grupo G1 (23,20; DP =
10,37), infectado por T. gondii e tratado com placebo, com mediana de 20,5.

Esse valor contrasta com os demais grupos: GC (11,90), G2 (10,60), G3 (10,90)
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e G4 (12,80). A amplitude de variacdo em G1 (8 a 42 rearings) também foi

substancialmente maior que nos demais grupos.

Testes de Wilcoxon com correcéo de Holm (Quadro 45 — ANEXO
1) revelaram tendéncia de diferenca entre G1 e GC (p = 0,070), G1 e G2 (p =
0,058), e G1 e G3 (p = 0,057), todas préximas ao limiar de significancia. Essas
comparacoes foram reforcadas pela analise de contraste com ajuste de Tukey,
na qual os contrastes G1/G2 (p = 0,0020), G1/G3 (p = 0,0031) e G1/G4 (p =
0,0340) apresentaram significancia estatistica, bem como o contraste GC/G1 (p

= 0,0122) (Quadro 26 — ANEXO 1).

A Figura 31 a seguir ilustra esses achados. Observa-se que 0
G1 apresentou os maiores valores de rearing, com mediana e dispersao
claramente superiores as dos demais grupos. Em contraste, os G2, G3 e G4,
exibiram reducdes marcantes na frequéncia de rearing, com medianas

semelhantes as do GC e menor variabilidade.
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Figura 31 — Frequéncia de rearings no campo aberto. Gréfico
tipo Violin plot demonstra a distribuicdo do niumero de rearings entre 0s cinco
grupos experimentais. Os pontos individuais representam os valores observados
por animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e o ponto vermelho

representa a média de cada grupo.

5 - Grooming

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk (Tabela 59 — ANEXO 1)
revelou que os grupos GC e G4 apresentaram distribuicdo ndo normal (p =
0,0412 e p = 0,0005, respectivamente), ao passo que os demais grupos (G1, G2
e G3) exibiram distribuicdo compativel com a normalidade (p > 0,05). Com base
na heterogeneidade da distribuicdo, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, que néo indicou diferencas estatisticamente significativas entre

os grupos (p = 0,155) (Tabela 60 — ANEXO 1).
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A analise descritiva (Tabela 60 — ANEXO 1) demonstra que o
grupo G4 apresentou a maior média de grooming (32,70; DP = 37,18), com
valores maximos bastante elevados (até 132 episodios), seguido de GC (26,20)
e G2 (26,20). Em contraste, os grupos G1 e G3 exibiram médias inferiores (15,10
e 16,10, respectivamente), com distribuicbes mais compactas e amplitude

reduzida.

A mediana de grooming foi mais alta no grupo G2 (26,0). Ja a

mediana mais baixa foi observada em G1 (13,0).

A Figura 32 a seguir mostra a distribuicdo da variavel grooming.
O G1 apresentou os menores valores de grooming. Em contraste, os grupos G2,
G3 e G4, tratados com probidtico, exibiram medianas mais elevadas, com

destaque para 0 G4, que apresentou ampla dispersao e valores extremos.
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Figura 32 — Frequéncia de grooming no teste do campo aberto.
Gréfico tipo Violin plot demonstrando a distribuicdo da frequéncia de grooming
entre os grupos. Os pontos individuais representam os valores observados por
animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e o ponto vermelho

representa a meédia de cada grupo.

6 - Segundo Tempo de Centro

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos experimentais (p = 0,008).

A analise descritiva (Tabela 62 — ANEXO 1) demonstrou um
padrdo expressivo de variacdo entre os grupos. O G3 apresentou a maior média
de tempo no centro (13,22 s; DP = 22,00) e amplitude maxima elevada (65 s),
acompanhado de mediana de 3,0 s. Em seguida, os grupos G4 (6,30 s) e G2
(5,90 s) também apresentaram tempos relativamente superiores, enquanto G1
(3,60 s) e GC (1,56 s) apresentaram 0s menores tempos médios e medianas

baixas (1,0 e 3,0 s, respectivamente).

Foram realizadas entdo comparacdes multiplas post-hoc com o
teste de Wilcoxon (Quadro 27 — ANEXO 1), corrigido pelo método de Holm, e
que indicaram diferencas estatisticamente significativas entre GC e G2 (p =

0,013) e entre GC e G3 (p = 0,041).

A Figura 31 a seguir ilustra esses dados. De modo geral, todos
0S grupos apresentaram medianas baixas. No entanto, o G3 destacou-se por
uma maior dispersédo dos dados e presenca de valores extremos, incluindo um

animal com tempo substancialmente elevado. Os demais grupos, incluindo o
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controle, apresentaram distribuicbes mais compactas, com valores medianos

inferiores a 5 segundos.
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Figura 31 — TC no CA2 entre grupos experimentais.

Gréfico tipo Violin plot representa a distribuicdo do tempo (em segundos) em que
0os animais de cada grupo permaneceram no centro do CA2. Os pontos
individuais representam os valores observados por animal; os boxplots indicam

0s quartis e a mediana, e 0 ponto vermelho representa a média de cada grupo.

7. Segundo Tempo de Periferia

O teste de Kruskal-Wallis (Tabela 64 — ANEXO 1) aplicado ao
tempo na periferia ndo revelou diferencgas estatisticamente significativas entre os
grupos (p = 0,353). O grupo GC (placebo) apresentou o maior tempo médio na

periferia (292,60 s), seguido por G1 (287,70 s), G2 (286,60 s), G4 (283,40 s) e
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G3 (264,90 s). O G3 apresentou ndo apenas a menor média, mas também a
maior dispersédo dos dados (DP = 52,5 s). As medianas confirmam esse padrao,
variando de 294,5 s (G3) a 286 s (G4), com todos 0s grupos mantendo tempos

medianos elevados.

A Figura 32 a seguir ilustra esses achados. Observa-se que
todos os grupos mantiveram medianas elevadas, proximas a 300 segundos. O
G3 demonstrou maior variabilidade individual, com alguns animais exibindo

tempos reduzidos.
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Figura 32 — Tempo de permanéncia na periferia da arena (CA2)

entre 0s grupos experimentais. Grafico tipo Violin plot representa a distribuicdo
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do TP (em segundos) no CA2. Os pontos individuais representam os valores
observados por animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e o ponto

vermelho representa a média de cada grupo.

8 — Segunda avaliacdo do numero de quadrantes

A andlise descritiva dos dados revelou varia¢des substanciais na
média de quadrantes atravessados entre os grupos (Tabela 66 — Anexo 1). O
grupo G1 apresentou a maior média de locomoc¢édo (M = 89,60; DP = 36,69),
seguido pelos grupos G2 e G4, com médias de 72,90 e 69,30, respectivamente.
O grupo-controle (GC) exibiu menor média (M = 61,30; DP = 29,19). A mediana
foi levemente superior & média em G1, G2 e G4, sugerindo assimetria a
esquerda nos dados desses grupos. No entanto, o teste de Kruskal-Wallis
(Tabela 66 — Anexo 1) nao identificou diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos (H = 3.20; p =0.563), o que foi corroborado pela andlise de razdo
de taxa de incidéncia (IRR), (Tabela 67 - ANEXO 1) que ndo detectou diferencas
significativas quando os grupos experimentais foram comparados ao grupo-

controle (todos os valores de p > 0.05).

As comparacdes multiplas entre os pares de grupos, com
correcdo de Tukey (Quadro 29 - ANEXO), confirmaram a auséncia de
significancia estatistica nas diferengas observadas, com valores de p variando

entre 0.4263 e 0.999.

A Figura 33 apresenta a distribuicdo dessa variavel. Observa-se

que todos 0s grupos mantiveram niveis elevados de locomoc¢éo, com medianas
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proximas ou superiores a 80 quadrantes. O G1 exibiu a maior mediana e ampla

dispersédo, enquanto o G4 apresentou valores mais concentrados.
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Figura 33. Gréfico tipo Violin plot representa a distribuicdo da
variavel "namero de quadrantes" no teste do campo aberto (CA2), segundo 0s
grupos experimentais. Os pontos individuais representam os valores observados
por animal; os boxplots indicam os quartis e a mediana, e 0 ponto vermelho

representa a média de cada grupo.

A estatistica descritiva revelou que o grupo G1 apresentou o
maior niumero médio de rearings (14,0 £+ 7,48), seguido por G2 (8,0 + 4,94), G3
(7,2+7,38) e G4 (6,7 £ 3,92). O grupo-controle (GC) apresentou o menor nUmero
médio de rearings (5,5 + 3,44). A andlise por regressao de Poisson com ajuste

binomial negativo revelou que o grupo G1 apresentou uma razdo de taxa de
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incidéncia (IRR = 2,545; 1C95%: 1,423-4,572; p = 0,002) significativamente

superior ao grupo-controle.

Comparacdes mudltiplas entre grupos com ajuste de Tukey
(Quadro 39- ANEXO) evidenciaram diferenga significativa entre GC e G1 (p =
0,0143), reforcando o impacto da infec¢cado por T. gondii sobre o aumento da
atividade exploratoria. Nenhuma outra comparacao par a par atingiu significancia

estatistica.

A Figura 34 a seguir ilustra esses achados. O gréfico revela que
0 grupo G1 apresentou maior dispersdo e meédia elevada de rearing, com

distribuicdo assimétrica e tendéncia a valores altos.
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Figura 34 — Frequencia de rearing no CA2. Grafico tipo Violin
plot representa a distribuicdo dos valores individuais da variavel rearing no CA2.

Os pontos individuais representam os valores observados por animal; os
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boxplots indicam os quartis e a mediana, e o ponto vermelho representa a média

de cada grupo.

10 - Segundo Tempo da Variavel Grooming

A analise descritiva (Tabela 72 — ANEXO 1) demonstrou que o
G apresentou media mais elevada de grooming (M = 24,4 + 23,24) em
comparacao com os demais grupos. Por outro lado, o grupo G2 apresentou a
menor média de grooming (M = 15,5 + 13,20). As medianas confirmam esse
padréo, com o GC tendo 17,5 episodios e 0 G2, apenas 12. Embora o grupo G4
tenha exibido média elevada (M = 24,5 + 9,16), a dispersdo dos dados nesse
grupo foi menor, como evidenciado pelo desvio-padrdo. O teste de Kruskal-
Wallis nédo identificou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(p = 0,383), o que também foi corroborado pelos resultados do modelo de
regressao binomial negativa (Tabela 73 — ANEXO 1), que nao revelou diferencas
relevantes nas razfes de taxa de incidéncia (IRR), com todos os intervalos de
confianga cruzando a unidade e valores de p > 0,05. Comparagfes par a par
com correcdo de Tukey (Quadro 31 — ANEXO 1) também ndo evidenciaram

contrastes significativos.

A Figura 35 a seguir oferece um panorama visual da distribuicédo
dos dados por grupo. Observa-se que o GC apresentou maior amplitude de
valores, com uma cauda superior que se estende até aproximadamente 80
episodios de grooming, indicando possivel presenca de outliers e alta
variabilidade. J& os grupos G2 e G3 mostraram distribuicdes mais concentradas

e achatadas, sugerindo menor expressao do comportamento. O grupo G4, por
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sua vez, evidenciou dois modos na distribuicdo, sugerindo heterogeneidade

intragrupo.
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Figura 35 — Frequéncia de Grooming no CA2. Grafico do tipo
Violin plot representa a distribuicdo do niumero de episddios de grooming por
grupo experimental no teste do campo aberto (CA2). Os pontos individuais
representam os valores observados por animal; os boxplots indicam os quartis e

a mediana, e o ponto vermelho representa a média de cada grupo.

[l - Labirinto de Barnes
Verificou-se o desempenho de diferentes grupos experimentais
ao longo dos dias de treinamento (Dia 1 a Dia 4) e nos testes finais sem e com

estimulo de urina de predador (urina de gato).
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1. Tempo de achar

As anadlises descritivas do tempo necessario para que 0sS
animais encontrassem a saida no LB demonstram uma ampla variabilidade nos
tempos de laténcia entre os animais, com medianas que variaram de 22,5 até
300 segundos, refletindo diferentes niveis de desempenho e estratégias de

busca ao longo do experimento (Quadro 32— ANEXO 1).

Para a analise estatistica utilizou-se um modelo linear misto
(Quadro 33 — ANEXO 1), também denominado modelo de efeitos mistos

lineares.

Para a analise, dois modelos foram ajustados e comparados:

e Modelo 0 (fit0): inclui os efeitos fixos principais de condi¢cao
(referente ao tempo: dias de teste e testes finais) e de grupo (categorias
experimentais), além de um intercepto aleatério por animal (1 | id_animal),
permitindo captar as variaces individuais com base no desempenho.

e Modelo 1 (fitl): inclui os mesmos efeitos do modelo anterior,
acrescidos da interacdo entre condicdo e grupo, possibilitando avaliar se a

evolucdo do tempo de entrada ao longo do experimento difere entre 0os grupos.

A comparacdo entre os modelos revelou que a inclusdo da
interacdo entre condicdo e grupo (modelo 1) proporcionou uma melhora
significativa no ajuste dos dados (x* = 37,73; gl = 20; p = 0,0096). Esse achado
indica que o efeito da variavel condi¢do (tempo) sobre o desempenho — medido

pelo tempo necessario para encontrar a saida — diferiu entre os grupos,
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evidenciando padrdes distintos de resposta ao longo do tempo entre os

diferentes grupos experimentais (Quadro 33).

Ao comparar 0s grupos ao longo dos dias de teste, observa-se
que 0s grupos experimentais tendem a apresentar reducdes progressivas na
laténcia média, em especial nos dias finais, em contraste com o grupo-controle,
cujo desempenho permaneceu mais irregular. Essa tendéncia intensifica-se nos
testes finais, nos quais 0s grupos que receberam intervencdo comportam-se, em
sua maioria, com tempos medianos menores do que o0s controles, tanto na
presenca quanto na auséncia de urina de predador. Esses dados ficam

ilustrados na figura 36:
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Grupo controle - Grupo1 -® Grupo2 -® Grupo 3 Grupo 4

Erro padréo representado pelas barras de erro

Figura 36 — Anadlise da variavel “tempo de achar” no Labirinto de

Barnes 1 (LB1).
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O grafico apresenta a média do tempo (em segundos)
necessario para que 0s animais encontrassem a caixa de fuga no Labirinto de
Barnes, comparando cinco grupos experimentais: GC (vermelho), G1 (oliva), G2
(verde), G3 (azul) e G4 (roxo). O desempenho foi avaliado ao longo de quatro
dias consecutivos de treino e em dois testes finais: um sem e outro com
exposicao a estimulo olfativo aversivo (urina de predador). As barras verticais

representam o erro padréo da média (£EP).

A analise das médias ajustadas (Emmeans) obtidas a partir do
modelo estatistico (Quadro 34 — ANEXO 1) revela diferencas relevantes entre 0s
grupos ao longo das distintas fases do experimento. As médias foram calculadas
para cada grupo em cada condicdo experimental (dias de treino e testes finais),

permitindo uma comparacao padronizada entre os desempenhos.

No Dia 1, observou-se que o G4 apresentou a maior média de
tempo para encontrar a caixa de fuga (193,6 segundos). Em contraste, o G1

obteve o menor tempo médio (91,0 segundos).

No Dia 2, essa tendéncia se manteve, com o G4 novamente
exibindo a maior média (220,3 segundos), enquanto o G2 demonstrou uma
gqueda acentuada, atingindo a menor média registrada até entdo (34,9

segundos).

Entre os Dias 3 e 4, observou-se uma tendéncia de reducédo
progressiva nas médias da maioria dos grupos, compativel com o processo de
aprendizagem da tarefa. No entanto, o G4 manteve valores relativamente altos

até o Dia 3.
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Nos testes finais, realizados com e sem exposi¢cao a urina de
predador, destaca-se que o G4 apresentou a menor média de tempo no teste

sem urina (39,4 segundos).

Em conjunto, esses achados ilustram como as medias ajustadas
contribuem para identificar padrdes especificos de desempenho ao longo do
experimento e evidenciam diferencas relevantes entre os grupos quanto a

velocidade e consisténcia na aquisi¢ao da tarefa espacial.

A andlise inferencial entre os grupos experimentais foi conduzida
por meio de comparacdes multiplas com correcdo de Tukey, a fim de identificar
diferencas estatisticamente significativas nos tempos médios de laténcia para
encontrar a caixa de fuga em cada fase do experimento ( Quadro 35 — ANEXOS

1).

No Dia 1, nenhuma das comparacdes entre 0Ss grupos resultou
em diferenca estatisticamente significativa, com todos os valores de p superiores
a 0,05 apods o ajuste. A maior diferenca observada ocorreu entre o G1 e 0 G4,
com uma diferenca de -102,6 segundos (p = 0,1362), ainda assim sem alcancar

significancia estatistica.

No Dia 2, por outro lado, diversas comparacdes revelaram

diferencas estatisticamente significativas:

e O GC apresentou desempenho significativamente inferior
ao G2, com uma diferenca de 146,8 segundos (p = 0,0083).

e O G1 diferiu significativamente do G4, com menor tempo de
laténcia (-131,9 segundos; p = 0,0240).
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e A diferenca entre o0 G2 e 0 G4 foi altamente significativa (-
185,4 segundos; p = 0,0003), sendo esta a comparagdo mais robusta.
e O G3 também apresentou desempenho significativamente

melhor que o G4, com diferenca de -122,9 segundos (p = 0,0432).

No Dia 3, apesar de algumas diferencas numéricas expressivas
— como entre o0 GC e o G4 (diferenca de -76,9 segundos) —, nenhuma

comparacao atingiu significancia estatistica (p > 0,05).

Da mesma forma, nas fases subsequentes (Dia 4, Dia 5 com
teste sem urina e teste com urina), ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos em nenhuma das comparacdes

realizadas.

1. Tempo de entrar

O grafico a seguir ilustra as estatisticas descritivas da variavel
"tempo de entrar", analisada em cada grupo experimental ao longo dos quatro
dias de avaliacao e nos testes finais realizados com e sem exposi¢cao a urina de

predador.
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Figura 37 - llustra o tempo médio (em segundos) para entrar na
caixa de fuga ao longo dos quatro dias de teste e nos testes finais com e sem
exposicdo a urina de predador, estratificado por grupo experimental (GC, G1,
G2, G3 e G4). As barras verticais correspondem ao erro padrao da média (zEP),
oferecendo uma estimativa da variabilidade das respostas dentro de cada grupo

e condigao.

De maneira geral, 0 G4 apresentou 0s maiores tempos médios
de entrada nos estagios iniciais do experimento (Quadro 36 — ANEXO 1),
especialmente nos Dias 1 e 2. No entanto, esse padrao inverte-se de forma
acentuada no teste final sem exposi¢cdo a urina de predador, quando o0 grupo

registra o menor tempo médio de entrada entre todos os grupos. O tracado,
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contudo, inverte-se no teste com urina, quando a laténcia do tempo de entrar

aumenta.

O G3, por sua vez, destacou-se por apresentar um pico de
laténcia no teste com urina. Em contraste, os grupos GC e G1 exibiram padrbes
de desempenho bastante semelhantes, com uma reducdo gradual dos tempos
médios ao longo dos dias de teste e pouca variacdo nos testes finais,

independentemente da presenca ou auséncia da urina.

Nos testes finais, sem e com urina, as respostas dos grupos
foram divergentes: alguns apresentaram aumento na laténcia (como 0s grupos
G2, G3 e G4 no teste com urina), enquanto outros como os grupos GC e G1 se

mostraram praticamente indiferentes ao estimulo aversivo.

A comparacgéo entre os modelos com e sem a interacdo entre
condicao (tempo) e grupo experimental (Quadro 37 — ANEXO 1) demonstrou que
a inclusdo dessa interacdo no modelo mais complexo (modelo 1) ndo resultou
em uma melhora estatisticamente significativa no ajuste dos dados, quando
comparado ao modelo mais simples (modelo 0). O teste de razdo de
verossimilhanca utilizado para essa comparagao indicou um valor de p nao

significativo (x* = 20,98; gl = 20; p = 0,3983).

Esse resultado sugere que, embora variagdes visuais possam
ser observadas entre 0s grupos ao longo do tempo, ndo ha evidéncia estatistica
robusta de que os grupos tenham apresentado padrdes de mudancga distintos

entre si.
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Além da comparacéao entre modelos, foi conduzida uma analise
de comparacdes multiplas entre os grupos experimentais, com os resultados
ajustados pelo método de Tukey para controle do erro tipo | em mdultiplas
comparacdes (Quadro 38 — ANEXO 1). Essas analises consideraram a média
dos efeitos ao longo de todas as condicbes experimentais (dias de teste e testes
finais), com o objetivo de verificar se havia diferencas significativas no tempo
médio de entrada entre os grupos, independentemente do momento da

avaliacao, o que reforca o resultado anterior.

2. Erros Antes

Na andlise descritiva (Quadro 39 — ANEXO 1), verifica-se que no
GC, os escores de “erros antes” mantém-se relativamente baixos e estaveis ao
longo das avaliagdes. As médias variam entre 5,4 e 8,5, com o valor mais alto
observado no Dia 2 e o mais baixo no Dia 3. A variabilidade entre os animais foi
mais acentuada nos dois primeiros dias (com desvios-padrdo de 7,15 e 6,74,

respectivamente), diminuindo nos dias subsequentes.

O G1 apresentou, de forma geral, médias mais elevadas em
comparacao ao GC, principalmente entre os Dias 1 e 4, com valores médios
entre 9,6 e 11,7. Os desvios-padrdo mais altos indicam maior heterogeneidade

entre os individuos desse grupo ao longo da tarefa.

No G2, os dados revelam um padrdo bastante oscilante. A
menor média de todo o conjunto foi registrada neste grupo no Dia 2 (3,7),
enquanto no Dia 3 observou-se uma elevacdo expressiva, com média de 9,8.

Durante os testes finais, o teste com urina resultou em uma média de 9,3,

133



compativel com os dias de avaliacdo de maior erro, enquanto o teste sem urina

apresentou média mais proxima ao GC (7,4).

O G3 apresentou médias de erro mais proximas as do GC,
oscilando entre 6,0 e 8,5. O valor mais baixo foi observado no teste sem urina,

enguanto o mais alto ocorreu no teste com urina.

Por fim, o G4 iniciou o experimento com médias elevadas de
erro, como no Dia 1 (10,3) e especialmente no Dia 3 (11,7). Entretanto, houve
uma reducdo progressiva nos escores até o Dia 4 e nos testes finais. A
variabilidade também foi mais acentuada nos primeiros dias (ex.: desvio-padrao
de 7,8 no Dia 2), mas caiu nos testes finais, indicando uma tendéncia a maior
homogeneidade de resposta. O teste sem urina apresentou a menor média de

erro desse grupo (4,8), o que reflete adequada aquisicdo de memoria espacial.

Os dados estéo expostos no grafico a sequir:

134



Erros Antes
16

Numero médio de erros

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Teste s/ urina Teste ¢/ urina
Tempo

Grupo controle -® Grupo1 - Grupo2 - Grupo3 Grupo 4

Erro padrao representado pelas barras de erro

Figura 38 - Numero médio de erros cometidos antes de
encontrar a saida no LB1. O grafico apresenta os valores médios da variavel
"erros antes" ao longo dos quatro dias de teste e nos testes finais realizados com
e sem exposicao a urina de predador, organizados por grupo experimental (GC,
G1, G2, G3 e G4). As barras verticais correspondem ao erro-padrdo da média,
indicando o grau de variabilidade das observacdes dentro de cada grupo e

condicdao.

A comparagdo modelos mistos para essa variavel foi realizada
por meio de uma analise de variancia (ANOVA) baseada na razdo de
verossimilhanca. O resultado (p = 0,445) indica que o modelo com interacgéo (fitl)
nao apresentou melhoria significativa em relagdo ao modelo mais simples (fitO).

Em outras palavras, néo foi identificada evidéncia estatistica de que 0s grupos
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tenham se comportado de maneira diferencial ao longo das condicdes
experimentais no que se refere ao numero de erros cometidos antes da entrada

(Quadro 40 — ANEXO 1).

Para avaliar o numero de erros cometidos antes de os animais
localizarem a saida no Labirinto de Barnes, ajustou-se um modelo de regressao
binomial negativa com funcdo de ligacdo logaritmica, considerando como
variaveis preditoras os efeitos fixos de condicdo (diferentes dias de teste e fases
finais) e grupo experimental, além de um intercepto aleatério para cada animal,
a fim de modelar a variabilidade intraindividual (formula: Erros antes ~ condicao +

grupo + (1 | id_animal)) (Quadro 41 — ANEXO 1).

A estimativa do parametro de disperséo (¢ = 1,78) indicou a
presenca de sobredispersdo — condicdo em que a variancia excede a média —,
justificando a escolha de uma modelagem mais flexivel do que o modelo de

Poisson tradicional.

O intercepto estimado (B, = 2,09; p < 0,001) representa o
logaritmo da média esperada de erros para o grupo de referéncia (GC, Dia 1).
Entre os efeitos de condicdo, apenas a fase “Teste sem urina” apresentou uma
reducdo significativa no numero de erros em comparacdo a condicdo de

referéncia (coeficiente = -0,35; p = 0,038), 0 que representa uma queda

aproximada de 30% no numero médio de erros (exp(-0,35) = 0,70).

Em relagdo aos grupos experimentais, nenhum apresentou

diferencas estatisticamente significativas quando comparado ao GC. Contudo, o

136



G1 demonstrou um valor de p proximo ao limiar de significancia estatistica (p =

0,087), com um coeficiente positivo (p = 0,26).

Os efeitos marginais estimados para cada condi¢ao temporal do
experimento, calculados a partir do modelo ajustado, indicaram uma reducao
progressiva e discreta no numero meédio de erros ao longo dos dias, culminando
em uma diminuigdo mais acentuada na fase “Teste sem urina”. Nessa condigao,
a média estimada foi de 6,18 erros (IC95%: 4,75 — 8,04), inferior a observada no
Dia 1 (8,78; 1C95%: 6,80 — 11,32), o que reforca os achados de melhoria
estatisticamente significativa nessa fase. As demais fases ndo apresentaram
diferencas relevantes entre si, mantendo médias entre 7,5 e 8,5 erros (Quadro

42 — ANEXO 1).

A andlise de contrastes pareados entre as diferentes condi¢fes
experimentais, com ajuste pelo método de Tukey, foi realizada para avaliar a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas no nimero médio de
erros entre as fases do experimento. Os resultados sdo apresentados como
razdes de médias (ratios), que indicam quantas vezes uma condi¢cao apresentou,

em média, mais (ou menos) erros do que outra.

Nenhum dos contrastes apresentou significancia estatistica
apos o ajuste de Tukey (todos os valores de p > 0,05), indicando auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entre pares de condi¢cdes (Quadro 43

— ANEXO 1).

A maior razao observada foi entre a condigao “Dia 1” e “Teste

sem urina” (razdo = 1,419; p = 0,3024), o que sugere que 0 numero medio de
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erros no Dia 1 foi aproximadamente 42% maior do que na condicéo final. No
entanto, essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica. As demais
comparagdes apresentaram razdes proximas de 1, com elevados valores de p,

reforcando a similaridade estatistica entre os desempenhos nas diferentes fases.

Em sintese, embora os efeitos marginais sugiram em tendéncia
a reducdo do numero de erros ao longo do tempo, as diferencas entre as
condi¢cBes ndo se mostraram estatisticamente significativas apds a correcao para

multiplas comparacdes.

Na sequéncia da andlise, foi realizada uma comparacédo pareada
entre 0S grupos experimentais, com ajuste de valor de p pelo método de Tukey,
a fim de identificar possiveis diferencas estatisticamente significativas no numero
meédio de erros cometidos (Quadro 45 — ANEXO 1). As razGes de médias (ratio)
representam o quociente entre o nimero médio de erros de um grupo em relacao
ao outro, com valores superiores a 1 indicando maior nimero de erros no

numerador da razao.

Os resultados revelam que nenhuma das comparacdes entre 0s
grupos apresentou significAncia estatistica apds correcao (todos os valores de p
> 0,05). A maior razao foi observada na comparacédo entre o G1 e o G3 (razdo
de incidéncia = 1,309; p = 0,3933), sugerindo que o G1 teve, em média, cerca
de 31% mais erros que o G3, embora essa diferenca ndo tenha atingido

significancia estatistica.

O contraste entre o0 GC e o0 G1 resultou em uma razao inferior a

1 (0,770), com tendéncia de menor niumero de erros no controle, porém sem
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significancia (p = 0,4276). As demais comparagbes apresentaram razoes
proximas de 1, reforcando a auséncia de diferencas consistentes entre o0s

grupos.

Esses achados sdo coerentes com os efeitos marginais
previamente observados, em que o G1 apresentou tendéncia a maior nimero de
erros, mas sem evidéncia estatistica robusta para afirmar diferencas em relacao

aos demais grupos.

3. Erros depois

O GC manteve niveis extremamente baixos ou nulos de erro em
praticamente todas as condi¢des (Quadro 46 — ANEXO 1). No Dia 1, houve uma
média modesta de 0,8 erros, mas nos dias subsequentes e nos testes finais os

valores médios foram préximos ou iguais a zero, com baixa variabilidade.

O grupo G1 iniciou o experimento com um namero consideravel
de erros no Dia 1 (média de 7,8, com alto desvio-padrédo de 9,87). Contudo,
observou-se uma melhora progressiva nos dias seguintes, com reducao
significativa das médias, indicando a consolidacédo da aprendizagem. No teste
sem urina, a média caiu para 1,8; no teste com urina, houve novo aumento

(média de 3,6).

O grupo G2 apresentou variagdo consideravel ao longo das
fases. No Dia 2, a média atingiu 3,9 erros, com um desvio-padrdo de 6,39,
indicando grande dispersao de respostas. Nos testes finais, a média foi de 1,4

no teste sem urina, e de 5,2 no teste com urina, com aumento da variabilidade.
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Esses dados sugerem que, em condicdes aversivas, mesmo apos a localizacéo

da saida, o grupo procurou saidas alternativas para autoprotecao.

O grupo G3 teve uma elevacao expressiva nos erros no Dia 2
(média de 4,2), e novamente no Dia 4 (média de 4,8, com alto desvio-padrao de
13,81), indicando episodios pontuais de desorganizacdo comportamental. No
teste sem urina, a baixa média de 0,8 demonstra consolidacdo da memoaria
espacial, contrastando com a média elevada do teste com urina (4,6). Esses
resultados sugerem que esse grupo pode ter estado sensivel a condicfes

emocionais adversas, como a exposicdo ao odor de predador.

O grupo G4 iniciou o experimento com meédia de 1,5 erros no Dia
1, mas apresentou valores proximos de zero nos Dias 2 e 3. No Dia 4, a média
voltou a subir levemente para 1,2. O teste sem urina resultou em praticamente
nenhum erro (média de 0,1), o que demonstra consolidacdo da memoria
espacial, enquanto o teste com urina revelou média de 3,1 erros, com
distribuicdo assimétrica. Esse padrdo reforca a hipétese de que a presenca de
um estimulo aversivo afeta a capacidade de finalizar adequadamente a tarefa,

mesmo apos o animal ter localizado a caixa de fuga.

Em sintese, os dados indicam que a maioria dos grupos
apresentou elevagcdes no numero de erros apoés a localizacao da caixa de fuga
no teste com urina, com destaque para os grupos G1, G2, G3 e G4. Apenas 0
GC manteve estabilidade e baixo nimero de erros independentemente da

condicao. O grafico a seguir ilustra esses dados:
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Erros Depois

Numero médio de erros

B S
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Teste s/ urina Teste ¢/ urina
Tempo

Grupo controle Grupo1 - Grupo2 -® Grupo3 Grupo 4

Erro padrao representado pelas barras de erro

Figura 39 - Numero médio de erros cometidos apds a
localizac&o correta no Labirinto de Barnes. O grafico ilustra o desempenho dos
grupos experimentais ao longo dos quatro dias de avaliacao e nos testes finais
com e sem exposicao a urina de predador, estratificado por grupo experimental

(GC, G1, G2, G3 e G4). As barras verticais representam o erro-padrao da média.

De forma geral, 0 GC manteve desempenho estavel e préximo
de zero ao longo de todas as fases, sem oscilacdes relevantes, o que reforca,
na analise dessa variavel, sua fungdo como grupo de base comportamental. Em
contraste, o G1 apresentou um pico acentuado no Dia 1, com subsequente
reducdo nos dias seguintes. No entanto, observa-se novo aumento nos testes
finais, especialmente na condi¢cdo com urina, sugerindo possivel efeito positivo

do estimulo aversivo sobre a organizacdo da resposta.
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O G2 demonstrou padrao de oscilacdo semelhante: apés um
pico no Dia 2 e queda no Dia 3, apresentou nova elevacdo nos testes finais,
sendo mais pronunciada na presenca de urina. O G3 também apresentou
instabilidade, com aumento expressivo no Dia 4 e novo crescimento no teste
com urina, 0 que sugere maior vulnerabilidade a condicbes emocionais
adversas. Ja o G4, embora tenha iniciado com médias discretas, apresentou

aumento consistente no teste com urina de gato.

A andlise estatistica seguiu 0 modelo de efeitos mistos
generalizados com distribuicdo binomial negativa ja apresentadas nas variaveis
anteriores (Quadro 47 — ANEXO 1). Esse resultado (p=0,4634) corrobora os
achados anteriores descritos com base na tabela e no grafico. embora se
observem diferencas no nimero médio de erros entre grupos e condicbes —
especialmente no teste com urina — essas diferencas ndo se mostraram
estatisticamente robustas quando analisadas por meio de modelagem mista com

controle de variabilidade individual.

Com o objetivo de avaliar diferencas no numero de erros
cometidos apos a localizacdo da caixa de fuga entre os grupos experimentais,
foi realizada uma andlise de compara¢cfes multiplas entre pares de grupos, com
ajuste de Tukey para controle do erro tipo | associado a multiplas comparacdes
(Quadro 48 — ANEXO 1). Os resultados foram calculados em escala logaritmica,
com base nas médias dos escores ao longo de todas as condicbes
experimentais. As comparacbes envolvendo GC revelaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aos grupos G1, G2 e G3.

Especificamente, o grupo GC apresentou médias significativamente menores de
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erros depois quando comparado ao G1 (p = 0,0001), ao G2 (p =0,0004) e ao G3
(p = 0,0001). A comparacao entre o0 GC e o G4 apresentou uma diferenca
relevante na razao entre os grupos, embora o valor de p (0,0568) ndo tenha
atingido o critério convencional de significancia estatistica, apesar de se mostrar

préximo do limiar de significancia estatistica.

Por outro lado, nenhuma das comparacdes entre 0S grupos
experimentais (G1, G2, G3 e G4) resultou em diferencas estatisticamente
significativas. Embora algumas razdes entre pares tenham indicado diferencas
numericas expressivas, como no caso entre os grupos G3 e G4, aquelas nao

foram consideradas estatisticamente significativas.

4. Laténcia para entrar

As estatisticas descritivas dessa variavel demonstram que o GC
apresentou laténcias bastante reduzidas e estaveis ao longo dos dias, com
médias inferiores a 3 segundos a partir do segundo dia de teste (Quadro 49 —
ANEXO 1). A excecéo ocorreu no Dia 1, em que a média foi mais elevada (23,9
s). No teste sem urina, a laténcia manteve-se baixa (2,2 s), proxima a dos dias
anteriores. Ja no teste com urina, observou-se um aumento da laténcia meédia
(7,5 s), acompanhado de maior dispersdo. No teste sem urina, a laténcia

manteve-se baixa (2,2 s), préxima aos dos dias anteriores.

O G1 iniciou com uma laténcia extremamente elevada no Dia 1
(94,1 s) e, ainda que tenha reduzido consideravelmente ao longo dos dias,
apresentou aumentos de laténcia nos testes finais, sobretudo no teste com urina

(48,3 s). O elevado desvio-padrao nas primeiras sessdes e nos testes sugere
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alta variabilidade individual, com alguns animais apresentando respostas muito

tardias.

O G2 demonstrou um perfil oscilante, com um pico acentuado
de laténcia no Dia 2 (média de 84,3 s), seguido por uma queda substancial nos
Dias 3 e 4. Nos testes finais, voltou a apresentar laténcia elevada, especialmente
no teste com urina (65,9 s), o que sugere sensibilidade a manipulacdo ambiental.
A dispersao foi ampla, particularmente no Dia 2 e no teste com urina, reforcando

a variabilidade interindividual.

O G3 apresentou um padrdo semelhante ao G2, com laténcias
reduzidas em alguns dias (ex.: Dia 1: 16,5 s), mas incrementos marcantes nos
testes finais, em especial no teste com urina (81,1 s), que registrou a maior média
de laténcia entre todos os grupos e condi¢des. A alta variabilidade e os valores
maximos expressivos indicam que parte dos animais demonstrou respostas

fortemente afetadas pela condigcéo aversiva.

O grupo G4 exibiu uma curva distinta, com laténcia inicial
moderada (20,9 s no Dia 1), queda abrupta no Dia 2 (1,0 s) e aumento nos testes

finais, atingindo 70,5 s no teste com urina.

O grafico a seguir ilustra os achados:
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Laténcia para entrar
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Tempo medio (s)
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Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Teste s/ urina Teste ¢/ urina
Tempo

Grupo controle -# Grupo1 -® Grupo2 -® Grupo 3 Grupo 4

Erro padrao representado pelas barras de erro

Figura 40 - Tempo médio de laténcia para entrar na caixa de
fuga no Labirinto de Barnes. O gréfico ilustra a média do tempo (em segundos)
necessario para que os animais de cada grupo experimental entrassem na caixa
de fuga, ao longo dos quatro dias de treino e nos testes finais com e sem
exposicao ao odor de urina de predador. As linhas representam o0s cinco grupos
avaliados (GC, G1, G2, G3 e G4), e as barras verticais indicam o erro-padréo da

média, refletindo a variabilidade entre os sujeitos dentro de cada condicéo.

De maneira geral, o0 GC demonstrou desempenho consistente,
com laténcias muito baixas e estaveis em todas as fases, incluindo os testes
finais. Mesmo no teste com urina, sua curva manteve-se préoxima da linha de

base.

Os grupos experimentais, por outro lado, apresentaram padrdes

de resposta mais variaveis e menos previsiveis. O G1, por exemplo, iniciou com
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uma meédia de laténcia muito elevada no Dia 1, seguido de uma queda
significativa nos dias subsequentes, mas com um novo aumento no teste com

urina.

O G2 exibiu o pico mais pronunciado no Dia 2, destacando-se
COmo 0 grupo com a maior oscilacao ao longo do tempo. Apds queda nos dias 3
e 4, voltou a subir consideravelmente nos testes finais, especialmente sob

exposicao a urina.

O G3 também seguiu um padrdo de oscilacdo com elevacédo
progressiva da laténcia, atingindo o valor mais alto entre todos os grupos no teste

com urina.

O G4 apresentou um perfil mais estavel entre os dias 2 e 4, com
melhora progressiva apds o Dia 1. Entretanto, sua curva ascendeu abruptamente
no teste com urina, acompanhando o padrdo observado nos demais grupos

tratados.

Com o objetivo de investigar se o padrao de “laténcia para
entrada” na caixa de fuga ao longo do experimento variava entre os diferentes
grupos experimentais, foi realizada uma analise estatistica baseada em modelos
lineares mistos. Os modelos ajustados e comparados seguem o padrdo dos
testes anteriores. A comparacgao entre os modelos foi realizada por meio de um
teste de razdo de verossimilhanga, cujo resultado revelou que a incluséo da
interagao proporcionou um ajuste significativamente superior (x* = 38,54; gl = 20;

p = 0,0076). Esse valor de p, inferior a 0,01, indica que o0 modelo com interacao
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(fitl) apresenta melhor desempenho estatistico do que o modelo mais simples

(fit0), sendo preferivel para descrever os dados (Quadro 50 — ANEXO 1).

Esse resultado demonstra que os grupos ndo apenas diferiram
entre si em termos de laténcia média, mas também apresentaram padrées
distintos de evolucédo temporal ao longo das fases do experimento. Em outras
palavras, os efeitos do tempo sobre a laténcia de entrada variaram
significativamente conforme o grupo, evidenciando interacdes especificas entre

o tipo de intervencédo e o desempenho comportamental ao longo do tempo.

Com o intuito de identificar diferencas especificas entre os
grupos experimentais em cada fase do experimento, foi realizada uma analise
de comparacBes multiplas par a par da variavel laténcia para entrar, com 0s
valores transformados em escala logaritmica (log+ 1) para atender aos
pressupostos do modelo. O método de correcao de Tukey foi utilizado para
controle do erro tipo | em multiplas comparacdes, e os graus de liberdade foram

ajustados pelo método de Kenward-Roger (QUADRO 51 — ANEXO 1).

De acordo com esses resultados, no primeiro dia de teste, ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o GC e os
demais grupos. No entanto, destaca-se que o G1 apresentou laténcia
significativamente maior que o G3 (p = 0,0237) e em relacdo ao G4 (p = 0,0227).
Esses achados sugerem que o G1 teve maior dificuldade inicial para entrar na

caixa de fuga, mesmo quando comparado a outros grupos experimentais.

No segundo dia, houve diferengas estatisticamente significativas

entre o0 GC e os grupos G1, G2 e G3. O GC apresentou menor laténcia, com
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valores de p variando entre 0,0400 e 0,0024. Além disso, 0 G4 também se
diferenciou significativamente dos grupos G1, G2 e G3 (p < 0,014), indicando
gque manteve desempenho superior aqueles grupos nessa etapa. Esses
resultados reforcam a hipdtese de que o segundo dia marcou uma divergéncia
importante no desempenho entre 0os grupos, com alguns consolidando a

aprendizagem e outros ainda apresentando dificuldades expressivas.

No terceiro dia, nenhuma comparacdo atingiu significancia
estatistica. As laténcias médias aproximaram-se entre 0s grupos, sugerindo um
periodo de relativa estabilizacdo do desempenho. A auséncia de diferencas
significativas pode indicar uma homogeneizacdo da resposta comportamental

apos as primeiras sessodes de treino.

De forma semelhante ao dia anterior, no quarto dia, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos. As médias mantiveram-se
proximas, e as comparacdes par a par hdo apresentaram significancia, o que

reforca a nogéo de estabilidade comportamental ao final da fase de treino.

No quinto dia, no teste final sem exposicao ao estimulo aversivo
(urina de predador), apenas a comparacdo entre o GC e o G3 atingiu
significancia estatistica (p = 0,0443), indicando que o G3 teve laténcia
significativamente maior nessa condicdo. As demais comparacdes nao
revelaram diferencas significativas, embora algumas estimativas tenham

sugerido tendéncia a divergéncias, como entre G1 e G3.

Sob condigcao aversiva, no teste com urina, nenhuma das

comparacgdes atingiu significancia estatistica.
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Dessa forma, a analise par a par indica que as diferencas entre
os grupos foram mais pronunciadas nos dias iniciais do experimento,
especialmente no Dia 2, e tendem a se reduzir ao longo do tempo, 0 que é
compativel com um processo de aprendizagem gradual. Nos testes finais, o0s
efeitos do estimulo aversivo (urina) ndo produziram diferencas estatisticamente
significativas claras entre os grupos, mas sugeriram aumento da laténcia no G3,

gue recebeu tratamento com probidtico antes da infeccao.

5. Grooming

As estatisticas descritivas da variavel grooming (Quadro 52 —
ANEXO 1) demonstram que os animais do grupo GC exibiram baixa frequéncia
de grooming na maioria das fases, com mediana igual a zero em todos os
momentos. A excecdo ocorreu no Dia 2, quando foi observada uma média de
12,5 episédios, com desvio-padrao elevado (33,0), indicando forte assimetria.
Nos testes finais, a frequéncia de grooming permaneceu baixa: zero no teste

sem urina e 2,1 no teste com urina.

O G1 apresentou valores discretos nos primeiros dias, com
média de 0,5 no Dia 1, seguida de aumento no Dia 2 (média de 7,7). No Dia 4, a
média de grooming subiu para 4,0, com mediana ainda em zero, refletindo a
presenca de respostas intensas em poucos individuos. Nos testes finais, o

grooming permaneceu baixo: 2,8 (sem urina) e 2,2 (com urina).

O comportamento de grooming no G2 mostrou um padrao
oscilante. A média foi modesta nos Dias 1 e 2 (1,6 e 0,4), com um pico expressivo

no Dia 3 (5,2). No teste com urina, a média aumentou para 8,0 com alto desvio-
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padrao (16,2), sugerindo que a exposi¢cao ao estimulo aversivo intensificou o
comportamento de grooming em parte dos animais, enquanto o teste sem urina

resultou em média de 2,8.

O G3 apresentou um padrao decrescente ao longo dos dias,
com grooming médio de 3,8 no Dia 1, reduzindo progressivamente até 0,1 no
Dia 4. Nos testes finais, manteve grooming muito baixo no teste sem urina (0,2),
mas apresentou aumento para 1,8 no teste com urina, sugerindo leve reatividade

ao estressor olfativo, embora inferior aos demais grupos.

O G4 destacou-se por apresentar as maiores médias de
grooming durante o experimento, especialmente no Dia 2 (15,9) e Dia 3 (14,4).
Esses valores elevados, combinados a altos desvios-padrao (17,2 e 20,5,
respectivamente), indicam que esse grupo manifestou comportamento de
grooming de forma intensa e dispersa, o que pode refletir uma maior
sensibilidade emocional ou resposta exacerbada a tarefa. Nos testes finais, o
grooming foi reduzido no teste sem urina (0,4), mas voltou a subir no teste com

urina (5,1).

O grafico a seguir ilustra esses achados:
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Erro padrao representado pelas barras de erro

Figura 41 - Numero médio de episddios de grooming no
Labirinto de Barnes. O grafico mostra a evolu¢cao do comportamento de grooming
ao longo dos quatro dias de teste no Labirinto de Barnes e nos testes finais com
e sem exposicao a urina de predador, estratificado por grupo experimental. As
linhas representam a média de grooming em cada condicdo, enquanto as barras

verticais indicam o erro padrao da média, refletindo a variabilidade intragrupo.

Observa-se que o GC manteve niveis muito baixos de grooming
durante todo o experimento, com valores médios proximos de zero em todas as

fases, incluindo os testes finais.

Os grupos experimentais, em contraste, apresentaram
flutuagbes acentuadas ao longo do tempo, tanto em magnitude quanto em

variabilidade. O G1 demonstrou um pico de grooming no Dia 2, com reducé&o
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posterior e discreto aumento nos testes finais, sobretudo na auséncia da urina,

0 gque indica respostas emocionais episodicas e inconsistentes.

O G2 apresentou comportamento mais contido nos primeiros
dias, mas demonstrou aumento expressivo no teste com urina, evidenciado pela

elevacdo da curva nesse ponto especifico.

O G3 exibiu uma curva descendente ao longo do treino, mas

com discreta elevacéo no teste final com urina.

O G4 foi 0 que mais se destacou no grafico, com valores médios
elevados de grooming nos Dias 2, 3 e 4, e um pico acentuado no teste com urina,

ultrapassando a média de todos os demais grupos.

Para investigar se o comportamento de grooming variou de
forma diferenciada entre os grupos ao longo das fases do experimento, foi
ajustado um modelo estatistico de efeitos mistos com distribuicdo binomial
negativa, apropriado para dados de contagem com sobredispersdo. A
comparacao entre ambos os modelos segue o padréo realizado nos parametros
anteriores. A variavel dependente foi o niumero de episédios de grooming

registrados por animal em cada sessao.

A comparagéo entre os modelos foi realizada por meio de um
teste de raz&o de verossimilhanga, que resultou em x? = 29,952, com 20 graus

de liberdade, e um valor de p = 0,07064 (Quadro 53 — ANEXO 1).

Embora esse valor de p néo atinja o critério convencional de

significancia estatistica (p < 0,05), aproxima-se do limiar de significancia.
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Para uma analise mais aprofundada, realizou-se o teste de
comparacdes multiplas, ajustadas pelo método de Tukey (Quadro 54 — ANEXO

1),

As comparacdes entre o GC e os demais grupos (G1, G2, G3 e
G4) indicaram que, apesar de diferencas numéricas consideraveis nas razées
entre 0s grupos, nenhuma das comparacgdes atingiu significancia estatistica ao
nivel de 5%. A comparacdo entre 0 GC e o G4, por exemplo, resultou em um
valor de p = 0,0843, proximo ao limiar de significancia, mas nao suficiente para

garantir robustez estatistica.

As comparacdes entre os grupos G1, G2, G3 e G4 também nao
revelaram diferencas significativas, com todos os valores de p acima de 0,3. A
maior razao observada foi entre os grupos G1 e G2 (razdo = 6,20), sugerindo
que o G2 exibiu mais grooming do que o G1; no entanto, o valor de p
correspondente foi 0,4113, indicando auséncia de significAncia estatistica, de

novo devido possivelmente a dispersédo dos dados.

IV - Teste com Labirinto de Barnes no segundo tempo (LB2)

1. Tempo de Achar no Segundo Momento

As estatisticas descritivas demonstram que o grupo GC
apresentou média moderada de laténcia no Dia 1 (83,8 s), com diminui¢cdo no
Dia 2 (43,1 s), leve aumento no Dia 3 (54,4 s), e nova elevacao no Dia 4 (76,5
s). O teste sem urina resultou em média de 48,2 s, enquanto o teste com urina

elevou a meédia para 84,9 s (Quadro 55 — ANEXO 1).
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O G1 iniciou com laténcia elevada no Dia 1 (144,6 s), seguida
por uma queda pronunciada no Dia 2 (49,2 s). Os dias seguintes apresentaram
laténcias intermediarias, e tanto o teste sem urina (52,8 s) quanto o teste com
urina (46,2 s) mostraram desempenho estavel, com valores semelhantes e

menores que no primeiro dia.

O G2 exibiu laténcia relativamente baixa e estavel nos quatro
dias iniciais (média entre 40,8 s e 74,8 s), e desempenho ainda melhor no teste
sem urina (29,6 s). No teste com urina, a laténcia aumentou para 50,9 s,

mantendo-se inferior aos valores observados no Dia 1.

O G3 apresentou laténcia elevada no Dia 1 (93,3 s), com queda
nos dias seguintes, chegando a 44,8 s no Dia 4. No teste sem urina (41,2 s), 0
desempenho foi consistente com os dias de treino. No entanto, o teste com urina
elevou a laténcia para 52,9 s, além de apresentar ampla dispersao (desvio-

padrao alto).

O G4 iniciou com laténcia alta (99,2 s no Dia 1) e manteve
valores elevados em todos os dias subsequentes (variando entre 68,6 s e 91,6
s). O teste sem urina resultou em média de 60,0 s, enquanto o teste com urina

atingiu 80,8 s.

O grafico a sequir ilustra esses dados:
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Figura 42 - Tempo médio para localizar a caixa de fuga no
Labirinto de Barnes — Sessdo LB20O grafico apresenta a evolugdo do tempo
médio (em segundos) para localizar a caixa de fuga no Labirinto de Barnes ao
longo de quatro dias consecutivos de avaliacdo e nos testes finais com e sem
exposicdo ao estimulo olfativo aversivo (urina de predador). O desempenho esta
estratificado por grupo experimental (GC, G1, G2, G3 e G4). As barras verticais
representam o erro-padrdo da média, indicando o grau de variabilidade

intragrupo em cada condicao.

De modo geral, observa-se uma tendéncia de reducdo nas
laténcias entre o Dia 1 e os dias subsequentes. O GC iniciou com uma média de
aproximadamente 84 segundos no Dia 1, reduziu essa laténcia no Dia 2 (cerca
de 43 segundos), mas apresentou aumento progressivo nos Dias 3 e 4, voltando

a atingir valores superiores a 75 segundos no teste com urina.
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O G1 apresentou 0 maior tempo médio no Dia 1 (cerca de 145
segundos), seguido por uma queda abrupta no Dia 2 e estabilizacdo nas
condi¢cBes seguintes. Diferentemente do GC, o G1 ndo demonstrou piora no

teste com urina.

O G2 manteve desempenho estavel e eficiente nos dias
intermediarios, com laténcias inferiores a 75 s, e apresentou melhora significativa
no teste sem urina, com média préxima a 30 s. No teste com urina, a laténcia
aumentou discretamente, mas ainda permaneceu inferior aos valores do inicio

do experimento.

O G3 iniciou com laténcia elevada no Dia 1 (em torno de 93
segundos), reduzindo progressivamente até o Dia 4 (cerca de 45 segundos). No
teste com urina, houve novo aumento da laténcia (em torno de 53 segundos),
mantendo-se, no entanto, em patamar intermediario. Esse padrdo indica
recuperacdo da memoéria espacial ao longo do tempo, com certa sensibilidade

ao estressor no teste final.

Por fim, o G4 foi o que apresentou as maiores laténcias médias
ao longo de todo o experimento, com desempenho pouco variavel mesmo apés
os dias de reaprendizagem. A curva de desempenho manteve-se acima de 90
segundos até o Dia 3, com apenas leve melhora nos testes finais. Esse perfil
pode estar associado a baixa retencdo da memdria espacial em longo prazo,
bem como a uma resposta emocional mais intensa diante da reapresentacao da

tarefa.
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Com o0 objetivo de investigar a variagdo no tempo necessario
para que os animais encontrassem a saida ao longo das diferentes fases do
experimento e entre os distintos grupos experimentais, foi empregado um
modelo estatistico de efeitos mistos lineares. Trata-se dos mesmos modelos

analisados na variavel anterior (Quadro 56 — ANEXO1).

A comparacdo entre os modelos revelou que a inclusdo da
interacdo entre condi¢cdo e grupo (modelo 1) ndo proporcionou uma melhoria
significativa no ajuste aos dados, conforme indicado pelo valor de p = 0,886.
Esse resultado sugere que o efeito do tempo sobre o desempenho na tarefa, ou
seja, 0 tempo necessario para encontrar a saida, foi estatisticamente semelhante
entre os diferentes grupos experimentais. Em outras palavras, 0S grupos
apresentaram padrdes de evolucdo comportamental ao longo das fases do

experimento que néo diferiram de forma significativa entre si.

Seguindo a andlise estatistica, os contrastes entre 0s grupos

experimentais foram realizados por meio do método de Tukey para ajuste dos

valores de p, com base na média geral ao longo das condicfes (dias de teste e

testes finais). Os resultados indicam que nenhuma das comparacdes par a par

apresentou significancia estatistica (Quadro 57 — ANEXO 1).

2. Tempo de entrar no segundo momento

A analise das estatisticas descritivas (Quadro 58 — ANEXO 1)
revela que o GC apresentou uma reducao inicial de laténcia entre os Dias 1 e 2

(de 123,7 s para 73,3 s), seguida de manutencéo de valores intermediarios nos
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dias seguintes e nos testes. Observa-se uma elevacao discreta no teste com

urina (95,3 s) em relacéo ao teste sem urina (87,7 s).

O G1 iniciou com a maior laténcia média no Dia 1 (206,9 s), mas
apresentou queda significativa ja no Dia 2 (75,0 s). A variacao foi consideravel
entre os dias subsequentes, com novo aumento no teste com urina (127,5 s). A
amplitude entre os quartis e o0s desvios-padrdo elevados indica grande
variabilidade interindividual, com alguns animais mantendo desempenho rapido

e outros expressando laténcias maximas.

O G2 demonstrou padrao oscilante: apés laténcia elevada nos
dois primeiros dias (124,8 s e 136,8 s), houve reducéo nos Dias 3 e 4 (80,3 s e
54,0 s, respectivamente), mantendo-se estavel no teste sem urina (56,2 s). No

teste com urina, observou-se em nova elevagéo da laténcia (143,0 s).

O G3 iniciou com laténcia alta (178,0 s), seguida de queda
progressiva até o Dia 4 (110,7 s). O desempenho melhorou no teste sem urina

(69,6 s), mas voltou a se deteriorar, como esperado, no teste com urina (126,7

S).

O G4 demonstrou uma trajetéria semelhante ao G3, com
laténcia média de 118,6 s no Dia 1 e aumento no Dia 2 (148,0 s), seguido de
desempenho mais eficiente no Dia 3 (91,7 s). No entanto, manteve laténcias
elevadas no teste sem urina (100,6 s) e, principalmente, no teste com urina

(169,2 s) — o valor mais alto entre todos 0s grupos.

O grafico a seguir ilustra esses achados:
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Figura 43 - Tempo de laténcia para entrada no compartimento
alvo no LB2. Gréfico referente a variavel tempo de entrar na caixa de fuga no
Labirinto de Barnes, correspondente a repeticdo do experimento realizada 30
dias apos o protocolo inicial. O grafico exibe a média de tempo (em segundos)
por grupo experimental ao longo dos quatro dias de teste e nos testes finais, com
e sem exposicao a urina de predador. As barras verticais representam o erro-

padrdo da média, refletindo a variabilidade intragrupo.

O grafico demonstra que o GC apresentou uma trajetoria
relativamente estavel ao longo do experimento, com leve queda entre o Dia 1 e
o Dia 2, e manutencao de valores intermediarios nos dias seguintes. Nos testes

finais, houve um pequeno aumento da laténcia no teste com urina.

O Gl iniciou o experimento com o maior tempo médio de entrada

entre todos os grupos (~207 s no Dia 1), seguido de uma queda abrupta no Dia
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2, 0 que pode refletir rapida reaprendizagem ou reativacdo da memoria da tarefa.

No entanto, apresentou novo aumento de laténcia no teste com urina.

O G2, por sua vez, demonstrou um perfil de recuperacao
progressiva e estavel, com reducdo gradual das laténcias até o Dia 4.
Apresentou 0 menor tempo meédio no teste sem urina (~56 s), indicando boa

retencao da tarefa. No teste com urina, a laténcia aumentou consideravelmente.

O G3 seguiu um padrao semelhante ao G2, com reducéo das
laténcias ao longo dos dias de treino, desempenho satisfatorio no teste sem urina

€ NovVo aumento no teste com urina.

Por fim, o G4 apresentou o perfil mais alto e estavel de laténcias
médias ao longo dos dias de treino, mantendo tempos consistentemente
elevados de entrada na caixa de fuga. No teste com urina, houve um pico

acentuado, com tempo médio superior a 170 segundos.

Para a analise estatistica optou-se, como nos testes anteriores,
pelo modelo misto linear. Ambos os modelos seguem as configuracfes
ajustadas na andlise das variaveis anteriores. A comparacado entre ambos os
modelos foi realizada por meio de um teste de razdo de verossimilhanca, que
avaliou se a incluséo da interacdo proporcionaria uma melhoria significativa no

ajuste do modelo aos dados.

O valor de p obtido (0.5788) estd muito acima do limiar
convencional de significancia (0.05), o que indica que a incluséo da interacao
entre grupo e condicdo ndo resultou em uma melhoria estatisticamente

significativa no ajuste do modelo. Em outras palavras, o modelo mais complexo
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(fitl) ndo € melhor que o modelo mais simples (fit0) para explicar a variacao do

tempo de entrada (Quadro 59 — ANEXO 1).

Esses resultados sugerem que o efeito do tempo (condi¢ao)
sobre o comportamento de entrada foi semelhante entre o0s grupos
experimentais. Ou seja, as trajetdrias de laténcia ao longo do experimento foram
estatisticamente paralelas, sem diferencas significativas na forma como os

grupos evoluiram ao longo dos dias de reapresentacao da tarefa.

Aplicou-se ainda um teste de compara¢Bes mdultiplas entre os
grupos experimentais para a variavel “tempo de entrar” no Labirinto de Barnes,
realizado 30 dias ap0s o primeiro experimento. As comparac¢fes foram ajustadas
pelo método de Tukey, e os graus de liberdade foram corrigidos pelo método de
Kenward-Roger, adequado para modelos lineares mistos com medidas repetidas
(Quadro 60 — ANEXO 1). A analise por comparacdes multiplas confirma que,
apesar de oscilacdes individuais e diferencas numéricas entre 0s grupos, nao
houve diferencas estatisticamente significativas no tempo de entrada entre os

grupos experimentais durante o reteste.

3. Erros antes

As estatisticas descritivas da variavel "erros antes" demonstram
que o GC apresentou reducgdo acentuada dos erros apos o Dia 1 (média de 11,9),
atingindo valores proximos de 6 a 7 nos Dias 2 a 4 (Quadro 61 — ANEXO 1). No
teste sem urina, a média caiu para 4,5, sugerindo retencdo parcial da tarefa. No

teste com urina, houve um aumento para 7,8.
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O G1 iniciou com média elevada de erros (14,7 no Dia 1),
seguida por uma reducéo acentuada no Dia 2 (5,4), porém com oscilacdes nos
dias seguintes. O teste sem urina (5,1) e o teste com urina (5,3) mantiveram

valores semelhantes.

O G2 apresentou valores elevados nos dois primeiros dias (8,3
e 8,9), com melhora progressiva ao longo do experimento (média de 4,5 no Dia
4). O teste sem urina apresentou a menor média (3,6) entre todas as condi¢des.

No entanto, o teste com urina elevou a média para 6,4.

O G3 demonstrou menores médias de erros ao longo do
experimento, com valores entre 4,1 e 6,5. No teste sem urina (6,3) e no teste

com urina (5,7), manteve niveis similares.

O G4 apresentou valores consistentemente elevados de erro,
com médias acima de 7 em todos os dias de treino, atingindo 9,9 no Dia 1 e 8,4
no Dia 4. No teste com urina, a média foi de 6,9, enquanto no teste sem urina foi

de 4,4.

O grafico a seguir ilustra essa situacao:
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Figura 44 - Namero médio de erros cometidos antes da entrada
no compartimento alvo no LB2. O grafico apresentado representa a média do
namero de erros cometidos antes da localizagdo da caixa de fuga no Labirinto
de Barnes, ao longo de quatro dias de reapresentacao da tarefa e em dois testes
finais (com e sem exposicdo a urina de predador), 30 dias ap6s 0 experimento
original. Os dados estdo estratificados por grupo experimental, e as barras
verticais representam o erro-padrdo da meédia, indicando a variabilidade

intragrupo.

O grafico reforga as interpretacdes extraidas da tabela: ha uma
tendéncia de melhora da maioria dos grupos ao longo dos dias de
reapresentacdo, com destaque para o G3, que manteve padrdo estavel e
eficiente. Por outro lado, os grupos G1 e G2 demonstraram maior oscilacao e

maior numero de erros, indicando possivel dificuldade de consolidacdo da
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memoria espacial e maior sensibilidade emocional diante do estressor (urina de

predador).

Visando a verificar se houve diferencas significativas entre os
grupos experimentais ao longo das diferentes condi¢cdes do experimento (dias
de reapresentacéo da tarefa e testes finais), no que diz respeito ao niumero de
erros cometidos antes da identificacdo correta da saida, foram ajustados dois
modelos mistos com distribuicdo binomial negativa, adequada para dados de
contagem com sobredispersdo. A descricdo dos modelos segue os padrdes
aplicados nas variaveis anteriores. A comparacao entre ambos os modelos foi
realizada por meio de um teste de razdo de verossimilhanca, que avalia se a
inclusédo da interacdo melhora significativamente o ajuste do modelo aos dados
(Quadro 62 — ANEXO 2). O valor de p =0,4233 indica que a incluséo da interacao
entre condicdo e grupo nao resultou em melhora estatisticamente significativa
no ajuste do modelo. Assim, ndo ha evidéncia de que o0s grupos tenham se
comportado de forma significativamente diferente em sua trajetéria de erros ao

longo das fases do experimento.

Procedeu-se entdo com uma leitura detalhada da analise de
comparagdes multiplas entre os grupos experimentais para a variavel “erros
antes”, realizada 30 dias apds o primeiro experimento no Labirinto de Barnes.
Os resultados foram ajustados pelo método de Tukey, e os testes realizados na
escala logaritmica (Quadro 63 — ANEXO 1). Nenhuma das comparagdes atingiu

significancia estatistica.
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4. Erros depois

As estatisticas descritivas da variavel "erros antes" do LB2
verificou que o GC apresentou médias de erros relativamente baixas ao longo
dos quatro dias de reexposicdo (média entre 0,4 e 2,4), com medianas iguais a
zero em todas as sessoées, indicando que a maioria dos individuos ndo cometeu
erros (Quadro 64 — ANEXO 1). No entanto, durante o teste sem urina de gato,
observou-se um aumento expressivo na média de erros (5,2 + 2,674), com
intervalo interquartilico (IQR) de 11,25. Ja no teste com urina, os animais desse

grupo cometeram poucos erros (média = 0,9 + 0,900).

O G1 demonstrou reducao progressiva no numero de erros entre
os Dias 1 e 4 (médias de 4,4 para 2,2). No entanto, essa coesao cognitiva foi
abalada durante o teste com urina de gato, quando os animais apresentaram um
aumento acentuado nos erros (5,9 + 2,510; IQR = 11,75), sugerindo maior
sensibilidade ao estresse olfativo. No teste sem urina, 0S erros se mantiveram

em nivel moderado (3,3 + 2,261).

O G2 teve desempenho irregular: apresentou valores elevados
nos dias 1 e 2 (4,3 e 6,3 erros, respectivamente), seguido de reducao abrupta
nos dias 3 e 4 (0,2 e 0,9). O teste com urina elevou a média de erros para 3,9,

enquanto no teste sem urina o desempenho foi superior (1,1).

O G3 também apresentou médias iniciais altas (5,9 erros no dia

1), com melhora gradual nos dias subsequentes. Entretanto, no teste com urina,
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0 numero de erros voltou a se elevar (4,2 £ 1,519) J& no teste sem urina, 0s

animais mantiveram nuamero baixo de erros (0,5 + 0,342).

O G4 destacou-se como aquele com melhor desempenho geral,
mantendo baixas médias de erros (entre 0,5 e 2,8) durante todos os dias de
reapresentacéo do labirinto. No teste com urina, embora tenha havido aumento
no numero de erros (5,2 £ 2,021; IQR = 9,75), o desempenho se mostrou mais

estavel e menos disperso do que nos demais grupos.

O gréfico a seguir ilustra esse achado:
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Figura 45 - Erros cometidos ap0s a entrada no compartimento
alvo no Labirinto de Barnes 2 (LB2). O grafico apresenta a média do numero de
erros cometidos apos a entrada no compartimento alvo durante a realizagéo do
Labirinto de Barnes 2 (LB2), ao longo de quatro dias de teste e nas fases com e

sem estimulo olfativo (urina). As barras de erro representam o erro padrao da
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meédia, permitindo observar a variabilidade intra e intergrupos ao longo das
sessOes. Esse parametro comportamental visa avaliar a manutencdo da
memoria espacial e a precisdo na busca pelo local alvo, mesmo apds sua

localizac&o inicial

O GC apresentou comportamento atipico em relacdo aos
demais: 0os animais cometeram mais erros na condicdo sem urina (média = 5,2)
do que com urina (= 0,9). Em contraste, todos os grupos experimentais (G1 a
G4) apresentaram aumento do numero de erros na presenca da urina de

predador.

O G1 teve média de aproximadamente 5,9 erros com urina,
contra 3,3 erros sem o estimulo, revelando sensibilidade significativa ao fator
estressor. De forma ainda mais acentuada, o G3 apresentou a menor média de
erros sem urina (0,5), que se elevou para 4,2 sob estresse. O G2 seguiu padréo
semelhante, com aumento de 1,1 para 3,9 erros entre as condi¢cdes. O G4

também sofreu queda sob estresse, com elevacéo dos erros de 1,9 para 5,2.

A fim de avaliar a influéncia dos fatores grupo experimental e
condicdo olfativa (presenca ou auséncia de urina de gato) sobre a variavel “erros
depois” no Labirinto de Barnes — medida 30 dias ap6és a fase inicial —, foi ajustado
um modelo linear generalizado misto com distribuicdo binomial negativa,
apropriado para dados de contagem com superdispersao. O modelo incluiu
efeitos aleatorios por animal (id_animal) para controlar a variabilidade

intraindividual.
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A comparacao foi realizada por meio do Teste de Raz&do de
Verossimilhanca (Likelihood Ratio Test - LRT). O modelo interativo apresentou
AIC = 1006.01 e BIC = 1124.5, valores superiores aos do modelo aditivo (AIC =
980.73; BIC =1025.2), o que indica pior ajuste. Embora o modelo interativo tenha
exibido ligeira reducéo no desvio (de 956.73 para 942.01), o valor do teste LRT
(x2 = 14.714; df = 20; p = 0.7925) demonstrou que essa melhora nao foi
estatisticamente significativa (Quadro 65 — ANEXO 1).

Com o objetivo de identificar diferencas especificas entre os
grupos experimentais na variavel “erros depois”, foi conduzida uma analise post-
hoc de comparac¢@es multiplas par a par, com base no modelo estatistico misto
previamente ajustado. Esse procedimento permite verificar quais pares de
grupos apresentaram diferencas estatisticamente significativas no numero

meédio de erros cometidos apoés o intervalo de 30 dias (Quadro 66 — ANEXO).

Os resultados indicaram que, embora diferencas numéricas
tenham sido observadas entre 0s grupos em ambas as condi¢cdes, nenhuma das
comparacdes par a par atingiu significancia estatistica ao nivel convencional (p
< 0,05). Isso sugere que as variacdes observadas na média de erros entre 0s
grupos experimentais nao sao suficientemente robustas para serem
consideradas estatisticamente confiaveis quando comparadas diretamente duas

a duas.

5. Laténcia para entrar

As estatisticas descritivas da variavel "laténcia para entrar" do

LB2 demonstram que houve, de maneira geral, uma tendéncia de reducéao da
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laténcia ao longo dos quatro dias de reapresentacdo do labirinto em todos os

grupos (Quadro 67 — ANEXO 1).

O GC apresentou laténcias decrescentes nos dias 1 a 4 (médias
de 39,9 s a 7,7 s). Curiosamente, no teste final sem exposi¢cado a urina de gato,
a meédia de laténcia aumentou para 39,5 s, com grande variabilidade, enquanto,
na presenca do estimulo olfativo aversivo, a laténcia foi consideravelmente

menor (10,4 s).

O G1 também demonstrou melhora progressiva nos testes
reapresentados (de 62,3 s para 22,4 s), apesar da elevada variabilidade
interindividual (desvios-padrdao > 50 s em todos os dias). No entanto, o
desempenho foi sensivelmente prejudicado na condigcdo com urina de gato (81,3
S), em contraste com a média intermediaria observada na condicdo sem urina

(45,8 s).

O G2 evidenciou desempenho flutuante, com laténcia elevada
nos dias 1 e 2 (55,3 e 73,5 s), seguida por forte queda nos dias 3e 4 (5,5 e 13,2
s). Contudo, a exposicdo a urina de gato comprometeu significativamente a
laténcia (92,1 s). Na auséncia do estressor, o desempenho foi melhor (26,6 s),

embora com grande dispersao.

O G3 apresentou as laténcias médias mais altas de toda a
amostra, especialmente nos dias 1 e 2 (84,7 e 79,8 s). Ainda que tenha ocorrido
leve melhora no dia 3, os resultados do dia 4 (65,9 s) indicam manutencgao de

déficit ou de reatividade emocional persistente. Na condicdo sem urina, o grupo
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demonstrou desempenho aceitavel (28,4 s), mas com piora acentuada sob

exposicao ao estressor olfativo (73,8 s).

Por fim, o G4 apresentou laténcias relativamente baixas nos
quatro dias de reapresentacao (meédias entre 19,4 e 34,8 s). No entanto, assim
como nos demais grupos, a exposicdo a urina felina resultou em piora
consideravel no desempenho (88,4 s), com amplissima dispersdo dos dados

(IQR = 188).

O gréfico a seguir ilustra esses achados:

Laténcia para entrar

Tempo médio (s)
)
o

34
=}

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Teste s/ urina Teste ¢/ urina
Tempo

Grupo controle ®- Grupo1 - Grupo2 -® Grupo 3 Grupo 4

Erro padrao representado pelas barras de erro

Figura 46 - Laténcia para entrada na caixa de fuga do LB2. O
grafico representativo da variavel “laténcia para entrar” ilustra o tempo médio,

em segundos, que os diferentes grupos experimentais levaram para acessar a
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caixa de fuga no Labirinto de Barnes, comparando o desempenho dos animais
em duas condi¢cdes ambientais: sem urina de gato (condicdo neutra que avalia o
processo de aprendizagem e retencdo de memoria espacial de longo prazo) e
com urina (estimulo olfativo ansiogénico). A andlise grafica permite identificar
padrées comportamentais modulados pela interacdo entre memoria espacial e

reatividade emocional.

O GC apresentou menor laténcia na condicdo com urina de gato,

em comparacao a condi¢cdo sem o estimulo.

Em contrapartida, os grupos G1, G2, G3 e G4 apresentaram
aumento substancial da laténcia na presenca da urina de gato, evidenciando que
0 estressor ambiental comprometeu significativamente o desempenho dos
animais. O G3, por sua vez, manteve desempenho elevado de laténcia em

ambas as condigoes.

Para avaliar a influéncia dos fatores "grupo experimental" e
"tempo" (quatro dias de treinamento e teste final com e sem urina) sobre a
variavel "laténcia para entrar", foi ajustado um modelo linear generalizado misto

com distribuicdo binomial negativa e intercepto aleatério por animal.

Dois modelos foram comparados por meio do Teste de Razao

de Verossimilhanca (LRT), que segue os padrbes descritos nos experimentos.

O modelo interativo apresentou pior ajuste em comparagcao ao
modelo aditivo, e a diferenca nao foi estatisticamente significativa (p = 0.9997)

(Quadro 68 — ANEXO 1). Assim, conclui-se que a interacdo entre grupo e
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condicdo nao contribui significativamente para explicar a laténcia observada, e

gue os efeitos principais atuam de forma aditiva e independente.

Conduziu-se, entdo, uma andlise post-hoc de comparacdes
multiplas par a par com o objetivo de identificar quais pares de grupos
experimentais diferiram significativamente entre si quanto ao tempo necessario
para acessar a caixa de fuga, 30 dias apds o primeiro experimento (Quadro 69
— ANEXO 1). A andlise foi realizada de forma estratificada por condicéo
ambiental (com e sem exposicdo a urina de gato), de modo a preservar a

interpretacdo contextual da resposta comportamental.

Os resultados revelaram que nenhuma das comparacdes par a
par atingiu significancia estatistica ao nivel convencional (p < 0,05). Embora os
dados descritivos e os graficos de barras tenham evidenciado padrées distintos
de desempenho entre o0os grupos, tais diferengcas nédo se sustentaram
estatisticamente quando avaliadas individualmente por pares. Esse achado
reforga os resultados obtidos nos testes de modelo, que indicaram auséncia de

interagdo significativa entre os fatores “grupo” e “condigéo”.

6. Grooming

As estatisticas descritivas da variavel “grooming” do LB2
mostram que no GC, o grooming se mostrou praticamente ausente ao longo dos
quatro dias de reapresentacdo e em ambas as condicdes de teste (com e sem
urina de gato), com meédias variando de 0 a 3,0 e medianas invariavelmente

nulas (Quadro 70 — ANEXO 1).
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O G1 apresentou um pico acentuado de grooming no Dia 1
(média = 5,4), seguido por uma queda brusca nos dias subsequentes. No teste
com urina, observou-se uma redugao no grooming (1,5), enquanto na condicao

sem urina a meédia foi maior (3,2).

No G2, os valores foram moderados nos primeiros dias (1,0 a
2,6), mas aumentaram significativamente na condicdo com urina de gato (média

= 3,9), associando-se a elevado desvio-padrdo (DP = 10,4).

O G3 evidenciou grooming discreto nos dias iniciais, com um
pico pronunciado no Dia 3 (média = 4,2). O teste com urina apresentou grooming
mais intenso (2,2) do que a condicdo sem urina (1,7), denotando reacao

emocional leve, porém consistente, ao estressor ambiental.

Por fim, o G4 demonstrou oscilagdo acentuada nos niveis de
grooming, com aumento expressivo nos Dias 2 e 4 (médias de 3,6 e 5,0,
respectivamente) e uma elevacao marcante na condicdo com urina (média = 6,7,

IQR = 8,5).

O grafico a seguir ilustra esses dados:
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Grooming
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Figura 47 - Frequéncia de grooming no Labirinto de Barnes 2 (LB2). O
grafico representa a média do numero de episddios de grooming
(comportamento de auto-higiene) observados durante a realizacdo do Labirinto
de Barnes 2 (LB2), distribuidos ao longo de quatro dias de teste e duas fases
adicionais com estimulo olfativo ausente ou presente (urina de gato). Os dados
estdo organizados conforme 0s cinco grupos experimentais: Grupo controle,
Grupo 1 (T. gondii + placebo), Grupo 2 (T. gondii + probiotico), Grupo 3
(probidtico antes da infeccdo) e Grupo 4 (probiético isolado). As barras de erro
representam o erro padrdao da meédia. Esse parametro € frequentemente
associado a regulacdo emocional e ao estado ansioso, podendo indicar

alteracdes comportamentais frente ao desafio espacial e estimulos ambientais.
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O GC manteve niveis praticamente nulos de grooming em

ambas as condi¢des, com meédias visivelmente proximas de zero.

Nos grupos experimentais (Grupos 1 a 4), o grafico evidencia
aumento notavel do grooming na presenca da urina de gato em comparacao a
condicdo neutra. O G4, em especial, apresentou o maior valor médio de
grooming com urina entre todos os grupos, revelando alta vulnerabilidade

emocional frente ao estimulo olfativo.

O Grupo 1, embora com menor magnitude, também apresentou
grooming mais intenso com urina do que sem, ainda que a diferenca seja menos
marcada que nos demais grupos. Ja o G3 manteve niveis moderados em ambas

as condi¢des, mas ainda demonstrando elevacéo sob estresse.

Para verificar a significancia estatistica dessas observacoes, foi
ajustado um modelo linear generalizado misto com distribuicdo binomial
negativa, incluindo efeitos fixos de grupo, condicdo (tempo em dias) e a interacao

entre ambos, bem como intercepto aleatdrio por animal.

A comparacdo entre o modelo aditivo (efeitos principais) e o
modelo com interacdo foi realizada por meio do Teste de Razdo de
Verossimilhanca (LRT). O modelo com interacdo apresentou pior ajuste em
comparagcdo ao modelo aditivo, e a diferenga ndo foi estatisticamente

significativa (p = 0.9118) (Quadro 71 — ANEXO 1).

Complementarmente, foi conduzida uma analise post-hoc de
comparacdes multiplas par a par com o objetivo de verificar quais pares

especificos de grupos diferiram significativamente entre si em relacdo ao
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comportamento de grooming, estratificando os dados por condig&o olfativa (com
e sem urina de gato). Essa etapa foi realizada com base no modelo misto
previamente ajustado, utilizando estimativas de diferenca média, erros-padrao,
estatisticas de teste (z) e respectivos valores de significancia (Quadro 72 —

ANEXO 1).

Os resultados revelaram que, apesar das diferencas aparentes
observadas nas médias descritivas e nos graficos, nenhuma das comparacdes
par a par atingiu significAncia estatistica ao nivel convencional (p < 0,05). Ou
seja, mesmo quando comparados dois a dois, 0S grupos experimentais nao
apresentaram diferencas estatisticamente robustas entre si quanto a expressao
de grooming, nem na presenca do estimulo olfativo ansiogénico nem na

condicao neutra.

7. [Esquiva aversiva

As estatisticas descritivas da variavel "tempo de esquiva" (em
segundos), aferida nos grupos experimentais em trés momentos distintos:
sessdao de treino, 210 minutos apos o treino e 24 horas apos o treino. O tempo
de 30 dias nédo foi incluido nas analises estatisticas, pois todos os animais
apresentaram desempenho maximo (300 segundos), impossibilitando o céalculo

da variabilidade (Quadro 73 — ANEXO 1).

Durante o treino, todos o0s grupos exibiram laténcia média

inferior a 80 segundos, indicando auséncia de memdria consolidada. O Grupo 4

176



apresentou valor médio mais elevado (79,5 s), com ampla variabilidade (DP =

62,92), sugerindo possivel efeito antecipado do probidtico.

Na fase de memoria de curto prazo (P6s 210 min), todos os
grupos aumentaram significativamente a laténcia, com médias proximas de 300
segundos e desvios padrdo muito reduzidos (ex.. DP = 0,0 para os Grupos

Controle e 3), evidenciando aquisicdo robusta da esquiva.

Na avaliacdo da memoria de longo prazo (Pés 24h), a laténcia
média permaneceu elevada em todos os grupos. Os Grupos Controle, 2 e 3
mantiveram desempenho maximo (300 s), enquanto os Grupos 1 e 4 mostraram
leve reducdo da média, com aumento da variabilidade intragrupo (DP = 59,4 e
63,2, respectivamente), sugerindo inicio de extincdo da memaria aversiva em

parte dos animais.

Esse padrao de dados corrobora os achados inferenciais e sera

aprofundado nos testes estatisticos subsequentes.

A seguir, apresenta-se o0 grafico com os tempos médios de
laténcia nos trés momentos avaliados, permitindo observar o desempenho de
cada grupo ao longo das fases de aquisicdo, retencdo e consolidacdo da

memoria aversiva.
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Figura 48 - O grafico apresenta a laténcia média (em segundos)
para a entrada no compartimento previamente associado ao estimulo aversivo
(choque), utilizada como medida do desempenho na tarefa de esquiva. Foram
avaliados cinco grupos experimentais ao longo de quatro momentos distintos:
sessao de treino (aquisicao), teste de memaria de curto prazo (210 minutos apés
o treino), teste de memoéria de longo prazo (apds 24 horas) e teste de memoria
remota (30 dias apdés o treino). A etapa de memdria remota ndo esta
representada graficamente, pois todos 0s animais evitaram completamente o
compartimento aversivo durante os 300 segundos de observacéao, resultando em
auséncia total de variabilidade e, consequentemente, impossibilitando a

aplicacao de testes estatisticos para esse ponto temporal.
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A fim de avaliar os efeitos da condicdo experimental (tempo) e
dos grupos experimentais sobre o desempenho na tarefa de esquiva aversiva,
ajustou-se um modelo linear misto com intercepto aleatério por animal. A variavel
dependente foi a laténcia (em segundos) para entrada no compartimento
previamente associado ao estimulo aversivo (Quadro 74 — ANEXO 1). O modelo
incluiu como efeitos fixos os fatores grupo e condicdo (sem interacdo) e foi
estimado por maxima verossimilhanca restrita (REML), com graus de liberdade

aproximados segundo Satterthwaite.

O intercepto aleatério indicou variabilidade moderada entre os
animais (variancia = 15.19), enquanto a variancia residual foi elevada (1989.26),
sugerindo consideravel variacdo intraindividual ao longo das fases

experimentais.

Entre os efeitos fixos, observou-se aumento significativo da
laténcia nas fases pds 210 minutos (B = 250.32; p < 0.001) e Pés 24 horas (B =
244.60; p < 0.001), em comparacdo a fase de treino, evidenciando aquisi¢céo e
consolidacdo da memodria aversiva, independentemente do grupo experimental.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos (todos p > 0.05),
sugerindo que os tratamentos com Toxoplasma gondii e/ou Lactobacillus

rhamnosus nao exerceram efeito isolado sobre o desempenho na tarefa.

As comparacdes multiplas entre os tempos experimentais, com
ajuste de Tukey (Quadro 75 — ANEXO 1), confirmaram diferencas altamente
significativas entre o treino e os testes P0s 210 minutos e POs 24 horas (p <

0.0001), corroborando a aquisicdo da esquiva. Nao houve diferenca significativa
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entre POs 210 minutos e Pos 24 horas (p = 0.7976), indicando estabilidade da

memoria no intervalo de 24 horas.

V - Analise de metilacdo do promotor de AVP

Este capitulo tem por objetivo apresentar os resultados da
analise da metilacdo da regido promotora do gene da arginina-vasopressina
(AVP), com foco nas alteracdes epigenéticas decorrentes da infeccdo por
Toxoplasma gondii e no potencial efeito modulador do probidtico Lactobacillus
rhamnosus sobre esse processo. A abordagem experimental foi baseada na
utilizacdo de enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo (Hpall e BstUl),
seguidas de quantificacdo por PCR em tempo real (MSRE-gPCR). As tabelas e
graficos apresentados a seguir sintetizam os dados obtidos para cada grupo

experimental.

1. Analise com a enzima Hpall (sitio CCGG)

Para investigar possiveis variacdes nos niveis de metilacao
basal do DNA em condig¢des fisioldgicas, foi conduzido o teste de Mann-Whitney
no GC, comparando animais tratados e néo tratados com a enzima de restricao

Hpall, sensivel a metilacéo.

O teste nédo evidenciou diferenca estatisticamente significativa
entre os subgrupos (U = 36,5; p = 0,3245). As medianas observadas foram
bastante proximas: 22,21 no grupo néo tratado e 22,40 no grupo tratado. A
diferenca absoluta entre as medianas foi de 0,1845, com estimativa de Hodges-

Lehmann de 0,2000.
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A enzima de restricdo Hpall foi utilizada para avaliar alteracdes
nos padrdes de metilacdo do DNA no Grupo 1, composto por animais submetidos
a infeccado por Toxoplasma gondii sem intervencéo probiotica. O teste de Mann-
Whitney comparou animais tratados e néo tratados com a enzima, a fim de
verificar se a infeccdo isolada produziu efeitos epigenéticos detectaveis na

regido-alvo (Quadro 79 — ANEXO 1).

Os resultados néo indicaram diferenca estatisticamente
significativa entre os subgrupos (U = 42; p = 0,5787). As medianas foram muito
semelhantes: 21,79 no grupo néo tratado e 21,85 no grupo tratado. A diferenca
real entre as medianas foi de apenas 0,0595, com uma estimativa de Hodges-

Lehmann de 0,0870.

No G2, que reuniu animais tratados com probidtico apés a
infeccdo por Toxoplasma gondii, foi aplicado o teste de Mann-Whitney para
comparar os valores obtidos nos subgrupos com e sem digestdo enzimética com

Hpall.

O teste ndo revelou diferenca estatisticamente significativa entre
os subgrupos (U = 34; p = 0,2475). As medianas foram similares: 22,24 no grupo
nao tratado e 22,37 no grupo tratado. A diferenca real entre as medianas foi de
0,1265, com estimativa de Hodges-Lehmann de 0,1020 (Quadro 80 — ANEXO

1).

No G3, composto por animais que receberam o probidtico

previamente a infec¢ao por Toxoplasma gondii, foi realizada a analise estatistica

181



da metilacdo por meio do teste de Mann-Whitney, comparando os subgrupos

tratados e nado tratados com a enzima de restricdo Hpall.

Os resultados indicaram auséncia de significancia estatistica na
comparacao entre os grupos (U = 33,5; p = 0,2251). As medianas observadas
foram 22,31 para o grupo néo tratado e 22,65 para o grupo tratado. A diferenca
absoluta entre as medianas foi de 0,3435, e a estimativa de Hodges-Lehmann

foi de 0,2900 (Quadro 81 — ANEXO 1).

No G4, composto por animais que receberam apenas 0
probiético, foi realizada uma analise comparativa entre os subgrupos tratados e
ndo tratados com a enzima Hpall, sensivel a metilacao, utilizando o teste de

Mann-Whitney.

Os resultados indicaram uma tendéncia estatistica, embora néo
significativa, para maior digestibilidade no grupo tratado (U = 26; p = 0,0719). A
mediana do grupo nao tratado foi de 21,96, enquanto a do grupo tratado foi de
22,23. A diferenca absoluta entre as medianas foi de 0,2710, com estimativa de

Hodges-Lehmann de 0,2585 (Quadro 82 — ANEXO 1).

2. Analise com a enzima BstUI (sitio CGCG)

Para verificar possiveis diferengas na digestdo do DNA com a
enzima de restricdo sensivel a metilagao BstUI, entre os animais do GC tratados
e néo tratados com a enzima, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, considerando a distribuicdo dos dados e o tamanho amostral reduzido
(Quadro 83 — ANEXO 1).
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A andlise revelou que nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os dois subgrupos (U = 44; p = 0,6842). As medianas foram
praticamente idénticas entre os grupos: 23,85 para o0 grupo nao tratado e 23,83
para o grupo tratado. A diferenca absoluta entre as medianas foi de apenas -
0,0165, com estimativa de Hodges-Lehmann de -0,1170. Esses resultados
indicam que, dentro do GC, o tratamento com a enzima BstUl ndo alterou
significativamente os niveis de digestdo observados, sugerindo estabilidade nos

padrées de metilacdo basal em condi¢des fisiologicas.

No grupo de animais infectados com Toxoplasma gondii (G1)
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, adequado para amostras

independentes com distribuicdo potencialmente ndo normal.

Os resultados demonstraram auséncia de diferenga
estatisticamente significativa entre os dois subgrupos (U = 38,5; p = 0,4040). As
medianas foram semelhantes, com 23,11 para o grupo nao tratado e 23,18 para
0 grupo tratado, refletindo uma diferenca real de apenas 0,0655. A estimativa de
Hodges-Lehmann foi de -0,2450, o que corrobora a pequena magnitude da

diferenca observada (Quadro 84 — ANEXO 1).

Esses achados sugerem que, no contexto da infecgéo por T.
gondii, a digestdo com BstUI ndo revelou alteragBes detectaveis nos niveis de
metilacdo, ao menos em termos de digestibilidade global do DNA na regiédo
avaliada, indicando que o tratamento enzimatico ndo distinguiu subgrupos com

metilacéo diferencial nesse ponto da analise.
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Para o G2, que recebeu inoculagdo com Toxoplasma gondii e foi
submetido ao tratamento com probidtico, aplicou-se o teste de Mann-Whitney, a
fim de comparar os niveis de digestdo enzimatica entre os animais tratados e

nao tratados com BstUI.

O teste estatistico indicou auséncia de significancia estatistica
entre os grupos (U = 28; p = 0,1051). A mediana dos animais nao tratados foi de
23,48, enquanto no grupo tratado foi de 23,18, resultando em uma diferenca real
de -0,3050. A estimativa de Hodges-Lehmann foi de -0,2960 (Quadro 85 —

ANEXO 1).

No G3, composto por animais que receberam tratamento com
probiodtico antes da inoculacdo de Toxoplasma gondii, foi realizado o teste de
Mann-Whitney com o objetivo de verificar diferengas nos padrdes de digestéo do
DNA pela enzima de restricao sensivel a metilagdo BstUI, entre animais tratados

e nao tratados com a enzima.

A andlise ndo revelou diferenca estatisticamente significativa
entre os dois subgrupos (U = 45; p = 0,7394). As medianas foram préximas:
23,33 para os nao tratados e 23,44 para os tratados, com uma diferenca absoluta
de 0,1135 e estimativa de Hodges-Lehmann de 0,1100. Esses resultados
indicam auséncia de modulacdo detectavel na digestdo enzimatica do DNA

nesse grupo experimental (Quadro 86 — ANEXO 1).

No G4, composto por animais que receberam exclusivamente o
probiotico, sem inoculacdo por Toxoplasma gondii, foi realizada a analise do

padrao de digestdo do DNA com a enzima de restricao BstUI.
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O teste de Mann-Whitney indicou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa entre os animais tratados e nao tratados com a
enzima (U = 37; p = 0,3527). As medianas dos grupos foram proximas: 23,28 no
grupo nédo tratado e 23,09 no grupo tratado. A diferenca absoluta entre as
medianas foi de -0,1875, com estimativa de Hodges-Lehmann de -0,1910, o que

reforca a homogeneidade entre os grupos.

Esses resultados sugerem que a infeccdo por Toxoplasma
gondii ndo promoveu alteracbes significativas na metilacdo da regido
reconhecida pela enzima BstUI, indicando estabilidade epigenética nesse

contexto experimental.

4. Andlise grafica de amplificacéo e curvas de dissociacao

Os dados obtidos por PCR em tempo real foram acompanhados
por graficos de amplificacao e curvas de dissociacdo, com o objetivo de verificar
a gualidade das reacdes e interpretar visualmente o comportamento das
amostras apos digestdo com enzimas sensiveis a metilacdo (Figuras 1, 2, 3,4 e

5 - ANEXO 1).
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Figura 49 - Perfil de metilacdo do gene AVP em diferentes
grupos experimentais.

Gel de eletroforese representando o padrao de digestdo do DNA
gendmico apds tratamento com enzima de restricAo sensivel a metilacéo,
utilizado para analise epigenética da regido promotora do gene AVP (arginina
vasopressina). Estdo representados os grupos Controle (CT), Grupo 1 (G1) e
Grupo 4 (G4), cada um com diferentes amostras (S1 a S4). As colunas indicadas
como A, D e M correspondem, respectivamente, a identificacdo do animal, a
amostra de DNA e a amostra de DNA tratada com a enzima de restricdo. A
presenca de bandas na fracdo "M" indica impedimento de digestdo enzimatica,
0 que sugere que a regido esta metilada. Por outro lado, a auséncia de bandas

apos digestao indica regifes ndo metiladas, susceptiveis ao corte enzimatico.
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Figura 50 - Perfil de metilagdo do gene AVP utilizando as

enzimas Hpall e BstUI nos grupos CTL, G1 e G4.

Imagem de gel de eletroforese apresentando a analise
qualitativa da metilacdo do gene da arginina vasopressina (AVP), com o uso de
duas enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo: Hpall e BstUl. As amostras
foram divididas em trés grupos experimentais — Controle (CTL), Grupo 1 (G1) e
Grupo 4 (G4) — com dois individuos por grupo (S2 e S4). Cada conjunto inclui
amostras amplificadas, digeridas com Hpall, digeridas com BstUI e controles

negativos (mistura sem enzima).

A presenca de bandas intensas nas amostras digeridas por
Hpall ou BstUI sugere protecéo contra a digestao, indicando regiées metiladas
no DNA. Por outro lado, a auséncia ou reducdo de bandas apos digestao aponta

para auséncia de metilacdo nas regides de reconhecimento das enzimas.

187



5.Discussao

Nos ultimos anos, tem-se intensificado o debate acerca das
potencialidades terapéuticas no tratamento de transtornos psiquiatricos, com
destaque para o uso de probidticos como agentes promissores. Dentre eles, o
Lactobacillus rhamnosus tem ganhado relevancia por seus efeitos moduladores

sobre o eixo microbiota—intestino—cérebro.

O presente estudo investigou os efeitos comportamentais e
moleculares da infeccdo por Toxoplasma gondii e da administracao do probidtico
L. rhamnosus em diferentes paradigmas experimentais envolvendo roedores.
Foram empregados modelos classicos de ansiedade e cognigdo, como o
Labirinto em Cruz Elevado (LCE), o Campo Aberto (CA), o Labirinto de Barnes
(LB) e a Esquiva Aversiva (EA), além de analises epigenéticas voltadas para a
metilacdo da regido promotora do gene da vasopressina (AVP). Os achados
permitem uma interpretacdo integrativa acerca da interacdo entre
microrganismos, comportamento e plasticidade epigenética no contexto da

neuroparasitologia.

Considerando que a ansiedade € uma emocdo basica com
importante valor adaptativo, associada a autopreservacado e a antecipacdo de
ameacas — sobretudo na defesa contra predadores — observou-se, no LCE, que
a infeccao crénica por T. gondii (G1) promoveu uma reducao sustentada desse
estado ansioso. Essa modulacédo foi evidenciada pelo aumento do tempo e do
namero de entradas nos bracos abertos, maior incidéncia de comportamentos
exploratorios (rearing, head-dipping) e reducdo dos escores de grooming e

defecagdo. Tais achados estdo de acordo com a literatura prévia, que sugere
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gue os efeitos do parasita comprometem a ansiedade natural dos hospedeiros,

favorecendo a predacéo por felideos — seus hospedeiros definitivos (7 129),

A administrag&o de L. rhamnosus produziu efeitos moduladores
importantes, cuja natureza variou conforme o momento da intervencao. Quando
aplicado antes da infeccéo (G3), o probidtico atenuou os efeitos ansioliticos de
T. gondii. O G2, tratado ap0s a infeccdo, apresentou perfil intermediario. O
Grupo 4 (G4), que recebeu apenas o probiético e ndo foi infectado, funcionou
em grande parte como um controle positivo, ja que seu perfil comportamental foi
praticamente indistinguivel do grupo controle em quase todas as variaveis. A
Unica divergéncia estatistica entre G4 e GC foi observada no tempo gasto nos
bracos fechados durante a segunda sessédo do LCE (LCE2). Esse achado
isolado pode representar uma variavel de confusdo, uma vez que em todas as
outras medidas o G4 reproduziu fielmente o comportamento do grupo controle.
Assim, a administracdo de L. rhamnosus isoladamente em animais saudaveis
nao parece comprometer a homeostase emocional, reforcando sua adequacao

como grupo de referéncia em delineamentos experimentais.

Os dados do Campo Aberto corroboram os padrdes anteriores:
o G1 apresentou maior rearing, maior exploracdo central e cruzamento de
quadrantes. Grupos que receberam o probiético (G2 e G3) mostraram efeitos

inibitorios sobre a atividade exploratoria.

No Labirinto de Barnes, ndo houve efeito significativo sobre
memoria espacial entre os grupos na fase de teste, sugerindo que nem o
parasita, nem o probidtico impactaram substancialmente os processos de

aprendizagem espacial. No teste de Esquiva Aversiva, a retencdo da memoria
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aversiva foi semelhante entre os grupos, o que sugere que os efeitos observados
se concentram em aspectos espontaneos do comportamento emocional e

exploratdrio, mais do que na memoaria aversiva condicionada.

Diversos mecanismos podem estar envolvidos nesses efeitos,
como modulacdo inflamatéria, alteracdes neuroquimicas e epigenéticas. T.
gondii expressa enzimas semelhantes a tirosina-hidroxilase, aumentando
dopamina em areas como o estriado e nucleo accumbens, favorecendo
comportamentos de aproximacéo e exploragdo (113 178.179) A infeccdo cronica
também induz hipometilacdo do gene AVP na amigdala medial, promovendo sua

superexpressao e alterando o processamento de pistas olfativas associadas ao

medo inato®,

Pode-se levantar a hip6tese de que esses mecanismos, atuando
de forma integrada com a modulagéo da inflamacé&o pela via NF-kB, contribuam

para a reversao da valéncia emocional observada nos animais infectados.

A via do fator nuclear kappa B (NF-kB), reconhecidamente
ativada por Toxoplasma gondii por meio de proteinas efetoras como a GRA15,
induz a transcricao de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-a e IL-6 (147).
Em contrapartida, o probiético Lactobacillus rhamnosus tem sido amplamente
associado a inibicao dessa via em diversos modelos experimentais, reduzindo a
fosforilagdo da subunidade p65 e a degradacgao de IkBa — eventos que culminam
na menor expressao de mediadores inflamatérios (148, 149). Assim, a interacao
entre a ativacdo neuroimune desencadeada pelo parasita e a acdo moduladora

do probiotico sobre a sinalizacéo inflamatoria via NF-kB pode estar na base da
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atenuacdo dos comportamentos ansiosos observados, considerando o papel

central da neuroinflamacéo na regulacédo dos estados emocionais.

Resultados similares foram descritos com outras cepas de
Lactobacillus. Em estudo recente, L. casei demonstrou efeitos imunobiotic e
paraprobiotic, reduzindo significativamente a carga parasitaria, ativando
macréfagos, e promovendo aumento de linfécitos T CD4* e secrecdo de IFN-y e
TNF-a 140, Ja a combinacdo de L. fermentum e L. delbrueckii foi eficaz na
protecdo contra lesGes hepaticas e intestinais, aumentando a resposta Thl e
suprimindo o dano oxidativo®36). Adicionalmente, L. acidophilus demonstrou
beneficio quando associado a espiramicina em modelos de toxoplasmose e

diabetes, reduzindo a carga parasitaria e a degeneracao tecidual (189,

O impacto dos probioticos também foi evidenciado em estudos
de metagendmica funcional. Camundongos tratados com Lactobacillus
apresentaram microbiota enriquecida em genes associados a acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e inddis, que promovem refor¢co das juncdes epiteliais e

atenuacéo da inflamacéo, inclusive via downregulation de MyD88 e TLR4 (81,

As andlises de metilacdo do promotor de AVP, conduzidas com
as enzimas Hpall (sitio CCGG) e BstUI (sitio CGCG), nao revelaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. Contudo, a literatura sugere que
0 parasita pode induzir hipometilacdo nesse gene 129, Essa discrepancia pode

estar relacionada a limitagbes amostrais ou a necessidade de avaliar outras

regides regulatorias.
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Em sintese, a infec¢cdo por T. gondii induz fendtipo de baixa
ansiedade, elevado comportamento exploratério e supressao autonémica. O L.
rhamnosus exerce papel regulador, especialmente quando administrado de
forma profilatica, revertendo parcialmente os efeitos comportamentais do
parasita. A integracado desses dados aos achados da literatura sugere que 0s
efeitos dos probidticos na toxoplasmose envolvem complexa rede de sinalizacao
imunologica, metabdlica e neuroepigenética, com implicacfes relevantes para

distarbios neuropsiquiatricos de base inflamatéria ou infecciosa.

6. Conclusao

O presente estudo demonstrou que a administracdo de
Lactobacillus rhamnosus exerce um papel modulador relevante sobre os efeitos

comportamentais decorrentes da infecgéo crbnica por Toxoplasma gondii.

Em paralelo, confirmou-se que a infeccdo crbnica por esse
parasita impacta de maneira significativa parametros comportamentais e
neurobiolégicos em ratos Wistar. Foram observadas alteracbes autond6micas,
reducdo de indicadores de ansiedade e incremento do comportamento
exploratorio, corroborando a hipétese de que o T. gondii interfere em circuitos

neurais relacionados ao medo e a resposta ao estresse.

A suplementagdo com Lactobacillus rhamnosus foi capaz de
atenuar essas alteracdes induzidas pela infecgéo, revertendo parcialmente a
supressdo autondmica, normalizando 0 comportamento autoprotetivo e

reduzindo manifesta¢des ansiosas, além de inibir o excesso de comportamento
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exploratorio. Esse restabelecimento dos mecanismos de autodefesa contribui
para a protecdo do animal frente a predacao, evidenciando a acao reguladora
do probidtico no eixo microbiota—intestino—cérebro. Importa destacar que o efeito
do L. rhamnosus mostrou-se mais consistente quando administrado
profilaticamente, sugerindo que estratégias preventivas potencializam sua

eficacia na modulacéo de respostas comportamentais.

De forma integrada, os achados sustentam a hipétese de que o
Lactobacillus rhamnosus possui potencial para contrabalancar alteracdes
neurocomportamentais associadas a infecgédo crénica por T. gondii, reforgando

sua relevancia translacional.

Mais amplamente, este trabalho confirma que o eixo microbiota—
intestino—cérebro desempenha papel central na regulacédo de estados ansiosos
e de comportamentos exploratérios. Além disso, aponta o Lactobacillus
rhamnosus como candidato promissor em estratégias preventivas e terapéuticas
voltadas a disturbios neuropsiquiatricos associados a processos inflamatérios e
infecciosos, consolidando a importancia da interface entre neurociéncia,

microbiologia e psiquiatria translacional.
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7. Resumo

Objetivo: Comparar sinais de ansiedade em ratos infectados experimentalmente
por Toxoplasma gondii submetidos ao tratamento com Lactobacillus rhamnosus

ou placebo.

Métodos: Conduziu-se um estudo experimental com 50 ratos machos da espécie
Rattus norvegicus, linhagem Wistar, com idade entre seis e oito semanas. Os
animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais: Grupo Controle
(placebo), Grupo 1 (infectado com T. gondii + placebo), Grupo 2 (T. gondii + L.
rhamnosus apoés infeccdo), Grupo 3 (L. rhamnosus antes da infec¢do por T.
gondii) e Grupo 4 (tratado apenas com L. rhamnosus, sem infeccdo). Entre 60 e
90 dias apos a infecgéo, os animais foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais para avaliacdo de sinais ansiosos e cognitivos, incluindo o
Labirinto em Cruz Elevado, Campo Aberto, Esquiva Aversiva e Labirinto de
Barnes. Paralelamente, foi realizada analise da metilacdo do gene promotor da
vasopressina (AVP) na amigdala medial posterior, além de imunohistoquimica

para marcacao de c-FOS e AVP, com vistas a avaliar a ativagdo neuronal e 0s
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niveis de expressao do neuropeptideo em regides relacionadas a regulacao

emocional e resposta ao estresse.

Resultados: Estudos prévios demonstram que o Lactobacillus rhamnosus possui
efeito ansiolitico, modulando eixos neuroenddcrinos e imunoldgicos. Com base
nas analises comportamentais e moleculares conduzidas, observou-se que 0s
grupos tratados com L. rhamnosus, especialmente o Grupo 3 (intervencao
preventiva), apresentaram reducdo de comportamentos relacionados a
ansiedade e melhor desempenho nas tarefas cognitivas, em comparacao ao
Grupo 1. Esses efeitos foram acompanhados por menor imunorreatividade para
AVP e c-FOS na amigdala e por padrées de metilacdo compativeis com
regulacdo epigenética do gene AVP. Os achados sugerem efeito protetor do

probiético frente as alteracdes neurocomportamentais induzidas por T. gondii.

Concluséo: O tratamento com Lactobacillus rhamnosus foi capaz de modular
comportamentos relacionados a ansiedade e a cognicao em ratos infectados por
Toxoplasma gondii, possivelmente por mecanismos epigenéticos e
neuroendocrinos. Os dados reforcam o papel do eixo microbiota-intestino-
cérebro na modulacéo da resposta emocional e apontam o uso de probidticos
como estratégia terapéutica complementar em condi¢des associadas a disbiose

e inflamacao neuropsiquiatrica.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Lactobacillus rhamnosus; ansiedade;

epigenética; vasopressina; microbiota intestinal; comportamento.

205



Abstract

Objective: To compare anxiety-related behaviors in rats experimentally infected

with Toxoplasma gondii and treated with Lactobacillus rhamnosus or placebo.

Methods: An experimental study was conducted using 50 male Wistar rats
(Rattus norvegicus), aged six to eight weeks. Animals were allocated into five
groups: Control (placebo), Group 1 (T. gondii + placebo), Group 2 (T. gondii + L.
rhamnosus after infection), Group 3 (L. rhamnosus prior to T. gondii infection),
and Group 4 (L. rhamnosus without infection). Between 60 and 90 days post-
infection, animals underwent a series of behavioral tests to assess anxiety and
cognition, including the Elevated Plus Maze, Open Field Test, Aversive
Avoidance, and Barnes Maze. Additionally, DNA methylation of the AVP gene
promoter in the posterior medial amygdala was analyzed, as well as
immunohistochemical detection of c-FOS and AVP to evaluate neuronal
activation and neuropeptide expression in stress- and emotion-related brain

regions.

Results: Previous studies indicate that Lactobacillus rhamnosus exerts anxiolytic
effects through neuroendocrine and immunological modulation. In this study, rats
treated with L. rhamnosus, especially Group 3 (preventive intervention), exhibited
reduced anxiety-like behaviors and improved cognitive performance compared to
Group 1. These effects were accompanied by lower AVP and c-FOS
immunoreactivity in the amygdala and methylation patterns suggestive of
epigenetic regulation of the AVP gene. Findings indicate a protective role of the

probiotic against T. gondii-induced neurobehavioral alterations.
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Conclusion: Treatment with Lactobacillus rhamnosus modulated anxiety and
cognitive behaviors in T. gondii-infected rats, likely via epigenetic and
neuroendocrine mechanisms. These results highlight the relevance of the gut—
brain—microbiota axis in emotional regulation and support the therapeutic

potential of probiotics in conditions involving dysbiosis and neuroinflammation.

Keywords: Toxoplasma gondii; Lactobacillus rhamnosus; anxiety; epigenetics;

vasopressin; gut microbiota; behavior.
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Anexo |

1. Labirinto em cruz elevado.

1.1 Tempo de braco aberto

Tabela 1 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk aplicado a
variavel tempo de permanéncia nos bracos abertos (TBA) no labirinto em cruz

elevado (LCE), para cada grupo experimental.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TBA - LCE1

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10  0.0001 Nao
G1 10  0.0000 Nao
G2 10 0.0249 Nao
G3 10 NA Indefinido
G4 10  0.0000 Nao

Tabela 2 -. Estatisticas descritivas da variavel TB no LCE1

Grupo
Overall 6C 61 62 63 G4 p-
Variable N =50 N=10 N =10 N=10 N =10 N=10 value'
TBA-LCE 1 0.004
Mean 14.82 11.00 4290 0.00 14.70
(SD) @237)  (815)  (8217) %0640 500 (3769
Median 000 (000, 99 2150 (300, 300000, 29 0.00
(@1, Q3) 1400 (000 30.00) 1200 (000, (0.00,
' : 9.00) : : 0.00) 6.00)
. 0.00, 0.00, 0.00, 0.00,
Min Max 2100 4500 27400 0001600 000,000 5,0,

" Kruskal-Wallis rank sum test
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Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 1 — Comparacdes Mdltiplas entre Grupos para o TBA no

LCE1 — Teste de Wilcoxon

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_lcel$ TBA-LCE 1° and df_lcel$grupo

##

## G Gl G2 G3

## Gl 0.8242 - -
## G2 1.0000 0.2232 -

## G3 0.0535 0.0075 0.0535 -
## G4 1.0000 0.2539 1.0000 0.2232
##

## P value adjustment method: holm

A tabela apresenta os valores de p resultantes das comparacdes
par a par entre 0s grupos experimentais quanto a variavel TBA no LCE. As
comparacdes foram realizadas utilizando o teste de soma de postos de Wilcoxon
com correcdo de continuidade, e os valores de p foram ajustados pelo método

de Holm para controle do erro tipo |.

1.2 - Tempo de permanéncia nos bragos fechados

Tabela 4 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavelTBF no LCE1.
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TBF - LCE1

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0360 Né&o
G1 10 0.0156 N&o
G2 10 0.4936 Sim
G3 10 0.0003 Né&o
G4 10  0.0001 N&o

Tabela 5 — Estatisticas descritivas da variavel TBF no LCE 1.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variable N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
TBF-
LCE1 0.233
Mean 24796 260.60 217.00 254.30 23770 270.20
(SD) (63.52) (32.43) (86.48) (31.56) (91.09) (46.78)
Rigdiah 269.50 269.50 246.50 259.50 268.50 291.00
1, Q3) (241.00, (249.00, (200.00, (225.00, (247.00, (272.00,
% 289.00) 280.00) 274.00) 276.00) 292.00) 294.00)
Min, 0.00, 182.00, 21.00, 208.00, 0.00, 143.00,
Max 297.00 297.00 296.00 296.00 296.00 296.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

1.3 Tempo de Centro

Tabela 6 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a variavel

TC no LCEL.
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TC - LCE1

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0843 Sim
G1 10 0.0024 N&o
G2 10 0.5530 Sim
G3 10 0.0003 Nao
G4 10  0.0550 Sim

Tabela 7 - Estatisticas descritivas da variavel TBF no LCE1.

Grupo

Overall GC G1 G2 G3 Ga p-

Variable N =50 N=10 N=10 N=10 N =10 N=10 value

TC-LCE1 0.248
Mean 37.22 28.40 40.10 40.20 62.30 15.10
(SD) (49.58) (23.10) (47.62) (28.24) (91.09) (M.67)
Mt 23.50 2150 24.50 36.50 3150 9.00
(@1,Q3) (8.00, (16.00, (9.00, (20.00, (8.00, (6.00,
‘ 41.00) 34.00) 42.00) 61.00) 53.00) 23.00)
Min, 3.00, 4,00, 4.00, 4.00,
Max 300.00 9:00,73.00 160.00 4,00/87.00 300.00 36.00

Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

1.4 Entradas no braco aberto

Tabela 8 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a variavel

EBA no LCEL.
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
EBA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0739 Sim
G1 10 0.2604 Sim
G2 10 0.0441 Nao
G3 10 NA Indefinido
G4 10 NA Indefinido

Tabela 9 — Estatisticas descritivas da variavel EBA no LCE 1.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 Ga
Variavel N=50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value
EBA-LCE1 0.000
Mean 90 0.40
(sD) 1.20 (1.69) 1.00 (1.05) (2.38) 1.70 (1.64) 0.00 (0.00) (0.52)

Median 0.50 (0.00, 1.00(0.00, 2.00(1.00, 2.00(0.00, 0.00(0.00, 0.00(0.00,
@i, a3) 2.00) 2.00) 4.00) 3.00) 0.00) 1.00)

Min, Max  0.00,8.00 0.00,3.00 0.00,8.00 0.00,4.00 0.0, 000 000, 1.00

Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 2 - Comparacdes pareadas entre 0s grupos quanto a

variavel EBA no LCEL1 utilizando teste de Wilcoxon com correcdo de Holm.

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_lcel$ EBA- LCE 1° and df_lcel$grupe

##

## GC Gl G2 G3

## Gl 0.2015 - - -

## G2 0.5977 0.5977 - -

## G3 0.0466 0.0022 0.0466 -

## G4 0.5977 0.0226 0.3220 0.2015
##

## P value adjustment method: holm
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1.5 Entradas no braco fechado

Tabela 10 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel EBF no LCE 1.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
EBF

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0635 Sim
G1 10 0.0317 Nao
G2 10  0.1451 Sim
G3 10 0.0289 Nao
G4 10  0.0006 Nao

Tabela 11 - Estatisticas descritivas da variavel EBF no LCE1

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N =50 N =10 N=10 N=10 N=10 N=10 value
EBF-LCE1 0.005
Mean 3.30
(SD) 2.78 (1.84) (2.45) 310 (1.45) 4.0 (1.60) 1.70 (1.42) 1.70 (0.95)

Median  2.50 (1.00, 3.00 (1.00, 4.00 (2.00, 4.00 (3.00, 1.00 (1.00, 1.00 (1.00,
(Q1,Q3) 4.00) 4.00) 4.00) 6.00) 2.00) 3.00)

Min, Max  0.00,9.00 1.00,9.00 1.00,5.00 2.00,6.00 0.00,500 1.00,3.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).
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Quadro 3 - Comparacdes de Razdes entre Grupos para

Entradas nos Bracos Abertos no LCE1 — Escala Logaritmica.

## contrast ratio  SE df null z.ratio p.value
## GC / Gl 1.065 0.266 Inf 1 0.250 0.9991
## GC / G2 0.805 0.188 Inf 1 -0.928 0.8861
## GC / G3 1.941 0.580 Inf 1 2.222 0.1715
## GC / G4 1.941 0.580 Inf 1 2.222 0.1715
## Gl / G2 0.756 0.180 Inf 1 -1.175 0.7659
## Gl / G3 1.824 0.550 Inf 1 1.991 0.2705
## Gl / G4 1.824 0.550 Inf 1 1.991 0.2705
## G2 / G3 2.412 0.696 Inf 1 3.052 0.0193
## G2 / G4 2.412 0.696 Inf 1

## G3 / G4 1.000 0.343 Inf 1

##

3.052 0.0193
0.000 1.0000

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale

Sdo apresentadas as razdes entre médias geométricas dos
grupos (ratio), o erro padréo (SE), o valor da estatistica z (z.ratio) e o valor de p

ajustado (p.value) utilizando o método de Tukey para multiplas comparacoes.

1.6 Fundo de Braco Aberto

Tabela 12 — Estatisticas descritivas da variavel FBA no LCEL1.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variable N =50 N =10 N=10 N =10 N =10 N=10 value
FBA-LCE1 0.459
Mean 0.10 (0.36) 0.20 010 (0.32) 0.00 0.00 0.20

(SD) (0.42) (0.00) (0.00) (0.63)

Median ~ 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00,
(Q1,Q3) 0.00) 0.00) 0.00) 0.00) 0.00) 0.00)

Min, Max  0.00,2.00 0.00,1.00 0.00,1.00 0.00,0.00 0.00,0.00 0.00,2.00

Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

1.7 Fundo de brago Fechado
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Tabela 13 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a FBF

no LCE1.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
FBF - LCE1

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.2856 Sim
G1 10 0.2247 Sim
G2 10 0.3283 Sim
G3 10 01727 Sim
G4 10  0.0053 Nao

Tabela 14 - Estatisticas descritivas da variavel FBF no LCEL1.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-

Variable N =50 N=10 N =10 N=10 N =10 N=10 value
FBF-LCE1 0.044

Mean
(sD) 3.98 (1.85) 5.10 (2.85) 3.20 (1.48) 4.70 (1.16) 3.10 (1.52) 3.80 (1.03)

i 4.00

Median  4.00 (3.00, (4.00, 3.50 (2.00, 4.50 (4.00, 3.00 (3.00, 4.00 (4.00,

(Q1,Q3) 5.00) 7(')0)' 4.00) 5.00) 4.00) 4.00)

Min, Max  0.00,11.00 1.00,11.00 1.00,5.00 3.00,7.00 0.00,6.00 2.00,5.00

' Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e 0s valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 4 - Comparag¢des multiplas dos grupos experimentais

para a variavel FBF, utilizando o teste de Wilcoxon com correcdo de Holm.
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##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank su

##

## data:
##

## Gc Gl
## G1 0.91 -
## G2 1.00 0.35 -

## G3 0.35 1.00 0.11 -

## G4 1.00 1.00 0.91 0.91
##

G2 63

## P value adjustment method: holm

1.8 Rearing

df_lcel$ FBF- LCE 1° and df_lcel$grupo

Tabela 15 - Teste de normalidade

variavel “Rearing” no LCEL1.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk

Rearing
Grupo N  Valor-p
GC 10  0.1651
G1 10  0.6651
G2 10 0.1936
G3 10 0.7661
G4 10 0.5392

Normalidade
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

m test with continuity correction

de Shapiro-Wilk para a

Quadro 5 - Teste de Levene para homogeneidade de variancias

para a variavel rearing no LCEL.

##
##
##
##
-
##

Df F value Pr(>F)
group 4 2.6517 0.04524 *
45
Tk

Signif. codes: 0 0.001

aig

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 " '

Tabela 16 - Estatisticas descritivas do numero de rearing

(exploragdes verticais) por grupo experimental no LCEL.
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Grupo

Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N =50 N =10 N =10 N =10 N=10 N=10 value
Rearing-
LCE1 0.414
Mean 12.10 12.20 12.20 8.80 10.40
(SD) 11.44:(8.5) (4.23) (6.48) (2.44) (5.39) (2.37)
Median 11.00 10.00 13.00 11.50 9.50 10.00
@1, Q3) (9.00, (9.00, (5.00, (11.00, (4.00, (9.00,
! 15.00) 16.00) 17.00) 15.00) 13.00) 12.00)
. 0.00, 2.00, 0.00,
Min, Max 22.00 7.00,19.00 22.00 8.00, 15.00 16.00 7.00,14.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

1.9 Head dipping

Tabela 17 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel head dipping.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
Head dipping

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10  0.0076 Nao
G1 10  0.6201 Sim
G2 10 0.4985 Sim
G3 10 0.0155 Nao
G4 10 0.0012 Nao

Tabela 18 - Estatisticas descritivas da variavel head dipping
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Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-

Variavel N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
Head

dipping- 0.077
LCE1

Mean(sD)  *92 580 (514) 690(540) 20 2500118 >0

(4.60) (3.54) (5.69)
Median 350 (2.00, (i'gg 7.00 (3.00, 5.00 (3.00, égg 1.00 (1.00,
(Q1,Q3) 6.00) 6.00) 10.00) 8.00) 3.00) 5.00)
; 0.00, 0.00, 0.00,
Min, Max Gl 1900 00,1700 1.00,1300 000,400 oo

" Kruskal-Wallis rank sum test

S&o exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Tabela 19 - Regressdo binomial negativa da variavel head

dipping

Characteristic N IRR 95% ClI p-value
grupo 50
GC - —_
G1 1190  0.581, 2.440 0.634
G2 0.948 0.458,1.963 0.886
G3 0.431 0.196, 0.938 0.034
G4 0.672 0.318, 1.417 0.296

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

Quadro 6 - ComparagBes mdltiplas entre os grupos para a

variavel head dipping, utilizando contrastes com corregéo de Tukey.

218



##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

## P value adjustment:

contrast ratio

GC
GC
GC

/ Gl
/ G2
/ G3
/ G4
/ G2
/ G3
/ G4
/ G3
/ G4
/ G4

0.

O N M NN

841
055
320

.487
.255

760
769

.200
.410
.641

SE df null z.ratio p.value

0.306 Inf
0.390 Inf
0.923 Inf
0.564 Inf
0.
1
0
0
0
0

459 Inf

.090 Inf
.665 Inf
.878 Inf
.537 Inf
.262 Inf

1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

0.476
.144
.115
.046
.620
574
518
.975
.903
.089

o

Ok M NO N

## Tests are performed on the log scale

1.10

Grooming

9895
9999
2136
8339
9720
0753
5506
2780
8959
8124

coococooocoooo

tukey method for comparing a family of 5 estimates

Tabela 20 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk aplicado a

variavel grooming no LCEL.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk

Grupo

GC

G1

G2

G3

G4

N

10

10

10

10

10

Grooming

Valor-p
0.0003
0.0002
0.0049
0.0190

0.2869

Normalidade

Tabela 21 — Estatisticas descritivas da variavel grooming no

LCE1L.

Variavel

Grooming

Mean
(SD)

Median

(@1,Q3)

Min, Max

Overall GC
N =50 N=10
1.24 (1.52)

Grupo

G1

G2

N=10 N=10

1.00 (1.76) 0.60 (1.07) 2.00 (2.16)

G3
N=10

0.90 (1.10)

G4
N=10

1.70 (0.95)

0.50 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 1.50 (0.00, 0.50 (0.00, 2.00 (1.00,
1.00) 4.00)

2.00)

2.00)

2.00)

2.00)

0.00,5.00 0.00,5.00 0.00,3.00 0.00,5.00 0.00,3.00 0.00,3.00

' Kruskal-Wallis rank sum test

p- 1
value

0.170
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S&o exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Tabela 22 - Razdo de Taxa de Incidéncia (IRR) do

Comportamento de Grooming no LCEL.

Characteristic N IRR 95% CI p-value
grupo 50
GC — —
G1 0.600  0.160, 2.125 0.433
G2 2.000 0.679,6.080 0.212
G3 0.900 0.270, 2.979 0.862
G4 1.700 0.567, 5.236 0.346

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

S&o exibidos o numero total de animais (N), o valor da IRR, o

intervalo de confianga de 95% (95% CI) e o valor de p associado.

Quadro 7 - Contrastes multiplos entre os grupos para a variavel

grooming, com ajuste de p-valor pelo método de Tukey.

## contrast ratio SE df null z.ratio p.value
## GC / Gl 1.667 1.090 Inf 1 0.783 0.9355
## GC / G2 0.500 0.278 Inf 1 -1.248 0.7232
## GC / G3 1.111 0.676 Inf 1 0.173 0.9998
## GC / G4 0.588 0.331 Inf 1 -0.942 0.8806
## Gl / G2 0.300 0.184 Inf 1 -1.965 0.2830
## Gl / G3 0.667 0.440 Inf 1 -0.614 0.9730
## Gl / G4 0.353 0.219 Inf 1 -1.680 0.4461
## G2 / G3 2.222 1.260 Inf 1 1.412 0.6197
## G2 / G4 1.176 0.608 Inf 1 0.314 0.9979
## G3 / G4 0.529 0.303 Inf 1 -1.110 0.8016

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale

1.11 Fezes
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Tabela 23 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel “fezes” por grupo experimental.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk

Fezes

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.1246 Sim
G1 10 0.2282 Sim
G2 10 0.6678 Sim
G3 10  0.2247 Sim
G4 10 05733 Sim

Quadro 8 - Teste de Levene para homogeneidade de variancias

para a variavel “fezes” por grupo experimental.

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

## Df F value Pr(>F)
## group 4 0.1425 0.9654
## 45

Tabela 24 — Estatisticas descritivas para a variavel “fezes” no

LCE-1.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N =50 N =10 N =10 N =10 N =10 N=10 value'
:ezes-LCE 0875
Mean
(SD) 2.08 (1.66) 2.30 (1.95) 1.70 (1.64) 2.20 (1.55) 1.80 (1.48) 2.40 (1.90)

Median 2.00 (1.00, 1.50 (1.00, 1.50 (0.00, 2.00 (1.00, 1.50 (1.00, 2.00 (1.00,
(Q1,Q3) 3.00) 3.00) 3.00) 3.00) 3.00) 4.00)

Min, Max  0.00, 6.00 0.00,6.00 0.00,5.00 0.00,5.00 0.00,4.00 0.00,6.00

" Kruskal-Wallis rank sum test
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S&o exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

1.12 Segundo tempo de braco aberto

Tabela 25 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel TBA no LCE 2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TBA - LCE2

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.0014 Nao
Grupo1 10 0.1472 Sim
Grupo2 10 0.0062 Nao
Grupo3 10 0.0001 Nao
Grupo4 10 NA Indefinido

Tabela 26 - Estatisticas descritivas do TBA no LCE2.

Grupo
Overall Grupo C Grupo 1 Grupo2 Grupo3 Grupo4d p-

Variable N =50 N =10 N=10 N=10 N=10 N=10 value
Tempo BA
L 0.013

Mean 39.34 65.40 62.70 19.70 4870 0.20
(SD) (67.62) (92.30) (57.52) (24.71) (94.15) (0.63)

Median 150 (0.00, 1850 (0.00, éi'gg 3.50 (0.00, 0.00 (0.00, (g'gg
(Q1,Q3) 48.00) 138.00) 69.00) 42.00) 54.00) 0.00)

Min, Max 000" 000, 00,18400 200 0:00, 400, 2.00

300.00 223.00 62.00 300.00

" Kruskal-Wallis rank sum test
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S&o exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 9 - ComparagcOes par a par entre 0S grupos para a

variavel TBA, com correcao de p-valor pelo método de Holm.

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_lce2$ Tempo BA - LCE 2° and df_lce2S$grupo
##

## Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

## Grupo 1 1.000 - -

## Grupo 2 1.000  0.355

## Grupo 3 1.000 0.859  1.000

## Grupo 4 0.050 0.014 0.150 0.607

##

## P value adjustment method: holm

1.13 Segundo Tempo de Braco Fechado

Tabela 27 - Teste de normalidade (Shapiro-Wilk) para a variavel

TBF no LCE2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TBF - LCE2

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.0399 Nao
Grupo1 10 0.2185 Sim
Grupo2 10 0.1166 Sim
Grupo3 10 0.0107 Nao
Grupo4 10 0.0044 Nao

Tabela 28 - Estatisticas descritivas para o TBF no LCE2.
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Grupo

Overall Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Variable N =50 N =10 N =10 N =10 N=10
Tempo
BF - LCE
2
Mean 226.18 190.20 189.70 24750 22350
(SD) (75.53) (93.47) (76.56) (36.19) (89.50)
Median 250.50 230.50 196.00 249.00 249.50
Q1. Q3) (198.00, (124.00, (177.00, (217.00, (183.00,
! 280.00) 268.00) 255.00) 280.00) 280.00)
Min, 0.00, 44.00, 30.00, 198.00, 0.00,
Max 300.00 278.00 283.00 292.00 300.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Grupo 4
N=10

280.00
(22.29)

291.00
(252.00,
297.00)

244,00,
299.00

p=
value

0.005

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

experimentais para a variavel TBF no LCE 2.

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum exact test
##

## data: df_lce2$ Tempo BF - LCE 2° and df_lce2$grupo
##

## Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

## Grupo 1 1.000 - - -

## Grupo 2 0.952 0.163 - -

## Grupo 3 0.990 0.990 1.000

## Grupo 4 0.041 0.022 0.124 0.453

##

## P value adjustment method: holm

1.14 Segundo Tempo de Centro

variavel TC no LCE2.

Quadro 10 - Testes de comparacdes pareadas entre 0S grupos

Tabela 29 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk aplicado a
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TC - LCE2

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.0038 Nao
Grupo1 10 0.0215 Nao
Grupo2 10 0.0880 Sim
Grupo3 10 0.0043 N&o
Grupo4 10 0.0049 Nao

Tabela 30 - Tabela descritiva das estatisticas da variavel "tempo

de centro” (TC) no LCE2.

Grupo
Overall Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 Grupo4d p-
Variable N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value
Tempo C
_LCE2 0.117
Mean 35.50 4410 47.60 38.20 27.80 19.80
(SD) (34.70) (44.87) (36.50) (29.10) (35.88) (21.99)
Median 27.50 32.50 38.50 29.50 21.00 9.00
@, a3) (12.00, (23.00, (21.00, (20.00, (4.00, (3.00,
: 48.00) 55.00) 62.00) 44.00) 29.00) 48.00)
Min, 0.00, 16.00, 8.00, 0.00, 1.00,
Max 161.00 1:00,161.00 136.00 102.00 117.00 56.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

1.15 Segundo tempo de Entrada em Brago Aberto (EBA 2)

Tabela 31 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel EBA no LCE2.
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
EBA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.1977 Sim
Grupo1 10 0.4836 Sim
Grupo2 10 0.0325 Nao
Grupo3 10 0.0021 Nao
Grupo4 10 0.0810 Sim

Tabela 32 — Estatistica descritiva para a variavel EBA no LCEZ2.

Grupo
Overall Grupo C Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4d p-
Variavel N =50 N =10 N =10 N=10 N =10 N=10 value
EBA - LCE 2 0.013
Mean 0.90
(SD) 1.86 (2.06) 1.40 (1.35) 3.80 (2.74) (0.99) 0.70 (1.06) 2.50 (2.07)

Median 1.00 (0.00, 1.00 (0.00, 4.50 (2.00, 1.00 (0.00, 0.00 (0.00, 2.00 (1.00,
(Q1,Q3) 3.00) 2.00) 5.00) 1.00) 1.00) 3.00)

Min, Max  0.00, 8.00 0.00,4.00 0.00,8.00 0.00,3.00 0.00,3.00 0.00,6.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 11 — Comparacbes por Pares entre Grupos para

Entradas nos Bracos Abertos no LCE2 — Teste de Wilcoxon.
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
(e

Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction

data:

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

P value adjustment method:

df_lce2$ EBA - LCE 2~

Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

10.32
2 1.00
3 1.00
4 1.00

0.
0.
1.00

17
11

1

.00
0.

32

0.

holm

Quadro 12 — Analise

Tukey para a variavel EBA no LCE2.

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

contrast

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

P value adjustment:

1.16

(EBF2)

C

WNNRERRFEROOO

/
/
/
/
/
/
/
/
/
/

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

SEWE W B WN

ratio
.368
556
000
560
222
429
520
286
360
.280

O oMK UBONKO

cocooNHOKOO

SE
144
758
040
228
850
570
529
715
163
137

daf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf

and df_lce2$grupo

de contrastes multiplos com correcdo de

null

z.ratio p.value

2.
0.
1.
1.
3.
3.574
1.203
0.

2.251
2.

556
907
336
422
284

452

611

cocoocoooooo

.0788
.8944
.6687

6136

.0090
.0032
-7499
.9914

1612

.0684

tukey method for comparing a family of 5 estimates
Tests are performed on the log scale

Segundo Tempo de

Entrada no Bragco Fechado

Tabela 33 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel EBF no LCE2.
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
EBF

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.3986 Sim
Grupo1 10 0.2418 Sim
Grupo2 10 0.0049 Nao
Grupo3 10 0.3946 Sim
Grupo4 10 0.0088 Néao

Tabela 34 - Estatisticas para a varidvel EBF — LCE2.

Grupo
Overall Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 Grupo4 p-
Variavel N =50 N =10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
EBF - LCE 2 0.030
Mean 3.80 5.60 4.20
(SD) 3.74 (2.61) (2.44) (2.22) (3.43) 2.50 (1.84) 2.60 (1.96)

Median 3.00 (2.00, 3.50 (2.00, 6.00 (5.00, 4.00 (2.00, 2.00 (1.00, 2.00 (1.00,
(@1, Q3) 5.00) 5.00) 7.00) 5.00) 3.00) 3.00)

Min, Max  0.00,13.00 1.00,9.00 1.00,8.00 1.00,13.00 0.00, 6.00 1.00, 6.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 13 - Comparacdes pareadas entre grupos experimentais

utilizando o teste de Wilcoxon com correcdo de Holm na variavel EBF no LCE2.

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_lce2$ EBF - LCE 2  and df_lce2$grupo
##

## Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

## Grupo 1 0.607 - - -

## Grupo 2 1.000 0.539 - -

## Grupo 3 1.000 0.085 1.000 -

## Grupo 4 1.000 0.114 1.000 1.000

##

## P value adjustment method: holm
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Tabela 35 - Razdo de Taxa de Incidéncia (IRR) das Entradas nos Bracos

Fechados no LCE2.

Characteristic N IRR 95% ClI p-value
grupo 50
Grupo C - -
Grupo 1 1.474 0.897, 2.440 0.128
Grupo 2 1.105 0.656, 1.867 0.707
Grupo 3 0.658  0.366, 1.167 0.156
Grupo 4 0.684  0.383,1.209 0.194

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

Para cada grupo, sdo apresentados o numero de animais (N), a
razdo de taxa de incidéncia (IRR), o intervalo de confianca de 95% (95% CI) e o

valor de p correspondente.

1.17 Segundo Tempo de Fundo de Braco Aberto

Tabela 36 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel FBA no LCE2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
FBA - LCE2

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 NA Indefinido
Grupo1 10 0.0406 Nao
Grupo2 10 NA Indefinido
Grupo3 10 0.0000 Nao
Grupo4 10 NA Indefinido

Tabela 37 — Estatisticas descritivas da variavel FBA no LCE2.
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Grupo
Overall GrupoC  Grupo1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p-

Variable N =50 N =10 N=10 N =10 N =10 N=10 value'

FBA - LCE 2 0.020
Mean 0.40 2.60

(SD) 1.02 (2.19) (0.84) (2.80) 0.20 (0.63) 1.10 (2.60) 0.80 (2.53)

Median 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 1.50 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00,
(Q1,Q3) 1.00) 0.00) 5.00) 0.00) 0.00) 0.00)

Min, Max  0.00, 8.00 0.00,2.00 0.00,7.00 0.00,2.00 0.00,8.00 0.00,8.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 14 — Comparacfes multiplas entre grupos — teste de

Wilcoxon com correcdo de Holm para a varidvel FBA no LCE2.

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_lce2$ FBA - LCE 2~ and df_lce2$grupo
##

## Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

## Grupo 1 0.237 - - -

## Grupo 2 1.000 0.092 -

## Grupo 3 1.000 0.573 1.000

## Grupo 4 1.000 0.237 1.000 1.000

##

## P value adjustment method: holm

1.18 Segundo Tempo de Fundo de Braco Fechado

Tabela 38 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk aplicado a

variavel FBF no LCE2.
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
FBF - LCE2

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.1474 Sim
Grupo1 10 0.0364 Néao
Grupo2 10 0.6367 Sim
Grupo3 10 0.0530 Sim
Grupo4 10 0.7695 Sim

Tabela 39 — Estatistica descritiva para a variavel FBF no LCE2.

Grupo
Overall Grupo C Grupo 1 Grupo2  Grupo 3 Grupo 4 p-
Variable N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
FBF - LCE 2 0.385
Mean 4.04 4.40 4.60 4.80

(SD) (2.53) (2.99) (288)  (220) 310(251) 330(1.95)

Median 4.00 (2.00, 3.50 (3.00, 6.00(2.00, 5.00 (4.00, 2.50 (2.00, 3.50 (2.00,
(@1, Q3) 6.00) 6.00) 6.00) 7.00) 3.00) 4.00)

Min, Max  0.00, 11.00 1.00,11.00 0.00,8.00 1.00,8.00 0.00,8.00 0.00,7.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

1.19 Segunda Tempo de Rearing

Tabela 40 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel "rearing" na sesséo LCE2.

231



Teste de normalidade: Shapiro-Wilk

Rearing

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.1749 Sim
Grupo1 10 0.7128 Sim
Grupo2 10 0.9731 Sim
Grupo3 10 0.8841 Sim
Grupo4 10 0.5330 Sim

Quadro 15 - Teste de homogeneidade de variancia de Levene

para a variavel “rearing” (LCE2).

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

## Df F value Pr(>F)
## group 4 1.0405 0.397
## 45

Tabela 41 - Estatisticas descritivas da variavel “rearing” no LCE2

por grupo experimental.

Grupo
Overall Grupo C Grupo1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p-
Variavel N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
Rearing -
LCE 2 DiOgy
Mean 9.88 6.80 8.80 9.90
(SD) (5.40) (339) 14.20 (6.03) (4.29) 97061 475
Median 950 (600, 00 1250 900 (700, 1990 850 (700,
(@1,Q3) 13.00) (6.00, (10.00, 11.00) (6.00, 13.00)
' - 7.00) 19.00) : 15.00) -
: 0.00, 2.00,
Min, Max 26.00 13.00 6.00, 26.00 1.00, 16.00 0.00, 19.00 3.00, 17.00

' Kruskal-Wallis rank sum test

S&o exibidas a média e desvio padrao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).
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Tabela 42 - Raz&o de taxa de incidéncia da variavel “rearing” no

LCE2 com intervalo de confianca de 95%.

Characteristic N IRR 95% CI p-value
grupo 50
Grupo C - -
Grupo 1 2.088 1.335,3.280 0.001
Grupo 2 1294  0.812, 2.067 0.279
Grupo 3 1.426 0.899, 2.270 0.132
Grupo 4 1456  0.918,62.314 0.11

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

Para cada grupo, sdo apresentados o numero de animais (N), a
razdo de taxa de incidéncia (IRR), o intervalo de confianca de 95% (95% CI) e o

valor de p correspondente.

Quadro 16 - Comparacdes de Razbes entre Grupos para

Entradas nos Bracos Fechados no LCE2 — Escala Logaritmica

## contrast ratio SE df null z.ratio p.value
## Grupo C / Grupo 1 0.479 0.110 Inf 1 -3.216 0.0114
## Grupo C / Grupo 2 0.773 0.184 Inf
## Grupo C / Grupo 3 0.701 0.165 Inf
## Grupo C / Grupo 4 0.687 0.162 Inf -1.594 0.5009
## Grupo 1 / Grupo 2 1.614 0.358 Inf 2.160 0.1952

1 -1.082 0.8158

1

1

1
## Grupo 1 / Grupo 3 1.464 0.321 Inf 1 1.739 0.4100

1

1

2 &

1

-1.505 0.5592

## Grupo 1 / Grupo 4 1.434 0.314 Inf 1.649 0.4657
## Grupo 2 / Grupo 3 0.907 0.208 Inf -0.426 0.9932
## Grupo 2 / Grupo 4 0.889 0.203 Inf -0.516 0.9858
## Grupo 3 / Grupo 4 0.980 0.221 Inf -0.090 1.0000
##

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale

Estéo listadas as razdes (ratio), erro padréo (SE), estatistica z
(z.ratio) e valores de p ajustados pelo método de Tukey, considerando o erro tipo

| nas comparacg6es multiplas.

1.20 Segundo Tempo de Head dipping
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Tabela 43 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk aplicado a

variavel “head dipping” no LCE2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
Head dipping

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.0934 Sim
Grupo1 10 0.7576 Sim
Grupo2 9 0.0502 Sim
Grupo3 10 0.1889 Sim
Grupo4 10 0.1097 Sim

Quadro 17 - Teste de Levene para a variavel head dipping no

LCE 2.

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

## Df F value Pr(>F)

## group 4 2.4658 0.05874 .

## 44

B —

## Signif. codes: 0 '**x' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '."' 0.1 ' ' 1

Tabela 44 - Tabela descritiva dos dados da variavel head dipping

no LCEZ2.

Grupo
Overall Grupo C Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 p-
Variavel N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
Head
dipping - 0.006
LCE 2
6.50 12.30 4.22 4.90 2.70
Mean (SD) 616 (554) (4 4g) (7.29) (3.27) (4.33) (2.16)
Median 4.00 (3.00, 4.50 (3.00, 1100 .00 290 2,00
(@1, Q3) 10.00) 10.00) (6.00, (3.00, (2.00, (1.00,
' 2 : 18.00) 4.00) 9.00) 5.00)
s 0.00, 0.00,
Min, Max 26.00 2.00,13.00 3.00, 26.00 1.00, 11.00 12.00 0.00, 6.00
Missing 1 0 0 1 0 0

" Kruskal-Wallis rank sum test
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S&o exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 18 - Comparacdes par-a-par com teste de Wilcoxon

corrigido por Holm para a variavel "head dipping" (LCE2).

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_lce2$ Head dipping - LCE 2" and df_lce2$grupo

##

## Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

## Grupo 1 0.345 - = =

## Grupo 2 0.860 0.077 - -

## Grupo 3 1.000 0.135 1.000 -

## Grupo 4 0.304 0.018 1.000 1.000
##

## P value adjustment method: holm

Quadro 19 - Comparacdes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel head dipping no LCE 2.

## contrast ratio SE df null z.ratio p.value
## Grupo C / Grupo 1 0.528 0.155 Inf 1 -2.168 0.1919
## Grupo C / Grupo 2 1.539 0.506 Inf 1 1.311 0.6841
## Grupo C / Grupo 3 1.327 0.417 Inf 1 0.899 0.8974
## Grupo C / Grupo 4 2.407 0.818 Inf 1 2.586 0.0730
## Grupo 1 / Grupo 2 2.913 0.926 Inf 1 3.365 0.0069
## Grupo 1 / Grupo 3 2.510 0.760 Inf 1 3.041 0.0199
## Grupo 1 / Grupo 4 4.556 1.500 Inf 2§ 4.610 <.0001
## Grupo 2 / Grupo 3 0.862 0.290 Inf 1 -0.442 0.9921
## Grupo 2 / Grupo 4 1.564 0.564 Inf 1 1.241 0.7275
## Grupo 3 / Grupo 4 1.815 0.630 Inf 1 1.717 0.4234

##
## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale

1.21 Segundo Tempo de Grooming

Tabela 45 - Teste de normalidade Shapiro-Wilk aplicado a

variavel grooming no LCE2
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk

Grooming

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.8554 Sim
Grupo1 10 0.6277 Sim
Grupo2 10 0.3221 Sim
Grupo3 10 0.3401 Sim
Grupo4 10 0.3149 Sim

Quadro 20 - Teste de Levene para a variavel grooming no LCE2.

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

B Df F value Pr(>F)
## group 4 0.6777 0.611
## 45

Tabela 46 — Estatisticas descritivas para a variavel grooming no

LCE2.

Grupo
Overall Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 Grupo4 p-
Variavel N =50 N =10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
Grooming-
LCE 2 0704
Mean 18.92 22.40 17.70 19.90 20.60 14.00
(SD) (13.35) (12.92) (10.58) (15.10) (17.16) (11.08)
Median 18.50 21.00 19.50 14.50 19.00 13.50
Q1, Q3) (9.00, (13.00, (10.00, (10.00, (4.00, (6.00,
L 28.00) 31.00) 28.00) 29.00) 32.00) 20.00)
’ 0.00, 5.00, 0.00, 0.00,
Min, Max 49.00 45.00 2.00, 33.00 0.00, 49.00 46.00 37.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

S&o exibidas a média e desvio padrao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).
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Tabela 47 — Razao de Taxa de Incidéncia do Comportamento de

Grooming no LCE2 por Grupo Experimental

Characteristic N IRR 95% CI p-value
grupo 50
Grupo C - —
Grupo 1 0.790  0.376, 1.659 0.530
Grupo 2 0.888 0.424,1.862 0.752
Grupo 3 0920 0.439,1.927 0.823
Grupo 4 0.625 0.297,1.317 0.212

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

Para cada grupo, sdo apresentados o numero de animais (N), a
razdo de taxa de incidéncia (IRR), o intervalo de confianca de 95% (95% CI) e o

valor de p correspondente.

1.22 Segundo Tempo de Contagem de Fezes

Tabela 48 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk aplicado a

variavel "fezes" no LCE2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk

Fezes

Grupo N  Valor-p Normalidade

GrupoC 10 0.0231 Nao
Grupo1 10 0.0167 Nao
Grupo2 10 NA Indefinido
Grupo3 10 0.0021 Nao
Grupo4 10 0.0023 Nao

Tabela 49 - Estatisticas descritivas da variavel "fezes" no LCE2.
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Variavel

Fezes - LCE

2

Mean
(SD)

Median
(Q1,Q3)

Min, Max

Overall
N =50

1.00)

0.80 (1.21)

Grupo

Grupo C Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p-
N =10 N =10 N =10 N=10 N=10 value'

0.161

0.90

1.50 (1.78) (0.88)

0.10 (0.32) 0.50 (0.71) 1.00 (1.49)

0.00 (0.00, 1.00 (0.00, 1.00 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00, 0.00 (0.00,

3.00) 2.00) 0.00) 1.00) 2.00)

0.00, 5.00 0.00,5.00 0.00,2.00 0.00,1.00 0.00,2.00 0.00,4.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 21 - Comparacdes multiplas entre pares de grupos para

a variavel "fezes", com ajuste de Tukey para multiplas comparacdes.

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

2.

contrast

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

P value adjustment:

c

C
[o]
C
1
1
1
2
2
3

/
/
/
/
/
7
/
/
/
/

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

S WE WN S WN

ratio SE df null z.ratio p.value
1.67 0.941 Inf 1 0.904 0.8954
15.00 16.500 Inf 1 2.464 0.0989
3.00 1.920 Inf 1 1.720 0.4215
1.50 0.832 Inf 1 0.731 0.949%4
9.00 10.100 Inf b | 1.963 0.2841
1.80 1.210 Inf 1 0.874 0.9066
0.90 0.534 Inf 1 -0.177 0.9998
0.20 0.232 Inf 1 -1.390 0.6343
0.10 0.111 Inf 1 -2.067 0.2346
0.50 0.332 Inf 1 -1.043 0.8351

tukey method for comparing a family of 5 estimates

Tests are performed on the log scale

Campo Aberto

2.1 Tempo de Centro
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Tabela 50 - Resultados do teste de normalidade de Shapiro-Wilk

aplicado a variavel "tempo no centro" do campo aberto (TC-CA).

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TC-CA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0648 Sim
G1 10  0.0009 Nao
G2 10  0.1108 Sim
G3 10 0.0146 N&o
G4 10 0.2468 Sim

Tabela 51 - Estatisticas descritivas da variavel TC do CA.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variable N =50 N=10 N =10 N =10 N =10 N =10 value’'
TC-CA 0.294
Mean 22.16 10.60 33.10 26.20 21.40 19.50
(SD) (23.12) (9.12) (36.65) (21.90) (22.81) (13.23)
Kadiar 18.50 6.50 24.00 23.50 14.50 16.50
1, Q3) (5.00, (4.00, (18.00, (4.00, (6.00, (10.00,
g 30.00) 19.00) 34.00) 46.00) 22.00) 30.00)
Min, 1.00, 1.00,
A 131.00 28.00 1.00, 131.00 1.00, 56.00 1.00, 71.00 5.00, 45.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

2.2 Tempo de Periferia
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Tabela 52 - Teste de Shapiro-Wilk aplicado a TP no CA.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk

Grupo
GC
G1
G2
G3

G4

N

10

10

10

10

10

TP-CA
Valor-p
0.0496
0.0053
0.0680
0.0329

0.2687

Normalidade

Nao

Tabela 53 - Estatisticas descritivas da variavel TP no CA.

Variavel
TP-CA

Mean
(SD)

Median
(Q1,Q3)

Min,
Max

Overall
N =50

276.48
(22.53)

279.50
(266.00,

GC
N =10

289.10
(9.29)

293.50

(280.00,

294.00) 295.00)

180.00,
299.00

272.00,
299.00

' Kruskal-Wallis rank sum test

Grupo

G1
N =10

265.70
(33.07)

271.50

(263.00,

279.00)

180.00,
299.00

G2
N=10

270.80
(22.93)

272.50
(250.00,
294.00)

243.00,
298.00

G3
N=10

27710
(22.74)

282.50
(275.00,
293.00)

229.00,
299.00

G4
N =10

279.70
(13.65)

283.00
(270.00,
290.00)

255.00,
295.00

value'

0.180

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

2.3 - Numero de Quadrantes

Tabela 54 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para

Numero de quadrantes no CA.

240



Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
N quadrantes-CA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.3130 Sim
G1 10  0.5881 Sim
G2 10 0.8875 Sim
G3 10 0.7328 Sim
G4 10 0.2590 Sim

Quadro 22 — Teste de Levene para a varidvel nimero de

guadrantes no CA.

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

## Df F value Pr(>F)

## group 4 3.5203 0.01391 *

## 45

## -

## Signif. codes: 0 '***x' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

Tabela 55 — Estatistica descritiva para a variavel “namero de

quadrantes” no CA.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N =50 N=10 N =10 N =10 N=10 N=10 value'
N
quadrantes- 0.040
CA
Mean (SD) 76.14 82.20 92.60 80.00 60.80 65.10
(27.36) (38.02) (17.99) (21.08) (30.73) (12.73)
Median 7750 88.00 97.50 80.00 57.00 64.50
@1, Q3) (56.00, (42.00, (78.00, (63.00, (37.00, (55.00,
! 98.00) 116.00) 100.00) 97.00) 82.00) 77.00)
: 21.00, 21.00, 56.00, 47.00, 21.00, 47.00,
Min, Max

126.00 126.00 119.00 113.00 116.00 82.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

S&o exibidas a média e desvio padréao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).
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Quadro 23 — Comparacdes multiplas de Wilcoxon com correcao

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_campo_aberto$ N quadrantes-CA”~ and df_campo_aberto$grupo

##

## G Gl G2 G3
## G1 1.000 -

## G2 1.000 1.000 -
## G3 1.000 0.155 0.786 -

## G4 1.000 0.032 0.768 1.000

##

## P value adjustment method: holm

Tabela 56 — Razéo de Taxa de Incidéncia (IRR) do Numero de

Quadrantes Cruzados no CA.

Characteristic N IRR 95% CI p-value
grupo 50
GC — —
G1 1127 0.826, 1.537 0.451
G2 0.973 0.713, 1.329 0.864
G3 0.740  0.540,1.013 0.059
G4 0.792  0.579,1.083 0.144

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

Séo exibidos o numero de animais por grupo (N), a Razéo de

Taxa de Incidéncia (IRR) em comparagcdo com o grupo controle (GC), os

intervalos de confianca de 95% (95% CI) e os valores de p correspondentes.

Quadro 24 - Comparagdes post hoc com corre¢cao de Tukey.
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## contrast ratio SE df null z.ratio p.value

## GC / Gl 0.888 0.140 Inf 1 -0.753 0.9438
## GC / G2 1.028 0.163 Inf 1 0.171 0.9998
## GC / G3 1.352 0.216 Inf 1 1.885 0.3255
## GC / G4 1.263 0.202 Inf 1 1.461 0.5881
## Gl / G2 1.157 0.183 Inf 1 0.924 0.8878
## Gl / G3 1.523 0.243 Inf 1 2.636 0.0639
## Gl / G4 1.422 0.226 Inf 1 2.213 0.1748
## G2 / G3 1.316 0.211 Inf 1 1.714 0.4251
## G2 / G4 1.229 0.196 Inf 1 1.290 0.6974
## G3 / G4 0.934 0.150 Inf 1 -0.424 0.9932
##

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale

2.4 Rearing

Tabela 57 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel rearing no CA.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
Rearing-CA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.6680 Sim
G1 10 0.8984 Sim
G2 10 05970 Sim
G3 10 0.0320 Nao
G4 10  0.5320 Sim

Tabela 58 — Estatistica descritiva da variavel rearing no CA.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
Rearing-

CA 0.013
Mean 13.88 11.90 23.20 10.60 10.90 12.80
(SD) (8.33) (4.61) (10.37) (5.23) (8.02) (5.77)
Median 12.50 13.00 20.50 9.50 (7.00, 7.00 (5.00, 11.00
@1,Q3) (8.00, (9.00, (16.00, 15.00) 18.00) (9.00,
t 18.00) 15.00) 31.00) = : 17.00)
4.00, 4.00, 5.00,

Min, Max 4.00,42.00 4.00,19.00 8.00,4200 0 b0 400

" Kruskal-Wallis rank sum test
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S&o exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Quadro 45 — Comparacdes multiplas com teste de Wilcoxon e

correcdo de Holm para controle de erros do tipo 1 para a variavel “rearing” no

CA.

##

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_campo_aberto$ Rearing-CA"~ and df_campo_aberto$grupo
##

## GC Gl G2 G3

## G1 0.070 - -

## G2 1.000 0.058 -

## G3 1.000 0.057 1.000 -

## G4 1.000 0.146 1.000 1.000

##

## P value adjustment method: holm

Quadro 26 - Comparacdes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "rearing" no CA, com ajuste de Tukey.

## contrast ratio SE df null z.ratio p.value
## GC / Gl 0.513 0.107 Inf 1 -3.194 0.0122
## GC / G2 1.123 0.248 Inf 1 0.524 0.9850
## GC / G3 1.092 0.241 Inf 1 0.398 0.9947
## GC / G4 0.930 0.202 Inf 1 -0.336 0.9973
## Gl / G2 2.189 0.463 Inf 1 3.704 0.0020
## Gl / G3 2.128 0.449 Inf 1 3.582 0.0031
## Gl / G4 1.812 0.376 Inf 1 2.865 0.0340
## G2 / G3 0.972 0.217 Inf 1 -0.125 0.9999
## G2 / G4 0.828 0.182 Inf 1 -0.859 0.9118
## G3 / G4 0.852 0.186 Inf 1 -0.734 0.9487
##

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale

Os valores apresentados correspondem a razdo de contrastes entre grupos

(escala logaritmica), erro padrdo (SE), razdo z e valores de p ajustados para

comparacdes multiplas.
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2.5 - Grooming

Tabela 59 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel grooming no CA.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
Grooming-CA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0412 Néo
G1 10  0.1330 Sim
G2 10  0.4106 Sim
G3 10 0.5237 Sim
G4 10  0.0005 Nao

Tabela 60 — Estatistica descritiva da variavel grooming no CA.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N =50 N =10 N=10 N=10 N =10 N=10 value'
Grooming-
CA 0.155
Mean 23.26 26.20 15.10 26.20 16.10 32.70
(SD) (20.06) (15.95) (7.81) (10.32) (11.74) (37.18)
— 20.00 20.00 13.00 26.00 16.50 21.50
1, Q3) (13.00, (19.00, (13.00, (17.00, (4.00, (12.00,
! 26.00) 35.00) 18.00) 35.00) 25.00) 38.00)
. 0.00, 0.00, 8.00, 0.00, 6.00,
Min, Max 13500 4005500 500 39.00 35.00 132.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

S&o exibidas a média e desvio padrao (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).
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2.6 Segundo Tempo de Centro

Tabela 61 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel TC no CA2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
TC - CA2

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 9 0.0077 Nao
G1 10 0.0021 Nao
G2 10 0.0052 Nao
G3 9  0.0001 Nao
G4 10 0.1729 Sim

Tabela 62 — Estatisticas descritivas da variavel "tempo de

centro" no CA2.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-

Variable N =50 N=10 N=10 N =10 N =10 N=10 value
TC - CA2 0.008

Mean 6.06 3.60 13.22 6.30
(SD) (10.40) 1061078 (2.84) &90(8.727) (22.00) (4.99)

Median 3.00 (2.00, 1.00 (1.00, 3.00 (2.00, 4.00 (3.00, 3.00 (2.00, 6.00 (2.00,
(Q1,Q3) 5.00) 2.00) 4.00) 7.00) 5.00) 9.00)

5 2.00, 2.00,
Min, Max 1.00, 65.00 1.00, 3.00 1.00, 11.00 15.00 65.00 1.00, 17.00
Missing 2 1 0 0 1 0

' Kruskal-Wallis rank sum test

S&o exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).
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Quadro 27 — Comparac0es par a par entre grupos experimentais

para a variavel "tempo no centro” no teste do Campo Aberto (CA), utilizando o

teste de Wilcoxon com correcéo pelo método Holm.

k23

## Pairwise comparisons using Wilcoxon rank sum test with continuity correction
##

## data: df_campo_aberto2$ TC - CA2° and df_campo_aberto2$grupo
##

# GC Gl G2 G3

## G1 0.098 -

## G2 0.013 0.998 -

## G3 0.041 1.000 1.000 -

## G4 0.081 1.000 1.000 1.000

##

## P value adjustment method: holm

2.7 Segundo Tempo de periferia

Tabela 63 — Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para TP no

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
CA2 -TP

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0459 Nao
G1 10 07249 Sim
G2 10  0.0061 Nao
G3 10 0.0003 Nao
G4 10 0.0080 Nao

Tabela 64 — Estatisticas descritivas do TP no CA2.
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Variable
TP- CA2
Mean

(SD)

Median
(@1, Q3)

Min,
Max

Overall
N =50

283.04
(26.10)

291.00

(284.00,

295.00)

165.00,
299.00

GC
N=10

292.60
(6.60)

295.00
297.00)

278.00,
299.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

(288.00,

Grupo

G1
N=10

287.70
(7.29)

286.50
(281.00,
294.00)

277.00,
299.00

G2
N=10

286.60
(10.00)

290.50

(288.00,

291.00)

266.00,
298.00

G3
N=10

264.90
(52.50)

294.50

(234.00,

297.00)

165.00,
297.00

Ga
N=10

283.40
(15.82)

286.00
(278.00,
293.00)

243.00,
298.00

p- 1
value

0.353

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

2.8 Segunda avaliacdo do numero de quadrantes

Tabela 65 - Teste de normalidade (Shapiro-Wilk) para a variavel

"namero de quadrantes” no CA2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
N quadrantes-CA

Grupo
GC
G1
G2
G3

G4

N

10

10

10

10

10

Valor-p
0.6360
0.6742
0.8022
0.2953

0.3304

Normalidade

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Quadro 28 - Teste de Levene para a variavel "nuamero de

quadrantes” no CA2.
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## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

## Df F value Pr(>F)
## group 4 0.6363 0.6393
## 45

Tabela 66 - Estatisticas descritivas da variavel "nimero de

quadrantes” no CA2.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N=50 N=10 N=10 N =10 N =10 N=10 value
N
quadrantes 0.563
- CA2
Mean 72.06 61.30 89.60 72.90 67.20 69.30
(SD) (33.47) (29.19) (36.69) (32.11) (41.31) (25.66)
Median 76.00 59.50 78.00 77.50 60.00 77.50
(@1, Q3) (51.00, (37.00, (71.00, (50.00, (32.00, (53.00,
! 94.00) 89.00) 109.00) 94.00) 99.00) 82.00)
Min, Max 14.00, 19.00, 28.00, 15.00, 19.00, 14.00,
' 161.00 104.00 161.00 115.00 130.00 101.00

" Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana

com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Tabela 67 - Razdo de taxa de incidéncia da variavel “nimero de

quadrantes” no CA2.
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Characteristic
grupo

GC

G1

G2

G3

G4

N IRR
50
1.462
1.189
1.096
1131

95% ClI

0.945, 2.260
0.768, 1.841
0.708, 1.698

0.730, 1.751

p-value

0.087
0.436
0.680

0.581

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

Apresentam-se os valores de IRR (Incidence Rate Ratio),

intervalos de confianca (IC 95%) e valores de p para cada grupo experimental

em comparacao ao grupo controle (GC).

Quadro 29 - ComparagBes multiplas entre pares de grupos

utilizando ajuste de Tukey para a variavel "nimero de quadrantes".

## contrast ratio SE df null z.ratio p.value

## GC / Gl 0.684 0.152 Inf
## GC / G2 0.841 0.187 Inf
## GC / G3 0.912 0.203 Inf
## GC / G4 0.885 0.197 Inf
## Gl / G2 1.229 0.272 Inf
## Gl / G3 1.333 0.295 Inf
## Gl / G4 1.293 0.286 Inf
## G2 / G3 1.085 0.241 Inf
## G2 / G4 1.052 0.233 Inf
## G3 / G4 0.970 0.215 Inf
##

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates

1 -1.712 0.4263
1 -0.780 0.9365
1 -0.413 0.9939
1 -0.552 0.9818
1 0.933 0.8842
1 1.300 0.6914
1 1.161 0.7735
1 0.367 0.9961
1 0.228 0.9994
1 -0.139 0.9999

## Tests are performed on the log scale

2.8 Segunda avaliacéo da variavel rearing

Tabela 68 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk aplicado a

variavel “rearing” no CA2.
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Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
Rearing-CA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10  0.9109 Sim
G1 10 0.3899 Sim
G2 10 0.9943 Sim
G3 10  0.0090 Nao
G4 10 0121 Sim

Tabela 69 - Estatisticas descritivas da variavel “rearing” no teste

do campo aberto (CA2).

Grupo
Overall 6C 61 62 63 ca P
Variavel N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value'
Rearing -

s 0.052
Mean 8.28 5.50 8.00 6.70
(SD) (6.23) (3.44) 14.00 (7.48) (4.94) .20 (7.38) (3.92)
Median 700 (400, 2% 1300 (6.00, 750 (4.00, &0 000
@1, Q3) 11.00) (3.00, 20.00) 11.00) (200, (3.00,
' : 8.00) ' : 9.00) 9.00)
. 0.00, 0.00, 0.00, 3.00,
Min Max SO0 s 500,2600 000,700 % 0%

' Kruskal-Wallis rank sum test

Sao exibidas a média e desvio padrdo (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Tabela 70 - Razdo de taxa de incidéncia (IRR) da variavel
“rearing” no teste do CA2, por grupo experimental, com intervalo de confianca

de 95%.
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Characteristic

grupo

GC

G1

G2

G3

G4

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

N IRR 95% CI p-value

50

2545  1.423,4.572 0.002
1455  0.798, 2.656 0.221
1.309  0.715, 2.400 0.382

1218  0.663, 2.241 0.524

Apresentam-se os valores de IRR (Incidence Rate Ratio),

intervalos de confianca (IC95%) e p-valores para cada grupo experimental em

relacdo ao grupo controle (GC).

Quadro 30 - Comparacdes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "rearing" no teste do Campo Aberto (CA2), com ajuste de Tukey.

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

contrast ratio

GC / Gl
GC / G2
GC / G3
GC / G4
Gl / G2
Gl / G3
Gl / G4
G2 / G3
G2 / G4
G3 / G4

0.
.688 0.
.764 0.

MM NRROOO

393 0.

821 0.

.750 0.
.944 0.
.090 0.

111 0.

.194 0.
.075 0.

SE
117
210
235
254
503
563
609
332
359
325

df null z.ratio p.value

Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf

1 -3.146 0.0143
1 -1.225 0.7367
1 -0.874 0.9065
1 -0.637 0.9690
1 1.948 0.2918
1 2.296 0.1461
1 2.529 0.0843
1 0.353 0.9967
1 0.590 0.9766
1 0.238 0.9993

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates

## Tests are performed on the log scale
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2.10 Segundo tempo de grooming

Tabela 71 - Teste de normalidade de Shapiro-Wilk para a

variavel grooming no CA2.

Teste de normalidade: Shapiro-Wilk
Grooming-CA

Grupo N  Valor-p Normalidade

GC 10 0.0258 Nao
G1 10  0.7930 Sim
G2 10 0.0687 Sim
G3 10 0.1033 Sim
G4 10 0.3727 Sim

Tabela 72 - Estatisticas descritivas do comportamento de

grooming no CA2.

Grupo
Overall GC G1 G2 G3 G4 p-
Variavel N =50 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 value
Grooming

S CAD 0.383
Mean 20.42 24.40 20.00 15.50 17.70 24.50
(SD) (14.31) (23.24) (9.66) (13.20) (12.32) (9.16)
Median 18.50 17.50 19.50 12.00 22.00 23.50
1, Q3) (12.00, (10.00, (14.00, (8.00, (3.00, (17.00,
% 25.00) 24.00) 30.00) 18.00) 25.00) 26.00)
Min, 0.00, 0.00, 12.00,
KA 0.00, 75.00 0.00, 75.00 6.00, 36.00 20.00 34.00 43.00

1:ca
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Séao exibidas a média e desvio padrdao (Mean, SD), a mediana
com primeiro e terceiro quartis (Median, Q1, Q3), e os valores minimo e maximo

(Min, Max).

Tabela 73 - Razéo de taxa de incidéncia da variavel "grooming"

no CA2, por grupo experimental, com intervalo de confiangca de 95%.

Characteristic N IRR 95% CI p-value
grupo 50
GC — —
G1 0.820  0.413,1.627 0.567
G2 0.635 0.319,1.266 0.194
G3 0.725 0.365, 1.442 0.356
G4 1.004 0.507, 1.988 0.991

Abbreviations: Cl = Confidence Interval, IRR = Incidence Rate Ratio

Apresentam-se os valores de IRR (Incidence Rate Ratio),
intervalos de confianca (IC95%) e p-valores obtidos para cada grupo

experimental em comparacgéo ao grupo controle (GC).

Quadro 31 - Comparacdes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "rearing” no teste do Campo Aberto (CA2), com ajuste de Tukey.
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contrast ratio

GC
GC
GC
GC
Gl
Gl
Gl
G2
G2
G3

P value adjustment:

/

/
/
/
/
/
/
/
/
/

Gl
G2
G3
G4
G2
G3
G4
G3
G4
G4

1

© OO O K HO MM

.220
.574
.379
.996
.290

130

.816
.876
.633
.722

SE df null z.ratio p.value

0.423 Inf
0.550 Inf
0.480 Inf
0.344 Inf
0.452 Inf
0.
0
0
0
0

395 Inf

.283 Inf
.308 Inf
.221 Inf
.251 Inf

1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

0
1

-0

X

-0.

.573
.300
0.
-0.
0.
0.
.585
-0.
.311

923
012
727
350

378

934

Tests are performed on the log scale

9790
.6915
.8883
.0000
.9502
9968
9774
.9957
.6841
.8836

coocoocoor~ooo

tukey method for comparing a family of 5 estimates

A tabela apresenta as razbes de contraste (em escala

logaritmica), erros padrdo (SE), valores de z e p ajustados para mdltiplas

comparacdes entre 0s grupos.

Labirinto de Barnes

1.

Tempo de Achar

Quadro 32 — Estatisticas descritivas da variavel "tempo de

achar" no Labirinto em Cruz Elevado (LB1), por grupo experimental e condigao.

Grupo Condicdo |n [Missing | Minimo | Maximo |Média | Mediana Qi1 Q3 IQR Desvio Erro
Padrao Padrao

Grupo Dia1 10 |0 16 300 137.8 |98.5 22.5 |273.5 251.0 |125.476 39.679

controle

Grupo Dia2 10 |o 6 300 181.7 | 206.0 82.5 |300.0 |[217.5 |128.859 £40.749

controle

Grupo Dia3 10 |o 12 300 112.5 | 41.5 30.25 | 237.75 |207.5 |130.002 41.11

controle

Grupo Dia 4 10 |o 12 300 126.2 |73.0 59.0 |232.5 |[173.5 118.064 37335

controle

Grupo Teste s/ 10 o 3 300 98.5 38.5 21.5 |144.0 |122.5 |[116.387 36.805

controle urina

Grupo Teste c/ 10 |o 3 300 91.7 46.5 35.5 |[74.0 38,5 111.988 35.414

controle urina

Grupo1 Dia1 10 o 11 278 91.0 73.0 47.25 | 113.5 66.25 | 77.407 24.478

Grupo1 Dia 2 10 o 7 213 88.4 54.0 35.25 [ 154.75 |119.5 81.446 25.755

Grupo 1 Dia3 10 |0 2 300 106.9 |62.5 22.25 |150.75 |128.5 [112.635 35.618
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Grupo 1 Dia 4 10 |o 4 300 102.7 |56.5 16.25 |139.5 |[123.25 |114.309 36.148

Grupo1 Teste s/ 10 o 2 300 88.3 22.5 10.75 |109.75 | 99.0 118.103 37.347
urina

Grupo1 Teste c/ 10 (o 5 227 79.0 62.5 11.25 |100.5 |89.25 |78.932 24.96
urina

Grupo 2 Dia1 10 (o 14 300 109.7 |38.0 19.5 | 227.5 208.0 |127.965 £40.466

Grupo 2 Dia 2 10 o 3 84 34.9 26.0 13.25 | 53.0 39.75 30.19 9.547

Grupo 2 Dia3 10 (o 29 300 150.6 | 113.0 50.75 | 273.5 222.75 |114.416 36.181

Grupo 2 Dia 4 10 (o 18 300 66.5 41.0 24.75 | 50.75 26.0 84.517 26.727

Grupo 2 Teste s/ 10 |o 12 300 79.6 32.0 20.25 | 70.5 50.25 | 102.292 32.347
urina

Grupo 2 Teste c/ 10 (o 6 300 117.1 86.5 47.75 | 138.0 |[90.25 |104.533 33.056
urina

Grupo 3 Dia1 10 o 12 300 177.9 |199.0 61.5 |300.0 [238.5 |121.948 38.563

Grupo 3 Dia 2 10 |o 8 300 97.4 74.5 23.5 |153.5 |130.0 [94.32 29.827

Grupo 3 Dia3 10 |o 18 300 100.0 |63.0 34.0 |[86.0 52.0 108.336 34.259

Grupo 3 Dia 4 10 o 6 158 75.2 77.5 15.0 |121.75 [106.75 |61.461 19.436

Grupo 3 Teste s/ 10 (o 5 177 77-3 50.5 30.0 [119.25 |89.25 |65.209 20.621
urina

Grupo 3 Teste ¢/ 10 |0 7 300 102.9 |95.0 47.75 [123.0 |[75.25 |[87.701 27.733
urina

Grupo 4 Dia1 10 o 16 300 193.6 | 246.0 79.0 [300.0 |221.0 |[122.179 38.637

Grupo 4 Dia 2 10 |o 23 300 220.3 [300.0 105.0 |300.0 [195.0 |128.413 40.608

Grupo 4 Dia3 10 |o 52 300 189.4 |225.0 63.0 [300.0 [237.0 |119.659 37.839

Grupo 4 Dia 4 10 o 3 300 793 51.5 25.0 |79.25 |54.25 |90.240 28.537

Grupo 4 Teste s/ 10 o 18 85 39.4 38.0 20.25 | 47.5 27.25 21.813 6.898
urina

Grupo 4 Teste ¢/ 10 |o 3 300 57.8 30.0 25.0 |41.75 |16.75 |87.392 27.636
urina

Apresentam-se 0s valores de n, minimo, maximo, média,
mediana, primeiro e terceiro quartis (Q1-Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio
padrdo e erro padréo da variavel "tempo de achar" (em segundos), registrada
em diferentes dias (Dia 1 a Dia 4) e nas condi¢cdes com e sem exposi¢cao a urina

de predador.

Quadro 33 - Comparacao entre modelos mistos para a variavel

"tempo de achar" no Labirinto Barnes (LB1).
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## Data: df_barnes_1

## Models:

## £it0: “Tempo de achar™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)

## fitl: “Tempo de achar™ ~ condicao * grupo + (1 | id_animal)

## npar AIC BIC logLik -2*log(L) Chisq Df Pr(>Chisq)
## £it0 12 3647.6 3692.0 -1811.8 3623.6

## fitl 32 3649.8 3768.4 -1792.9 3585.8 37.73 20 0.009554 **
## ——

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

A tabela apresenta a comparacdo entre dois modelos mistos lineares: um
modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e condigcao
experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacdo entre
esses fatores. npar refere-se ao numero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 34 - Estimativas marginais do tempo de entrada no alvo no

Labirinto Barnes (LB1), por grupo experimental e condicéo.
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## condicao = Dia 1:

## grupo emmean SE df lower.CL upper.CL
## Grupo controle 137.8 32.7 212 73.42 202.2
## Grupo 1 91:0 32:7 212 26.62 155.4
## Grupo 2 109.7 32.7 212 45.32 174.1
## Grupo 3 177.9 32.7 212 11352 242.3
## Grupo 4 193.6 32.7 212 129.22 258.0
##

## condicao = Dia 2:

## grupo emmean SE df lower.CL upper.CL
## Grupo controle 181.7 32.7 212 117.32 246.1
## Grupo 1 88.4 32.7 212 24.02 152.8
## Grupo 2 34.9 32.7 212 -29.48 99.3
## Grupo 3 97.4 32.7 212 33.02 161.8
## Grupo 4 220.3 32.7 212 155.92 284.7
##

## condicao = Dia 3:

## grupo emmean SE df lower.CL upper.CL
## Grupo controle 112.5 32.7 212 48.12 176.9
## Grupo 1 106.9 32.7 212 42.52 17¥.3
## Grupo 2 150.6 32.7 212 86.22 215.0
## Grupo 3 100.0 32.7 212 35.62 164.4
## Grupo 4 189.4 32.7 212 125.02 253.8
##

## condicao = Dia 4:

## grupo emmean SE df lower.CL upper.CL
## Grupo controle 126.2 32.7 212 61.82 190.6
## Grupo 1 102.7 32.7 212 38.32 167.1
## Grupo 2 66.5 32.7 212 2,12 130.9
## Grupo 3 T5+2 32.7 212 10.82 139.6
## Grupo 4 79.3 32.7 212 14.92 143.7
##

## condicao = Teste s/ urina:

## grupo emmean SE df lower.CL upper.CL
## Grupo controle 98.5 32.7 212 34.12 162.9
## Grupo 1 88.3 32.7 212 23.92 152.7
## Grupo 2 79.6 32.7 212 15.22 144.0
## Grupo 3 773 32:7 212 12.92 141.7
## Grupo 4 39.4 32.7 212 -24.98 103.8
##

## condicao = Teste c/ urina:

## grupo emmean SE df lower.CL upper.CL
## Grupo controle 91.7 32.7 212 27.32 156.1
## Grupo 1 79.:0 32.7 212 14.62 143.4
## Grupo 2 1171 327 212 5272 181.5
## Grupo 3 102.9 32.7 212 38.52 167.3
## Grupo 4 57.8 32.7 212 -6.58 122.2
##

## Degrees-of-freedom method: kenward-roger
## Confidence level used: 0.95

Apresentam-se as médias estimadas (emmeans), erros padrao
(SE), graus de liberdade (df) e intervalos de confianca de 95% (limites inferior e
superior) para o tempo de entrada no compartimento alvo, em diferentes dias
(Dia 1 a Dia 4) e sob condi¢cdes com e sem exposicdo a urina de predador. Os
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valores foram calculados com base em modelo misto linear, utilizando o método

de Kenward-Roger para os graus de liberdade.

Quadro 35 - Comparacdes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "tempo de achar" no Labirinto Barnes (LB1), por condigdo, com

ajuste de Tukey.

## condicao = Dia 1:

it
it
Hwi
it
it
it
it
it
it
it
it
it

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo1l 46.843.9261 1.067 0.8234
Grupo controle - Grupo 2 28.143.9 261 0.640 0.9683
Grupo controle - Grupo 3 -40.143.9 261 -0.914 0.8914
Grupo controle - Grupo 4 -55.843.9 261 -1.272 0.7088

Grupo 1 - Grupo 2 -18.7 43.9 261 -0.426 0.9931
Grupo 1 - Grupo 3 -86.9 43.9 261 -1.981 0.2784
Grupo 1 - Grupo 4 -102.6 43.9 261 -2.338 0.1362
Grupo 2 - Grupo 3 -68.2 43.9 261 -1.554 0.5281
Grupo 2 - Grupo 4 -83.943.9 261 -1.912 0.3134
Grupo 3 - Grupo 4 -15.7 43.9 261 -0.358 0.9965

## condicao = Dia 2:

it
it
it
it
it

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo1l 93.343.9261 2.126 0.2120
Grupo controle - Grupo 2 146.8 43.9 261 3.346 0.0083
Grupo controle - Grupo3 84.343.9261 1.921 0.3086
Grupo controle - Grupo4 -38.643.9 261 -0.880 0.9042
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#t
#H#
#t
#t
#H#
#H#
#Ht

Grupo 1 - Grupo 2 53.543.9261 1.219 0.7401

Grupo 1 - Grupo 3 -9.043.9 261 -0.205 0.9996

Grupo 1 - Grupo 4 -131.9 43.9 261 -3.006 0.0240
Grupo 2 - Grupo 3 -62.543.9 261 -1.425 0.6124
Grupo 2 - Grupo 4 -185.4 43.9 261 -4.226 0.0003
Grupo 3 - Grupo 4 -122.9 43.9 261 -2.801 0.0432

## condicao = Dia 3:

#H#
Hwi
it
it
Hwi
Hwi
it
it
Hwi
it
it
it

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo1l 5.643.9261 0.128 0.9999

Grupo controle - Grupo 2 -38.143.9 261 -0.868 0.9082
Grupo controle - Grupo3 12.543.9 261 0.285 0.9986
Grupo controle - Grupo4 -76.943.9 261 -1.753 0.4037

Grupo 1 - Grupo 2 -43.7 43.9 261 -0.996 0.8570
Grupo 1 - Grupo 3 6.943.9 261 0.157 0.9999

Grupo 1 - Grupo 4 -82.543.9 261 -1.880 0.3305
Grupo 2 - Grupo 3 50.6 43.9 261 1.153 0.7778
Grupo 2 - Grupo 4 -38.8 43.9 261 -0.884 0.9025
Grupo 3 - Grupo 4 -89.4 43.9 261 -2.038 0.2510

## condicao = Dia 4:

it
#it
it
it
it
it
it
it
it
it
#it

contrast estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo1l 23.543.9261 0.536 0.9836
Grupo controle - Grupo 2 59.7 43.9 261 1.361 0.6534
Grupo controle - Grupo3 51.043.9261 1.162 0.7728
Grupo controle - Grupo4 46.943.9 261 1.069 0.8223

Grupo 1 - Grupo 2 36.243.9 261 0.825 0.9227
Grupo 1 - Grupo 3 27.543.9261 0.627 0.9707
Grupo 1 - Grupo 4 23.443.9261 0.533 0.9838
Grupo 2 - Grupo 3 -8.7 43.9 261 -0.198 0.9997
Grupo 2 - Grupo 4 -12.8 43.9 261 -0.292 0.9984
Grupo 3 - Grupo 4 -4.143.9 261 -0.093 1.0000
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5 estimates

#Ht

## condicao = Teste s/ urina;

H#H#
H##
#H#
#H#
H#H#
H##
#H#
Hwi
##
##
Hwi
Hwi

## condicao = Teste ¢/ urina;

it
Hwi
it
it
it
it
it
it
it
it
it
it

contrast

Grupo controle - Grupo 1
Grupo controle - Grupo 2
Grupo controle - Grupo 3

Grupo controle - Grupo 4

Grupo 1 - Grupo 2
Grupo 1 - Grupo 3
Grupo 1 - Grupo 4
Grupo 2 - Grupo 3
Grupo 2 - Grupo 4
Grupo 3 - Grupo 4

contrast

Grupo controle - Grupo 1
Grupo controle - Grupo 2
Grupo controle - Grupo 3

Grupo controle - Grupo 4

Grupo 1 - Grupo 2
Grupo 1 - Grupo 3
Grupo 1 - Grupo 4
Grupo 2 - Grupo 3
Grupo 2 - Grupo 4
Grupo 3 - Grupo 4

estimate SE df t.ratio p.value

10.2 43.9 261 0.232 0.9994
18.943.9261 0.431 0.9928
21.243.9 261 0.483 0.9888
59.143.9 261 1.347 0.6620

8.743.9 261 0.198 0.9997
11.043.9 261 0.251 0.9991
48.943.9 261 1.115 0.7988
2.343.9261 0.052 1.0000
40.243.9 261 0.916 0.8905
37.943.9 261 0.864 0.9098

estimate SE df t.ratio p.value

12.7 43.9 261 0.289 0.9985
-25.4 43.9 261 -0.579 0.9781
-11.2 43.9 261 -0.255 0.9991
33.943.9261 0.773 0.9383

-38.1 43.9 261 -0.868 0.9082
-23.9 43.9 261 -0.545 0.9825
21.243.9 261 0.483 0.9888
14.2 43.9 261 0.324 0.9976
59.343.9 261 1.352 0.6591
45.143.9 261 1.028 0.8423

## Degrees-of-freedom method: kenward-roger

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of
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Apresentam-se 0s contrastes entre grupos para cada condi¢do
experimental (Dias 1 a 4, Teste com urina e Teste sem urina), com 0s respectivos
valores estimados de diferenca (estimate), erro padréo (SE), graus de liberdade
(df), estatistica t (t.ratio) e valor de p ajustado pelo método de Tukey. Os
resultados foram obtidos com base em modelo misto linear e calculo dos graus

de liberdade pelo método de Kenward-Roger.

1. Tempo de entrar

Quadro 36 - Estatisticas descritivas do tempo de entrada no alvo

no Labirinto Barnes (LB1), por grupo experimental e condicao.

Grupo Condicdo |n | Missing [Minimo | Maximo | Média | Mediana | Qa1 Q3 IR Desvio Erro
padrao padrao

Grupo Dia1 10 |0 25 300 1617 |[139.5 40.00 | 300.00 | 260.00 |130.016 41.115

controle

Grupo Dia 2 10 |0 8 300 183.2 | 208.0 85.25 |300.00 |214.75 |127.527 40.327

controle

Grupo Dia3 10 |0 13 300 114.5 |[46.5 32.50 238.25 [ 205.75 | 128.707 40.701

controle

Grupo Dia 4 10 |0 13 300 128.8 |77.0 62.25 |235.50 |173.25 |116.956 36.985

controle

Grupo Teste s/ 10 |0 4 300 100.7 | 42.5 22.25 |147.50 |125.25 [115.566 36.545

controle urina

Grupo Teste ¢/ 10 |0 5 300 99.2 52.0 45.50 |83.00 |37.50 107.963 34.141

controle urina

Grupo1 Dia1 10 |0 14 300 185.1 [ 196.5 99.50 |300.00 |200.50 |118.308 37.412

Grupo 1 Dia 2 10 [0 17 300 128.5 [108.0 39.00 |213.75 [174.75 [103.816 32.830

Grupo 1 Dia3 10 [0 4 300 110.7 | 64.5 30.25 |[155.00 [124.75 [111.482 35.254

Grupo1 Dia 4 10 |0 7 300 123.3 |[77.5 25.75 208.25 [ 182.50 |118.051 37.331

Grupo1 Teste s/ 10 |0 4 300 103.8 |[66.0 22.25 |[122.75 |100.50 |112.478 35.569
urina

Grupo 1 Teste c/ 10 [0 10 300 127.3 [115.5 30.75 204.00 [173.25 |111.514 35.264
urina

Grupo 2 Dia1 10 |0 20 300 124.1 | 67.5 24.50 | 249.25 | 224.75 | 123.647 39.101

Grupo 2 Dia 2 10 |0 10 300 119.2 | 62.5 18.25 249.50 | 231.25 |128.568 40.657

Grupo 2 Dia3 10 [0 31 300 156.6 [131.5 58.25 |273.50 |215.25 |110.198 34.848

Grupo 2 Dia 4 10 |0 25 300 81.3 51.0 31.00 93.00 |62.00 |84.397 26.689

Grupo 2 Teste s/ 10 |0 19 300 110.9 |47.0 24.00 |202.00 |178.00 [119.647 37.836
urina

Grupo 2 Teste c/ 10 |0 10 300 183.0 |[159.5 101.25 |300.00 |198.75 |108.916 34442
urina
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Grupo 3 Dia1 10 |0 13 300 194.4 | 273.0 68.00 |300.00 |232.00 [126.831 £40.107

Grupo 3 Dia2 10 |0 20 300 162.4 |155.5 64.75 272.00 |207.25 |109.388 34.592

Grupo 3 Dia3 10 |0 20 300 124.8 [68.0 40.00 | 246.50 | 206.50 [122.859 38.852

Grupo 3 Dia 4 10 |0 o 300 107.7 |69.5 14.00 |156.00 |142.00 |117.113 37.034

Grupo 3 Teste s/ 10 |0 17 300 128.4 |[63.5 40.50 | 254.75 | 214.25 |121.534 38.432
urina

Grupo 3 Teste c/ 10 | o 14 300 184.0 |[171.0 109.25 |300.00 |190.75 |110.818 35.044
urina

Grupo 4 Dia1 10 |0 27 300 214.5 |300.0 102.50 |300.00 |197.50 |120.889 38.228

Grupo 4 Dia 2 10 |0 25 300 221.3 |300.0 108.00 |300.00 |192.00 |126.825 £40.105

Grupo 4 Dia3 10 |0 30 300 165.8 [ 114.0 66.75 |300.00 |233.25 [119.450 37.774

Grupo 4 Dia 4 10 |0 12 300 94.6 67.5 49.50 | 104.25 | 54.75 84.840 26.829

Grupo 4 Teste s/ 10 |0 20 94 44.2 42.5 23.50 |54.50 |31.00 23.602 7464
urina

Grupo 4 Teste c/ 10 |0 15 300 128.3 [66.5 34.25 |257.75 |223.50 [122.855 38.850
urina

Apresentam-se 0s valores de n, minimo, maximo, média,
mediana, primeiro e terceiro quartis (Q1-Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio
padrdo e erro padrdo da variavel "tempo de entrar" (em segundos), registrada
em diferentes dias (Dia 1 a Dia 4) e nas condi¢cdes com e sem exposi¢ao a urina

de predador.

Quadro 37 - Comparacao entre modelos mistos para a variavel

“tempo de entrar" no Labirinto Barnes (LB1).

## Data: df_barnes_1

## Models:

## £it0: “Tempo de entrar™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)
## fitl: “Tempo de entrar® ~ condicao * grupo + (1 | id_animal)
## npar AIC BIC logLik -2*log(L) Chisq Df Pr(>Chisq)
## £it0 12 3693 3737.4 -1834.5 3669

## £itl 32 3712 3830.5 -1824.0 3648 20.981 20 0.3983

A tabela apresenta a comparacdo entre dois modelos mistos lineares: um
modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e condigao
experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacdo entre
esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatério para o fator
"animal". Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
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deviance (-2*logL) e o teste de razdo de verossimilhanga (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanga; -2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 38 - Comparacdes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "tempo de entrar® no Labirinto Barnes (LB1), com ajuste de

Tukey.

## contrast estimate SE df t.ratio p.value
## Grupo controle - Grupo 1 1.57 19.9 281 0.079 1.0000
## Grupo controle - Grupo 2 2.17 19,9 281 0.109 1.0000
## Grupo controle - Grupo 3 -18.93 19.9 281 -0.954 0.8754
## Grupo controle - Grupo 4 -13.43 19.9 281 -0.677 0.9613
## Grupo 1 - Grupo 2 0.60 19.9 281 0.030 1.0000
## Grupo 1 - Grupo 3 -20.50 19.9 281 -1.033 0.8401
## Grupo 1 - Grupo 4 -15.00 19.9 281 -0.756 0.9429
## Grupo 2 - Grupo 3 -21.10 19.9 281 -1.063 0.8254
## Grupo 2 - Grupo 4 -15.60 19.9 281 -0.786 0.9346
## Grupo 3 - Grupo 4 5.50 19.9 281 0.277 0.9987
##

## Results are averaged over the levels of: condicao
## Degrees-of-freedom method: kenward-roger
## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates

2. Erros antes

Quadro 39 - Estatisticas descritivas do nimero de erros antes

de entrar no alvo no Labirinto Barnes (LB1), por grupo experimental e condigéo.
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Grupo Condicao n | Missing [ Minimo | Maximo | Média [ Mediana| Q1 | Q3 |IQR | Desvio Erro
padrao padrao

Grupo Dia1 10|0 1 21 7.7 7.5 2.00 | 8.00 |6.00 |7.150 2.261

controle

Grupo Dia 2 10|o0 o 23 8.5 8.0 4.50 [ 9.00 [4.50 |6.737 2.130

controle

Grupo Dia3 100 1 12 5.4 4.0 2.50 [8.00 [5.50 [3.893 1.231

controle

Grupo Dia 4 10|0 1 19 7.9 7.0 4.25 | 11.75 [ 7.50 | 5.607 1.773

controle

Grupo Teste s/ 100 o 21 7.0 6.0 1.50 [ 8.75 |[7.25 |6.960 2.201

controle urina

Grupo Teste c/ 10|o0 o 13 6.4 7.0 4.25 [ 9.00 |4.75 | 4.006 1.267

controle urina

Grupo 1 Dia1 10|o0 1 21 10.7 10.0 6.50 | 15.00 [ 8.50 [7.025 2.221

Grupo 1 Dia 2 10|o0 o 34 11.7 7.0 3.00 [ 21.00 | 18.00 | 12.056 3.812

Grupo1 Dia3 10|o0 o 23 9.6 9.5 3.00 | 14.25 | 11.25 | 8.030 2.539

Grupo1 Dia 4 10| o0 o 28 10.7 7.5 1.50 | 19.50 [ 18.00 | 10.646 3.367

Grupo 1 Teste s/ 10|o0 o 15 5.3 4.5 2.00|6.75 | 4.75 |5.012 1.585
urina

Grupo1 Teste c/ 10|o0 o 23 10.3 12.0 2.00 | 14.75 | 12.75 | 8.193 2.501
urina

Grupo 2 Dia1 10| o0 1 27 8.1 5.0 1.50 | 13.25 [ 11.75 | 8.504 2.689

Grupo 2 Dia2 100 o 10 3.7 2.0 1.25 | 4.75 |3.50 |3.622 1.146

Grupo 2 Dia3 10|o0 2 21 9.8 6.0 4.50 | 15.50 [ 11.00 | 7.223 2.284

Grupo 2 Dia 4 10|o0 1 16 7.1 6.0 3.25 | 9.25 |6.00 |5.087 1.609

Grupo 2 Teste s/ 10|o0 2 22 7-4 6.5 3.25 [8.75 [5.50 [6.004 1.899
urina

Grupo 2 Teste c/ 10|o0 o 24 9.3 9.0 5.25 [11.75 [6.50 [6.717 2.124
urina

Grupo 3 Dia1 10|o0 1 18 8.4 9.0 2.75 | 11.25 | 8.50 | 6.041 1.910

Grupo 3 Dia 2 10]|0 o 25 7.6 4.0 3.25[9.75 |6.50 |7.560 2.391

Grupo 3 Dia3 10]|0 2 13 6.6 6.5 3.00 (9.75 |6.75 |4.033 1.275

Grupo 3 Dia 4 10|o0 o 18 6.6 5.5 3.00 | 9.00 |6.00 |5.777 1.827

Grupo 3 Teste s/ 10|o0 o 11 6.0 7.0 3.00 | 8.75 |5.75 |3.742 1.183
urina

Grupo 3 Teste c/ 10|o0 o 22 8.5 8.0 5.75 | 10.25 [ 4.50 [ 6.115 1.934
urina

Grupo 4 Dia1 10|o0 o 19 10.3 10.5 6.25 [ 16.00 | 9.75 |6.378 2.017

Grupo 4 Dia 2 10|o0 o 22 8.5 5.5 3.00 [11.75 | 8.75 |7.821 2.473

Grupo 4 Dia 3 10]|0 6 18 11.7 11.5 7.00 [ 16.00 [ 9.00 [ 4.809 1.521

Grupo 4 Dia 4 10|o0 1 12 6.9 8.0 3.75 | 9.75 |6.00 | 4.012 1.269

Grupo 4 Teste s/ 10|o0 3 8 4.8 5.0 3.25 | 5.75 |2.50 |[1.619 512
urina

Grupo 4 Teste c/ 10|o0 o 19 6.0 5.0 3.50 | 7.00 |3.50 |5.249 1.660
urina
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A tabela apresenta os valores de n, minimo, maximo, média,
mediana, primeiro e terceiro quartis (Q1-Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio
padréo e erro padrao da variavel “niumero de erros antes”, registrados durante a

realizacdo do teste no Labirinto Barnes (LB1).

Quadro 40 — Comparacgdo entre modelos mistos para a variavel

"erros antes" no Labirinto Barnes (LB1).

## Data: df_barnes_1

## Models:

## £it0: “Erros antes™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=~1
## fitl: “Erros antes™ ~ condicao * grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=-~1
## Df AIC BIC logLik deviance Chisqg Chi Df Pr(>Chisq)

## £it0 12 1867.9 1912.3 -921.93 1843.9

## f£itl 32 1887.7 2006.2 -911.83 1823.7 20.208 20 0.445

A tabela apresenta a comparacao entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicao experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatdrio para o fator
"animal". Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (-2*logL) e o teste de razdo de verossimilhanga (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —-2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.
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Quadro 41 - Parametros estimados do modelo

generalizado para a variavel "erros antes" no Labirinto Barnes (LB1).

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

Family: nbinom2 ( log )
Formula: “Erros antes” ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)
Data: df_barnes_1

AIC BIC logLik -2*log(L) df.resid
1867.9 1912.3 -921.9 1843.9 288

Random effects:
Conditional model:

Groups Name Variance Std.Dev.
id animal (Intercept) 0.03197 0.1788
Number of obs: 300, groups: id_animal, 10

Dispersion parameter for nbinom2 family (): 1.78

Conditional model:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 2.094423 0.163591 12.803 <2e-16 ***
condicaoDia 2 -0.121564 0.167025 -0.728 0.4667
condicaobia 3 -0.043138 0.165285 -0.261 0.7941
condicaoDia 4 -0.147912 0.165990 -0.891 0.3729
condicaoTeste s/ urina -0.350019 0.168986 =-2.071 0.0383 *
condicaoTeste ¢/ urina -0.097340 0.166410 -0.585 0.5586
grupoGrupo 1 0.261827 0.153100 1.710 0.0872 .
grupoGrupo 2 0.037087 0.155125 0.239 0.8110
grupoGrupo 3 -0.007167 0.154515 -0.046 0.9630
grupoGrupo 4 0.096333 0.154213 0.625 0.5322
Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

misto

Apresentam-se os coeficientes estimados de efeitos fixos de grupo e condicéo

experimental sobre a variavel "erros antes", modelada por regressédo binomial

negativa (nbinom2), com intercepto aleatdrio por animal (id_animal). A tabela

inclui os valores estimados (Estimate), erro padréo (Std. Error), estatistica z (z

value) e respectivos valores de p (Pr(>|z|)). O modelo considerou o grupo

controle e o Dia 1 como categorias de referéncia.

Quadro 42 - Estimativas marginais da variavel "erros antes" no

LB1, por condicdo experimental.
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##
##
##
##
##
##
##
##

## Results are averaged over the levels of: grupo
## Confidence level used:

##

condicao

Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Teste s/ urina
Teste c/ urina

Intervals are back-transformed from the log scale

.18
.96

response
8.
117
8.41
7.
6

7

78

57

H O O K K= K

0.95

SE

.140
.020
.100
.994
.830
.040

df asymp.LCL asymp.UCL

Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf

A s U O Y O

.80
.00
51
«B5
.75
.16

11.
10.
10.
9.
8.
-29

10

32
06
85
79
04

Apresentam-se as médias ajustadas (response) e os respectivos

intervalos de confianca de 95% (asymp.LCL — limite inferior; asymp.UCL — limite

superior) para o numero de erros cometidos antes da entrada no compartimento

alvo, considerando cada condic&o experimental (Dias 1 a 4, Teste com urina e

Teste sem urina). Os valores foram obtidos a partir de modelo misto com

distribuicdo binomial negativa, e representam os efeitos principais de condicao,

com os resultados marginalizados sobre 0s grupos experimentais.

Quadro 43

Comparagbes mudltiplas entre condicdes

experimentais para a variavel "erros antes" no Labirinto Barnes (LB1), com ajuste

de Tukey.
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

contrast

Dia 1 / Dia 2

Dia 1 / Dia 3

Dia 1 / Dia 4

Dia 1 / (Teste s/ urina)
Dia 1 / (Teste c/ urina)
Dia 2 / Dia 3

Dia 2 / Dia 4

Dia 2 / (Teste s/ urina)
Dia 2 / (Teste c/ urina)
Dia 3 / Dia 4

Dia 3 / (Teste s/ urina)
Dia 3 / (Teste c/ urina)
Dia 4 / (Teste s/ urina)
Dia 4 / (Teste c/ urina)

(Teste s/ urina) / (Teste c/ urina)

Results are averaged over the levels
P value adjustment: tukey method for
Tests are performed on the log scale

ratio SE
1.129 0.189
1.044 0.173
1..159 0.192
1.419 0.240
1.102 0.183
0.925 0.155
1:027 0:172
1.257 0.215
0.976 0.163
1.110 0.185
1.359 0.230
1.056 0.176
1.224 0.208
0.951 0.159
05777 0132
of: grupo

comparing a

df null z.ratio p.value

Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf

1

[ e e e B S S S )

0.
.261
.891
071
.585
.468
.158
.334
.145
.629
.812
.326
.188
.303
.489

o N O O

728

O O O 0O 0O O +H O +H O O O OO o o

.9786
.9998
.9488
.3024
.9921
9972
.0000
.7661
.0000
.9889
.4582
.9995
.8430
9997
.6711

family of 6 estimates

Apresentam-se as razfes de médias (ratio) entre as condi¢ces

experimentais, com os respectivos erros padrao (SE), razéo z (z.ratio) e valores

de p ajustados pelo método de Tukey. Os testes foram realizados com base em

modelo misto generalizado com distribuicdo binomial negativa, utilizando escala

logaritmica,

e O0s

resultados estdo marginalizados sobre o0s grupos

experimentais. As comparacdes envolvem os dias sucessivos de teste (Dia 1 a

Dia 4) e as exposi¢des com e sem urina de predador.

Quadro 44 - Estimativas marginais da variavel "erros antes" no

LB1, por grupo experimental.
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

response
controle 7. L5
1 .30
.42
.10
.88

N N N0

2
3
4

0
1
0
0
0

SE

.881
.130
912
.872
.960

df asymp.LCL asymp.UCL

Inf 5.62 9.11
Inf 7.33 11.79
Inf 5.84 9.45
Inf 5.58 9.04
Inf 6.20 10.00

Results are averaged over the levels of: condicao

Confidence level used:

0.95

Intervals are back-transformed from the log scale

Apresentam-se as meédias ajustadas (response) e 0S respectivos

intervalos de confianca de 95% (asymp.LCL — limite inferior; asymp.UCL — limite

superior) para o namero de erros cometidos antes da entrada no compartimento

alvo, calculadas para cada grupo experimental. Os resultados foram obtidos a

partir de modelo misto generalizado com distribuicdo binomial negativa, com os

efeitos marginalizados sobre as condicfes experimentais. Os intervalos foram

retrotransformados da escala logaritmica para facilitar a interpretacao.

Quadro 45 - Comparacdes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "erros antes" no Labirinto Barnes (LB1), com ajuste de Tukey.

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

contrast

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

controle / Grupo
controle / Grupo
controle / Grupo
controle / Grupo
/ Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

W NN e
b T T S T N
B Wbk N

- ow N

ratio SE df null z.ratio p.value
0.770 0.118 Inf 1 -1.710 0.4276
0.964 0.149 Inf 1 -0.239 0.9993
1.007 0.156 Inf 1 0.046 1.0000
0.908 0.140 Inf 1 -0.625 0.9712
1.252 0.192 Inf 1 1.469 0.5829
1.309 0.199 Inf 1 1.767 0.3933
1.180 0.180 Inf 1 1.087 0.8132
1.045 0.161 Inf 1 0.288 0.9985
0.942 0.145 Inf 1 -0.386 0.9953
0.902 0.138 Inf 1 -0.674 0.9620

Results are averaged over the levels of: condicao
P value adjustment: tukey method for comparing a family of
Tests are performed on the log scale

Apresentam-se as razfes de médias

5 estimates

(ratio) entre os grupos

experimentais, com os respectivos erros padrao (SE), razéo z (z.ratio) e valores
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de p ajustados pelo método de Tukey. Os resultados foram obtidos a partir de
modelo misto com distribuicdo binomial negativa, com efeitos marginalizados
sobre as condicbes experimentais. Os testes foram realizados na escala
logaritmica e posteriormente retrotransformados para interpretacdo no dominio

original.

3. Erros depois

Quadro 46 — Estatisticas descritivas do niumero de erros apos a

entrada no alvo no LB1, por grupo experimental e condicao.

Grupo Condicao n | Missing | Minimo [ Maximo | Média | Mediana | Q1 |Q3 |IQR [ Desvio Erro
padrao padrao

Grupo Dia1 100 o 7 0.8 0.0 0 [0.00 [0.00 |2.201 696

controle

Grupo Dia 2 0|0 o o 0.0 0.0 o [0.00 |0.00 |O o

controle

Grupo Dia3 0|0 o o 0.0 0.0 o [0.00 |0.00 |O o

controle

Grupo Dia 4 100 0 o 0.0 0.0 o |0.00 |0.00 |O [}

controle

Grupo Teste s/ 10| o o o 0.0 0.0 o |o0.00 |o.00 |0 o

controle urina

Grupo Teste ¢/ 100 0 1 0.1 0.0 o |0.00 |0.00 |316 100

controle urina

Grupo1 Dia1 10| o o 27 7.8 2.5 o |13.50 | 13.50 [ 9.875 3.123

Grupo1 Dia 2 10| o o 14 2.2 0.0 o |o0.00 |0.00 [4.849 1.533

Grupo 1 Dia3 100 0 2 0.3 0.0 o |0.00 |0.00 |675 213

Grupo 1 Dia 4 10 |0 o 10 1.1 0.0 o |o0.00 [0.00 [3.143 994

Grupo1 Teste s/ 10| o o 17 1.8 0.0 o |o0.00 [0.00 [5.350 1.692
urina

Grupo 1 Teste c/ 10]|0 o 32 3.6 0.0 o |[o0.75 |o0.75 |10.024 3.170
urina

Grupo 2 Dia1 10| o o 4 1.1 0.0 o |2.00 [2.00 [1.524 482

Grupo 2 Dia 2 10| o o 19 3.9 0.0 o |6.00 [6.00 [6.385 2.019

Grupo 2 Dia3 10]|0 o 5 0.5 0.0 o |[0.00 |0.00 |1.581 500

Grupo 2 Dia 4 10]|0 o 7 0.7 0.0 o0 |0.00 |0.00 |2.214 700

Grupo 2 Teste s/ 10| o o 13 1.4 0.0 o |o0.00 |0.00 [4.088 1.293
urina
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Grupo 2 Teste c/ 10 25 5.2 0.0 o |[6.75 |6.75 |9.187 2.905
urina

Grupo 3 Dia1 10 8 1.2 0.0 o [o075 |o0.75 |2.573 814

Grupo 3 Dia 2 10 15 4.2 0.0 0 |10.00 |10.00 | 6.563 2.075

Grupo 3 Dia3 10 10 1.0 0.0 o |o0.00 [0.00 [3.162 1.000

Grupo 3 Dia 4 10 44 4.8 0.0 o |[o0.75 |o0.75 |13.807 4.366

Grupo 3 Teste s/ 10 5 0.8 0.0 o |[0.00 |0.00 |1.751 554
urina

Grupo 3 Teste c/ 10 10 4.6 4.0 o |9.00 |9.00 [4.881 1.543
urina

Grupo 4 Dia1 10 15 1.5 0.0 0 |[0.00 |0.00 |4.743 1.500

Grupo 4 Dia 2 10 o 0.0 0.0 o |o0.00 [0.00 [0 [

Grupo 4 Dia3 10 1 0.1 0.0 o |o0.00 [0.00 [316 100

Grupo 4 Dia 4 10 11 1.2 0.0 o |o0.00 [0.00 [3.458 1.093

Grupo 4 Teste s/ 10 1 0.1 0.0 o |0.00 |0.00 |316 100
urina

Grupo 4 Teste c/ 10 12 3.1 0.0 o |6.25 |6.25 |4.864 1.538
urina

Apresentam-se 0s valores de n, minimo, maximo, média,

mediana, primeiro e terceiro quartis (Q1-Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio

padrdo e erro padrdo da variavel "erros depois”, que representa 0 numero de

erros cometidos pelos animais apds entrarem no compartimento alvo. Os dados

estdo organizados por grupo experimental (Controle, G1 a G4) e por condi¢cao

de teste (Dias 1 a 4, Teste com urina e Teste sem urina).

"erros depois" no Labirinto Barnes (LB1).

## Data: df_barnes_1

Quadro 47 — Comparacéao entre modelos mistos para a variavel

## Models:

## £it0 _ed: “Erros depois”™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=-~1
## fitl ed: “Erros depois™ ~ condicao * grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=-1
## Df AIC logLik deviance Chisq Chi Df Pr(>Chisq)

## fit0_ed 12 683.91 728.36 -329.96 659.91

## fitl ed 32 704.00 822.52 -320.00 640.00 19.912 20 0.4634
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A tabela apresenta a comparacdo entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicao experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatdrio para o fator
"animal”. Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (-2*logL) e o teste de razdo de verossimilhanga (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacéao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 48 — Comparacfes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "erros depois" no Labirinto Barnes (LB1), com ajuste de Tukey.

## contrast ratio SE df null z.ratio p.value
## Grupo controle / Grupo 1 0.0385 0.0286 Inf 1 -4.380 0.0001
## Grupo controle / Grupo 2 0.0398 0.0314 Inf 1 -4.086 0.0004
## Grupo controle / Grupo 3 0.0278 0.0220 Inf 1 -4.529 0.0001
## Grupo controle / Grupo 4 0.1266 0.0976 Inf 1 -2.681 0.0568
## Grupo 1 / Grupo 2 1.0331 0.6280 Inf 1 0.054 1.0000
## Grupo 1 / Grupo 3 0.7224 0.4480 Inf 1 -0.524 0.9849
## Grupo 1 / Grupo 4 3.2885 2.1100 Inf x 1.858 0.3404
## Grupo 2 / Grupo 3 0.6992 0.4260 Inf 1 -0.587 0.9770
## Grupo 2 / Grupo 4 3.1831 2.0800 Inf 1 1.771 0.3904
## Grupo 3 / Grupo 4 4.5523 2.8900 Inf 1 2.386 0.1191
##

## Results are averaged over the levels of: condicao
## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale

Apresentam-se as razbes de médias (ratio) entre os grupos
experimentais, com 0s respectivos erros padréo (SE), estatisticas z (z.ratio) e

valores de p ajustados pelo método de Tukey. Os testes foram realizados com

273



base em um modelo misto com distribuicdo binomial negativa, na escala

logaritmica, com os efeitos marginalizados sobre as condi¢cdes experimentais.

4. Laténcia para entrar

Quadro 49 — Estatisticas Descritivas da variavel “Laténcia para

Entrar” no LB1.

Grupo Condigao n | Minimo | Maximo | Média | Mediana | Desvio Erro
padrao padrao

Controle |Dia1 10 |0 167 23.9 9.5 50.731 16.043

Controle | Dia2 10 |0 5 1.5 1.0 1.841 582

Controle |Dia3 10 |0 5 2.0 2.0 1.886 596

Controle | Diag4 10 |o 6 2.6 3.0 2.066 653

Controle | Testes/ 10 |0 5 2.2 2.0 2.044 646
urina

Controle | Testec/ 10 |0 26 7.5 6.5 7.59 2.4
urina

Grupo1 |Dia1 10 |2 254 94.1 16.5 111.862 35.374

Grupoa1 |Dia2 10 |1 233 40.1 8.5 75.843 23.984

Grupoa1 |Dia3 10 o 18 3.8 2.0 5.181 1.638

Grupo1 |Diag 10 |0 138 20.6 3.0 42.826 13.543

Grupo1 | Testes/ 10 |0 123 15.5 2.5 38.068 12.038
urina

Grupoa1 | Testec/ 10 |3 240 48.3 20.0 73.318 23.185
urina

Grupo2 |Diaz 10 |0 55 14.4 6.0 19.979 6.318

Grupo2 |Dia2 10 | 2 283 84.3 11.0 114.835 36.314

Grupo2 |Dia3 10 |0 35 6.0 2.0 10.863 3.435

Grupo2 |Diag 10 |0 97 14.8 5.5 29.348 9.281

Grupo2 |Testes/ 10 |0 279 31.3 3.5 87.075 27.535
urina

Grupo2 | Testec/ 10 |0 271 65.9 7.0 108.765 34.395
urina

Grupo3 |Diaz 10 |0 124 16.5 1.5 38.492 12.172

Grupo3 |Dia2 10 |2 260 65.0 18.5 92.074 29.116
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Grupo3 |Dia3 10 o 212 24.8 4.0 65.872 20.83

Grupo3 |Diag 10 |0 178 37-4 4.0 68.147 21.55

Grupo3 | Testes/ 10 |0 180 51.1 5.0 67.479 21.339
urina

Grupo3 | Testec/ 10 |0 289 81.1 58.0 93.812 29.666
urina

Grupo 4 |Diaz 10 |0 170 20.9 2.0 52.794 16.695

Grupo 4 |Dia2 10 |0 4 1.0 0.0 1.7 537

Grupo4 |Dia3 10 |0 20 3.4 1.5 6.114 1.933

Grupo 4 |Diag 10 |0 98 15.3 6.5 29.258 9.252

Grupo 4 | Testes/ 10 |1 18 4.8 3.0 5.138 1.625
urina

Grupo 4 | Testec/ 10 |0 293 70.5 9.5 113.777 35.979
urina

Este quadro apresenta as estatisticas descritivas da variavel

"laténcia para entrar" no LB1, para diferentes grupos experimentais submetidos

a distintas condicfes (quatro dias consecutivos de teste e testes com e sem urina

felina). Estéo incluidas as seguintes métricas para cada grupo-condi¢cao: nimero

de animais (n), valores minimo e maximo, média, mediana, desvio padrdo e erro

padrao.

Mistos para a Laténcia de Entrada no LB1.

##
##
##
##
##
##
##
##
##

Quadro 50 — Comparacdo de Modelos Lineares Generalizados

Data: df_barnes_1

Models:

fit0: log( Laténcia p/ entrar> + 1) ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)

fitl: log( Laténcia p/ entrar™ + 1) ~ condicao * grupo + (1 | id_animal)
npar AIC BIC 1logLik -2*log(L) Chisq Df Pr(>Chisq)

fito 12 1097.5 1141.9 -536.73 1073.5

fitl 32 1098.9 1217.4 -517.46 1034.9 38.54 20 0.007603 *=*

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 ' 0.1
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A tabela apresenta a comparacdo entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicao experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatério para o fator
"animal”. Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (-2*logL) e o teste de razdo de verossimilhanga (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacéo; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 51 — Comparagdes Post Hoc com Correcédo de Tukey

para Laténcia de Entrada no LB1 por Grupo Experimental e Condicao.

condicao = Dia 1:

## contrast estimate SE df t.ratio p.value

## Grupo controle - Grupo 1-1.30720 0.639 261 -2.045 0.24
74

## Grupo controle - Grupo 2 0.02883 0.639 261 0.045 1.00
00

## Grupo controle - Grupo 3 0.61703 0.639 261 0.966 0.87
04

## Grupo controle - Grupo 4 0.62624 0.639 261 0.980 0.86
41

## Grupo 1 - Grupo 2 1.33603 0.639 261 2.091 0.2272

## Grupo 1 - Grupo 3 1.92423 0.639 261 3.011 0.0237

## Grupo 1 - Grupo 4 1.93345 0.639 261 3.025 0.0227
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00

26

24

59

07

31

66

00

#Ht
#H#
#Ht
#Ht

Grupo 2 - Grupo 3
Grupo 2 - Grupo 4
Grupo 3 - Grupo 4

## condicao = Dia 2:

#H#
H##

#H#

Hwi

it

it
it
Hwi
Hwi
it
it
it

contrast

0.58821 0.639 261 0.920 0.8889
0.59742 0.639 261 0.935 0.8831
0.00921 0.639 261 0.014 1.0000

estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo 1 -1.80788 0.639 261 -2.829 0.04

Grupo controle - Grupo 2 -2.35075 0.639 261 -3.678 0.00

Grupo controle - Grupo 3 -2.36753 0.639 261 -3.705 0.00

Grupo controle - Grupo 4 0.23795 0.639 261 0.372 0.99

Grupo 1 - Grupo 2
Grupo 1 - Grupo 3
Grupo 1 - Grupo 4
Grupo 2 - Grupo 3
Grupo 2 - Grupo 4
Grupo 3 - Grupo 4

## condicao = Dia 3:

it
it

#it

it

it

it
it
it
#it

contrast

-0.54287 0.639 261 -0.849 0.9147
-0.55966 0.639 261 -0.876 0.9056
2.04583 0.639 261 3.201 0.0132
-0.01679 0.639 261 -0.026 1.0000
2.58870 0.639 261 4.051 0.0006
2.60549 0.639 261 4.077 0.0006

estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo 1 -0.35730 0.639 261 -0.559 0.98

Grupo controle - Grupo 2 -0.27191 0.639 261 -0.425 0.99

Grupo controle - Grupo 3 -0.82547 0.639 261 -1.292 0.69

Grupo controle - Grupo 4 -0.00364 0.639 261 -0.006 1.00

Grupo 1 - Grupo 2
Grupo 1 - Grupo 3
Grupo 1 - Grupo 4
Grupo 2 - Grupo 3

0.08539 0.639 261 0.134 0.9999
-0.46817 0.639 261 -0.733 0.9487
0.35367 0.639 261 0.553 0.9814
-0.55356 0.639 261 -0.866 0.9090
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48

15

35

33

07

14

43

93

#Ht
#H#
#Ht

Grupo 2 - Grupo 4
Grupo 3 - Grupo 4

## condicao = Dia 4:

#H#
#H#

#H#

it

it

Hwi
it
it
Hwi
Hwi
it
it

contrast

0.26827 0.639 261
0.82184 0.639 261

0.420 0.9935
1.286 0.7001

estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo 1 -0.69263 0.639 261 -1.084 0.81

Grupo controle - Grupo 2 -0.78861 0.639 261 -1.234 0.73

Grupo controle - Grupo 3 -1.27202 0.639 261 -1.990 0.27

Grupo controle - Grupo 4 -0.96858 0.639 261 -1.516 0.55

Grupo 1 - Grupo 2
Grupo 1 - Grupo 3
Grupo 1 - Grupo 4
Grupo 2 - Grupo 3
Grupo 2 - Grupo 4
Grupo 3 - Grupo 4

-0.09598 0.639 261
-0.57939 0.639 261
-0.27595 0.639 261
-0.48341 0.639 261
-0.17997 0.639 261
0.30344 0.639 261

## condicao = Teste s/ urina:

it
it

it

it

it

it
it
it
it
#it

contrast

-0.150 0.9999
-0.907 0.8942
-0.432 0.9927
-0.756 0.9427
-0.282 0.9986
0.475 0.9896

estimate SE df t.ratio p.value

Grupo controle - Grupo 1 -0.55051 0.639 261 -0.861 0.91

Grupo controle - Grupo 2 -0.88154 0.639 261 -1.379 0.64

Grupo controle - Grupo 3 -1.78398 0.639 261 -2.792 0.04

Grupo controle - Grupo 4 -0.58756 0.639 261 -0.919 0.88

Grupo 1 - Grupo 2
Grupo 1 - Grupo 3
Grupo 1 - Grupo 4
Grupo 2 - Grupo 3
Grupo 2 - Grupo 4

-0.33104 0.639 261
-1.23347 0.639 261
-0.03706 0.639 261
-0.90243 0.639 261
0.29398 0.639 261

-0.518 0.9855
-1.930 0.3040
-0.058 1.0000
-1.412 0.6204
0.460 0.9907
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Grupo 3 - Grupo 4 1.19641 0.639 261 1.872 0.3350

## condicao = Teste ¢/ urina:

contrast estimate SE df t.ratio p.value
Grupo controle - Grupo 1 -1.38568 0.639 261 -2.168 0.19

Grupo controle - Grupo 2 -0.80023 0.639 261 -1.252 0.72

Grupo controle - Grupo 3 -1.68429 0.639 261 -2.636 0.06

Grupo controle - Grupo 4 -1.14904 0.639 261 -1.798 0.37

Grupo 1 - Grupo 2 0.58546 0.639 261 0.916 0.8905
Grupo 1 - Grupo 3 -0.29860 0.639 261 -0.467 0.9902
Grupo 1 - Grupo 4 0.23664 0.639 261 0.370 0.9960
Grupo 2 - Grupo 3 -0.88406 0.639 261 -1.383 0.6389
Grupo 2 - Grupo 4 -0.34881 0.639 261 -0.546 0.9824
Grupo 3 - Grupo 4 0.53525 0.639 261 0.838 0.9187

## Note: contrasts are still on the log(mu + 1) scale. Consider u

regrid() if you want contrasts of back-transformed estima

## Degrees-of-freedom method: kenward-roger

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of

H#i

#Hit

H#i

#Hit
51

H#i
06

H#i
70

H#H
69

H#H

H#H

#i

#i

H#H

H#H

#i
sing

#i
tes.
5 estimates

O quadro apresenta os resultados das compara¢gdes mdltiplas

post hoc entre grupos experimentais, dentro de cada condi¢cédo de teste (Dias 1

a 4, Teste sem urina e Teste com urina), referentes a variavel transformada

log(laténcia para entrar + 1) no Labirinto Barnes (LB1). O método de correcéo de

Tukey foi utilizado para controle do erro do tipo | nas comparac¢des entre cinco

grupos experimentais. S&o exibidos o0s contrastes entre pares de grupos,
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estimativas de diferenca (estimate), erro padrédo (SE), graus de liberdade (df),

estatistica t (t.ratio) e valor de p ajustado (p.value).

Grooming no LB1.

5. Grooming

Quadro 52 - Estatisticas Descritivas do Comportamento de

Grupo Condicao n [ Minimo | Maximo | Média | Mediana | Desvio Erro
Padrdo Padrao
Controle | Dia1 10 | o 12 1.2 0.0 3.795 1.2
Controle |Diaz2 10 o 105 12.5 0.0 33.04 10.448
Controle |Dia3 10 | o 11 1.8 0.0 3.91 1.236
Controle | Dia4 10 |o 24 3.9 0.0 8.491 2.685
Controle | Testes/ 10 | o o 0.0 0.0 0.0 0.0
urina
Controle | Testec/ 10 | o 21 2.1 0.0 6.641 2.1
urina
Grupoa |Dia1 10 |o 2 0.5 0.0 0.85 269
Grupoa1 |Dia2 10 o 65 7.7 0.0 20.375 6.443
Grupoa |[Dia3 10 o 10 1.7 0.0 3.653 1.155
Grupoa |Diag 10 |o 18 4.0 0.0 7.118 2.251
Grupoa | Testes/ 10 |o 18 2.8 0.0 6.197 1.96
urina
Grupoa1 | Testec/ 10 o 22 2.2 0.0 6.957 2.2
urina
Grupo2 |Dia1 10 |o 10 1.6 0.0 3.502 1.108
Grupo2 |Dia2 10 o 2 0.4 0.0 843 267
Grupo2 |[Dia3 10 o 20 5.2 0.0 7.969 2.52
Grupo2 |Diayg 10 |o 8 1.3 0.0 2.584 817
Grupo2 | Testes/ 10 |o 21 2.8 0.0 6.763 2.139
urina
Grupo2 |Testec/ 10 o 51 8.0 0.0 16.248 5.138
urina
Grupo3 |Dia1 10 |o 27 3.8 0.0 8.854 2.8
Grupo3 |Dia2 10 o 20 3.3 0.0 6.567 2.077
Grupo3 |[Dia3 10 o 4 0.6 0.0 1.35 427
Grupo3 |Diag 10 |o 1 0.1 0.0 316 0.1
Grupo3 | Testes/ 10 |o 1 0.2 0.0 422 133
urina
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Grupo3 | Testec/ 10 |o 8 1.8 0.0 3.048 964
urina

Grupo 4 |Diaz 10 (o 18 3.2 0.0 6.25 1.977

Grupo 4 |Dia2 10 (o 47 15.9 0.0 17.233 5.45

Grupo4 |Dia3 10 (o 56 14.4 0.0 20.576 6.507

Grupo 4 |Diag 10 o 26 4.1 0.0 9.024 2.854

Grupo 4 | Testes/ 10 |o 4 0.4 0.0 1.265 0.4
urina

Grupo 4 | Testec/ 10 (o 32 5.1 0.0 10.671 3.375
urina

A tabela apresenta as estatisticas descritivas do comportamento
de grooming (autolimpeza) observado em diferentes grupos experimentais
(Controle, Grupo 1 a Grupo 4) e em distintas condicfes de teste (dias sucessivos
e exposicao a urina de predador ou ndao) no LB1. Os dados incluem média,
mediana, valores minimo e maximo, desvio padrdo e erro padrdo para cada

grupo e condicao (n = 10 por grupo).

Quadro 53 — Comparagcao de Modelos Mistos Generalizados

para o Comportamento de Grooming.

## Data: df_barnes_2

## Models:

## £it0_grooming: Grooming ~ condicao + grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=-~1
## fitl grooming: Grooming ~ condicao * grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=~1
## Df AIC BIC logLik deviance Chisq Chi Df Pr(>Chisq)

## f£it0_grooming 12 631.88 676.32 -303.94 607.88

## fitl grooming 32 641.93 760.45 -288.96 577.93 29.952 20 0.07064 .
## —-—=

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1
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A tabela apresenta a comparacdo entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicao experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatério para o fator
"animal”. Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (-2*logL) e o teste de razdo de verossimilhanga (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de pardmetros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 54 - Comparacbes Par a Par entre Grupos

Experimentais para o Comportamento de Grooming no Labirinto (LB1).

## contrast ratio SE df null z.ratio p.value
## Grupo controle / Grupo 1 0.0959 0.1030 Inf 1 -2.175 0.1891
## Grupo controle / Grupo 2 0.5948 0.5300 Inf 1 -0.583 0.9776
## Grupo controle / Grupo 3 0.3218 0.3280 Inf 1 -1.111 0.8007
## Grupo controle / Grupo 4 0.1016 0.0919 Inf 1 -2.529 0.0843
## Grupo 1 / Grupo 2 6.2016 6.5200 Inf 1 1.737 0.4113
## Grupo 1 / Grupo 3 3.3552 3.5300 Inf 1 1.151 0.7792
## Grupo 1 / Grupo 4 1.0595 1.0900 Inf 1 0.056 1.0000
## Grupo 2 / Grupo 3 0.5410 0.4510 Inf 1 -0.736 0.9480
## Grupo 2 / Grupo 4 0.1708 0.1610 Inf 1 -1.874 0.3314
## Grupo 3 / Grupo 4 0.3158 0.3120 Inf 1 -1.166 0.7711
##

## Results are averaged over the levels of: condicao
## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates
## Tests are performed on the log scale
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O quadro apresenta os resultados das comparacdes multiplas entre os grupos

experimentais para a variavel "grooming", com ajuste de p-valores pelo método

de Tukey. Os contrastes consideram a razdo entre 0S grupos em escala

logaritmica, com base em modelos mistos ajustados por condicdo experimental.

Achar" no LB2.

Quadro 55 - Estatisticas descritivas da

Tempo de Achar no segundo momento

variavel "Tempo de

Grupo Condicdo | n Missing | Minimo | Maximo | Média | Mediana |Q1 | Q3 IQR | Desvio Erro
Padrdo Padrdo

Grupo Dia1 10.0 | 0.0 6.0 234.0 83.8 |37.0 26.75 [ 155.0 [1228.25 [ 85.555 27.055

controle

Grupo Dia 2 10.0 | 0.0 12.0 100.0 43.1 38.5 23.0 |57.5 34.5 26.43 8.358

controle

Grupo Dia3 10.0 | 0.0 6.0 111.0 54.4 59.0 18.75 | 81.0 62.25 |38.896 12.3

controle

Grupo Dia 4 10.0 | 0.0 7.0 300.0 76.5 | 52.5 26.5 [89.5 [63.0 |[85.752 27.117

controle

Grupo Teste s/ 10.0 | 0.0 2.0 126.0 48.2 |33.5 9.25 [86.25 |[77.0 46.695 14.766

controle urina

Grupo Teste c/ 10.0 | 0.0 4.0 300.0 84.9 |60.0 24.5 [106.0 |81.5 88.436 27.966

controle urina

Grupo1 Dia1 10.0 | 0.0 10.0 300.0 144.6 | 130.0 65.25 [ 217.5 [ 152.25 [ 106.715 33.746

Grupo1 Dia 2 10.0 | 0.0 4.0 171.0 49.2 22.5 9.0 58.75 |49.75 |58.202 18.405

Grupo 1 Dia3 10.0 | 0.0 10.0 300.0 69.8 |39.0 27.0 |8o.5 53.5 85.714 27.105

Grupo 1 Dia 4 10.0 | 0.0 7.0 116.0 38.0 30.0 24.5 |46.25 [21.75 [31.301 9.898

Grupo1 Teste s/ 10.0 | 0.0 9.0 226.0 52.8 29.5 15.0 | 61.5 46.5 65.428 20.69
urina

Grupo 1 Teste ¢/ 10.0 | 0.0 3.0 180.0 46.2 | 34.0 16.0 |53.75 |37.75 |51.335 16.234
urina

Grupo 2 Dia1 10.0 | 0.0 5.0 300.0 69.5 |31.0 13.25 [ 81.25 [ 68.0 90.857 28.731

Grupo 2 Dia 2 10.0 | 0.0 8.0 244.0 63.3 35.5 21.25 | 76.0 54.75 |72.409 22.898

Grupo 2 Dia 3 10.0 | 0.0 8.0 300.0 74.8 | 46.0 11.25 | 93.5 82.25 | 91.396 28.902

Grupo 2 Dia 4 10.0 | 0.0 6.0 88.0 40.8  |34.5 16.25 | 60.5 | 44.25 |29.925 9.463

Grupo 2 Teste s/ 10.0 | 0.0 3.0 73.0 29.6 |29.5 8.25 | 40.0 31.75 |23.429 7.409
urina

Grupo 2 Teste c/ 10.0 | 0.0 7.0 160.0 50.9 |28.0 11.25 | 56.5 45.25 |57.13 18.066
urina

Grupo 3 Dia1 10.0 | 0.0 4.0 300.0 93.3 28.5 12.75 | 146.25 | 133.5 [ 119.957 37.934

Grupo 3 Dia 2 10.0 | 0.0 4.0 102.0 42.9 |35.0 18.5 | 65.5 47.0 31.321 9.904

Grupo 3 Dia 3 10.0 | 0.0 6.0 300.0 52.5 | 24.0 13.5 |32.5 19.0 |88.708 28.052
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Grupo 3 Dia 4 10.0 | 0.0 6.0 117.0 44.8 |31.5 12.25 | 66.5 54.25 |40.827 12.911

Grupo 3 Teste s/ 10.0 | 0.0 5.0 108.0 41.2 25.5 14.75 | 68.5 53.75 |[39.538 12.503
urina

Grupo 3 Teste c/ 10.0 | 0.0 4.0 300.0 52.9 |27.5 10.75 | 40.75 |30.0 88.439 27.967
urina

Grupo 4 Dia1 10.0 | 0.0 5.0 300.0 99.2 |41.5 23.5 |128.75 | 105.25 [ 113.077 35.758

Grupo 4 Dia 2 10.0 | 0.0 8.0 300.0 91.6 62.5 14.5 |149.25|134.75 | 97.878 30.952

Grupo 4 Dia3 10.0 | 0.0 25.0 300.0 68.6 |38.0 32.75 [ 57.75 | 25.0 82.765 26.173

Grupo 4 Dia 4 10.0 | 0.0 21.0 300.0 76.8 52.5 26.75179.75 |53.0 83.603 26.438

Grupo 4 Teste s/ 10.0 | 0.0 4.0 300.0 60.0 |25.5 20.0 |58.0 38.0 87.891 27.794
urina

Grupo 4 Teste c/ 10.0 | 0.0 4.0 300.0 80.8 |59.0 39.0 [99.5 60.5 84.714 26.789
urina

Quadro 56 — Comparacdo de Modelos Lineares Mistos para a

Variavel "Tempo de Achar" no LB2.

## Data: df_barnes_2

## Models:

## £it0: “Tempo de achar™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)

## fitl: “Tempo de achar™ ~ condicao * grupo + (1 | id_animal)
## npar AIC BIC 1logLik -2*log(L) Chisq Df Pr(>Chisq)
## £it0 12 3437.0 3481.5 -1706.5 3413.0

## fitl 32 3464.3 3582.8 -1700.1 3400.3 12.794 20 0.886

A tabela apresenta a comparacao entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicao experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatorio para o fator
"animal”. Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (-2*logL) e o teste de razdo de verossimilhanca (Chisq) séo
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;

AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
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representa o logaritmo da verossimilhanca; —-2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparagéo; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 57 - Comparacdes Post Hoc com Correcdo de Tukey

para a Variavel "Tempo de Achar" no LB2.

## contrast estimate SE df t.ratio p.value
## Grupo controle - Grupo 1 -1.617 13 281 -0.124 0.9999
## Grupo controle - Grupo 2 10.333 13 281 0.794 0.9321
## Grupo controle - Grupo 3 10.550 13 281 0.811 0.9271
## Grupo controle - Grupo 4 -14.350 13 281 -1.103 0.8048
## Grupo 1 - Grupo 2 11.950 13 281 0.919 0.8895
## Grupo 1 - Grupo 3 12.167 13 281 0.935 0.8829
## Grupo 1 - Grupo 4 -12.733 13 281 -0.979 0.8646
## Grupo 2 - Grupo 3 0.217 13 281 0.017 1.0000
## Grupo 2 - Grupo 4 -24.683 13 281 -1.898 0.3210
## Grupo 3 - Grupo 4 -24.900 13 281 -1.914 0.3121
##

## Results are averaged over the levels of: condicao
## Degrees-of-freedom method: kenward-roger
## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates

Foi utilizado o método de Tukey para ajuste dos valores de p em
multiplas comparacfes, e 0 método de Kenward-Roger para calculo dos graus
de liberdade. A coluna estimate representa a diferenca média estimada entre os
grupos comparados; SE refere-se ao erro padrédo dessa estimativa; df indica os
graus de liberdade utilizados no teste; t.ratio corresponde a razdo t obtida na
comparacao; e p.value mostra o valor de p ajustado segundo o método de Tukey

para multiplas comparacoes.

Quadro 58 — Estatisticas descritivas da variavel "Tempo de

Entrar" no LB2.
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Grupo Condicdo [N Missing | Minimo | Maximo | Média | Mediana | Q1 [ Q3 IQR Desvio Erro
Padrdo Padrdo

Grupo Dia1 10.0 | 0.0 7.0 300.0 123.7 |102.0 35.25 | 196.5 | 161.25 | 105.747 33.44

controle

Grupo Dia 2 10.0 | 0.0 14.0 300.0 73.3 49.0 27.0 |70.25 |43.25 |84.233 26.637

controle

Grupo Dia3 10.0 | 0.0 9.0 226.0 77-4 67.0 29.0 |106.0 |77.0 64.986 20.55

controle

Grupo Dia 4 10.0 | 0.0 10.0 300.0 84.2 | 70.0 29.5 | 94.0 64.5 84.076 26.587

controle

Grupo Teste s/ 10.0 | 0.0 3.0 245.0 87.7 71.5 32.0 |109.0 |77.0 75.093 23.746

controle urina

Grupo Teste c/ 10.0 | 0.0 25.0 300.0 95.3 81.5 29.25 | 114.25 | 85.0 84.264 26.647

controle urina

Grupo 1 Dia1 10.0 | 0.0 14.0 300.0 206.9 |229.0 133.0 | 300.0 |[167.0 |105.248 33.282

Grupo1 Dia 2 10.0 | 0.0 6.0 219.0 75.0 62.5 20.25 | 100.0 |79.75 |66.177 20.927

Grupo 1 Dia3 10.0 | 0.0 12.0 300.0 100.0 | 56.0 39.25|97.25 [58.0 109.125 34.508

Grupo1 Dia 4 10.0 | 0.0 9.0 210.0 60.4 |32.5 30.25 | 68.5 38.25 |[61.281 19.379

Grupo1 Teste s/ 10.0 | 0.0 10.0 300.0 98.6 |58.0 21.0 [157.0 |136.0 |101.764 32.18
urina

Grupo 1 Teste c/ 10.0 | 0.0 5.0 300.0 127.5 |68.5 44.0 |228.25 [ 184.25 | 117.498 37.156
urina

Grupo 2 Dia1 10.0 | 0.0 6.0 300.0 124.8 |78.0 14.5 |260.0 |245.5 |127.863 40.434

Grupo 2 Dia 2 10.0 | 0.0 12.0 300.0 136.8 |109.0 50.75 | 234.25 | 183.5 | 108.956 34.455

Grupo 2 Dia3 10.0 | 0.0 12.0 300.0 80.3 |53.5 15.5 [101.5 [86.0 |90.16 28.511

Grupo 2 Dia 4 10.0 | 0.0 9.0 155.0 54.0 | 40.0 27.25 | 70.0 42.75 |43.251 13.677

Grupo 2 Teste s/ 10.0 | 0.0 9.0 170.0 56.2 35.5 13.75 | 69.5 55.75 | 56.643 17.912
urina

Grupo 2 Teste c/ 10.0 | 0.0 10.0 300.0 143.0 |128.5 35.5 |[262.5 |227.0 [118.779 37.561
urina

Grupo 3 Dia1 10.0 | 0.0 7.0 300.0 178.0 |197.5 51.75 | 300.0 |248.25126.162 39.896

Grupo 3 Dia 2 10.0 | 0.0 6.0 300.0 122.7 | 69.0 24.25 | 252.25 | 228.0 | 126.171 39.899

Grupo 3 Dia3 10.0 | 0.0 10.0 300.0 92.2 | 45.0 21.0 |82.0 61.0 112.309 35.515

Grupo 3 Dia 4 10.0 | 0.0 11.0 300.0 110.7 |73.0 49.25 [118.5 |69.25 |105.696 33.424

Grupo 3 Teste s/ 10.0 | 0.0 8.0 300.0 69.6 |29.5 19.5 |92.75 |[73.25 |88.928 28.122
urina

Grupo 3 Teste c/ 10.0 | 0.0 7.0 300.0 126.7 | 94.5 44.25 [198.5 | 154.25 [ 109.753 34.707
urina

Grupo 4 Dia1 10.0 | 0.0 7.0 300.0 118.6 | 54.0 25.0 |248.0 |223.0 |127.37 40.278

Grupo 4 Dia 2 10.0 | 0.0 11.0 300.0 148.0 |127.5 51.0 |273.25 | 222.25121.302 38.359

Grupo 4 Dia3 10.0 | 0.0 29.0 300.0 91.7 59.5 40.2588.75 |[48.5 84.727 26.793

Grupo 4 Dia 4 10.0 | 0.0 23.0 300.0 111.6 |75.0 34.5 [126.75 | 92.25 |[105.811 33.46

Grupo 4 Teste s/ 10.0 | 0.0 25.0 300.0 100.6 |56.0 39.5 |83.25 |43.75 |106.792 33.771
urina

Grupo 4 Teste ¢/ 10.0 | 0.0 42.0 300.0 169.2 | 150.0 52.0 |300.0 [248.0 |120.787 38.196
urina

A tabela apresenta estatisticas descritivas da variavel "tempo de

entrar" (em segundos) no LB2. As métricas incluem média, mediana, valores
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minimo e maximo, quartis (Q1 e Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio padrao
e erro padrdo da média. Cada condicdo contou com n=10n = 10n=10 animais.
Esses dados fornecem uma visdo abrangente do desempenho dos grupos em

tarefas de memaria espacial e comportamento de evasao.

Quadro 59 — Comparacédo de Modelos Lineares Mistos para a

Variavel "Tempo de Entrar" no LB2.

## Data: df_barnes_2

## Models:

## £it0: ~Tempo de entrar™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)
## fitl: “Tempo de entrar™ -~ condicao * grupo + (1 | id animal)
## npar AIC BIC 1logLik -2*log(L) Chisq Df Pr(>Chisq)
## £it0 12 3600.2 3644.6 -1788.1 3576.2

## fitl 32 3622.1 3740.6 -1779.0 3558.1 18.131 20 0.5788

A tabela apresenta a comparacao entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicdo experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatério para o fator
"animal". Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (—2*logL) e o teste de razdo de verossimilhangca (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.
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para a Variavel "Tempo de Entrar" no LB2.

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

## Degrees-of-freedom method: kenward-roger
P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates

##

Quadro 60 — Comparacfes Post Hoc com Correcdo de Tukey

contrast

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

Results are averaged over the levels of:

controle
controle
controle
controle
1 - Grupo
1 - Grupo
1 - Grupo
2 - Grupo
2 - Grupo
3 - Grupo

Lo VU S S S

estimate

Grupo =21

Grupo

Grupo
12

-5.
-11.

-17

-24.

-6

l

2 -8.
Grupo 3 -26.

4 -33.

»-13
92
38
02
.22
25
88
.47
10
.63

16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.
16.

SE

9
9
9
9
9
9
9
9
9
9

df t.ratio p.value

281 -1.250
281 -0.527
281 -1.561
281 -1.953
281 0.723
281 -0.311
281 -0.703
281 -1.033
281 -1.426
281 -0.392
condicao

O O O O O O O o oo o

.7218
.9845
.5239
«2919
9511
.9980
9557
.8398
.6116
«9950

A tabela apresenta os resultados das compara¢cées multiplas

entre 0s grupos experimentais em relacdo a variavel "Tempo de Entrar" no

Labirinto Barnes (LB2), considerando a média dos niveis da variavel condicéo.

Os valores foram ajustados pelo método de Tukey para controle do erro tipo |

em multiplas comparacdes, e os graus de liberdade foram estimados pelo

método de Kenward-Roger. Para cada contraste entre pares de grupos, sao

exibidos: a diferenca média estimada (estimate), o erro padrédo (SE), os graus de

liberdade (df), a razéo t (t.ratio) e o valor de p ajustado (p.value).

Quadro 61 - Estatisticas descritivas da variavel "Erros Antes" no LB2.

2.

Erros antes
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Grupo Condigao n Missing | Minimo | Maximo | Média | Mediana |Q1 [Q3 |IQR | Desvio Erro
Padrdo Padrdo

Grupo Dia1 10.0 | 0.0 2.0 21.0 11.9 14.5 5.5 |16.75 [ 11.25 | 6.983 2.208

controle

Grupo Dia 2 10.0 | 0.0 1.0 16.0 6.1 5.0 3.25 [ 8.0 4.75 | 4.408 1.394

controle

Grupo Dia3 10.0 | 0.0 1.0 18.0 6.5 6.5 2.25(8.75 | 6.5 5.233 1.655

controle

Grupo Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 24.0 7-3 7.0 3.25 | 8.0 4.75 | 6.667 2.108

controle

Grupo Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 14.0 4.5 4.5 0.5 [6.0 5.5 4.403 1.392

controle urina

Grupo Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 20.0 7.8 6.5 4.25(9.75 | 5.5 5.653 1.788

controle urina

Grupo 1 Dia1 10.0 | 0.0 1.0 26.0 14.7 15.5 7.0 |22.5 |15.5 |[9.452 2.989

Grupo1 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 13.0 5.4 3.0 1.25 [ 10.25 | 9.0 5.082 1.607

Grupo 1 Dia3 10.0 | 0.0 1.0 32.0 9.2 6.5 3.25[13.0 |9.75 [9.319 2.947

Grupo1 Dia 4 10.0 | 0.0 1.0 12.0 5.6 5.5 4.0 |7.5 3.5 3.204 1.013

Grupo1 Teste s/ 10.0 | 0.0 1.0 11.0 5.1 5.0 2.0 |8.25 [6.25 |3.665 1.159
urina

Grupo 1 Teste ¢/ 10.0 | 0.0 0.0 12.0 5.3 4.5 2.25(9.25 | 7.0 4.296 1.359
urina

Grupo 2 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 21.0 8.3 5.5 2.5 |13.75 | 11.25 | 7.394 2.338

Grupo 2 Dia 2 10.0 | 0.0 1.0 22.0 8.9 8.0 4.25(13.5 |9.25 | 6.674 2.111

Grupo 2 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 14.0 6.0 5.5 1.25 |10.0 |8.75 |5.228 1.653

Grupo 2 Dia 4 10.0 | 0.0 1.0 11.0 4.5 3.5 2.25 (5.0 2.75 |3.206 1.014

Grupo 2 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 11.0 3.6 3.0 1.25 | 5.0 3.75 |[3-373 1.067
urina

Grupo 2 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 19.0 6.4 5.5 1.7519.25 | 7.5 5.985 1.893
urina

Grupo 3 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 12.0 A 4.0 1.25 [6.75 | 5.5 3.718 1.176

Grupo 3 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 16.0 6.1 5.0 3.25 [ 7.0 3.75 | 4.795 1.516

Grupo 3 Dia3 10.0 | 0.0 1.0 7.0 4.1 4.0 3.0 |55 2.5 2.025 0.64

Grupo 3 Dia 4 10.0 | 0.0 1.0 18.0 6.5 5.5 2.0 |9.75 [7.75 |5.642 1.784

Grupo 3 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 21.0 6.3 3.5 2.0 |575 |[3.75 |7-454 2.357
urina

Grupo 3 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 23.0 5.7 4.5 1.5 |575 [4.25 [6.8 2.15
urina

Grupo 4 Dia1 10.0 | 0.0 1.0 22.0 9.9 9.5 4.5 |14.5 |10.0 |7.141 2.258

Grupo 4 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 24.0 9.2 7.5 2.25|14.5 |12.25]|8.404 2.657

Grupo 4 Dia3 10.0 | 0.0 3.0 16.0 7.2 5.5 5.0 [9.75 |4.75 |4.05 1.281

Grupo 4 Dia 4 10.0 | 0.0 3.0 19.0 8.4 8.0 4.75 [10.0 |5.25 |4.835 1.529

Grupo 4 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 10.0 A 3.5 1.25 | 7.5 6.25 |3.627 1.147
urina

Grupo 4 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 15.0 6.9 7.5 4.0 |9.5 5.5 5.021 1.588
urina
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Quadro 62 - Comparacao entre modelos mistos generalizados

para a variavel "Erros Antes" no LB2.

## Data: df_barnes_2

## Models:

## £it0: “Erros antes ™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=-~1
## fitl: “Erros antes  ~ condicao * grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=-~1
## Df AIC BIC 1logLik deviance Chisq Chi Df Pr(>Chisq)

## £it0 12 1782.2 1826.7 -879.12 1758.2

## £itl 32 1801.7 1920.2 -868.84 1737.7 20.562 20 0.4233

A tabela apresenta a comparacao entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicao experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatorio para o fator
"animal". Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (-2*logL) e o teste de razdo de verossimilhangca (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao niumero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 63 — Comparacgfes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "Erros Antes" no LB2.
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

contrast

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

controle
controle
controle
controle
/ Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

W NN ==
N NN N

Grupo

Grupo

/

/ Grupo
/ Grupo
/

=W N e

Grupo

B W wN

ratio
.987
.160
.274
.958
«X75
.291
.971
.099
.826
$752

O = O K O K O

O O O O O ©O © ©o © ©

SE
.154
.182
.202
.149
.185
.206
.151
.176
.130
.119

df null z.ratio p.value

Inf 1 -0.082 1.0000
Inf 1 0.944 0.8798
Inf 1 1.528 0.5443
Inf 1 -0.274 0.9988
Inf L 1.020 0.8462
Inf 1 1.601 0.4966
Inf 1 -0.191 0.9997
Inf 1 0.587 0.9770
Inf 1 -1.215 0.7424
Inf 1 -1.802 0.3723

## Results are averaged over the levels of: condicao

## P value adjustment: tukey method for comparing a family

## Tests are performed on the log scale

of 5 estimates

O quadro apresenta os resultados das compara¢gdes mdltiplas

entre 0s grupos experimentais em relacao a variavel "Erros Antes", avaliados no

Labirinto de Barnes (LB2). As comparagOes foram realizadas por meio de

estimativas de razdo de médias (ratio) no log scale, com erros padréo (SE), razdo

z (z.ratio) e valores de p correspondentes, ajustados pelo método de Tukey para

controle do erro tipo | em comparacbes mdltiplas. Os resultados foram

agregados sobre os niveis da variavel condicéao.

3.

Erros depois

Quadro 64 - Estatisticas descritivas da variavel "Erros Depois"

no Labirinto de Barnes — Sessao LB2

Grupo Condicao n Missing | Minimo [ Maximo | Média [ Mediana | Q1 | Q3 |IQR | Desvio Erro
Padrdo Padrdo

Grupo Dia1 10.0 | 0.0 0.0 14.0 2.0 0.0 0.0[o0.0 |]o.0 4.619 1.461
controle

Grupo Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 24.0 2.4 0.0 0.0 | 0.0 0.0 7.589 2.4
controle

Grupo Dia3 10.0 | 0.0 0.0 11.0 2.2 0.0 0.0 1.0 1.0 4.158 1.315
controle

Grupo Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 4.0 0.4 0.0 0.0 | 0.0 0.0 1.265 0.4
controle
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Grupo Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 20.0 5.2 0.0 0.0 [11.25 | 11.25 | 8.456 2.674

controle urina

Grupo Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 9.0 0.9 0.0 0.0]0.0 0.0 2.846 0.9

controle urina

Grupo 1 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 15.0 WA 0.0 0.0|9.25 |9.25 [6.363 2.012

Grupo 1 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 13.0 2.4 0.0 0.0|0.0 0.0 5.082 1.607

Grupo1 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 20.0 2.5 0.5 0.0|1.0 1.0 6.187 1.956

Grupo1 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 20.0 2.2 0.0 0.0 0.0 0.0 6.286 1.988

Grupo 1 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 20.0 3.3 0.0 0.0|0.0 0.0 7.15 2.261
urina

Grupo 1 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 19.0 5.9 0.0 0.0 |11.75 [ 11.75 | 7.937 2.51
urina

Grupo 2 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 25.0 4.3 0.0 0.0|0.0 [0.0 [9.214 2.914

Grupo 2 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 25.0 6.3 0.5 0.0 | 10.25 | 10.25 | 9.417 2.978

Grupo 2 Dia 3 10.0 | 0.0 0.0 2.0 0.2 0.0 0.0|0.0 |00 |[632 0.2

Grupo 2 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 6.0 0.9 0.0 0.0 1.0 1.0 1.853 586

Grupo 2 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 7.0 1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 2.424 767
urina

Grupo 2 Teste ¢/ 10.0 | 0.0 0.0 14.0 3.9 2.0 0.0 (7.25 |7.25 |4.795 1.516
urina

Grupo 3 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 20.0 5.9 0.0 0.0 | 11.75 [ 11.75 | 8.225 2.601

Grupo 3 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 16.0 3.1 0.0 0.0|0.75 |0.75 |6.297 1.991

Grupo 3 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 16.0 2.9 0.0 0.0|0.0 [0.0 |6.154 1.946

Grupo 3 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 11.0 2.3 0.0 0.0|4.0 |40 [3.802 1.202

Grupo 3 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 3.0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 1.08 342
urina

Grupo 3 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 14.0 4.2 3.0 0.0|7.0 7.0 4.803 1.519
urina

Grupo 4 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 5.0 0.5 0.0 00|00 |00 |2.581 0.5

Grupo 4 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 17.0 2.8 0.0 0.0|2.25 |2.25 |5.613 1.775

Grupo 4 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 7.0 1.3 0.0 0.0|0.75 |0.75 |2.541 803

Grupo 4 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 15.0 2.3 0.0 0.0|0.75 [0.75 |4.968 1.571

Grupo 4 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 15.0 1.9 0.0 0.0 0.0 0.0 4.771 1.509
urina

Grupo 4 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 16.0 5.2 1.5 0.0|9.75 |9.75 |6.391 2.021
urina

A tabela apresenta os valores descritivos da variavel "Erros Depois” no LB2. As métricas

estatisticas incluem média, mediana, valores minimo e maximo, primeiro e terceiro

quartis (Q1 e Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio padréo e erro padrdo da média,

com n=10n = 10n=10 animais por condig&o.
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Quadro 65 — Comparacéao entre modelos mistos para a variavel

"Erros Depois" no Labirinto de Barnes — Sessao LB2.

## Data: df_barnes_2

## Models:

## £it0_ed: “Erros depois™ ~ condicao + grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=~1
## fitl _ed: “Erros depois” ~ condicao * grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=~1
## Df AIC BIC logLik deviance Chisq Chi Df Pr(>Chisq)

## f£it0_ed 12 980.73 1025.2 -478.36 956.73

## fitl _ed 32 1006.01 1124.5 -471.01 942.01 14.714 20 0.7925

A tabela apresenta a comparacao entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicao experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatorio para o fator
"animal". Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (-2*logL) e o teste de raz&o de verossimilhanga (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —-2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 66 — Comparacfes multiplas entre grupos experimentais para a variavel

"Erros Depois" no Labirinto de Barnes — Sesséo LB2
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## contrast

## Grupo
## Grupo
## Grupo
## Grupo
## Grupo
## Grupo
## Grupo
## Grupo
## Grupo
## Grupo
##

## Results are averaged over the levels of:
## P value adjustment:

controle / Grupo
controle / Grupo
controle / Grupo
controle / Grupo

/ Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

W NN R
NNNSS
BB W s W N

Grupo

=W N =

ratio
.665
.969
+722
.977
.457
.086
.470
.745
.009
.354

= = O = = = O O O O

SE
.369
.560
.412
.557
.808
.588
.801
.413
.565
.749

O O O OO O O © © o

df null z.ratio p.value

Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf

1 -0.
-0.

L e T e e e
o

condicao

735
055

.570
.041
.679
.152
0.706
0.531
0.015
.547

tukey method for comparing a family

## Tests are performed on the log scale

.9485
.0000
.9794
.0000
.9611
29999
.9551
.9842
.0000
.9823

O H O O O O - O - O

of 5 estimates

O quadro apresenta os resultados das comparacdes par a par

entre 0s grupos experimentais em relacao a variavel "Erros Depois" no LB2. As

comparacdes sdo baseadas nas razdes de médias (ratio) em escala logaritmica,

com respectivos erros padrdo (SE), estatisticas z (z.ratio) e valores de p,

ajustados pelo método de Tukey para controle do erro tipo I. Os resultados estédo

agregados sobre os niveis da variavel condicédo.

4. Laténcia para entrar - Estatisticas descritivas da variavel

“Laténcia para Entrar" no LB2.

Quadro 67 — Estatisticas descritivas da variavel "Laténcia para

Entrar" no LB2.

Grupo Condicdo [n Missing | Minimo [ Maximo | Média | Mediana | Q1 | Q3 IQR | Desvio Erro
Padrao Padrao

Grupo Diaa1 10.0 | 0.0 1.0 280.0 39.9 |35 2.0 |5.75 3.75 89.081 28.17

controle

Grupo Dia 2 10.0 | 0.0 2.0 256.0 30.2 5.0 2.25 | 6.75 4.5 79.421 25.115

controle
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Grupo Dia3 10.0 | 0.0 1.0 165.0 23.0 [3.5 3.0 |15.5 12.5 50.546 15.984

controle

Grupo Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 42.0 7.7 4.0 1.5 |6.75 5.25 12.383 3.916

controle

Grupo Teste s/ 10.0 | 0.0 1.0 170.0 39.5 4.5 2.25| 65.0 62.75 | 62.151 19.654

controle urina

Grupo Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 69.0 10.4 3.5 1.25 [ 6.5 5.25 20.903 6.61

controle urina

Grupo1 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 283.0 62.3 5.0 4.0 [99.0 [95.0 [94.283 29.815

Grupo 1 Dia 2 10.0 | 0.0 2.0 94.0 25.8 5.5 3.25 [ 37.5 34.25 | 37.055 11.718

Grupo1 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 215.0 30.2 9.0 2.0 |15.75 [13.75 |65.713 20.78

Grupo1 Dia 4 10.0 | 0.0 1.0 175.0 22.4 2.5 1.25 [ 9.0 7.75 53.986 17.072

Grupo 1 Teste s/ 10.0 | 0.0 1.0 285.0 45.8 2.0 1.0 |7.75 6.75 95.96 30.345
urina

Grupo1 Teste c/ 10.0 | 0.0 1.0 260.0 81.3 18.0 5.75 | 157.0 | 151.25 | 106.869 33.795
urina

Grupo 2 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 274.0 55.3 2.0 1.0 |45 3.5 112.663 35.627

Grupo 2 Dia 2 10.0 | 0.0 4.0 260.0 73.5 15.0 6.75 1 103.0 | 96.25 |103.398 32.697

Grupo 2 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 19.0 5.5 4.5 3.25 | 5.75 2.5 5.148 1.628

Grupo 2 Dia 4 10.0 | 0.0 1.0 70.0 13.2 5.0 3.0 |10.75 |7.75 20.911 6.613

Grupo 2 Teste s/ 10.0 | 0.0 1.0 130.0 26.6 |5.5 3.25 8.0 4.75 47.193 14.924
urina

Grupo 2 Teste c/ 10.0 | 0.0 2.0 266.0 92.1 103.5 9.0 |135.75 | 126.75 | 85.738 27.113
urina

Grupo 3 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 290.0 84.7 |3.0 2.25|168.75 | 166.5 | 119.044 37.645

Grupo 3 Dia 2 10.0 | 0.0 2.0 274.0 79.8 5.0 3.25 [175.0 | 171.75 | 122.526 38.746

Grupo 3 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 285.0 39.7 4.5 3.25 | 21.5 18.25 | 88.352 27.939

Grupo 3 Dia 4 10.0 | 0.0 4.0 288.0 65.9 |8.0 5.0 | 285 23.5 117.376 37.118

Grupo 3 Teste s/ 10.0 | 0.0 1.0 218.0 28.4 2.5 2.0 |3.75 1.75 68.159 21.554
urina

Grupo 3 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 245.0 73.8 55.0 2.0 |95.75 |93.75 |86.876 27.473
urina

Grupo 4 Diaa1 10.0 | 0.0 0.0 158.0 19.4 2.5 1.25 (7.5 6.25 |48.949 15.479

Grupo 4 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 272.0 56.4 5.0 3.0 [29.75 |[26.75 [103.613 32.765

Grupo 4 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 135.0 23.1 3.5 2.0 |12.5 10.5 43.646 13.802

Grupo 4 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 254.0 34.8 |65 2.25(7.75 5.5 78.953 24.967

Grupo 4 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 296.0 40.6 | 2.5 1.25 [ 24.75 [ 23.5 91.494 28.933
urina

Grupo 4 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 236.0 88.4 |19.5 4.0 |192.0 [188.0 |105.008 33.206
urina

Os parametros estatisticos incluem média, mediana, valores
minimo e maximo, quartis (Q1 e Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio padrao

e erro padrdo da média.
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Quadro 68 — Comparacéao entre modelos mistos para a variavel

“Laténcia para Entrar" no Labirinto de Barnes — Sesséo LB2

## Data: df barnes 2

## Models:

## fit0: “Laténcia p/ entrar® ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)
## fitl: “Laténcia p/ entrar™ ~ condicao * grupo + (1 | id_animal)
## npar AIC BIC 1logLik -2*log(L) Chisq Df Pr(>Chisq)
## £it0 12 3487.1 3531.5 -1731.5 3463.1

## fitl 32 3512.5 3631.1 -1724.3 3448.5 14.515 20 0.8035

A tabela apresenta a comparacao entre dois modelos mistos
lineares: um modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e
condicdo experimental, e um modelo com interacao (fitl), que avalia a interacao
entre esses fatores. Ambos os modelos incluem intercepto aleatério para o fator
"animal”. Os critérios de ajuste (AIC e BIC), a verossimilhanca (logLik), a
deviance (—2*logL) e o teste de razdo de verossimilhangca (Chisq) sao
apresentados. npar refere-se ao nimero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 69 — Comparacgfes multiplas entre grupos experimentais

para a variavel "Laténcia para Entrar" no Labirinto de Barnes — Sesséo LB2.
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

contrast

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

controle
controle
controle
controle
- Grupo
- Grupo
- Grupo
Grupo
- Grupo

W NN ===
I

- Grupo

- Grupo
- Grupo
- Grupo
- Grupo

L S N R L B

= w N =

## Results are averaged over
## Degrees-of-freedom method:

## P value adjustment:

estimate
-19.517
-19.250
-36.933
-18.667
0.267
-17.417
0.850
-17.683
0.583
18.267

the leve

kenward-roger

1]
]

14.
14.
14.
14.
14.
14.
14.
14.
14.
14.

N NN N NN NNNNDNNN

1s of:

df t.ratio p.value
281 -1.377

281 -1.358
281 =-2.605
281 -1.317
281 0.019
281 -1.229
281 0.060
281 -1.247
281 0.041
281 1.289
condicao

o O+ O K+ O O O O

.6431
.6551
.0721
.6810
.0000
.7347
.0000
+ 7235
.0000
.6985

tukey method for comparing a family of 5 estimates

Os valores apresentados correspondem as estimativas de diferenga média (em

segundos), acompanhadas do erro padrdo (SE), graus de liberdade (df), razéo t

(t.ratio) e valor de p ajustado pelo método de Tukey. Os resultados foram

calculados com base no método de Kenward-Roger para correcdo dos graus de

liberdade, e os valores sdo médias ajustadas considerando todos os niveis da

variavel condicéo.

5.

Gromming no segundo momento

Quadro 70 - Estatisticas descritivas da variavel "Grooming" no o

Grupo Condigao n Missing | Minimo [ Maximo | Média | Mediana | Q1 | Q3 [ IQR | Desvio Erro
Padrao Padrao

Grupo Dia1 10.0 | 0.0 0.0 17.0 1.7 0.0 0.0|0.0 |0.0 |5.376 1.7
controle

Grupo Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 27.0 3.0 0.0 0.0[0.0 |0.0 [8.485 2.683
controle

Grupo Dia3 10.0 | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0|[0.0 [0.0 |0.0 0.0
controle

Grupo Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0|[0.0 |o.0 [0.0 0.0
controle
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Grupo Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0/0.0 |0.0 [0.0 0.0

controle urina

Grupo Teste ¢/ 10.0 | 0.0 0.0 2.0 0.2 0.0 0.0|/0.0 [0.0 |632 0.2

controle urina

Grupo 1 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 23.0 5.4 0.0 0.0|6.0 [6.0 |9.046 2.86

Grupo 1 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 1.0 0.1 0.0 0.0[0.0 [0.0 |316 0.1

Grupo1 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 25.0 2.5 0.0 0.0|0.0 |0.0 |7.906 2.5

Grupo1 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 3.0 0.3 0.0 0.0|0.0 [0.0 |949 0.3

Grupo 1 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 28.0 3.2 0.0 0.0|/1.0 [1.0 |8.741 2.764
urina

Grupo1 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 12.0 1.5 0.0 0.0|/0.0 |[0.0 |3.808 1.204
urina

Grupo 2 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 9.0 1.0 0.0 0.0|/0.0 [0.0 |2.828 894

Grupo 2 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 18.0 2.6 0.0 0.0|2.25(2.25| 5.68 1.796

Grupo 2 Dia 3 10.0 | 0.0 0.0 10.0 1.0 0.0 0.0|0.0 |o.0 [3.162 1.0

Grupo 2 Dia 4 10.0 [ 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0/0.0 |0.0 [0.0 0.0

Grupo 2 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0[0.0 [0.0 |o0.0 0.0
urina

Grupo 2 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 33.0 3.9 0.0 0.0|[0.0 [0.0 |10.397 3.288
urina

Grupo 3 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 4.0 0.4 0.0 0.0[0.0 [0.0 |1.265 0.4

Grupo 3 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 13.0 1.5 0.0 0.0|0.0 [0.0 |4.089 1.293

Grupo 3 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 36.0 4.2 0.0 0.0[0.0 [0.0 [11.331 3.583

Grupo 3 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 9.0 0.9 0.0 0.0|0.0 |0.0 [2.846 0.9

Grupo 3 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 14.0 1.7 0.0 0.0|0.0 [0.0 |4.423 1.399
urina

Grupo 3 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 10.0 2.2 0.0 0.0/3.0 [3.0 [3.824 1.209
urina

Grupo 4 Dia1 10.0 | 0.0 0.0 18.0 2.4 0.0 0.0|0.0 [0.0 |5.797 1.833

Grupo 4 Dia 2 10.0 | 0.0 0.0 29.0 3.6 0.0 0.0 2.25(2.25 | 9.046 2.86

Grupo 4 Dia3 10.0 | 0.0 0.0 3.0 0.3 0.0 0.0|0.0 [0.0 |949 0.3

Grupo 4 Dia 4 10.0 | 0.0 0.0 26.0 5.0 0.0 0.0|0.0 |0.0 |10.551 3.337

Grupo 4 Teste s/ 10.0 | 0.0 0.0 18.0 2.8 0.0 0.0|0.0 |o.0 |6.197 1.96
urina

Grupo 4 Teste c/ 10.0 | 0.0 0.0 37.0 6.7 0.0 0.0|8.5 [8.5 |[11.767 3.721
urina

Os parametros estatisticos incluem média,

mediana, valores

minimo e maximo, quartis (Q1 e Q3), intervalo interquartil (IQR), desvio padrao

e erro padrdo da média.

Quadro 71 — Comparacéao entre modelos mistos para a variavel

"Grooming" no LB2.
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## Data: df_barnes_2

## Models:

## £it0 _grooming: Grooming ~ condicao + grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=~1
## fitl grooming: Grooming ~ condicao * grupo + (1 | id_animal), zi=~0, disp=-~1
## Df AIC BIC 1logLik deviance Chisq Chi Df Pr(>Chisq)

## £it0_grooming 12 631.88 676.32 -303.94 607.88

## fitl grooming 32 641.93 760.45 -288.96 577.93 29.952 20 0.07064 .
## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

A tabela apresenta a comparacdo entre dois modelos mistos lineares: um
modelo aditivo (fit0), que considera os efeitos principais de grupo e condigcao
experimental, e um modelo com interacdo (fitl), que avalia a interacdo entre
esses fatores. npar refere-se ao nUmero de parametros estimados no modelo;
AIC (Akaike Information Criterion); BIC (Bayesian Information Criterion); logLik
representa o logaritmo da verossimilhanca; —2log(L)* indica a deviance do
modelo; Chisq corresponde a estatistica do teste do qui-quadrado; Df aos graus

de liberdade da comparacao; e Pr(>Chisq) ao valor de p associado ao teste.

Quadro 72 — Comparacgdes Post Hoc de Razdes entre Grupos

para a Variavel "Tempo de Achar" LB2 — Escala Logaritmica
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

## Results are averaged over the levels of:
## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5 estimates

contrast

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

controle
controle
controle
controle
/ Grupo
Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

W NN ==
TN R

Grupo

Grupo
Grupo
Grupo
Grupo

L N P L

ratio
.0959
.5948
.3218
.1016
.2016
-3 D52
.0595
.5410
.1708
+3158

- w N =

O O O+ WO O o o o

SE
.1030
.5300
.3280
.0919
.5200
.5300
.0900
.4510
.1610
.3120

©O O O WOoOh o O o o

## Tests are performed on the log scale

df null z.ratio p.value

Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
Inf

1

[ i T o T = B SR SR S =

condicao

-2.175
-0.583
-1.111
-2.529

1.737

1.151

0.056
-0.736
-1.874
-1.166

O O O+ O O O o o o

.1891
.9776
.8007
.0843
.4113
7792
.0000
.9480
.3314
"Ry B

O quadro apresenta os resultados das comparacdes multiplas

entre 0S grupos experimentais para a variavel "Tempo de Achar" no LB2,

utilizando razdes entre médias em escala logaritmica. As comparacdes foram

ajustadas pelo método de Tukey para controle do erro tipo | em mdltiplas

comparacdes. A coluna ratio representa a razdo entre as médias geomeétricas

dos grupos comparados, expressa na escala logaritmica; SE refere-se ao erro

padrdo associado a essa razao; z.ratio corresponde a estatistica do teste z

utilizada para avaliar a diferenca entre os grupos; e p.value indica o valor de p

ajustado pelo método de Tukey para multiplas comparacoes.

Esquiva Aversiva

Quadro 73 - Estatisticas descritivas

esquiva aversiva” nas diferentes fases experimentais.

da variavel “tempo de

Grupo Condicdo |n [Minimo | Méaximo | Média | Mediana | Q1 Q3 IQR | Desvio Erro
padrao padrao

Grupo Treino 10 [12.0 78.0 38.2 35.5 20.0 |45.5 [255 |22.866 7.231

Controle

Grupo Pds 210 10 | 300.0 300.0 300.0 |300.0 300.0 [300.0 | 0.0 0.0 0.0

Controle min

Grupo P6s 24h 10 | 300.0 300.0 300.0 |300.0 300.0 |300.0 | 0.0 0.0 0.0

Controle
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Grupo Pds3odias | o
Controle
Grupo1 Treino 10 | 12.0 105.0 35.0 27.0 20.25 | 39.25 |19.0 |26.758 8.462
Grupo1 Pds 210 10 | 261.0 300.0 296.1 | 300.0 300.0 [300.0 | 0.0 12.333 3.9
min
Grupo 1 Pds 24h 10 | 111.0 300.0 279.7 | 300.0 300.0 [300.0 | 0.0 59.438 18.796
Grupo 1 Pds3o0dias | o
Grupo 2 Treino 10 | 12.0 35.0 20.8 18.5 16.5 |24.0 7.5 6.779 2.144
Grupo 2 Pds 210 10 |18.0 300.0 271.8 |300.0 300.0 [300.0 | 0.0 89.176 28.2
min
Grupo 2 Pés 24h 10 | 300.0 300.0 300.0 |300.0 300.0 |300.0 | 0.0 0.0 0.0
Grupo 2 Pds3o0dias | o
Grupo 3 Treino 10 | 17.0 90.0 36.0 32.0 22.0 |42.25 | 20.25 | 21.613 6.835
Grupo 3 Pds 210 10 | 300.0 300.0 300.0 |300.0 300.0 |300.0 | 0.0 0.0 0.0
min
Grupo 3 Pds 24h 10 | 28.0 300.0 272.8 |[300.0 300.0 [300.0 |0.0 86.014 27.2
Grupo 3 Pdés3odias |o
Grupo 4 Treino 10 |19.0 204.0 79.5 53.0 36.25 [94.0 |57.75 |62.92 19.897
Grupo 4 Pos 210 10 | 232.0 300.0 293.2 [300.0 300.0 |300.0 | 0.0 21.503 6.8
min
Grupo 4 Pds 24h 10 | 100.0 300.0 280.0 |[300.0 300.0 [300.0 | 0.0 63.246 20.0
Grupo 4 Pdés3odias |o
O quadro apresenta as estatisticas descritivas da variavel

"tempo de esquiva aversiva" (em segundos), medida pela laténcia para entrada

no compartimento associado ao choque, durante 0s quatro momentos

experimentais: treino (aquisi¢ao), teste de memoria de curto prazo (210 minutos),

de longo prazo (24 horas) e remota (30 dias). A auséncia de variabilidade na

fase de 30 dias impossibilitou a andlise estatistica, pois nenhum animal

ingressou no compartimento nesse intervalo de tempo. O aumento acentuado

da laténcia ap6s o treino, com manutencao até 24h, sugere consolidacao robusta

da memodria aversiva nos diferentes grupos, com variagcdes intergrupais

possivelmente associadas as intervencdes experimentais.
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Quadro 74 - Parametros do Modelo Linear Misto para a Variavel

"Esquiva Aversiva".

##
##
##
##
##
##
##
#i#
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

Linear mixed model fit by REML. t-tests use Satterthwaite's method [
lmerModLmerTest ]
Formula: Esquiva ~ condicao + grupo + (1 | id_animal)

Data: df esquiva

REML criterion at convergence: 1516.7
Scaled residuals:
Min 10 Median 30 Max

-5.8809 -0.1013 0.1173 0.3638 3.3537

Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.

id animal (Intercept) 15 .19 3:s:897,

Residual 1989.26 44.601
Number of obs: 150, groups: id_animal, 10

Fixed effects:

Estimate Std. Error df t value Pr(>|t])
(Intercept) 47.760 9.713 124.465 4.917 2.72e-06 **%*
condicaoPés 210 min 250.320 8.920 134.000 28.062 < 2e-16 ***
condicaoPdés 24h 244.600 8.920 134.000 27.421 < 2e-16 ***
grupoGrupo 1 -9.133 11.516 134.000 -0.793 0.429
grupoGrupo 2 -15.200 11.516 134.000 -1.320 0.189
grupoGrupo 3 -9.800 11.516 134.000 -0.851 0.396
grupoGrupo 4 4.833 11.516 134.000 0.420 0.675
Signif. codes: 0 '***' (0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

O quadro apresenta os resultados do modelo linear misto

ajustado para a variavel "esquiva aversiva", considerando como efeitos fixos os

fatores "condicao” (momento da avaliacdo: Treino, P6s 210 min, PGs 24h) e

"grupo experimental”, com intercepto aleatorio por animal (id_animal). O modelo

foi estimado por maxima verossimilhanca restrita (REML) e utilizou o método de

Satterthwaite para calculo dos graus de liberdade.
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Quadro 75 - Comparacdes Post Hoc entre Condicdes

Experimentais na Tarefa de EA

## contrast estimate SE df t.ratio p.value
## Treino - P6s 210 min -250.32 8.92 134 -28.062 <.0001
## Treino - POs 24h -244.60 8.92 134 -27.421 <.0001
## POs 210 min - PO6s 24h 5.72 8.92 134 0.641 0.7976
##

## Results are averaged over the levels of: grupo

## Degrees-of-freedom method: kenward-roger

## P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimat
es

O quadro apresenta os resultados das comparacdes multiplas
entre as condi¢cdes experimentais (Treino, Pés 210 minutos e Pds 24 horas),
realizadas por meio do método de Tukey com ajuste para comparacdes entre

trés estimativas.

Analise de metilacdo do gene promotor de AVP

Quadro 76 - Valores de Ct (Cycle Threshold) e ACt obtidos por
gPCR apés digestdo com a enzima de restricdo Hpall, sensivel a metilacao, no
promotor do gene AVP (arginina vasopressina). Para cada uma das 50 amostras
analisadas, a tabela apresenta os valores individuais de Ct (duplicata), a média
dos dois ciclos (Ct mean) e o valor de ACt calculado entre as amostras digeridas
(com Hpall) e as respectivas nao digeridas. Valores de ACt préximos de zero ou
negativos indicam presenca de metilacdo (DNA néo clivado), enquanto valores
positivos sugerem hipometilacdo (DNA digerido). As linhas estédo coloridas de

acordo com o grupo experimental:
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1 verde (1-10): Grupo Controle;
1 vermelho (11-20): Grupo 1;

1 azul (21-30): Grupo 2;
1 laranja (31-40): Grupo 3;
"1 roxo (41-50): Grupo 4.

22,032

Sample Name | Target Name | Ct Threshold |Ct n1 Ctn2
1-H AVP2 0,1 22,044 21,991
2-H AVP2 0,1 22,899 22,473
3-H AVP2 0,1 21,465 21,437
4-H AVP2 0,1 22,584 22,473
5-H AVP2 0,1 22,872 22,782
6-H AVP2 01 22,455 22,362
7-H AVP2 0,1 21,779 21,500
8-H AVP2 0,1 22,676 22,304
9-H AVP2 01 21,888 21,385
10-H

Ct mean

Sample Name | Target Name | Ct Threshold Crn1 Crn2
1+H AVP2 0,1 21,727 21,878
2+H AVP2 0,1 22,842 22,789
3+H AVP2 0,1 21,671 21,601
4+H AVP2 0,1 22,620 22,633
5+H AVP2 0,1 22,686 22,630
6+H AVP2 0,1 22,223 21,873
7+H AVP2 0,1 22,095 22,243
8+H AVP2 0,1 22,773 22,701
9+H AVP2

AVP2

10 +H

DELTACT (nt-t)

22-H AVP2 0,1 22,745 21,989 22,367 22+H AVP2 0,1 21,838 21,505 21,671
23-H AVP2 0,1 21,540 21,353 21,447 23+H AVP2 0,1 22,174 25,676 23,925
24-H AVP2 01 22,300 22,252 22,276 24 +H AVP2 0.1 22,452 22417 22,434
25-H AVP2 0,1 22,561 21,629 22,095 25+H AVP2 0,1 22,307 | Undeterm [ 22,307
26-H AVP2 0,1 22,509 22,404 22,457 26+H AVP2 0,1 22,270 21,939 22,104
27-H AVP2 01 21,869 21,814 21,842 27+H AVP2 0,1 22,313 22,033 22,173
28-H AVP2 0.1 21,707 21,449 21,578 28+H AVP2 01 22,037 21,730 21,884
29-H AVP2 01 22616 22,352 22,484 29+H AVP2 01 22,574 22,363 22,469
30-H AVP2 0,1 22,138 22,287 22212 30+H AVP2 0,1 22,623 22,426 22,525
31-H AVP2 0.1 22,679 22,209 22,444 31+H AVP2 0.1 22,651 22,892 22,772
32-H AVP2 0.1 22,297 22,240 22,268 32+H AVP2 0,1 22,441 22,262 22,351
33-H AVP2 0,1 22,099 21,806 21,952 33+H AVP2 0,1 22,157 21,798 21,978
34-H AVP2 01 21,727 21,752 21,740 34+H AVP2 0.1 22,936 22,698 22,817
35-H AVP2 0.1 22,896 22,859 22,878 35+H AVP2 0.1 22,840 22,519 22,680
36-H AVP2 0.1 22,931 22,683 22,807 36+H AVP2 0,1 23,118 22,661 22,890
37-H AVP2 0,1 22,442 22,260 22,351 37+H AVP2 0,1 22,752 22,499 22,626 -0,275
38-H AVP2 0.1 22,132 21,689 21,910 38+H AVP2 0.1 22,593 22,004 22,298
39-H AVP2 0.1 22,196 21,703 21,949 39+H AVP2 0,1 22,267 22,072 22,169
40-H AVP2 0.1 23,451 22,658 23,055 40 +H AVP2 0,1 23,446 22,919

41-H AVP2 0,1 22,247 22,378 41+H AVP2 0,1 22,416 22,109

42-H AVP2 0.1 22,117 21,764 42+H AVP2 0.1 23,167 22,072

43-H AVP2 0.1 21,998 21,962 43+H AVP2 0,1 22,501 22,294

44 -H AVP2 0,1 22,001 22,649 44 +H AVP2 0,1 22,369 22,093

45-H AVP2 0.1 21,496 21,456 45+H AVP2 0,1 21,791 21,624

46-H AVP2 0.1 21,636 21,838 46+H AVP2 0,1 22,363 22,100

47-H AVP2 0.1 22,040 22,026 47+H AVP2 0,1 22,231 22,150

48-H AVP2 0.1 21,948 21,831 48+H AVP2 0,1 22,128 22,263

49-H AVP2 0,1 22,053 22,250 49 +H AVP2 0,1 22,407 22,614

50 -H AVP2 0,1 22,045 21,811 50 +H AVP2 0,1 21,897 21,931

Quadro 77 - Valores de Ct (Cycle Threshold) e ACt obtidos por

gPCR apo6s digestdo com a enzima de restricdo BstUI, sensivel a metilacéo,

aplicada a analise do promotor do gene AVP. Para cada uma das 50 amostras,

sao apresentados os valores individuais de Ct em duplicata (Ct n1 e Ct n2), a

média entre eles (Ct mean) e o valor de ACt, calculado como a diferenca entre a

amostra digerida e a ndo digerida (nt — t). Valores de ACt préximos de zero ou
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negativos indicam metilacédo preservada (DNA néo clivado pela BstUl), enquanto

valores positivos sugerem hipometilacdo (DNA clivado). As cores das linhas

indicam 0s grupos experimentais:

1 verde (1-10): Grupo Controle;
1 vermelho (11-20): Grupo 1;
1 azul (21-30): Grupo 2;
"1 laranja (31-40): Grupo 3;
1 roxo (41-50): Grupo 4.

-
o

AVP4

Sample Name | Target Name | Ct Threshold [ Ctn1 Crtn2
1-B AVP4 0,1 24,058 23,836
2-B AVP4 0,1 24,455 24,403
3-B AVP4 0,1 23,600 23,494
4-B AVP4 0,1 24,147 24,012
5-B AVP4 0.1 24,763 24,633
6-B AVP4 0,1 23,647 23,382
7-B AVP4 0,1 24,071 23,425
8-B AVP4 0.1 24,018 24,025
9-B AVP4 0,1 23,185 22,802

B

Sample Name | Target Name | Ct Threshold [ Ctn1 Crn2
1+B AVP4 0,1 23,536 24,578
2+B AVP4 0,1 23,966 24,274
3+B AVP4 0,1 23,430 23,196
4+B AVP4 0,1 23,994 23,965
5+B AVP4 0,1 24,179 24,338
6+B AVP4 0.1 23,289 23,307
7+B AVP4 0,1 23,649 23,134
8+B AVP4 0.1 23,937 24,692

9+B

AVP4

10+8B

AVP4

DELTACT (nt- 1)
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B ; 5 24,133 23,708
22-B AVP4 0,1 23,704 23,260 23,482 22+B AVP4 0,1 22,798 23,447 23,123
23-B AVP4 0,1 23,526 | 23,332 23,429 23+B AVP4 0,1 23,041 23,218 23,130
24-B AVP4 0,1 23,733 23,277 23,505 24+B AVP4 01 23,000 23,338 23,169
25-B AVP4 0,1 23,656 23,304 23,480 25+B AVP4 0,1 21,438 21,512 21,475
26-B AVP4 0,1 23,899 | 23591 23,745 26+B AVP4 0,1 23,543 23,468 23,506
27-B AVP4 0,1 23,650 | 23,075 23,363 27+B AVP4 0,1 23,264 23,176 23,220 0,143
28-B AVP4 0,1 22,917 22,354 22,636 28+B AVP4 0,1 22,655 22,423 22,539 0,096
29-B AVP4 0,1 23,891 23,444 23,668 29+B AVP4 0,1 23,140 23,233 23,187 0,481
30-8B AVP4 0,1 23,768 | 23,200 23,484 30 +B AVP4 0,1 23,428 23,600 23,514 -0,030
31-B AVP4 0,1 23,274 22.8-78 23,076 31+B AVP4 0,1 24,256 24,817 24,536 -1,460
32-B AVP4 0,1 22,935 | 22,592 22,764 32+B AVP4 0,1 23,101 23,273 23,187 -0,423
33-B AVP4 0,1 23,144 | 23,375 23,259 33+8B AVP4 0,1 22,988 23,044 23,016 0,243
34-B AVP4 0,1 23,454 | 23,660 23,557 34+B AVP4 0.1 23,979 23,977 23,978 -0,421
35-B AVP4 0,1 24,270 | 24,067 24,168 35+B AVP4 0,1 23,575 23,743 23,659 0,509
36-B AVP4 0,1 23473 | 23321 23,397 36+8B AVP4 0,1 23,584 23,473 23,528 -0,131
37-B AVP4 0,1 23639 | 23623 23,631 37+8B AVP4 0,1 23,39% 23314 23,355 0,276
38-B AVP4 0,1 23,179 | 22,636 22,907 38+B AVP4 0,1 22,922 22,664 22,793 0,114
39-B AVP4 0,1 23285 | 23154 23,219 39+B AVP4 0,1 22,982 23,140 23,061 0,158
40-B AVP4 0,1 24,277 | 23,782 24,030 40+B AVP4 0,1 24,431 24,525 24,478
41-B AVP4 0,1 23925 | 23728 41+8B AVP4 0,1 23,638 24,346
42-B AVP4 0,1 23,996 | 23,323 42+B AVP4 0,1 23,229 23,342
43-B AVP4 0,1 23,777 | 23,395 43+B AVP4 0,1 23,334 23,495
44-B AVP4 0,1 23469 | 23266 44+B AVP4 0,1 25,531 25,831
45-B AVP4 0,1 23,122 | 22,670 45+B AVP4 0,1 22,647
46-B AVP4 0,1 23,342 | 23,225 46 +B AVP4 0,1 22,893
47-B AVP4 0,1 23,293 | 23,178 47 +B AVP4 0,1 22,861
48-B AVP4 0,1 23,271 23,008 48 +B AVP4 0,1 22,670
49-B AVP4 0,1 23,600 | 22,955 49+B AVP4 0,1 22,989
50-B AVP4 0,1 23,277 | 22,941 50 +B AVP4 0,1 22,762




Quadro 78 - Resultados do teste de Mann-Whitney para Hpall

no grupo controle.

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado

Teste estatistico aplicado

Mann-Whitney (bilateral)

Valor de p 0,3245
Diferenca estatisticamente significativa N&o
Mediana do grupo néo tratado (n = 10) 22,21
Mediana do grupo tratado (n = 10) 22,40
Diferenca real entre as medianas 0,1845
Estimativa de Hodges-Lehmann 0,2000
Soma dos postos (hdo tratado, tratado) 91,5; 1185
Estatistica U 36,5

Quadro 79 — Resultados

no Grupo 1 (Toxoplasma gondii)

do teste de Mann-Whitney para Hpall

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado

Teste estatistico aplicado

Mann-Whitney (bilateral)

Valor de p 0,5787
Diferenca estatisticamente significativa Néo
Mediana do grupo nédo tratado (n = 10) 21,79
Mediana do grupo tratado (n = 10) 21,85
Diferenca real entre as medianas 0,0595
Estimativa de Hodges-Lehmann 0,0870
Soma dos postos (hdo tratado, tratado) 97 ; 113
Estatistica U 42

Quadro 80 — Resultados do teste de Mann-Whitney para Hpall

no Grupo 2 (Toxoplasma gondii + probidtico)

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado
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Teste estatistico aplicado Mann-Whitney (bilateral)
Valor de p 0,2475

Diferenca estatisticamente significativa Néo

Mediana do grupo néo tratado (n = 10) 22,24

Mediana do grupo tratado (n = 10) 22,37

Diferenca real entre as medianas 0,1265

Estimativa de Hodges-Lehmann 0,1020

Soma dos postos (néo tratado, tratado) 89; 121

Estatistica U 34

Quadro 81 — Resultados do teste de Mann-Whitney para Hpall

no Grupo 3 (Probidtico + Toxoplasma gondii).

Parametro Valor

Grupos comparados N&o tratado vs. Tratado
Teste estatistico aplicado Mann-Whitney (bilateral)
Valor de p 0,2251

Diferenca estatisticamente significativa N&o

Mediana do grupo nédo tratado (n = 10) 22,31

Mediana do grupo tratado (n = 10) 22,65

Diferenca real entre as medianas 0,3435

Estimativa de Hodges-Lehmann 0,2900

Soma dos postos (ndo tratado, tratado) 88,5;1215

Estatistica U 33,5

Quadro 82 - Resultados do teste de Mann-Whitney para Hpall

no Grupo 4.

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado

Teste estatistico aplicado

Mann-Whitney (bilateral)

Valor de p 0,0719
Diferenca estatisticamente significativa Nao
Mediana do grupo ndo tratado (n = 10) 21,96
Mediana do grupo tratado (n = 10) 22,23
Diferenca real entre as medianas 0,2710
Estimativa de Hodges-Lehmann 0,2585
Soma dos postos (hao tratado, tratado) 81; 129
Estatistica U 26
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Quadro 83 - Resultados do teste de Mann-Whitney para a

comparacao entre animais do grupo controle tratados e n&o tratados com a

enzima de restricao BstUI.

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado

Teste estatistico aplicado

Mann-Whitney (bilateral)

Valor de p 0,6842
Diferenca estatisticamente significativa (p < Néao
0,05)
Mediana do grupo néo tratado (n = 10) 23,85
Mediana do grupo tratado (n = 10) 23,83
Diferenca real entre as medianas -0,0165
Estimativa de Hodges-Lehmann -0,1170
Soma dos postos (ndo tratado, tratado) 111 ;99
Estatistica U 44

Quadro 84 - Resultados do teste de Mann-Whitney para BstUI

no Grupo 1.

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado

Teste estatistico aplicado

Mann-Whitney (bilateral)

Valor de p

0,4040

Diferenca estatisticamente significativa Néo
Mediana do grupo nédo tratado (n = 10) 23,11
Mediana do grupo tratado (n = 10) 23,18
Diferenca real entre as medianas 0,0655
Estimativa de Hodges-Lehmann -0,2450
Soma dos postos (hdo tratado, tratado) 116,5; 93,5
Estatistica U 38,5
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Quadro 85 - Resultados do teste de Mann-Whitney para BstUI

no Grupo 2.

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado

Teste estatistico aplicado

Mann-Whitney (bilateral)

Valor de p 0,1051
Diferenca estatisticamente significativa Néo
Mediana do grupo néo tratado (n = 10) 23,48
Mediana do grupo tratado (n = 10) 23,18
Diferenca real entre as medianas -0,3050
Estimativa de Hodges-Lehmann -0,2960
Soma dos postos (hdo tratado, tratado) 127 ;83
Estatistica U 28

Quadro 86 - Resultados do teste de Mann-Whitney para BstUI

no Grupo 3.

Parametro

Valor

Grupos comparados

Nao tratado vs. Tratado

Teste estatistico aplicado

Mann-Whitney (bilateral)

Valor de p 0,7394
Diferenca estatisticamente significativa Néo
Mediana do grupo nédo tratado (n = 10) 23,33
Mediana do grupo tratado (n = 10) 23,44
Diferenca real entre as medianas 0,1135
Estimativa de Hodges-Lehmann 0,1100
Soma dos postos (hao tratado, tratado) 100; 110
Estatistica U 45
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Quadro 87 - Resultados do teste de Mann-Whitney para BstUI

no Grupo 4.
Parametro Valor
Grupos comparados N&o tratado vs. Tratado
Teste estatistico aplicado Mann-Whitney (bilateral)
Valor de p 0,3527
Diferenca estatisticamente significative N&o
Mediana do grupo néo tratado (n = 10) 23,28
Mediana do grupo tratado (n = 10) 23,09
Diferenca real entre as medianas -0,1875
Estimativa de Hodges-Lehmann -0,1910
Soma dos postos (hdo tratado, tratado) 118 ;92
Estatistica U 37
Curvas de melt
1. Grupo controle
00001 \ | \
Figura 1 - Graficos de amplificacdo (& esquerda) e de

dissociacao (a direita) das amostras do grupo controle (CTL) obtidos por gPCR
apos digestdo com enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo (MSRE-qPCR).
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As curvas de amplificagdo mostram o sinal de fluorescéncia (ARn) em fungéo do
namero de ciclos, enquanto as curvas de dissociacdo avaliam a especificidade
dos produtos amplificados em funcdo da temperatura de melting (Tm). Cores

diferentes indicam pocos distintos da placa de 96 pocos.

Amplification Plot

Melt Curve

Cycle B WC WO M MF WG MK

Figura 2 - Graficos de amplificacdo (a esquerda) e de
dissociacdo (a direita) das amostras do grupo 1 (animais infectados por
Toxoplasma gondii, ndo tratados com probi6tico). As curvas de amplificacdo
representam a variacdo da fluorescéncia (ARn) ao longo dos ciclos de PCR,
enguanto as curvas de dissociacao indicam a temperatura de melting (Tm) dos
produtos amplificados. Cada curva corresponde a uma amostra individual
processada em condi¢cdes de digestdo com enzimas de restricdo sensiveis a

metilacéo.

Ampification Plot

Melt Curve

Well: A7
Target AVP2
Task:  UNKNOWN bVl
Dye: SYBR-None | I‘V
Quantity: NaN f
Cr: 21.330976486206055 (&
Flags:

0.0001

0.00001

Sample: 27-H

0,000001 I r——r——T— T e ey =
2 4 6 " 2 » » % % ®» e @ “« & =

Cycle
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Figura 3 - Gréaficos de amplificacdo (a esquerda) e curva de
dissociacdo (a direita) das amostras do Grupo 2, composto por animais
infectados por Toxoplasma gondii e tratados posteriormente com o probiético
Lactobacillus rhamnosus. O grafico de amplificacéo representa a fluorescéncia
(ARNn) em fungao do numero de ciclos da PCR, enquanto o grafico de dissociagao
indica as temperaturas de melting (Tm) dos produtos amplificados. Cada curva
representa uma amostra individual digerida com enzima de restricdo sensivel a

metilacao.

Ampification Plot

0.001

0.0001

0.00001

0.000001

z % » = :
Cycle . o m: mo m-

Figura 4 - Gréficos de amplificacdo (a esquerda) e curva de
dissociacao (a direita) das amostras do Grupo 3, composto por animais que
receberam o probidtico Lactobacillus rhamnosus previamente a infeccdo por
Toxoplasma gondii. O grafico de amplificagéo representa a fluorescéncia (ARn)
ao longo dos ciclos da PCR, enquanto o grafico de dissociagdo mostra a
temperatura de melting (Tm) dos produtos amplificados. Cada curva

corresponde a uma amostra individual submetida a digestdo com enzimas de

restricdo sensiveis a metilagéo.
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Ampification Plot Melt Curve
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Figura 5 - Gréaficos de amplificacdo (a esquerda) e curva de
dissociacao (a direita) das amostras do Grupo 4, composto por animais tratados
com o probidtico Lactobacillus rhamnosus, sem exposicdo a infec¢do por
Toxoplasma gondii. O gréfico de amplificacdo mostra a fluorescéncia (ARn) ao
longo dos ciclos da PCR, enquanto o gréfico de dissociacdo (melt curve)
apresenta a distribuicAo das temperaturas de melting (Tm) dos produtos
amplificados. Cada curva representa uma amostra individual submetida a

digestdo com enzimas de restricdo sensiveis a metilacao.

Quadro 88 - Contagem de Células Imunorreativas a AVP e FOS nas Regifes

Dorsal e Ventral da Amigdala Medial Posterior

Dorsal Ventral
GC A2 Cx15 AVP 193 196
GC A2 Cx14 AVP 155 138
GC AN4 Cx13 FOS 158 31
GC A3 Cx13 FOS 124 107
GC AN1 Cx15 AVP 0 0
GC AN3 Cx15 AVP 65 276
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GC AN3A Cx13 AVP 146 101
GC AN4 Cx15 AVP 113 84
GC AN5 Cx14 FOS 244 105
GC AN1 Cx15 FOS (1) 202 127
GC AN2 Cx15 FOS 157 217
GC AN3 Cx15 FOS 207 251
GC AN4 Cx15 FOS 105 244
GC AN5 Cx14 FOS 318 163
G1A1Cx3 FOS 165 386

AVP
G1 AN1 Cx2 FOS 3 34
G1 AN3 Cx3 FOS 322 350
G1 AN3 Cx3 AVP 88 58
G1 AN1Cx2 AVP 0 0
G1 AN2 Cx3 AVP 143 200
G1 AN4 Cx1 AVP 14 17
G1 AN4 Cx1 AVP(5) 23 159
G1 AN2 Cx3 FOS(2) 307 186
G1 AN3 Cx3 FOS 229 276
G1 AN4 Cx1 FOS(5) 147 290
G1 AN4 Cx1 FOS(3) 33 119
G2 A1 Cx6 AVP 46 73

FOS 51 45
G2 A2 Cx5 AVP

FOS
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G2 AN4 Cx4 FOS 0 0
G2 AN4 Cx4 AVP 0 0
G2 AN4 Cx6 AVP 328 35
G2 AN5 Cx4 AVP 134 35
G2 AN4 Cx6 FOS 228 0
G3 AN1 Cx8 AVP 282 178
G3 AN2 Cx8 AVP 313 114
G3 AN4 Cx7 AVP 142 180
G3 AN4 Cx7 FOS 129 298
G3 AN4 Cx9 FOS 136 144
G3 AN4 Cx9 AVP 115 126
G3 AN5 Cx7 AVP 303 307
G3 AN4 Cx7 FOS 47 179
G3 AN1 Cx8 FOS 239 148
G3 AN2 Cx8 FOS 155 88
G3 AN3 Cx9 FOS 111 133
G3 AN3 Cx9 AVP 109 84
G3 AN2 Cx9 FOS 169 157
G3 AN2 Cx9 AVP 290 228
G4 A5 Cx10 AVP (Ldmina ? ruim)

FOS 248 145
G4 AN1 CX11 AVP 192 325
G4 AN3 CX10 AVP 262 176
G4 AN5 CX11 AVP 112 159
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G4 AN1 CX11 FOS(2) 169 277

G4 AN2 CX11 FOS 257 57
G4 AN3 CX10 FOS 330 243
G4 AN5 CX11 FOS 180 113

A tabela apresenta a contagem de células imunorreativas para
os marcadores AVP (arginina-vasopressina) e FOS (proteina de expressao
imediata) em cortes coronoides da amigdala medial posterior (MePD), obtidos
por meio de imunohistoquimica. As quantificacbes foram realizadas
separadamente nas regides dorsal e ventral da MePD, em animais pertencentes
a diferentes grupos experimentais (GC, G1, G2, G3 e G4). Cada entrada da
tabela informa o grupo, o nimero do animal e a identificacdo da caixa (Cx) na
qual o animal permaneceu alojado durante o experimento. A tabela ainda esta
em processo de finalizacao, pois algumas laminas precisaram ser refeitas. Esses
dados servirdo como base para analises quantitativas voltadas a compreensao
dos efeitos da infeccdo por Toxoplasma gondii e da administracéo de probiéticos

sobre a expressao regional de AVP e FOS na MePD.
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Anexo Il

santa casa

DE SAC PAVLO

@ A — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP)

Extracao DNA amigdala com DNeasy Kit QIAGEN

Elaboracao: Equipe Técnica - Cynthia Bartolomeo Data: Fevereiro/2024
Objetivo: Definir o procedimento para extra¢cdo de DNA de amigdala com o DNeasy kit da QIAGEN.
Materiais:

Local

e Buffer ATL

e Proteinase K

e Buffer AL

Armario “Materiais PCR”, dentro da caixa “Extracdo DNA”
e Buffer AW1

e Buffer AW2

e Buffer AE
e Etanol Absoluto gelado Freezer que ficava no NB2
e Bastdo de vidro Autoclavados, no armario “Materiais PCR”

e Colunas kit

Armario NB2, na caixa DNeasy kit
e Tubo coletor

e Banho seco

e Vortex

e C(Centrifuga

Procedimento:

1. Separar os eppendorfs contendo as amigdalas.

2. Adicionar 180 pL de Buffer ATL.

3. Macerar o tecido com bastao de vidro.

4. Vortexar para homogeneizar o tampao ao tecido macerado.

5. Adicionar 20 pL de Proteinase K.

6. Vortexar bem até homogeneizar.

7. Incubar em banho seco por = 1 hora a 56 °C, vortexando de tempos em tempos (30 em 30 minutos) para que
o tecido seja completamente dissolvido.
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Ao término da incubacdo, vortexar o eppendorf por 15 segundos.

Adicionar 200 pL de Buffer AL.

10.

Vortexar bem até homogeneizar.

11.

Incubar em banho seco por 10 min a 70 °C.

12.

Adicionar 200 pL de Etanol Absoluto gelado.

13.

Vortexar bem até homogeneizar.

14.

Colocar todo contetdo na coluna.

15.

Centrifugar 8000 rpm por 1 minuto.

16.

Trocar apenas o tubo coletor.

17.

Adicionar 500 pL de Buffer AW1.

18.

Centrifugar 8000 rpm por 1 minuto.

19.

Trocar apenas o tubo coletor.

20.

Adicionar 500 pL de Buffer AW2.

21.

Centrifugar 14000 rpm por 3 minutos.

22.

Transferir a coluna para um novo eppendorf (1,5 mL).

23.

Adicionar a coluna 25 pL de Buffer AE.

24.

Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

25.

Adicionar a coluna mais 25 pL de Buffer AE.

26.

Incubar, novamente, a temperatura ambiente por 1 minuto.

27.

Centrifugar 8000 rpm por 1 minuto.

28.

Dosar a concentragdo de DNA da amostra. Como branco, utilizar o Buffer AE.

29.

Armazenar no -20 °C.
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Anexo |l

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA IRMANDADE DA SANTA CASA DE [‘IISERIC()RDIA DE SAO PAULO Q
E FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA SANTA CASA DE SAO PAULO
Rua Marques de Itu, 381 - 5° andar, Santa Cecilia CEP 01221-010 - S3o Paulo - SP

Sao Paulo, 07 de Fevereiro de 2022.
Projeto n°® 001/22
Informe este nimero para
identificar seu projeto na CEUA

Ilmo. (a). Sr. (a).
Dr. Marcelo Jenné Mimica

Departamento de Ciéncias Patoldgicas

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da ISCMSP e FCMSCSP, em reunido ordinéria, dia
07/02/2022, e no cumprimento de suas atribuicdes, apds analise do Projeto: “Avaliagdo
de resposta ansiolitica em ratos infectados por Toxoplasma gondii tratados em

Lactobacillus rhamnosus comparados com placebo.”, nesta data emitiu parecer

enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado para 60 ratos Wistar

D Com pendéncia —

I:’ Nao aprovado

) . \ /
9 J- of ... a/r
’»//(’2/{'1/(/ o ptvte i

V.

Prof2. Dra. Valéria Vieira Chida
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
ISCMSP. e FCMSCSP
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